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RESUMO

Titulo: Uso da estratégia drogas gémeas para a sintese de novos homodimeros
de adutos de Morita-Bayllis-Hilman potenciais candidatos a farmacos

antiparasitarios.

Este trabalho foi realizado com o objetivo de sintetizar e bioavaliar a atividade de
novos Adutos de Morita-Baylis-Hillman (AMBH) como potenciais candidatos a
farmacos. Os AMBH foram sintetizados a partir da abordagem drogas gémeas
(twin drugs approach) e bioavaliados contra a forma promastigota Leishmania
donovanii, uma espécie da forma visceral e mais grave da doenca, a qual possui
o farmaco utilizado para o tratamento acompanhado de grande toxicidade. Como
aceptor de Michael para ser utilizado na reagdo de Morita-Baylis-Hillman
(RMBH), foi sintetizado o diacrilato do etileno glicol (50) a partir da reacao de
esterificacdo entre o etileno glicol (65) e o acido acrilico (66). A primeira RMBH
investigada foi entre dois equivalentes 2-nitrobenzaldeido (57) e um equivalente
do diacrilato 50, em acetonitrila como solvente na presenca de DABCO, obtendo-
se dois produtos: um aduto 67 e um aduto homodimérico 42. Nas investigacdes
dos parametros experimentais da RMBH, o DMF, o DABCO e a temperatura
ambiente mostraram ser as condi¢des mais favoraveis para a formacédo dos
adutos homodiméricos, sendo esses obtidos com rendimentos entre 35-94% e
em tempos reacionais entre 24h e 20 dias, isolados por extracao liquido/liquido
e via cromatogréfia flash. Os homodimeros e os demais AMBH bioavaliados
tiveram resultados de satisfatérios a excelentes de Clso para 0s adutos
homodiméricos (Clso 126,20 a 0,50uM). Todos os AMBH homodiméricos tiveram
bioatividade superior aos AMBH correspondentes, evidenciando o sucesso da
abordagem de drogas gémeas contra a espécie promastigota da leishmania
donovanii, chegando ao impressionante resultado, no caso do homodimero 49,
ser 393,1 vezes mais ativo que o AMBH correspondente 56, sendo 1.24 mais
ativo que a anfoterinica B, além de ndo apresentar toxicidade na exposicdo em
glébulos vermelhos do sangue humano (IS > 400, contra IS = 18,73 da
anfotericina B). Estes resultados evidenciam que homodimero 49 é uma

molécula promissora na busca de novos candidatos a farmacos.

Palavras-chave: drogas gémeas, homodimeros de Adutos de Morita-Baylis-

Hillman, Leishmania donovani.



ABSTRACT

Title: Use of twin drugs strategy for the synthesis of new homodimers adducts

Morita-Bayllis-Hillman potential candidates for antiparasitic drugs.

This work was performed in order to synthesize and bioavaliar the activity of new
adducts Morita-Baylis-Hillman (AMBH) as potential drug candidates. The AMBH
were synthesized from the twin drug approach (approach twin drugs) and
bioavaliados against Leishmania promastigote form donovanii, a kind of visceral
leishmaniasis and more severe disease, which has a drug used for the treatment
accompanied by high toxicity. As Michael acceptor to be used in Morita-Baylis-
Hillman (MRBH) was synthesized diacrylate ethylene glycol (50) from the
esterification reaction between ethylene glycol (65) and acrylic acid (66). The first
MRBH was investigated between two equivalent 2-nitrobenzaldehyde (57) and
one equivalent of diacrylate 50, in acetonitrile as solvent in the presence of
DABCO, yielding two products: an adduct 67 and an adduct homodimeric 42. In
investigations of experimental parameters the MRBH, DMF, DABCO and room
temperature proved to be the most favorable conditions for the formation of
adducts homodimeric, these being obtained in yields of 35-94% and reaction
times between 24 and 20 days, isolated by liquid / liquid and via flash
chromatography. Homodimers and other bioavaliados AMBH results were
satisfactory to excellent ICso for homodimeric adducts (ICso 126.20 to 0,50uM).
All homodimeric AMBH had higher bioactivity the corresponding AMBH, showing
the success of the twin drugs approach against promastigote species of
leishmania donovanii, reaching the impressive result, in the case of 49
homodimer be 393.1 times more active than the corresponding AMBH 56, being
1.24 more active than the anfoterinica B, and no reported toxicity exposure in red
blood cells of human blood (iS> 400 against iS = 18.73 amphotericin B). These
results show that 49 homodimer is a promising molecule in the search for new

drug candidates.

Keywords: Twin drugs, homodimers adducts Morita-Baylis-Hillman Leishmania

donovanii.
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INTRODUCAO



l.Introducéo

As doencas causadas por protozodrios representam uma porgao
significativa dentro das chamadas doencas tropicais negligenciadas (DTNs), que
sdo doencas que atingem principalmente os pobres e as populacdes
marginalizadas na Africa Subsariana, o sudeste da Asia e América Latina
(HOTEZ et. al., 2006). Estas DTNs incluem a doenca de Chagas, leishmaniose,
esquistossomose, giardiase, dengue, hanseniase, raiva, infec¢cbes de origem
alimentar, dentre outras (HOTEZ et. al., 2009). Segundo a organiza¢cao mundial
de saude (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2010), apesar das DTNs
mundialmente terem pouca visibilidade, elas afetam diretamente a vida de um
bilhdo de pessoas e ameacam a saude de outros milhdes.

As drogas disponiveis para o tratamento dessas doencas estéo
limitadas, tendo a farmacopeia praticamente inalterada por décadas para a
maioria das doencas, tanto em termos de investimento para indudstria
farmacéutica, quanto em termos de eficacia do medicamento, acompanhados
por altas toxicidades, baixa adesdo dos pacientes e pela resisténcia dos
protozoarios as drogas (PINK et. al., 2005).

Nesse contexto, varios trabalhos vém sendo desenvolvidos visando a
obtencéo de novas drogas para combater as DTNs, destacando-se os adutos de
Morita-Baylis-Hillman (AMBH), uma classe de compostos multifuncionalizados
que possui atividade contra algumas das principais doencas negligenciadas
(como Leishmania e doenca de Chagas) e contra demais doencas também
causadas por protozoarios, como a maléria, dentre outras. Estes compostos séo
obtidos através da reacdo de Morita-Baylis-Hillman (RMBH), uma reacédo que
vem recebendo destaque por parte dos quimicos organicos por apresentar
caracteristicas fundamentais para a eficiéncia de um método sintético como:
elevada economia de atomos, boa reprodutibilidade, alcanca 6timos
rendimentos, dentre outras vantagens (LIMA-JUNIOR e VASCONCELLOS,
2012).

Desde a sua descoberta por Morita (1968), Baylis e Hillman (1972), as
aplicagbes dos adutos multifuncionalizados como intermediarios na sintese de
produtos naturais cresce a cada ano. A partir do trabalho pioneiro de Kundu e

colaboradores (1999) até hoje, pode-se observar que esta classe de compostos
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vem apresentando um variado espectro de atividade bioldgica, tais como
atividades leishmanicida, antimalarial, antifingica e antichagassica. Embora
pouco se conheca sobre os mecanismos de acdo dos AMBH frente as
patologias, esta classe de compostos vem se apresentando como potencial na
busca de novos farmacos mais ativos e seletivos em combate as doencas
negligenciadas.

A utilizacé@o de vérias ferramentas sintéticas vem sendo utilizadas para a
sintese dos AMBH, como hibridizacdo molecular, bioisosterismo, dentre outras,
na busca da otimizac&do da atividade biologica, mostrando a importancia desta
versatil reacdo na busca de novos farmacos para o tratamento de diversas
doencas.

Com isso, 0 objetivo do trabalho é sintetizar AMBH homodiméricos,
utilizando a estratégia de drogas gémeas, e AMBH com porcao carboximetilester
para avaliar a atividade biolégica contra a forma promastigota da leishmania

donovani.

Esquema 1. Planejamento da sintese do diacrilato do etileno glicol, dos AMBH
homodiméricos e dos AMBH com porcéo carboximetil ester para serem avaliados

contra a leishmania donovani

O o}
Ho O+ IHkOH — ﬁo/\/o\”)l

o)
| 0 | OH O /l
| A o O/\/O o I N O/\/O \\R
R// O R// O OH
I o OH O
| R + ‘)I\O/ _— | X O/
L | N

20



FUNDAMENTACAOQ
TEORICA




2. Fundamentacao Tedrica

2.1 Doencas parasitérias e doencas negligenciadas

As doencas parasitarias sdo doencas infeciosas causadas por
protozoarios aos seres humanos e representam uma ameaca significativa a
saude por ser responsavel por mais de um milhdo de mortes anualmente
(LOZANO et al, 2012) e ameacar a vida de bilhées de pessoas em todo o0 mundo
fazendo parte do rol das doencgas tropicais negligénciadas (KATHERINE et al,
2014).

As DTNs pertencem a um grupo de doencgas infecciosas, que apesar de
serem trataveis e/ou evitaveis, continuam sendo umas das principais causas de
morbidade e mortalidade entre as populacdes mais pobres do mundo (OMS,
2010). Estas doencas sao consideradas um combustivel para a manutencéo de
um circulo vicioso da regressdo do desenvolvimento da criagdo e da
produtividade humana (TROUILLER et al, 2002).

Por ocorrerem entre as populagbes pobres nas regibes menos
desenvolvidas no mundo, essas doencas ndo tém grande visibilidade na
indastria farmacéutica, pois o retorno financeiro sobre o investimento é muito
baixo para o continuo desenvolvimento do mercado de medicamentos
(HOPKINS, WITTY e NWAKA, 2007). Essa classe de doencas tem recebido
investimentos muito baixos em relacao as “doencas de primeiro mundo”. Entre
1975 e 1999, por exemplo, apenas 1% dos novos medicamentos eram
destinados ao tratamento das DTNs, enquanto que a doencas relacionadas ao
sistema nervoso central, doencas cardiovasculares, representavam 15% e 12%,
respectivamente, das novas drogas introduzidas nesse periodo (PEDRIQUE et
al, 2013).

O desenvolvimento de medicamentos contra essas doencas para estagios
clinicos também €& bastante baixo. Dos mais de 148.000 ensaios clinicos
registrados no final de 2011, apenas cerca de 1% estavam concentrados a DTNs
(PEDRIQUE et al, 2013). Porém a projecdo atual tende a aumentar, de forma

gradual, em 4% no desenvolvimento de novas drogas nos proximos 10 anos.
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Atualmente, a OMS (2014) considera 17 doencas sendo tropicais
negligenciadas: dengue, raiva, tracoma, Ulcera de Buruli, treponematose
endémicas, hanseniase, doenca de Chagas, tripanossomiase humano africano
(THA), leishmaniose, teniase, drancunculose, equinococose, trematodiase,
filariose linfatica, oncocercose, esquistossomose, helmintiase transmitida pelo
solo. Estima-se que todas essas doencas afetam mais de 1 bilhdo de pobres no
mundo, com renda de menos de 2 dolares por dia, sendo endémica em 149
paises.

Figura 1. Mapa de prevaléncia geografica de seis DTNs comuns no mundo:

dracunculose, filariose linfatica, oncocercose, esquistossomose, geo-helmintos
e tracoma.

25 NTDs Present
B 4 NTDs Present
Il 3 NTDs Present
B 2 NTDs Present

1 NTD Present

Fonte: http://www.cdc.gov/globalhealth/ntd/diseases/index.html (CDC). Acesso
em 25/09/2015 as 16:22h.

Segundo o Centro de Controle e Prevencéao de doencas (CDC, 2015), sete
das DTNs mais comuns podem ser encontradas em uma série de paises de
baixa e média renda da Africa, Asia e na América Latina, afetando areas

tropicais, onde as pessoas tém pouco acesso a agua potavel ou a aterros

sanitarios.

Aliado a essas condicbes, a grande quantidade de infeccbes por
protozoarios deve-se a falta de vacina eficaz para cada tipo de doenca. O

tratamento e a profilaxia ficam a dependéncia de farmacos antigos, que
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apresentam alta toxicidade, diminuicdo da eficacia (aumento da resisténcia da
doenca) e baixa adesédo dos pacientes (KATHERINE et al, 2014).

2.1.1 Leishmaniose: aspectos gerais e quimioterapicos

A leishmaniose compreende um conjunto de mais de 20 espécies de
protozoarios intramacrofagicos do género leishmania. Os parasitas desta doenca
possuem duas formas principais: a amastigota intracelular em hospedeiros
mamiferos e a promastigota flagelada através do mosquito fleb6tomo fémea
infectado do género Phlebotomus ou Lutzomyia, tais como P. orientalis, P.
martini, P. argentipes e P. celiae (SINGH, S.; SIVAKUMAR, R, 2004).

Em relacdo a sua forma clinica, a leishmaniose se manifesta sob trés
formas, a visceal (LV), a cutanea (LC) e a muco cutaneo (LMC). Todas essas
formas apresentam diferentes respostas patologicas e causam diferentes graus
de morbidade e mortalidade. A forma LV, também conhecida com calazar, é a
mais grave da doenca em que os macréfagos infectados disseminam através
dos sistemas vasculares e linfaticos, levando a infeccdo de todo o sistema
reticulo-endotelial que é comumente fatal, sendo causada pela L. donovani e L.
chagasi (NJOGU e CHIBALE, 2013). Na LC, os macrofagos infectados so
causam ulceracfes cronicas locais na pele, enquanto que na LMC, as lesdes
ocorrem apds 0 progressivo avanco da manifestacdo na mucosa do trato
respiratério, apés a LC prévia (BERN, MAGUIRE, e ALVAR, 2008). Essas duas
tltimas formas sdo causadas, dentre outras, pela L. tropica, L major (principal),

L. mexicana, brasiliensis, L. panamensis e L. guyanensis (MURRAY, et al, 2005).

Tabela 1. Nomenclatura recente proposta para espécies de Leishmania baseada
na proteina de choque térmico Hsp 70 sequéncia de gene.

Género Complexo Espécie Distribuicdo Geografica
Leishmania | L. donovanii | L. donovanii China, India subcontinental, Etiopia,
Suddo, Kénia, Ird4, Ardbia Saudita,
Lémen.
L. Infantum Albania, Argélia, Franca, Grécia, Italia,

Marrocos, Portugal, Espanha, Siria,
Tunisia, Turquia, Lémen.

L. Chagasi Argentina, Bolivia, Brasil, Col6mbia,
Equador, ElI Salvador, Guadalupe,
Guatemala, Honduras, Martinicia,
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México, Nicaragua, Paraguai,
Suriname, Venezuela.

L. Archibaldi india, Sud&o, Etiopia, Libano, Israel
L. Tropica L. Tropica Afeganistao, Argélia, Azerbaijao,
Grécia, Ira, Iraque, Israel, Etidpia,
Kénia
L. aethiopia Etidpia, Kénia
L. Major Alfeganistéo, Argélia, Chade, Irg,

Iraque, Israel, Libia, Mauritania,
Marrocos, Siria, Sudao.

L. mexicana | L. mexicana Belize, Coldmbia, Costa Rica,
Republica Dominicana, Equador,
Guatemala, Honduras, México,
Panama, Venezuela.

L. amazonensis | Bolivia, Brasil, Colébmbia, Costa Rica,
Equador, Guiana Francesa, Peru,

Venezuela
L. garnhami Venezuela
Viannia L.guynhanensis | Brasil, Coldmbia, Equador, Guiana

Francesa, Peru, Suriname Venezuela.

L. panamensis | Belize, Colémbia, Equador, Costa
Rica, Honduras, Nicaragua, Panama,

Venezuela,
L. naiffi Brasil, Guiana Francesa, Equador,
Peru
L. L. braziliensis Argentina, Belize, Bolivia, Brasil,
braziliensis Colbémbia, Costa Rica, Equador,
Guatemala, Honduras, Nicaragua
L. peruviana Peru
L. lainsoni Brasil, Bolivia, Peru

Fonte: Traduzida de Hidayat H. et al (2014)

O ciclo de vida da leishmania mostra duas principais fases de
desenvolvimento que sdo a amastigota, que reside no interior das células, e as
prosmatigotas, que replicam no intestino de um flebétomo. O ciclo inicia quando
o hospedeiro vertebrado € picado pelo inseto infectado. O inseto engole o
sangue do hospedeiro e introduz a carga do parasita (promastigota) (CHANG, K.
P. etal, 2003). A saliva do inseto contém fatores quimicos que sao responsaveis
pela melhora do poder infeccioso do parasita e exercem um poder quimiotatico
sobre as células reticulo-endoteliais, que em seguida, fagocitam os parasitas e
estes, promovem a sua reproducdo dentro do macrofago (amastigota). O
rompimento da célula hospedeira, devido a multiplicacdo das formas

amastigotas, leva a liberacdo de grande quantidade de parasitas. Em seguida, o
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flebotomo realiza o repasto do sangue e ingere células parasitadas, ocorrendo a
conversdo da forma amastigotas em promastigotas (DOS REIS, 2000). Em
seguida, as formas promastigotas sofrem divisdo binaria no intestino do vetor e

migram para o proboscide, contaminando o hospedeiro e reiniciando o ciclo.

Figura 2. Ciclo de vida da Leishmania.
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Fonte: http://www.cdc.gov/globalhealth/ntd/diseases/index.html (CDC). Acesso
em 25/09/2015 as 16:22 h.

Devido a alta ocorréncia dessa doenca parasitaria entre as populacdes
pobres das regides menos desenvolvidas no mundo, as infeccbes por
leishmaniose ndo tém grande visibilidade na industria farmacéutica, uma vez que
o retorno financeiro sobre o investimento é muito baixo para sustentar o
desenvolvimento do mercado de medicamentos (PINK et al, 2005). Com isso, 0s
esforgos para a descobertas de novas drogas nesta area sdo muito insuficientes,
constatado pela escassez de novas drogas em desenvolvimento clinico para as
doencas tropicais.

A quimioterapia utilizada para o tratamento das infec¢cdes por
leishmaniose é acompanhada de limitagBes na sua eficacia, altas toxicidades,

baixa adeséo dos pacientes e de resisténcia do parasita (RENSLO et al, 2006).
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Embora existam quase 25 compostos com efeito leishmanicida, apenas alguns
séo eficazes para a leishmaniose humana (SINGH e SIVAKUMAR, 2004). Além
disso, todas as drogas leishmanicidas existentes foram desenvolvidas primeiro
para outras indicacdes (MATLASHEWSKI, G et al, 2011).

Devido a diversidade e a complexidade das manifestacdes clinicas, o
tratamento da leishmaniose ainda é complicado (HERWALDT, B.L, 1999). Por
mais de 70 anos, o tratamento de primeira escolha manteve-se a utilizacdo de
farmacos altamente téxicos administrados por via parenteral de antimoniato de
metilglucamina (Glucantime®) e gluconato de antiménio (V) de sbédio
(Pentostan®) (figura 3) (POLONIO e EFFERTH, 2006). Embora estes farmacos
tenham boa eficicia, a terapia parenteral € prolongada, podendo apresentar
efeitos secundarios com risco de vida, tais como arritmias cardiacas e
pancreatite aguda, além da réapida resisténcia aos medicamentos (CHAPPUIS,
et al, 2007).

As drogas de segunda escolha incluem a pentamidina antitripanossomal,
o antifungico anfotericina B, o antibiético aminoglicosido paromomicina, e a
miltefosina alquilfosfocolina. Todos estes medicamentos tém algumas limitacdes
e apresentam efeitos colaterais, incluindo toxicidade grave, mialgias, dores
abdominais, disturbios cardiologicos, alteracBes hepaticas e insuficiéncia renal,
baixa eficacia com o uso prolongado, além do alto custo da producédo em escala
industrial (SINGH e SIVAKUMAR, 2004).

Figura 3. Estruturas quimicas de alguns farmacos leshmanicida.
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Figura 4. Tratamentos utilizados para a leishmaniose cutanea (LC) e visceral
(LV). As guatro setas verdes indicam drogas utilizadas no tratamento tanto LC e
LV. A seta azul indica o medicamento usado somente para LV e a seta rosa

indica 0 medicamento usado somente para LC.

Leishimaniose

Fonte: Adaptada de Hidayat et al (2014)

Considerando todo o contexto das limitagdes, a busca por novos farmacos
para o tratamento da leishmaniose com custos de produgcdo menores que 0s
atuais, aliada a baixas toxicidades e a melhores respostas terapéuticas tem que
ser explorado para que essa problematica de décadas atras e ainda atual seja

encarada com as atencdes que merece.
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2.2 Reacéo de Morita-Baylis-Hillman

A reacao de Morita-Baylis-Hillman (RMBH) é uma reacéo de adicdo que
forma uma nova ligagdo carbono-carbono entre carbonos eletrofilicos sp?
(geralmente aldeidos) e a posicdo a de uma olefina ou de alcenos ativados
(geralmente ésteres a,p-insaturados, amidas, nitrilas ou cetonas), que contém
um grupo retirador de elétrons (GRE). Esta reacao é catalisada por aminas ou
fosfinas terciarias, sendo o DABCO o catalisador (utilizado também como
promotor) mais usual para esta transformacéo. (BAYLIS e HILLMAN, 1972 e
MORITA et. al., 1968).

Esquema 2. Procedimento geral da RMBH

j GRE catalisador oH GRE
— >
R 7 ||/ R

R= H, alquila ou arila
GRE= (COOR, CN, -NO,, CONH,)

Catalis:dores Q
SCo M, o

DABCO Indolizina Quinuclidina Tricicloexilfosfina

A RMBH apresenta caracteristicas bastante atraentes frente a outras
ligacdes de formacao carbono-carbono, como a eficiéncia sintética (régio, quimio
e estereosseletiva); possui economia de atomos; pode ser realizada em
condicdes brandas, em resfriamento, aquecimento convencional ou sob
irradiacao de microondas; pode ocorrer em auséncia de solvente; em solventes
sem necessidade de tratamento prévio; em agua quando o substrato for soluvel
(LIMA-JUNIOR e VASCONCELLOS, 2012); sob acédo solvente-catalitica de
liquidos i6nicos (ROSA, AFONSO, e SANTOS, 2001) e ocorre também na verséo
assimétrica (PEGOT et al, 2004). Apresenta como desvantagens a baixa
reprodutibilidade frente a variacfes de substratos eletrofilicos, longos tempos
reacionais e baixos rendimentos em alguns casos, e uso esquiométrico do
catalisador (LIMA-JUNIOR e VASCONCELLOS, 2012).
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O primeiro mecanismo proposto para a RMBH foi publicado por
HOFFMAN E RABE (1983) corroborado pela investigagdao da dependéncia
velocidade, pressao e efeito isotdpico cinético realizado sete anos depois por
HILL E ISAACS (1990). Nestas propostas, o primeiro passo € a adi¢cdo 1,4 do
catalisador (amina terciaria 1) ao alceno ativado 2, gerando um enolato
zwitterionico 3. A proxima etapa consiste na adigdo aldolica do intermediario 3
ao aldeido 4, gerando um novo intermediario 5, que inicialmente foi proposto
como a etapa lenta da reacdo. O passo subsequente € a etapa de eliminacdo e
envolve um prototropismo intramolecular de 5 a 6, que gera o AMBH final 7 apos

a saida do catalisador que retorna para o ciclo catalitico (Esquema 3).

Posteriormente em 2005, dois grupos de pesquisa distintos, MCQUADE
e colaboradores (PRICE et. al., 2005) e AGGARWAL e colaboradores
(ROBIETTE et. al., 2007), investigaram a RMBH através de estudos cinéticos e
tedricos. Diferentemente dos estudos anteriores, estes propuseram a
transferéncia de hidrogénio (esquema 2) como a etapa controladora da
velocidade. De acordo com MCQUADE e colaboradores (PRICE et. al., 2005),
para a RMBH segue a cinética de segunda ordem em relacdo ao aldeido e a
transferéncia de hidrogénio intramolecular € proposta como etapa lenta que
passa por estado de transicdo de seis membros 8, gerando o intermediario 9,
gue subsequentemente se torna o AMBH 7. Diferentemente, AGGARWAL e
colaboradores (ROBIETTE et. al., 2007) propuseram que, na presenca de uma
fonte de hidrogénios, existe um estado de transicdo 10 na etapa lenta da reacao
onde o solvente serve de carreador para a transferéncia do hidrogénio do
carbono para o oxigénio.

De maneira geral, estes autores observaram um aumento da velocidade
da reacdo com o aumento da polaridade dos solventes empregados. Desta
forma, eles sugeriram que o aumento da velocidade é resultado de um efeito do
meio, no qual estados de transi¢do ibnicos sao estabilizados na presenca de

solventes polares.
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Esquema 3. Mecanismos propostos para a reacdo de Morita-Baylis-Hillman.
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Posteriormente ocorreram outras contribuicbes para o0 mecanismo da
RMBH. Amarante e colaboradores (2009) interceptaram intermediarios de
reacao propostos por McQuade e Aggarwal pela técnica de ESI-MS (/MS). No
ano seguinte, Cantillo e Kappe (2010) utilizou o método da densidade do
funcional (M06-2X) para investigar controvérsia sobre a etapa lenta da RMBH
ser a etapa de transferéncia do hidrogénio intramolecular (THI), existindo a
competicdo das vias protica e aprotica, ou a etapa lenta ser a adigdo aldélica.
Eles observaram que existia a competicdo dualistica das vias, porém a medida
gue se aumentava a concentracao de agua a reacao prosseguia prioritariamente
pela via protica, sendo a etapa lenta a THI. Foi observado também, que quando
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se utiliza aditivos fendlicos ocorre um decréscimo de energia tal qual que a etapa
lenta da reacéo deixa ser a THI e passa a ser a etapa de adicao aldodlica.
Cantillo e Kappe (2010) também investigaram através de estudo tedrico
da analise computacional por ab initio utilizando o método MP2, que a RMBH é
equilibrada e reversivel, sendo este fato também constatado por Lima-Junior e
Vasconcellos (2012) na observagao da reversibilidade da reacéo, mostrando o

seu comportamento endergdnico em temperaturas elevadas.

Esquema 4. RMBH reversiveis investigadas por Cantillo e Kappe (2010) e Lima-

Junior e Vasconcellos (2012), respectivamente.

DABCO, CH30H i
HL o

R
R = H, Br, NO,, OCH,

Recentemente, Plata e Singleton (2015) investigaram o mecanismo da
RMBH, utilizando a reagédo entre 4-nitrobenzaldeido e acrilato de metila,
catalisada por DABCO em metanol. Os autores interceptaram e determinaram
experimentalmente as concentracdes das espécies intermediarias da reacéo
direta e inversa (reacao reversivel), via RMN, considerando aspectos cinéticos e
termodinamicos. Em relacdo a etapa de adicdo, Plata e Singleton (2015)
identificaram que nesta etapa ocorre a C-protonacao do enolato zwitterionico por
alcoois ou agua em 85% de conversédo, até entdo nao relatada em trabalhos
anteriores, realizado por marcacgao isotdpica cinética com metanol deuterado,
evidenciando que a protonacgdo ocorre de forma mais rapida que a conversao no
AMBH, mostrado no esquema 4. A espécie protonada perde um protdn
retornando a forma enolato zwitterionica para dar sequéncia as demais etapas.
O equilibrio protdnico reversivel com metanol formando a espécie ~ envolve
transferéncia de protons entre heteroatomos e deveria ser rapida, mas a O-

protonacédo néo foi detectada experimentalmente.
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Esquema 5. Etapa de C-protonacdo da espécie zwintterionica proposto por
Plata e Singleton (2015)

S]
o o7 OH O
<N — O ® —_ o~
+ o/ ~— N _— >
N | » Ng Kre=1 O2N 12 18%
KreI =5
CD3;0D OH

0] C-protonagao

e J@Dﬁ J

@ 85% N\) Z nao detectado

Diferentemente de trabalhos anteriores, Plata e Singleton (2015)
propuseram que a reacao ocorria em 5 etapas (uma etapa de eliminagcédo a mais
em relacdo aos trabalhos anteriores), com a etapa de eliminagdo ocorrendo em
duas etapas acido-base: a primeira uma etapa de transferéncia de préton (etapa
controladora da velocidade) e a segunda, a saida do DABCO, mostrado no
esquema 6.

Esquema 6. Mecanismo de eliminacdo proposto por Plata e Singleton (2015)

para as etapas de eliminacéo.

o
5 e
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Transferéncia
CH3OH de préton
(etapa acido-base)

Saida do
DABCO
(etapa acido-base)

Diferentemente de Cantillo e Kappe, da afirmativa que na RMBH existiam

dois mecanismos independentes que competem entre si, Plata e Singleton
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afirmaram através da investigacdo por EIC, que a reacdo envolve etapas
controladoras da velocidade competitivas. Quando a reagdo se processa em
temperaturas baixas (em torno de -20°C), a etapa limitante de velocidade é a
alddlica, porém quando a reacdo ocorre em temperatura ambiente, a etapa lenta
envolveria a transferéncia de préton.

Diante da evolugdo do entendimento do mecanismo da RMBH fica
evidente que em mecanismos multicomponentes a medida em que se altera um
desses componentes 0 mecanismo pode assumir uma outra via, devido a
competicdo entre as mesmas, onde cada sistema alterado deve ser
compreendido de forma a ndo se ter uma generalizagdo do caminho que leva a

formacao dos AMBH.

2.3 Adutos de Morita-Baylis-Hillman como agentes antiparasitarios

Os adutos de Morita-Baylis-Hilman investigados como agentes
antiparasitarios serdo aqui apresentados em ordem cronoldgica para justificar a
importancia do desenvolvimento e investigacado dessa classe de compostos na
busca de novos farmacos para tratamento da leishmaniose.

Desde os primeiros trabalhos de Drewes (1982) e de Hoffman (1983), os
AMBH passaram a ser utilizados como importantes intermediarios para demais
reacOes. A partir dos AMBH varios produtos naturais ou moléculas com potencial
bioldgico foram sintetizados com perfil biolégico definido. A figura 5 a seguir

mostra alguns compostos oriundos dos AMBH com atividade biolégica.
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Figura 5. Derivados de AMBH com atividade biologica investigada.
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A primeira avaliacdo da atividade bioldgica dos AMBH s0 foi realizada
apos quase 30 anos apos o primeiro relato de Morita (1968). Kundu e
colaboradores (1999) relataram a bioatividade dos AMBH, mostrando a
significante atividade antimalarial de 11 adutos e 3 derivados contra Plasmodium
falciparum in vitro e Plasmodium berguei in vivo (Figura 6). Dentre os adutos
testados, os 13 e 14 foram os que demonstraram melhores resultados, onde
ensaios in vivo em P. berguei apresentaram atividade dos mesmos em dose de
80mg/Kg.

Figura 6. Adutos de Morita-Baylis-Hillman mais ativos bioavaliados por Kundu e
colaboradores (1999)

oH OH
CN X CN
»
O,N N
13 14

Ja em 2005, Narender e colaboradores sintetizaram adutos derivados do
2-cloronicotinaldeidos substituidos e da acrilonitrila e acrilato de metila, em 98%

de rendimento e em baixo tempo reacional, e avaliaram a atividade bioldgica
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frente a cepas sensiveis e resistentes a cloroquina (FLD-B e FLD-NG), obtendo
valores de ICsp mostrados na tabela 1, e as estruturas quimicas dos adutos na
figura 7. Os AMBH mais ativos foram 15a, 15b e 15c, devido a importancia dos
grupos nitrila e fenila na posi¢do Rz constatados na relagdo estrutura atividade
(REA).

Figura 7. Estrutura dos AMBH e da cloroquina

OH OH OH OH
CN CN
m /\MCN I\ CN I\
~ O P
N NT Nal N - N el
15a 15b 15¢ O 154
W W C fMNA

15e 15f
CIoroquma

Tabela 2. Valores de Clso dos AMBH 15a-f contra cepa de Plasmodium

falciparum sensiveis (FDL-B) e resistentes a cloroquina (FDL-NG) (IME, inibicao

da maturacdo da forma esquizonte;

ICP, inibicdo total do crescimento do

parasita)
Compostos Clso Clso Clso Clso
(ng/mL) (ng/mL) (ng/mL) (ng/mL)
FLD-B FLD-B FLD-NG FLD-NG
IME ICP IME ICP
15a 1,25 1,3 22,5 10,5
15b 1,8 4,0 2,5 55
15¢c 3,6 8,0 0,9 2,2
15d 3,4 7,0 5,75 6,75
15e 18 28,5 3,05 5,75
15f 45 115 5,0 10,75
Cloroquina 0,004 0,005 - -

No ano seguinte, Vasconcellos e colaboradores (2006) publicaram a

bioatividade de 10 AMBH frente a Biomphalaria glabrata, hospedeiro

intermediario do Schistosoma mansoni, com melhores resultados para os adutos
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13,16 e 17, sendo observado a importancia dos grupos nitro e nitrila para a maior
atividade, também observados em trabalhos anteriores Kundu (1999) e Narender
(2005).

Figura 8. Adutos de Morita-Baylis-Hillman mais bioativos frente a Biomphalaria

glabrata.
OH OH OH O
CN <o CN O/
o} OO
OaN 13 16 17
Clso = 7,50 Cls, = 6,64 Clso = 7,71

De Souza e colaboradores (2007) relataram pela primeira vez a atividade
de 15 AMBH aromaticos contra as formas promastigota e amastigota de
Leishmania amazonenses, mostrados na Figura 9. O aduto 13 mostrou-se o mais
ativo da série congénere, porém, acompanhado de citotoxicidade significativa
através da medicdo dos niveis de liberacdo da enzima Lactato desidrogenase
(LDH) em macrofagos. Ja o aduto 19 ndo apresentou liberacdo de LDH em
macrofagos, mostrando um alto potencial comparado com o Pentostam (farmaco
de referéncia). Na investigacdo também se conclui que nenhum dos AMBH foi
capaz de induzir a producao de éxido nitrico em meio de cultura.

Figura 9. Clso (uM) e liberacdo de LDH (%) dos AMBH com maior bioatividade
contra as formas amastigotas de L. amazonensis

OH OH OH
OzN Br
13 18 19
Clgp =79 Clsp=11,2 Clgo =12,5
LDH =41.7% LDH = 26,6% LDH = 0%
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CO,CHs CN
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FsC 20 21
Cly, = 42,8 Cls = 49,3
LDH = 36,2 LDH = 0% Pentostam
Clsy = 47,7
LDH = 13,2%
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Posteriormente, Barbosa e colaboradores (2009), otimizaram a sintese e
avaliacao bioldgica (figura 10) dos adutos contra 0 microcrustaceo Artemia salina
Leach e contra a forma promastigota de L. chagasi, onde todos os adutos
mostraram eficiéncia na atividade leishmanicida. O aduto 19 continuou sendo o

mais ativo frente aos demais avaliados, mostrados na figura 10.

Figura 10. Clso dos adutos de Morita-Baylis-Hillman bioavaliados frente a L.

chagasi
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As diferencas apresentadas nos Clso entre os adutos 13 e 19 nos trabalhos
de Souza e colaboradores e Barbosa e colaboradores, sdo devido as cepas de
L. amazonensis e L. chagasi serem de fontes comerciais distintas e dos métodos
da avaliacdo quantitativa também distintos, sendo considerado normal. Porém,
vale destacar que a tendéncia que a avaliacdo biologica desses compostos
apresentou foi a mesma entre as séries congéneres investigadas.

No ano seguinte, Sandes e colaboradores (2010) ampliaram a
bioavaliacdo do aduto 13 contra as formas epimastigota e tripomastigota de T.
cruzi, (figura 11), apresentando Clso de 28.5 uM e 25.5 uM contra a forma

epimastigota e tripomastigota, respectivamente.

Foram observados, em anadlise ultraestrutural realizada, alteragbes na
morfologia da T. Cruzi quando administradas com o aduto 13, como o aumento
do volume e arredondamento corpuscular, intensa desorganizacdo celular e a

quebra (lise) da membrana nuclear com perda do material nuclear, evidenciando
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a ocorréncia de mecanismos distintos da morte celular, apoptose, autofagia e

necrose.

Figura 11. Estruturas quimicas dos antichagésicos Benznidazol, Risedronato e
do aduto 13.

OH #04R P05
CN ©\/H NO, OH
N
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2-(hidroxi(4-nitrofenil)metil)acrilonitrila Benznidazol Risedronato

A patrtir dos resultados descritos, duas propostas de mecanismo de agao
simultaneas foram apresentadas. A influéncia do potencial redox do grupo nitro
(-NO2) atuando na inibicdo da enzima T. cruzi farnesil pirofosfato sintase
(TcFPPS). Nas investigacdes de docking molecular realizadas tanto com o
Risedronato (inibidor desta enzima) quanto com o aduto 13, usando o
Benznidazol (n&o inibidor de TcFPPS) para validacdo da investigacéo, o aduto
13 mostrou moderada afinidade em TcFPPS (PMF SCORE = -77.543 Kcal mol
1) quando comparado ao Risedronato (PMF SCORE = 119.142 Kcal mol?),
indicando a inibi¢cdo desta enzima como um dos possiveis alvos deste do aduto
13.

Figura 12. Docking molecular em TcFPPS e alteracdes morfologicas observadas
nas formas epimastigota e tripomastigota de T. cruzi quando tratadas com 13
(adaptado de SANDES et al., 2010)

TcFPPS
PMF SCORE 13 (Kcal mol™"): -77.543
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Ainda em 2010, Lima-Junior e colaboradores relataram a avaliacéo
biologica de 16 adutos aromaticos de MBH contra formas promastigota de L.
amazonensis e L. chagasi, realizando também a primeira analise da Relacdo
Estrutura Atividade (REA) para esta série congénere. Todos os adutos testados
tiveram atividade leishmanicida, sendo os adutos que contém o grupo nitrila mais
ativos que os adutos com a porgdo carboximetiléster. A ligacdo de hidrogénio
intramolecular (LHI) entre a hidroxila e a carbonila da por¢ao éster foi proposto
como o principal motivo pela diminuicdo da interacdo com um suposto sitio ativo
de um alvo enzimatico doador ou aceptor de hidrogénio.

O aduto com a porcao nitro (22) possuiu atividade semelhante ao seu
analogo éster e a possivel explicacdo para esta semelhante atividade
leishmanicida foi proposta na formacdo de uma LHI entre o grupo nitro da
posicao orto do anel aroméatico e a hidroxila, onde esta LHI, foi caracterizada em
anos anteriores por Alencar-Filho (2007) através de célculos quanticos, usando
a Teoria Atomos em Moléculas (QTAIM).

Figura 13. LHI caracterizada por QTAIM para o aduto 22
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Clsg (L. amazonensis) = 62 pM
Clsg (L. chagasi) = 81.59 uM

Vasconcellos e colaboradores publicaram dois trabalhos utilizando
estratégias classicas de Quimica Medicinal para a sintese dos AMBH. No
primeiro trabalho (SILVA et al., 2011), foi mostrado a sintese de 8 adutos a partir
de aldeidos aromaticos e acrilato de propila (27-33) e 8 adutos foram sintetizados
utilizando a técnica de bioisosterismo classico (34-41), mostrados no esquema
7. Foi realizado também o aumento da cadeia alifatica para se investigar a
relacdo da lipoficilidade com o potencial da bioatividade leishmanicida, sendo

constatada nenhuma relacéo entre ambas.
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Esquema 7. Design dos AMBH usando o conceito de bioisoterismo classico

aumento Bioisosterismo
H O OH O
OH H lipofilicidade classico oh
—_— —_—
27-33 34-41

Os adutos 27 e 34, que possuem grupo nitro ligado ao anel aromatico em
posicdo orto, foram os mais ativos frente as formas promastigota de L.
amazonensis com valores mostrados na figura 14. A possivel explicacédo
proposta foi a LHI sendo importante para uma mudanca conformacional nos
adutos 27 e 34. Fato que influenciaria no potencial redox de ambos e
consequentemente no aumento da atividade frente a forma promastigota de L.

amazonensis.

Figura 14. Clso dos adutos mais ativos frente as formas promastigota de L.

amazonensis
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Em seu segundo trabalho, Vasconcellos e colaboradores (BARBOSA et
al, 2011) utilizam a técnica de Hibridacdo Molecular, uma estratégia classica de
conjugacdo de estruturas de compostos bioativos distintos em uma Unica
molécula, através da reacéo de aldeidos aroméaticos com o acrilato do salicilato
de metila (35), promovida pelo DABCO, obtendo os adutos 36a-36f, sendo
considerada também uma abordagem de drogas gémeas heterodimérica. O
aduto 36¢ foi 0 mais ativo na avaliacdo realizada frente as formas promastigotas

de L. amazonensis e L. chagasi, mostrado na figura 16.
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Figura 15. Design dos adutos sintetizados via abordagem de hibridizacao

molecular.
Hibridizacao
OH O molecular
OH + R)WHLO/
CO,CH
s COZCH3
Salicilato de metila AMBH com atividade leishmanicidas Molecula hibrida

Figura 16. Clso (uM) da atividade leishmanicida in vitro dos AMBH 36a-36f frente
as formas promastigotas de L. amazonensis e L. chagasi, respectivamente
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Dando prosseguimento ao trabalho, Amorin e colaboradores (2013),
sintetizaram o AMBH 36¢ (esquema 8) utilizando a técnica de hibridizacédo
molecular entre o salicilato de metila e um aduto derivado do orto-
nitrobenzaldeido, e avaliaram a atividade in vitro contra as formas amastigota e
promastigota de L. (V.) braziliensis para a linhagem de referéncia
(MHOM/BR/1975/M2903). Foi relatado também que 36¢ foi capaz de reduzir &
producédo de IL-6 e IL-10 favorecendo a ativacao dos macrofagos resultando na
reducdo da taxa de infeccdo, através da investigacdo das propriedades

imunomoduladoras.
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Esquema 8. Sintese do aduto do 36¢c com seu respectivo ICso e IS

)H I DABCO WO
O + —»
EocH, | COCHs
35 36¢c
ICsq = 3.26 pg/mL
IS =5.55

No ano seguinte, Sandes e colaboradores (2014), utilizaram a microscopia
confocal e citometria de fluxo para o aduto 13, visando melhor compreenséao das
alteracdes morfofisiolégicas e do mecanismo de morte celular induzida em T.
Cruzi. Foi constatado que, em elevadas concentragdes do aduto, houve danos
na membrana plasmatica do parasita, perda do potencial de membrana
mitocondrial, fragmentacdo do DNA e acidificacdo do citoplasma, ocorrendo

indug&o da morte celular por necrose.

Figura 17. Estrutura do 3-Hidroxi-2-metileno-3-(4-nitrofenilpropanonitrila) (13)

OH

mCN
OoN

13

Xavier e colaboradores (2014) realizaram a primeira resolucéo cinética de
AMBH catalisada por Lipase B Candida antarctica, em elevada
enantiosseletividade (>99 e.e.), e elucidaram a configuracdo absoluta usando a
metodologia Mosher. ApGs a bioavaliacdo de +/- 38 e de seus enantidbmeros
frente a forma promastigota de Leishmania (Viannia) braziliensis, foi observado
gque O composto racémico possui maior atividade que o0s enantibmeros
separados, porém tanto +/- 38 quanto os enantibmeros R e S ndo apresentaram

citotoxicidade frente a macréfagos peritonial de camundongos Swiss.
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Figura 18. Enantiobmeros dos adutos 37 e 38

OH OH QH
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+/- 38 (+)-(R)-38 (-)-(S)-38
ICs0 = 1.5 pM/mL IC5o = 4.2 pM/mL ICso = 10.9 pM/mL

Diante dos trabalhos apresentados em ordem cronolégica sobre a
bioatividade dos AMBH frente a doencas antiparasitarias, fica justificado a
importancia do desenvolvimento dessa classe de compostos para serem

investigados como novos candidatos a farmacos leishmanicidas.

2.4 Abordagem de drogas gémeas (twin drugs approach) na busca por
novos farmacos

O termo ‘Twin drugs’ ou drogas gémeas representa a unido de duas
entidades farmacoféricas que podem ser idénticas ou ndo, em uma Unica
molécula, sendo classificado como homodimero ou heterodimero,
respectivamente (WERMUTH, 2008).

A forma de obtencdo de um homodimero é equivalente a um processo de
duplicacdo ou dimerizagdo de um composto ativo, com objetivo de obter uma
droga mais potente e (ou) mais seletiva em compara¢édo ao composto que a deu
origem (figura 19). A abordagem de obtencdo de um heterodimero consiste na
unido de dois compostos diferentes, com o objetivo de a nova entidade possuir
as caracteristicas iniciais dos compostos que a deram origem (figura 19). Esta
ultima abordagem pode apresentar uma grande vantagem quando duas enzimas
ou receptores-alvo estéo envolvidos na mesma doenca, onde elas sofreram agéo
sinérgica da droga ao mesmo tempo, através da modulacéo dois alvos biolégicos
(WERMUTH, C.G, 2008).
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Figura 19. Formas de obtencdo de homodimeros e heterodimeros

[Composto monomeérico ativo ] |:> [ Homodimero J

[Composto monomeérico ativo A)
¥ —— [ Heterodimero ]

E:omposto monomeérico ativo I?J

Fonte: Figura adaptada de Wermuth (2008)

A combinacéo de dois compostos ativos em uma molécula aumenta os
pontos de interacdo com o alvo biolégico e pode fornecer multiplos ou
complementares modos de acgéo (TIETZE, BELL, e CHANDRAEKHAR, 2003)
(FUJIl et al, 2009). A nova molécula formada possui propriedades

farmacocinéticas e farmacodinamicas préprias (ISABELLE e DANIELA, 2015).

A combinacdo de dois compostos idénticos ou ndo idénticos pode ser
classificada pelo tipo de conexdo com espacador (linker, podendo ser cadeia
polimérica, um aromatico, um anel heteroaromético, dentre outros), sem

espacador ou por sobreposicéo (overlap), mostrado na figura 20.

Figura 20. Classificacdo e exemplos das formas de combinacdo das drogas

gémeas
Com espagador Sem espagador Sobreposto

Cl

— O jmmeeme- .I

Ny N/\("):\N = Ch{ | /\/O\n/\)j\ /\/'L/ 2ci© ] :

NN "o 0" Ye™ N N
(0] |
Epibatidina dimérica Cloreto de succinilcolina Anatalina

Fonte: Figura adaptada de Isabelle e Daniela (2015)

A piperaquina 39, a bisaminoacridina 40 e a bistacrina 41 sdo alguns
exemplos de drogas gémeas idénticas (homodimeros), que apresentam maiores
potenciais que sua forma individual, presente na literatura, mostradas na figura
21 (VENNERSTROM et al, 1992 e HU et al, 2002).
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Figura 21. Exemplos de drogas gémeas homodiméricas

Cl (\N/\/\N/\ Cl H H
NesNSAN
AN N K/N\(QV X B
N

N. = ~-N
N 2
39 40

| 41

Com base no discorrido, a estratégia de drogas gémeas se mostra uma
ferramenta importante na busca pela otimizacdo de compostos que ja
apresentaram bioatividade em suas formas individuais e no desenvolvimento de
drogas promissoras, bem como de novos e potenciais AMBH diméricos

antiparasitarios.
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3.0Objetivos

3.1 Objetivo Geral

Sintetizar, caracterizar e bioavaliar a atividade antiparasitaria de novos
adutos de Morita-Baylis-Hillman sintetizados a partir da abordagem de drogas

gémeas.

3.2 Objetivos Especificos

e Sintetizar e caracterizar o diacrilato do etilenoglicol (50) como aceitador

de Michael para a RMBH,;
0

1 |
Ho ™~ + |H1\OH —_— ﬁo/\/O\n)
50

65 66 @]

e Sintetizar e caracterizar 8 novos adutos de Morita-Baylis-Hillman
homodiméricos;
P o | OH O a
Py —— W”»{k/@
r<A a249 © ©OH

RS 50 o

57-64

e Sintetizar 8 AMBH com porc¢é&o acrilato de metila;

(|) o OH O
| X ., Hko/ —_— | AN o~
N | AP
57-64 12,17, 51-56

e Investigar e otimizar as condi¢cdes experimentais sintéticas na RMBH,;
e Avaliar e comparar a atividade biologica in vitro frente a Leishmania
donovani de 8 homodimeros de AMBH e 8 adutos de MBH com porc¢éo

carboximetilester.
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4. Estratégia

A administracdo de drogas diméricas podem alcancar melhores
resultados frente a utilizacdo de drogas separadas. A droga hibrida tera sua
prépria propriedade de absorcao, distribuicdo, metabolismo e também a sua
propria farmacodindmica. Essas propriedades sdo mais previsiveis no hibrido do
que em drogas separadas, além de apresentar maiores biodisponibilidade,
potencial da droga frente ao alvo pretendido e modos de acdo (WERMUTH, C.G,
2008).

Com isso, a estratégia do trabalho utiliza o conceito da abordagem de
drogas gémeas na RMBH, para obtencdo e bioavaliagdo de novos AMBH
homodiméricos (figura 22), relacionando-os com adutos que sejam parte dos
homodimeros, ou ja tenham sido testadas suas atividades contra espécies de

Leishmania (figura 23).

Figura 22. AMBH homodiméricos planejados para sintese.
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Figura 23. AMBH derivados do acrilato de metila bioavaliados frente a espécies
de Leishmania (LIMA-JUNIOR e VASCONCELLOQOS, 2012).

MO/ O/
O2N 12 17
oH O NO, OH O OH O
- OoN -
51 52 53
OH O OH O oH e
7
Br
F 54 cl 55 56

Dando inicio ao planejamento sintético, o primeiro passo parte da sintese
do diacrilato do etilenoglicol (50), mostrado na andlise retrossintética no
esquema 8, relatado por Wu, Hao e Deng (2007), consistindo na reacédo de
esterificacdo entre o etileno glicol e acido acrilico.

Apbs a sintese do diacrilato 50, o préximo passo foi a sintese de 8 AMBH
homodiméricos, através da RMBH com ampla investigacdo das condicdes
reacionais, utilizando aldeidos que deram origem aos adutos mostrados no

esquema 9.

Esquema 9. Analise retrossintética para o planejamento da sintese do diacrilato
do etilenoglicol e para a preparacdo dos AMBH homodiméricos inéditos

planejados via estratégia drogas gémeas.

OH O
0]

Ar)i*n/lLO/\lo )J}H,Ar RRMBH , ﬁAr+ ”)5,0/\0 |

o
O OH 50
o

o R Esterificagao
OH . HO/\
2 || OH
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Posteriormente, as novas moléculas foram avaliadas in vitro contra a
forma promastigota da leishmania donovani, em parceria com a Professora
Tatijane Kieersen, do centro de biotecnologia da UFPB. Os resultados poderiam
ratificar ou ndo o uso da estratégia escolhida como uma importante alternativa

sintética-biolégica para potencializar a acao dos farmacos.
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A primeira etapa do trabalho consistiu na sintese do diacrilato do etileno
glicol, o qual foi utilizado com o aceitador de Michael na RMBH, sendo a molécula
chave para as reacdes posteriores.

A segunda etapa foi voltada para a sintese dos homodimeros dos AMBH,
utilizando a estratégia de drogas gémeas, buscando uma melhor condicdo
sintética e de performance na avaliagdo biolégica. Foi realizado também, a
sintese dos AMBH derivados do acrilato de metila, para fazer uma correlagdo
dos resultados biol6gicos com os AMBH homodiméricos.

A terceira e Ultima etapa foi dedicada a avaliacéo biologica dos AMBH e

suas correlacdes quanto as taxas de bioatividade.

5.1. Parte sintética

Dando inicio ao procedimento experimental com a sintese do diacrilato do
etilenoglicol (50), partindo de matérias-primas de baixo custo e de facil
disponibilidade comercial, o etilenoglicol (65) foi usado como substrato para ser
esterificado com o acido acrilico (66), seguindo a metodologia de Wu e
colaboradores (2007). A esterificacdo foi realizada em cicloexano como solvente,
utilizando o aparelho Dean-Stark sob acdo 4&cido-cataliica do p-
toluenossulfénico (TsOH) a 110°C por 6 horas, utilizando a hidroquinona como
agente antipolimerizante, obtendo o diacrilato do etileno glicol (50) em 85% de
rendimento. Apos isso, foi realizada a neutralizacdo da reacdo com solucdo de
NaOH 0,1 M, rotaevaporacdo da mistura e separacdo do diacrilato 50 por
cromatografia flash, otimizando a metodologia de Wu e colaboradores (Esquema
10).

Esquema 10. Sintese do diacrialato 50

0 Hidroquinona, TSOH, 0 |
OH cicloexano
L ~OH ﬁOH _ Hko/\/o\n)

65 66 85% | 50 )

A formacdo do possivel produto esterificado foi acompanhada por

cromatografia de camada delgada (CCD), na qual foi possivel verificar o
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aparecimento de um produto mais apolar que o 65 e 66. O consumo total de 65,

reagente limitante, ocorreu apds 6h de reacao.

Na caracterizacdo por espectroscopia na regidao do infravermelho foi
constatado a presenca de carbonila de éster na regido de 1726,29 (apresentando
um alongamento maior da banda por apresentar carbonilas sobreponiveis), pela
presenca de estiramentos C-O em 1298,09, 1273,02 e pela auséncia da banda

de hidroxila (OH), mostrado na figura 24 e no espectro 1, na secao de espectros.

Figura 24. Principais estiramentos C-O e carbonila de éster de 50.
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O produto 50 também foi caracterizado por RMN *H e RMN 13C, mostrado

nas figuras 25 e 26.
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O espectro de RMN 'H do diacrilato 50 apresenta dois dubletos de

hidrogénios vinilicos em 6.12 e 5.85 ppm, um dubleto em 6.42 ppm mais

desblindado por estar mais proximo a carbonila, e um singleto em 4.39 ppm

referente aos 4 hidrogénios alquilicos.

Figura 25. Estrutura, espectro e dados espectroscopicos de RMN *H de 50
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No espectro de RMN*3C, os sinais apresentaram em & 165.9 (carbonilico),

131.5,128.0, 77.8, 77.1, 76.5 e 62.3 ppm.
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Figura 26. Estrutura, espectro e dados espectroscopicos de RMN *3C de 50
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Com o diacrilato 50 em maos, foi iniciada a investigacdo para a sintese
dos homodimeros. Como substrato eletrofilico, inicialmente foi escolhido o
aldeido 57 por apresentar boa reatividade frente aos demais aldeidos aromaticos
e resposta biologica do AMBH derivado frente aos alvos investigados, relatados
por Silva e colaboradores (2011). O promotor da reacdo e solvente inicialmente
investigados foram o DABCO e acetonitrila, por apresentar bons resultados ja
descritos (SILVA et al 2011).

Figura 27. Compostos utilizados na primeira investigacdo da RMBH.
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Esquema 11. Primeira RMBH investigada

NO, OH O |
o/\/O\HJ
DABCO, Acetonitrila,
NO, O 0 4.5 h, 25°C o, 67 ©
| ° | - 35%
+ ﬁ 0 NO, OH 0 %
(0]
O/\/O
57 50

60% O OH NO,

42
Durante o acompanhamento da reacao via CCD foi observado a formacao

de dois produtos (50 néo foi visualizado por ultravioleta no spot da reacao) e em
seguida a reacédo foi isolada via cromatografia flash, com eluicdo 20 - 60%
acetato de etila/hexano.

Os produtos da reacgéao (figura 28) foram de fato confirmados via analise
dos dados obtidos por RMN 'H e 3C (os dados se encontram no capitulo da
parte experimental e dos espectros), tendo formado o produto da adicdo de
aldeido em uma das extremidades do diacrilato 50 em 35% de rendimento, e o
outro produto com a adicdo do aldeido nas duas extremidades de 50 em 60% de
rendimento. Também foi observado por CCD que primeiro ocorre a formacao do
aduto (67) frente ao aduto dimérico (42), indicando 67 como o produto

cineticamente favorecido.

Figura 28. Acompanhamento da formagéo dos produtos via CCD

R1= 57
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R3= Reacao
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Esquema 12. Formacéo dos produtos 67 e do homodimero 42

N
@)4_ |HJ\O/\/07‘J MO + ©)

o)
0 67
57 50

4 O OH NO

ApoGs a obtencdo do primeiro AMBH homodimérico, iniciou-se o estudo
para a determinacdo do melhor solvente para as demais RMBH homodimericas,
ainda utilizando o aldeido 57. A investigacdo do solvente buscou a otimizacéo
do rendimento em relacdo ao favorecimento da formacao do produto dimérico
(42). A escolha dos solventes a serem investigados foi baseada em trabalho
anterior de De Souza (2008), em que foi investigado o uso de varios solventes

polares proticos e aproticos.

Esquema 13. Investigacéo de solvente na RMBH

NO, OH O |
O/\/OWH
NO, O DABCO, Solvente,
2 Q | 24 h, 25°C 67 o}
o/\/o » +
“ I NO, OH O
57 50 0 ~O
O OH NO,
42
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Tabela 3. Rendimentos isolados do produto dimérico 42 e do aduto 67 frente a
investigagdo de solventes

Solvente Rendimento de 42 | Rendimento de 67
Acetonitrila 88% 6%
Acetonitrila/agua <1% 25%
Terc-butanol 86% 8%
Terc-butanol/agua 33% 62%
DMF 94% <1%
DMF/4gua 21% 70%

CHsOH - -

DMSO 68% 25%
DMSO/agua 15% 84%
THF 80% 6%
THF/agua <1% 59%

Dentre o0s solventes, a acetonitrila e terc-butanol apresentaram
rendimentos de 42 semelhantes, 88% e 86%, respectivamente, todas em t.a. e
em 24 horas. As rea¢des em que foram utilizadas uma mistura de solvente/agua
obtiveram rendimentos de 33% e 21% para terc-butanol/agua e DMF/agua para
o produto 42, sendo observado o favorecimento da formacao do produto 67 em
rendimentos de 62% e 70%, respectivamente. As reacdes em DMSO/agua e em
THF/agua produziu o produto 67 como majoritario frente ao homodimero 42 em
84% e 59%. A reacdo em que foi utilizado o DMF obteve melhor rendimento

(94%) e, logo, este foi escolhido para as reagdes posteriores.
A maior eficiéncia do DMF pode ser atribuida devido a sua polaridade (€=

37), caracteristica na qual este solvente pode estar estabilizando as cargas das
espécies zwitteribnicas por efeito de solvatacao, possibilidade essa relatada por
Mcquade (PRICE et. al., 2005). De maneira geral, Mcquade observou um

aumento na velocidade da reacdo quando se utiliza solventes polares.
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Esquema 14. Proposta do efeito de solvatacdo na estabilizacéo das cargas das

espécies zwitteribnicas
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Todas as reacbes em gque foram utilizadas a mistura de solvente/agua
produziram o homodimero 42 em menor proporcdo em relacdo ao produto
produto 67. As tentativas em se avaliar essa mistura sdo devido a proposta
mecanistica recente de Plata e Singleton (2015) onde é mostrado que fontes de
proton participam da etapa de eliminagdo proposta em duas etapas acido-base,
sendo a primeira a transferéncia de préton (etapa lenta), e a segunda a
eliminacdo do DABCO (exemplo mostrado no esquema 5), visando acelerar a
obtencdo do homodimero 42. Todavia, ocorreu o favorecimento da formacéo do

produto 67.
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Para a reacédo em que foi utilizado o metanol como solvente foi observado
a formacao, via CCD, de um Unico produto. Porém, apos andlise dos espectros
de RMN H e '3C foi observado a formacéo do produto resultante da reacéo de
transterificacdo através do ataque nucleofilico do metanol a carbonila do alceno
ativado.
Figura 29. Formacao do 2-(hidroxi (2-nitrofenil) acrilato de metila (52) na reacéo
em metanol.

NO, OH O

O/

52

Os produtos das reacdes (tabela 3) foram confirmadas via analise dos
dados obtidos de RMN 'H, RMN 13C e de massas de alta resolucéo e se
encontram no capitulo da parte experimental e dos espectros.

Ap6s a investigacdo e selecdo do melhor solvente, DMF, ainda
temperatura ambiente devido ao excelente rendimento do homodimero 42
nessas condicdes, as mesmas foram fixadas para a sintese dos demais AMBH
homodiméricos planejados. A tabela 4 mostra as reacdes em tempos e

rendimentos.

Esquema 15. Esquema geral para a sintese de 8 homodimeros de AMBH.

(@] o) z
| o. ' basco o9 |
X O/\/ - X O/\/O N Y
|, + DMF, 25°C | R
Z (0] / =
R 42-49

R’ 50 (e} OH
57-64

Tabela 4. Tempo reacional e rendimentos das RMBH para a sintese de 8
homodimeros de AMBH

Aldeido R Tempo Rendimento (%)
57 2-NO2 24h 94
58 3-NO2 24h 88
59 4-NO2 24h 92
60 benzil 20 dias 60
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61 F 20 dias 35
62 Cl 20 dias 48
63 Br 20 dias 40
64 naftil 20 dias 35

As reacOes que partiram de substratos contendo o grupo NO2 foram as
mais rapidas, obtendo os produtos com rendimentos entre 88-94%. Os demais
substratos se mostraram menos reativos, chegando a 20 dias de reacdo com
rendimentos entre 35-60% do produto homodimérico, sendo observado apenas

a formacéo de tracos do produto monomeérico ao vigésimo dia de reacao.

Os produtos das reacfes (tabela 4) foram confirmados via analise dos
dados obtidos por RMN H e 3C, e massa de alta resolucéo, e se encontram no
topico de caracterizacdo dos homodimeros 42-49, no capitulo da parte
experimental e de espectros.

Para essas reacdes de Morita-Baylis-Hillman homodiméricas, propomos
0 mecanismo geral de acordo com a proposta de Mcquade e colaboradores
(PRICE et. al., 2005). O solvente utilizado, DMF, é polar aprético e, segundo
Mcguade, o mecanismo da reacdo consiste em 5 etapas. A primeira delas
consiste na adicdo 1,4 do DABCO ao diacrilato 50, gerando um enolato
zwitterionico 68, seguido da adicdo alddlica ao aldeido 69, gerando um novo
intermediario 70. O proximo passo € a adicdo de uma segunda molécula do
aldeido 69 na espécie 70 (seguindo a cinética de segunda ordem em relacdo ao
aldeido), gerando 71. A espécie 71 passa por um estado de transi¢cdo de seis
membros (etapa de eliminagdo, proposta pela transferéncia de hidrogénio
intramolecular como sendo a etapa limitante da velocidade), gerando o
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intermediario 72 e eliminando o DABCO que retorna ao ciclo catalitico para
promover a reac¢do na outra extremidade da espécie 73, dando sequéncia ao
mecanismo para formac¢do do AMBH homodimérico (Esquema 16).

Nesse trabalho ndo foram realizadas investigacdes experimentais acerca
do mecanismo, porém o que é apresentado foi proposto com base na proposta
de Mcquade para solventes polares aproticos, a qual atualmente continua sendo

aceita na comunidade cientifica.

Esquema 16. Proposta mecanistica para a RMBH homodimérica com base na
proposta de Mcquade e colaboradores (PRICE et. al., 2005).
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Concluido a sintese dos 8 AMBH homodiméricos, fez-se necessario

investigar as condi¢cdes experimentais da reagao devido ao tempo reacional
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relativamente longo dos substratos menos reativos 60, 61, 62, 63 e 64.
Primeiramente, foram investigadas variagdes na temperatura da reagéo, sendo
escolhido o aldeido 64, o menos reativo, para as investigacdes, conforme

mostrado na tabela 5.

Tabela 5. Investigacdo da temperatura para o homodimero 46

Temperatura/Tempo Rendimento de 46
0 °C/5 dias Né&o formado
Mw 80°C/2h N&o formado
80°C/5 dias N&o formado

Alguns relatos na literatura mostram que algumas RMBH a temperatura
de 0 °C e em reator de micro-ondas com elevacado da temperatura provocam a
aceleracdo da reacdo (LIMA-JUNIOR et al, 2010). Na primeira condicéo, a 0°C,
a escolha foi devido a auséncia da formacao de coprodutos e a aceleracao das
reacoes devido a fatores entrépicos. Nas demais condicdes, as escolhas foram
devido ao relato da aceleracdo da reacdo obedecendo a temperatura de
reversibilidade acima de 80°C, em que se utilizou o aldeido 64 como substrato
eletrofilico (LIMA-JUNIOR et al, 2010). Contudo, apés 5 dias de reacao, nao foi
observado a formacdo do homodimero por CCD em nenhuma das condicdes

apresentadas na tabela 5.

Foi investigado também a utilizagdo dos liquidos idnicos (LI) [bmin][BF4] e
[bmin][PFs], pois, de acordo com relatos na literatura (ROSA et al, 2001)
(RODRIGUES et al, 2014), os LI sado capazes de acelerar a RMBH por melhor
estabilizacdo de cargas por efeito de solvatacdo nas espécies zwintterionicas.
Além do LI, também foi estudado o uso do dimetilaminoetanol (DMAE), um
composto que apresenta possivel caracteristica de um catalisador para a RMBH
até entdo ndo relatado na literatura (figura 30), na tentativa de acelerar a
formacao dos adutos homodiméricos. Escolhendo o substrato menos reativo 64

para investigacao, fixamos o tempo reacional em 10 dias.
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Figura 30. Estrutura e caracteristicas do DMAE como possivel catalisador para
a RMBH

..........

---------- Doador de ligagdo de
Sitio nucleofilico hidrogénio
Base de Lewis

Esquema 17. Reacéo de investigacao das condi¢des cataliticas para o substrato
64

catalisador,
Q o)

| | solvente, OH O OO
25° (0]
o) 46 O OH

50
64

Tabela 6. Investigacdo das condicfes cataliticas para o substrato 64

Catalisador solvente Rendimento dimérico
- [bmin][PF6 N&o formado
- [bmin][BF4 N&o formado
DABCO [bmin][PF6 N&o formado
DABCO [bmin][BF4 N&o formado
DMAE - N&o formado
DMAE [bmin][PF6 N&o formado

Conforme mostrado na Tabela 6, nenhum dos parametros investigados
promoveu a aceleracdo da reacéo na formacao dos adutos homodiméricos, onde

o produto dimérico néo foi formado via observacao por CCD.

Concluidas as tentativas em otimizar as rea¢cdes MBH homodiméricas, de
acordo com os materiais disponiveis no laboratério, foi iniciado a sintese dos
AMBH com porcao carboximetilester aos AMBH homodiméricos. As sinteses
foram realizadas seguindo a metodologia descrita em Lima-Junior e

Vasconcellos (2012), mostrados no esquema 18 e Tabela 7. Os adutos obtidos
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foram isolados por filtragdo simples em silica-gel por ndo apresentarem

coprodutos, e caracterizados por RMN *H e 3C.

Esquema 18. Esquema geral para a sintese de 8 AMBH

DABCO, MeOH, O °C
N - - | X o)

Tabela 7. Tempo reacional e rendimentos para a sintese de 8 AMBH

Aldeido R Tempo | Rendimento (%)
57 2-NO2 3h 90
58 3-NO2 1h 92
59 4-NO2 3h 85
60 benzil 2 dias 95
61 F 2 dias 86
62 Cl 2 dias 88
63 Br 3 dias 84
64 naftil 10 dias 65

A metodologia citada e utilizada mostra que, para o sistema acrilato de
metila e aldeidos aromaticos, solvente polar prético e a temperatura a 0 °C se
tornam importante para acelerar a reacao, devido a alta organizacao do estado
de transicdo (volume de ativacdo de -70 cm3/mol) na etapa lenta da reacgéo, o
gue nao é favoravel (volume molar do estado de transicdo menor que o volume
molar dos reagentes) para a velocidade da reacdo (AG* menor). Como AG=AH
—T.AS, nota-se que a variacdo da temperatura altera o termo entrépico e ndo o
entalpico. Logo, neste caso, utilizando a temperatura a 0 °C, o termo entrépico é

menos significativo e a reacdo é mais veloz (LIMA-JUNIOR et al, 2010).
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5.2 Parte espectroscopica

Todos AMBH homodiméricos foram caracterizados por técnicas
espectroscopicas de RMN 'H e 3C e massas de alta resolucdo, e os
homodimeros 45 e 49 também por infravermelho. Os compostos 42-49 séo
inéditos e a tabela 7 destaca alguns sinais caracteristicos da analise de RMN
gue confirmam a formagéo destes produtos. O composto 42 foi escolhido para
apresentar a caracterizacdo dos homodimeros, mostrado nas figuras 31 e 32.

Figura 31. Dados espectroscépicos de RMH 'H do homodimero 42

761 630 47

No espectro de RMN H, o homodimero 42 apresenta dois dubletos em
7.90 e 7.73 ppm e dois tripletos em 7.61 e 7.41 ppm, referentes aos hidrogénios
da regido aromatica, dois singletos referentes aos hidrogénios vinilicos em 6.30
e 6.17 ppm, um singleto em 4.30 ppm referente a 4 hidrogénios alquilicos, e um
singleto em 5.65 ppm relativo ao hidrogénio carbindlico. Em comparacdo com os
sinais dos hidrogénios carbindlicos dos seus isémeros, o hidrogénio carbindlico
de 42 é o mais desblindado devido a ligacédo de hidrogénio com o grupo nitro (-
NO2) (FILHO et al, 2007).

De forma geral, nos espectros de RMN 'H dos homodimeros de 42-49,
foram observados sinais referentes aos hidrogénios vinilicos que se
apresentaram como singleto ou dubleto entre 5.47 e 6.30 ppm. Ja os sinais
referentes aos hidrogénios da regido aromética estdo entre 7.20 e 8.16 ppm,
apresentados com dubleto ou multipleto.

No espectro de RMN!3C, os sinais apresentaram em 165.58 (carbonilico),
d 148.03, 140.76, 136.28, 133,57, 128.91, 128.70, 127.26, 124.44, 67.26
(carbindlico) e 63.25 ppm.
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Figura 32. Dados espectroscopicos de RMH 3C do homodimero 42

128.70 127.26
133.57

Nos espectros de RMN *2C, sinais importantes foram identificados com
deslocamento quimico entre 67.26 e 72.99 ppm referente aos carbonos
carbindlico, e entrel165,24 e 165,78 referente as carbonos carbonilicos.

As caracterizacdes espectroscopicas detalhadas dos homodimeros 42-49
estdo descritas no capitulo da parte experimental. Os principais dados

espectroscopicos estdo sumarizados na tabela 8.

Figura 33. Estrutura geral dos homodimeros

OH O /l

SRS SN
%
RF 42-49 © OH

Tabela 8. Dados espectroscopicos principais dos homodimeros de AMBH
inéditos 42-47.

AMBH R IV (cm) RMN H (5 ppm) RMN 13C 8
ppmM)
- 7.90 (d, J=10Hz, 2H), 7.73 (d,
J=8Hz,2H), 7.61 (t, 67.26
42 2-NO2 J=8/J=8Hz, 2H) 7.41 (t, (carbono

J=8/6Hz, 2H) 6.30 (s, 2H), carbindlico)
6.17 (s, 2H) 5.65 (s, 2H), 4.30
(s, 4H)

- 8.18 (d, J= 8Hz ,1H), 8.08,(d,
J=8Hz, 3H), 7.68 (d, 72.08
J=8Hz,2H), 7.47 (t, (carbono
43 3-NO2 J=8/J=8Hz, 2H), 6.32 (s, 2H), carbindlico)
5.90 (s, 2H), 5.58 (d, J=4Hz,
2H), 4.30 (s, 4H), 3.47 (s, 2H).

- 8.16 (d, J=10Hz, 4H), 7.53 (d, 72.28
J=8Hz, 4H), 6.34 (s, 2H), 5.94  (carbono
44 4-NO2 carbindlico)
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(s, 2H), 5.60 (s, 2H), 4.33 (s,
4H), 3.38 (2H).

- 7.31 (m, 10H), 6.29 (s, 2H), 72.77

45 Benzil 5.86 (s, 2H), 5.50 (s, 2H), 4.24  (carbono
(s, 6H), 3.27 (s, 2H). carbinélico)
- 7.81 (m, 8H), 7.43 (m, 7H), 72.99
46 naftil 6.27 (s, 2H), 5.82 (s, 2H), 5.64  (carbono
(s, 2H), 4.28 (s, 5H). carbinélico)
- 7.35 — 7.20 (m, 8H), 6.30 (s, 72.52
47 F 2H), 5.85 (s, 2H), 5.49 (s, 2H), (carbono
4.30 (s, 4H). carbinélico)
- 7.35 -7.20 (m, 8H), 6.29 (s, 72.26
48 Cl 2H), 5.85 (s, 2H), 5.49 (s, 2H), (carbono
4.31 (s, 4H). carbinélico)
3437.15(0OH); 7.44 (d, J=8Hz, 4H), 7.21 (d, 72.32
49 Br 1728.22(C=0O J=10Hz, 4H), 6.28, (s, 2H), (carbono
de Ester); 5.85 (s, 2H), 5.47 (s, 2H), 4.30 carbindlico)
(s, 4H).

A espectrometria de massas de alta resolucdo realizada para todos
homodimeros foi pelo método m-1 (adicdo de um ion negativo), aqui
representado pelo espectro do homodimero 42 e os picos do ions moleculares

mostradas na tabela 9.

Figura 34. Espectro de massas de alta resolu¢cdo do homodimero 42

1404
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Figura 35. Estrutura geral dos homodimeros
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Tabela 9. ions moleculares dos homodimeros de AMBH
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AMBH R fon molecular-CG (m/z)

42 orto-NO:2 471.1203
43 meta-NO2 471.1099
44 para-NO2 471.1099
45 benzil 381.1318
46 naftil 481.2086
47 F 417.1414
48 Cl 449.0469
49 Br 536.9745

Os demais espectros de RMN 'H e 13C e massas de alta resolugdo dos
novos homodimeros de adutos de Morita-Bayllis-Hilman se encontram na secéo

de espectros.

5.3 Parte bioldgica

Os AMBH com porcdo carboximetilester, o0os homodimeros
correspondentes e a droga de referéncia Anfoterecina B foram avaliados in vitro
frente a forma promastigota da Leishmania donovani, sendo avaliados
experimentalmente a concentracdo inibitoria (Clso), citotoxicidade hemolitica
(CHso), o indice de seletividade (IS) e o logP, este ultimo calculado pelo
molinspiration (http://www.molinspiration.com), um software on-line de
informética quimica. As avalia¢des biologicas experimentais foram realizadas no
Centro de Biotecnologia da UFPB, sob a coordenacdo da Professora Dra.
Tatijane Kieersen. Esses dados sdo apresentados na tabela 10.

Figura 36. Estrutura geral dos AMBH homodiméricos e dos AMBH com porc¢ao
acrilato de metila
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Tabela 10. Clso, CHso, IScy € LogP dos AMBH e homodimeros avaliados frente a

Leishmania donovani

Substancia R Clso Clso CHso ISgv miLogP
ug/mL uM uM

42 2-NO2 11,69 24,77 - - 2,46

52 2-NO2 163,60 | 690,29 - - 1,48

43 3-NO2 20,30 43,01 - - 2,51

53 3-NO2 38,23 161,31 - - 1,50

44 4-NO2 21,07 44,64 - - 2,56

12 4-NOz2 39,19 165,36 - - 1,53

45 benzil 48,21 126,20 - - 2,64

51 benzil 183,0 953,13 - - 1,51

46 naftil 18,79 38,98 - - 5,01

17 naftil 44,86 185,37 - - 2,75

47 F 17,71 42,37 - - 2,97

54 F 128,10 | 610,00 - - 2,25

48 Cl 4,71 10,47 | >200,00 | 19,21 4,00

55 Cl 45,60 201,77 - 2,25

49 Br 0,27 0,50 >200,00 | >400,0 4,26

56 Br 53,07 196,55 - : 2,38
Anfoterecina B - 0,57 0,62 11,61 18,73 -2,49

Em relagdo aos resultados da concentracdo inibitéria (Clso), que
representa a medida da eficacia de uma substéncia na inibicdo na metade (50%)
de uma funcao biologica, pode-se observar, segundo os resultados mostrados
na tabela 10, que todos os homodimeros apresentaram melhores resultados de
Clso em relacdo aos AMBH correspondentes. Os homodimeros dos adutos que
contém a por¢cao NO2 42, 43 e 44, tiveram Clso (uM) 24,77, 43,01 e 44,64, sendo
27.86, 3.75 e 3.70 vezes mais ativos que os AMBH correspondentes 52,53 e 12,
com ClsouM 690,29, 161,31 e 165,36, respectivamente, evidenciando um grande

aumento na bioatividade.

Os homodimeros 45 e 46 apresentaram Clso (uM) 126,20 e 38,98, sendo
7.55 e 4.75 vezes mais ativos que os adutos 51 e 17 com Clso (uM) 953,13 e
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185,37, respectivamente, apresentando também Otimos aumentos na

bioatividade.

Ja os homodimeros halogenados 47 e 48 apresentaram Clso (uM) 42,37 e
10,47 e os adultos 54 e 55 apresentaram 610,00 e 201,77, respectivamente. Os
homodimeros 47 e 48 mostraram ser 14.39 e 20.13 mais ativos que seus
correlatos, sendo 48 o segundo mais ativo dos adutos homodiméricos testados,
apresentando otima atividade. Ja& o homodimero 49 apresentou Clso (uM) 0,50
(0,27 ug/mL), sendo mais ativo que 56 com Clso (uM) 196,55 e o farmaco de
referéncia Anfotericina B com Clso (uM) 0,62 (Clso ng/mL 0,57), mostrando o
impressionante e surpreendente resultado de ser 393.1 e 1.24 (2,1 vezes mais
ativo considerando Clso em pg/mL) vezes mais ativo que o aduto 56 e a
anfotericina B. Os homodimeros 48 e 49 foram escolhidos para a investigagcao

da CHso e do IS, por apresentarem melhores valores de Clso.

A citotoxicidade hemolitica (CHso) € uma avaliacao in vitro onde as células
Sao expostas a contaminantes para se avaliar a inibicdo do crescimento celular
em 50% das células, neste caso, foram avaliados em células vermelhas do
sangue. A tabela 9 mostra que os homodimeros 48 e 49 (ambos >200,00 uM)
nao apresentaram citotoxicidade para os glébulos vermelhos do sangue
humano, ao contrario da anfotericina B (11,61 uM), que é um farmaco de
segunda escolha no tratamento da leishmania e possui efeitos colaterais graves,
potenciais e podendo ser letal, além de ser demasiadamente caro para a maioria

da populacéo pobre.

O indice de seletividade (IS) relaciona a citotoxicidade e a atividade
bioldgica das drogas em um modelo avaliado, representando o potencial efetivo
da droga sobre o parasita. Para os homodimeros 48, 49 e a anfotericina B, o0 IS
(em globulos vermelhos do sangue humano) relacionou os valores de CHso e
Clso, obtendo >19,21, >400,00 e 18,73, respectivamente, evidenciando o
excelente potencial (potencialmente mais seguro) homodimero 49 com IS 21,35

vezes maior que a anfotericina B.

A lipofilicidade é expressada pelo logaritmo do coeficiente de particdo
octanol/agua (P), o log P, e € um importante parametro a ser analisado na busca

por novos farmacos, pois dentre outros parametros, reflete a biodisponibilidade
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oral de um farmaco. Os farmacos que apresentam maior log P tendem a
ultrapassar a bicamada lipidica da membrana plasmética durante absorcéo,
aumentando sua biodisponibilidade, podendo influenciar no seu efeito
farmacoldgico, que no caso de leishmanicidas, podem acessar o citoplasma
celular do parasita de maneira mais eficiente. O log P foi calculado para todos
0s AMBH e a tabela 9 mostra que todos os AMBH apresentaram o valor de log
P menor que 5,00, a exce¢do do homodimero 46 (logP = 5,01), obedecendo a
regra de Lipinski (LIPINSKI et al., 1997). Esta regra descreve as propriedades
Otimas que as moléculas bioativas e farmacos comerciais em geral
apresentavam, denominada de “regra dos 5”. Nela, os farmacos eficientes
apresentam parametros de logP menores que 5, massa molar (g/mol) menores
que 500, numero de 4tomos doadores de ligagdo de hidrogénio (DLH) menor
que 5 e numero de atomos potencialmente aceptores de ligacdes de hidrogénio
(ALH) menor que 10.

Até o momento, ndo é conhecido o mecanismo de acdo dos AMBH em
alvos de leishmania. A proposta apresentada para racionalizar os resultados
parte das duas porcdes a,B-carbonilas insaturadas dos homodimeros de AMBH
fazendo ligacdo covalente irreversivel com proteases de leishmania, sendo mais
ativos que os AMBH ndo homodiméricos 12, 17, 52-56 (figura 37). Esta proposta
€ baseada no recente relato de Cocco e colaboradores (2014), onde AMBH
semelhantes foram classificados como agentes de capturas de tidés covalentes

irreversiveis.

Figura 37. Possivel mecanismo de acdo de homodimeros de AMBH.

Duas porgdes aceptoras

proteases de leishmania de Michael
(§ ﬂ
Br .
OH O ~ Potencial covalente
o ™~0 irreversivel como agente de
Br O OH captura de tiol
o/
/S\/\ H
proteases de leishmania Potencial inibicdo covalente

de proteases de leishmania
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A leishmania apresenta muitas peptidases durante seu ciclo de vida,
sendo a cisteina protease mais abundante. No entanto, considerando apenas a
presenca de dois grupos farmacofdricos idénticos, isto ndo explica a enorme
diferenca entre a atividade do AMBH 56 e o homodimero 49 (393,1 vezes mais
ativo). Acreditamos que as propriedades farmacocinéticas (ADME) e,
especialmente, a alteracdo conformacional do homodimero 49 em relagdo ao
aduto 56, possam explicar essa diferenca da bioatividade (figura 38).

Para o célculo, as geometrias foram totalmente otimizada com potencial
minimo de energia superficie por meio de Scan Relaxado de Superficie de
Energia Potencial (SREPS) no método PM6, seguido do HF/631g* como tedrico

nivel de calculo (FRISCH et al, 2009). Nao foi encontrada frequéncia imaginaria.

Figura 38. Minimo conformacional do homodimero 49 e do aduto 56. Os
enantibmeros apresentam a mesma energia, logo os célculos foram realizados
para 56 com o enantibmero (R). No entanto, o homodimero 49 possui dois
carbonos assimétricos, sendo mostrado o minimo conformacional do

diasterioisbmero mais estavel.

Conforme mostrados os minimos conformacionais na figura 11, nota-se a
conformacdo complexa tipo gaiola do homodimero 49, vérias ligacbes de
hidrogénio intramolecular e as interacdes entre 0s anéis aromaticos na posicao
T (BURLEY E PETSKO, 1985). Além disso, ao contrario da posi¢cdo de minimo
do aduto 56, na conformacéo de minimo do homodimero 49 existe as geometrias
S-cis e S-trans para as porgOes acrilato. Neste caso, vale destacar a atracéo
direta dos dois atomos de bromo que tem grande importancia na geometria deste

homodimero.
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Na literatura € bem relatado a importancia dos halogénios no aumento da
bioatividade devido a ligagcbes de cloro e bromo no ambiente enzimético
(HERNANDES et al, 2010). No entanto, ndo sabemos as conformacdes
farmacoforicas. Os estudos sobre os mecanismos de acdo biolégica do

homodimero 49 estdo em andamento e serao relatados futuramente.
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6. Conclusdes e perspectivas

Todo o trabalho seguiu o planejamento elaborado conseguindo atender
aos objetivos tracados nesta tese. A molécula chave de partida para este
trabalho, o diacrilato 50, foi sintetizada otimizando a metodologia de Wu e
colaboradores (2007), sendo utilizada como aceptor de Michael nas RMBH.

o 0
Ho O+ |HJ\OH — ﬁo/\/omj
65 6

6 50 O

Na primeira investigagcdo da RMBH, foi possivel observar por CCD que
ocorre primeiro a formacédo do produto 67 (produto da adicdo do aldeido em
apenas um lado do diacrilato 50) ao produto homodimérico 42, indicando que 67

€ o produto cineticamente favorecido.

NO, OH O |
O
DABCO, Acetonitrila O/\/ \HJ
NO2 @ 0 45h, 25°C . 67 o
| o | - 35%
+ ﬁo/\/ NO, OH 0 *
(0]
O/\/O
57 50
60% O OH NO,

42

Nas investigacdes das condi¢cdes promotoras da reacédo, 0 DMF mostrou-
se ser o0 melhor solvente; a temperatura ambiente mostrou-se como melhor
temperatura reacional; o DABCO mostrou ser o melhor promotor da reacdo. No
entanto, as tentativas em se otimizar as reagdfes em que foram utilizados

substratos menos reativos nao foram suficientes.

Todos os homodimeros AMBH foram sintetizados e caracterizados em
rendimentos satisfatorios de 35-94%, bem como os AMBH com porcéo acrilato
de metila com rendimentos 65-95%, sendo estes ultimos sintetizados seguindo

a metodologia descrita em Lima-Junior e Vasconcellos (2012).
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Os novos homodimeros e os demais AMBH bioavaliados frente a forma
promastigota da leishmania donovanii, tiveram resultados de satisfatorios a
excelentes de Clso para os adutos homodiméricos (Clso 126,20 a 0,50uM). Todos
os AMBH homodiméricos tiveram bioatividade superior aos AMBH
correspondentes, evidenciando o sucesso da abordagem de drogas gémeas
contra a espécie promastigota da leishmania donovanii, chegando ao
impressionante resultado, no caso do homodimero 49, ser quase 400 vezes mais

ativo que o AMBH correspondente (56).

A bioatividade do homodimero AMBH 49 surpreendeu ainda mais em
comparacao com a bioativiade da anfotericina B (farmaco utilizado no tratamento
contra a forma visceral de Leishmaniose; Clso 0,62 uM), sendo 1,24 mais ativo
(2.1 vezes mais ativo, considerando Clso em pg/mL). Além disso, 0 homodimero
49 ndo apresentou toxicidade na exposicdo em globulos vermelhos do sangue
humano (IS > 400, contra IS = 18,73 da anfotericina B). Estes resultados
evidenciam que homodimero 49 é uma molécula promissora na busca de novos
candidatos a farmacos. Os estudos sobre os mecanismos de acgdo bioldgica

estdo em andamento.

Este trabalho é o primeiro relato do uso da estratégia de drogas gémeas
em adutos de Morita-Baylis-Hillman, sendo a preparacao destes homodimeros
relativamente faceis, de baixo custo e com protocolo verde. Com o sucesso desta
abordagem sintético-bioldgica, abra-se mais uma ferramenta a ser explorada no

combate as doencas parasitarias.
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7. Parte Experimental

As matérias-primas utilizadas nesse trabalho, como os aldeidos, DABCO,
DMAE, foram adquiridas na SIGMA ALDRICH e ACROS, e os solventes
organicos foram obtidos nas empresas TEDIA e VETEC, todos com excelente

grau de pureza.

As formacdes dos produtos, bem como o desaparecimento dos reagentes,
foram acompanhadas pela técnica de cromatografia de camada delgada (CCD),
onde foi utilizado cromatofolhas de aluminio da empresa MERCK, suportadas
em Gel de Silica 60, como fase estacionaria e uma mistura de Acetato de
Etila/Hexano como fase movel, sendo irradiadas em camera de ultravioleta com

comprimento de onda de 254 nm e em solugéo de vanilina.

Os solventes foram evaporados sob pressao reduzida e temperatura

controlada em rotaevaporador do fabricante IKA®, modelo RV 10 digital.

O DMF foi retirado via extracao liquido-liquido, em &gua destilada e

acetato de etila.

A purificagdo dos produtos foi feita utilizando a técnica de cromatografia
em coluna do tipo “Flash”, através de colunas de vidro utilizando gel de silica
como fase estacionaria de granulacao 0,040 — 0,0063 mm do fabricante ACROS
e misturas de Acetato de Etila / Hexano, como fase moével, com ajuda de um

pressurizador de nebulizadores comuns.

7.1 Procedimento para a sintese de 50

Em um baldo de 125mL, adicionou-se 30mmol (1,869) do etilenoglicol 65
em 20mL de ciclohexano. Em seguida, adicionou-se 60mmol (4,32g) do acido
acrilico 66, em presenca de 0,1 equivalente (0,414g) do acido p-tolueno sulfénico
e 0,30 equivalentes (0,638g) de hidroquinona. O baléo foi conectado a um Dean-
Stark e a um condensador, onde foi mantido em agitacdo sobre temperatura de
refluxo 110 °C por 6h. A formacéao do produto foi acompanhada pela técnica de
CCDA, utilizando com o eluente Acetato de etila/metanol (1:1). ApoGs seis horas,
a reacao foi tratada com uma solugdo de NaOH 1M e salmoura até pH 7. Em
seguida, o produto foi extraido com dicloro metano e isolado via cromatografia

flash, em coluna contendo silica gel previamente empacotada, com fase mével
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acetato/hexano inicialmente em 10/90. O produto foi obtido na forma de um 6leo
em 85% de rendimento apds evaporacdo dos solventes em evaporador rotatério
e caracterizado por RMN*H, RMN*3C e IV.

Dados espectroscopicos de 50

1 |
| 50 0]

IV (cm™): 1726,29 (C=0 de Ester), 1208,09 (C-0O), 1273,02 (C-O) e 1178, 51 (C-
0)

RMNH (200 MHz, CDCl3): § 6.42 (dd, J=16/J=2Hz, 2H), 6.12 (dd, J=16/J= 10Hz,
2H) 5.85 (dd, J=10/J=2Hz, 2H), 4.39 (s,4H)

RMN*3¢ (50 MHz, CDCl3s): 5 165.98, 131.53, 128.02, 62.31

7.2 Procedimento geral para a sintese dos AMBH homodiméricos 42-49

Em um baldo de 25mL, adicionou-se 1,0 mmol de aldeido (tabela 5) em 1
mL de DMF, 0,5 mmol do diacrilato do etileno glicol, em presenca de 0,5 mmol
de DABCO. As reacfes foram mantidas em agitacédo a temperatura ambiente em
tempos variados (tabela 5). A formacgéao do produto foi acompanhada pela técnica
de CCD, utilizando como eluente o acetato de etila/hexano (1:1). Os produtos
das reacBes foram isolados via cromatografia flash, em coluna contendo silica
gel previamente empacotada, com fase movel acetato/hexano inicialmente em
20/80. Os produtos foram obtidos na forma de um sélido/éleo com rendimentos
variavel entre 35-94% ap0s evaporacao dos solventes em evaporador rotatorio

e caracterizado por RMN'H e RMN*3C e massa de alta resolucgéo.
Dados espectroscépicos de 42

NO, OH O
O/\/O

42 o OH NO;

RMNZH (200 MHz, CDCls): § 7.90 (d, J=10Hz, 2H), 7.73 (d, J=8Hz,2H), 7.61 (t,
J=8/J=8Hz, 2H) 7.41 (t, J=8/6Hz, 2H) 6.30 (s, 2H), 6.17 (s, 2H), 5.65 (s, 2H), 4.30
(s, 4H).

83



RMN*3¢ (50 MHz, CDCls): §165.58, 148.03, 140.76, 136.28, 133,57, 128.91,
128.70, 127.26, 124.44, 67.26, 63.25.

CG (m/z, m-1): 471.1203 (ion molecular)

Dados espectroscopicos de 43

RMNH (200 MHz, CDCls): §8.18 (d,1H), 8.08,(d, J=8Hz, 3H), 7.68 (d,
J=8Hz,2H), 7.47 (t, J=8/J=8Hz, 2H), 6.32 (s, 2H), 5.90 (s, 2H), 5.58 (d, J=4Hz,
2H), 4.30 (s, 4H), 3.47 (s, 2H).

RMN?3C (50 MHz, CDClIs): § 165.40, 148.22, 143.54, 140.94, 132.79, 129.39,
127.80, 122.80, 121.56, 72.08, 62.53.
CG (m/z, m-1): 471.1099 (ion molecular)

Dados espectroscépicos de 44

NO,
/\/O
(@)

M b

o
OaN 44

RMN™ (200 MHz, CDCl3): 6 8.16 (d, J=10Hz, 4H), 7.53 (d, J=8Hz, 4H), 6.34 (s,
2H), 5.94 (s, 2H), 5.60 (s, 2H), 4.33 (s, 4H), 3.38 (2H).

RMN?®3C (50 MHz, CDCls): §165.39, 148.46, 147.41, 140.75, 127.88, 127.36,
123.62, 72.28, 62.54.

IV (cm-1): 3462.22 (O-H); 1728.22(C=0 de Ester); 1151.50, 1018.41 (C-O da
funcao ester)

CG (m/z, m-1): 471.1099 (ion molecular)

Dados espectroscoépicos de 45

OH O
OH

45 O
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RMN® (200 MHz, CDCls): 5 7.31 (m, 10H), 6.29 (s, 2H), 5.86 (s, 2H), 5.50 (s,
2H), 4.24 (s, 6H), 3.27 (s, 2H).

RMN*3¢ (50 MHz, CDCl3): §165.24, 141.53, 141.08, 128.28, 127.73, 126.50,
72.77, 62.16.

CG (m/z, m-1): 381.1318 (ion molecular)

Dados espectroscopicos de 46

RMN® (200 MHz, CDCla): §7.81 (m, 8H), 7.43 (m, 7H), 6.27 (s, 2H), 5.82 (s,
2H), 5.64 (s, 2H), 4.28 (s, 5H).

RMN3¢ (50 MHz, CDClzs): §165.73, 141.34, 138.38, 133.08, 132.91, 128.13,
128.00, 127.55, 126.10, 126.01, 125.47, 124.46, 72.99, 62.24.

CG (m/z, m-1): 481.2086 (ion molecular)

Dados espectroscopicos de 47

RMN™ (200 MHz, CDCls): § 7.35 — 7.20 (m, 8H), 6.30 (s, 2H), 5.85 (s, 2H), 5.49
(s, 2H), 4.30 (s, 4H).

RMN?*3¢ (50 MHz, CDCl3): 5 165.78, 141.42, 139.80, 133.76, 128.73, 128.12,
127.15, 72.52, 62.51.

CG (m/z, m-1): 417.1414 (ion molecular)

Dados espectroscopicos de 48
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RMN?¥ (200 MHz, CDClIs): § 7.35 -7.20 (m, 8H), 6.29 (s, 2H), 5.85 (s, 2H), 5.49
(s, 2H), 4.31 (s, 4H).

RMN*3¢ (50 MHz, CDCls): §165.51, 141.13, 139.50, 133.49, 128.46, 127.84,
126.82, 72.26, 62.24

CG (m/z, m-1): 449.0469 (ion molecular)

Dados espectroscopicos de 49

Br
OH O

OH
Br 49 (0]

IV (cm-1): 3437.15 (O-H); 1728.22(C=0 de Ester); 1147.65, 1014.56 (C-O da
funcao ester)

RMN?¥ (200 MHz, CDClIs): § 7.44 (d, J=8Hz, 4H), 7.21 (d, J=10Hz, 4H), 6.28, (s,
2H), 5.85 (s, 2H), 5.47 (s, 2H), 4.30 (s, 4H).

RMN3€ (50 MHz, CDClzs): §165.49, 141.05, 140.04, 131.41, 128.36, 126.95,
121.67, 72.32, 62.24.

CG (m/z, m-1): 536.9745 (ion molecular)

7.3 Procedimento para a sintese do homodimero 46 em aquecimento
convencional a 80°C

Em um baléo de 25mL, adicionou-se 1,0 mmol de aldeido 64 em 1 mL de
DMF, 0,5 mmol do diacrilato do etileno glicol, em presenca de 0,5 mmol de
DABCO. As rea¢fes foram mantidas em agitacdo a temperatura ambiente. A
formacao do produto foi acompanhada pela técnica de CCD, utilizando como
eluente o acetato de etila/hexano (1:1). A reacao nao foi isolada por nao ter sido

observada a formacédo de produtos.

7.4 Procedimentos para a sintese dos homodimero 46 em irriadiacédo de
micro-ondas

Em tubo de reacdo para micro-ondas, adicionou-se 1,0 mmol do aldeido
64 em 1 mL de DMF, 0,5 mmol do diacrilato do etileno glicol, em presenca de
0,5 mmol de DABCO. A reacao foi sob irradiagdo de micro-ondas a 80°C por 2

horas. A formacé&o do produto foi acompanhada pela técnica de CCD, utilizando
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como eluente o acetato de etila/hexano (1:1). A reacdo nao foi isolada por néo

ter sido observada a formacéo de produtos.

7.5 Procedimentos para a sintese do homodimero 46 a 0°C

Em um baléo de 25mL, adicionou-se 1,0 mmol do aldeido 64 em 1 mL de
DMF, 0,5 mmol do diacrilato do etileno glicol, em presenca de 0,5 mmol de
DABCO. A reacéao foi mantida em agitacdo em um freezer a 0°C por 5 dias. A
formacdo do produto foi acompanhada pela técnica de CCD, utilizando como
eluente o acetato de etila/hexano (1:1). A reacao néo foi isolada por nao ter sido

observada a formacéo de produtos.

7.6 Procedimento para a sintese de homodimero 46 utilizando os liquidos
ibnicos [bmin][BF4] e [bmin][PFs] e 0 DMAE.

Em um bal&o de 25mL, adicionou-se 1,0 mmol do aldeido 64 em 1 mL de
[bmin][BF4] ou [bmin][PFs], 0,5 mmol do diacrilato do etileno glicol, em presenca
de 0,5 mmol de DABCO ou DMAE. As rea¢fes foram mantidas em agitacdo a
temperatura ambiente em por 10 dias. Nao foram observados a formacao do

homodimero correspondente.

7.7 Procedimentos geral para a sintese dos AMBH 12, 17, 51-56

Em um balédo de 25mL, adicionou-se 1,0 mmol de aldeido (tabela 5) em 1
mL de metanol, 1mmol do acrilato de metila 11, em presenca de 1 mmol de
DABCO. As reac¢bes foram mantidas em agitacdo a temperatura de 0°C. A
formacao do produto foi acompanhada pela técnica de CCD, utilizando como
eluente o acetato de etila’/hexano (1:1). Os produtos das reacdes foram isolados
via cromatografia flash, em coluna contendo silica gel previamente empacotada,
com fase movel acetato/hexano inicialmente em 20%/80%. Os produtos foram
obtidos na forma de um sélido/éleo com rendimentos varidvel de 65-95% apds
evaporacdo dos solventes em evaporador rotatério e caracterizado por RMN*H
e RMN?3C.
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Dados espectroscoépicos de 12

RMN (200 MHz, CDCI3): § 1.57 (s, 1H), 3.74 (s, 3H), 5.63 (d, J = 6.32 Hz, 1H),
5.87 (s, 1H), 6.40 (s, 1H), 7.61 (m, 2H), 8.25 (m, 2H)

RMN?3¢ (50 MHz, CDCI3): §52.1, 72.5, 123.5, 127.1, 127.2, 140.9, 147.3, 148.5,
166.2

Dados espectroscopicos de 17

RMN™ (200 MHz, CDCI3): 5 1.57 (s, 1 H), 3.73 (s, 3H), 5.75 (d, J = 5.77 Hz, 1
H), 5.88 (t, J = 1.14/ 1.10 Hz, 1 H), 6.39 (s, 1 H), 7.50 (m, 3H), 7.78 (m, 4H).

RMN?*3€ (50 MHz, CDCI3): §51.9, 73.2, 124.5, 125.4, 125.9, 126.0, 126.8, 127.5,
128.0, 128.1, 132.9, 133.1, 138.5, 141.8, 166.7.

Dados espectroscopicos de 51
OH O

51

RMNH (200 MHz, CDCI3):  7.34-7.19 (m, 5H), 6.28 (s, 1H), 5.85 (s, 1H), 5.50
(s, 1H), 3.62 (s, 3H), 3.47 (s, 1H)

RMN?3¢ (50 MHz, CDCI3): § 166.4, 142.0, 141.2, 128.1, 127.5, 126.5, 125.5,
72.4,51.6
Dados espectroscoépicos de 52

NO, OH O

O/

52
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RMNH (200 MHz, CDCls): §7.94 (d, J=8Hz, 1H), 7.72 (d, J=8Hz, 1H), 7.64 (t,
J=8/8Hz, 1H), 7.46 (t, J=8/8Hz, 1H), 6.36 (s, 1H), 6.20 (s, 1H), 5.72 (s, 1H), 3.72
(s, 3H).

RMN?3C (50 MHz, CDCl3): 5 173.54, 161.42, 147.81, 143.20, 140.61, 135.99,
135.82, 133.62, 131.70, 84.78, 84.15, 83.51, 74.72, 59.34

Dados espectroscopicos de 53
OH O

O,N

53

RMN™ (200 MHz, CDCI3): 5 8.48 (d, J = 2.0 Hz, 1H); 8.39 (dd, J = 5.0/1.5 Hz,
1H); 7.74 (ddd, J = 8.0/2.0/2.0 Hz, 1H); 7.28 (m, 1H); 6.40 (d, J = 0.6, 1H); 6.01
(sl, 1H): 5,60 (s, 1 H): 3,71 (s, 3H);

RMN?*3¢ (50 MHz, CDCI3): § 52.0, 70.5, 123.4, 126.1, 134.7, 137.6, 141.6, 148.2,
148.4, 166.2

Dados espectroscopicos de 54

T
F

54

RMN 1H (200 MHz, CDCI3): 7.18-7.25 (m, 2H), 6.85-6.94 (m, 2H), 6.21 (s, 1H),
5.82 (s, 1H), 5.41 (s, 1H), 3.77 (s, OH), 3.54 (s, 3H).

RMN®3C (50 MHz, CDCI3): 5§ 166.2, 159.4, 141.9, 137.1, 128.3, 128.2, 125.1,
114.9,114.5,71.4,51.5

Dados espectroscopicos de 55

MO/
Cl

55

RMN 1H (200 MHz, CDCI3): § 7.21 (s, 4H), 6.25 (s, 1H), 5.83 (s, 1H), 5.42 (s,
1H), 3.75 (s, OH), 3.60 (s, 3H)

RMN?*3¢ (50 MHz, CDCI3): § 166.2,141.7, 139.9, 133.1, 128.2, 127.9, 125.5,
71.6,51.6
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Dados espectroscépicos de 56

MO/
Br

56

RMN® (200 MHz, CDCI3): 5 7.38 (d, J = 8.4 Hz, 2H), 7.16 (d, J = 8.4 Hz, 2H),
6.26 (s, 1 H), 5.78 (s, 1 H), 5.41 (s, 1 H), 3.63 (s, 3H), 3.39 (s, 1 H)

RMN*3¢ (50 MHz, CDCI3): § 166.4, 141.5, 140.3, 131.3, 128.3, 126.1, 121.6,
72.3, 51.9.

Dados espectroscopicos de 67

NO, OH O |
SR B

67 o

RMNZH (200 MHz, CDCls): 5 7.93 (dd, J=8hz, 1H), 5 7.73 (dd, J=6hz, 2H), 7.62 (id,
J= 14 Hz, J= 6 Hz, J= 2Hz, 1H), 5 7.44 (td, J= 14 Hz, J= 8Hz, J= 2Hz, 1H), 6,39
(dd, J= 16 Hz, J= 2Hz, 1H), 5 6.38 (s, 1H), 56.18 (s, 1H), 6,08 (dd, J= 10 Hz, J=
8Hz, 1H), § 5.84 (dd, J= 8Hz, J= 2Hz, 1H), §5.73 (s, 1H), 54.34 (s, 4H), 5 3.83 (s,
OH)

RMN3¢ (50 MHz, CDClzs): §166.05, 165.61, 140.68, 136.27, 133.62, 131.72,
128.98, 128.81, 127.90, 127.22, 124.71, 109.71, 77.79, 77.16, 76.52, 67.42,
62.97, 62.08.

7.8 Procedimentos para a avaliacdo da atividade bioldégica em leishmania
donovani

A leishmania donovani (MHOM / ET / 1967 / HU3) foi fornecida pelo
instituto Oswaldo Cruz Leishmania Collection-Fiocruz-RJ. As promastigotas
foram mantidas in vitro a 26°C em no meio de Shneider pH 7 (20% de soro fetal
de bovino inactivado pelo calor (FBS), penicilina 100 U / ml e 100 mg / mL de
estreptomicina e 2% de urina do sexo masculino), como previamente descrito

(MOREIRA et al, 2007). As promastigotas na fase de crescimento logaritmico
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foram cultivadas em placas de 96 pocos de cultura de células a 1 x 106 parasitas
por cavidade em meio de 100 ml de Schneider com concentragbes crescentes
de 3,12, 6,25, 12,5, 25, 50, 100, 200, 400 ug / mL dos AMBH. As placas foram
incubadas durante 72 horas numa incubadora com demanda biolégica de
oxigénio (DBO), a 26°C. A citotoxicidade das promastigotas foram avaliadas pela
3- (4,5-dimetil-2-tiazolo) -2,5-difeniltetrazolio (MTT) por ensaio colorimétrico
descrito por Valadares e colaboradores (2011). Absorbancia foi medida
utilizando um leitor de placas de ELISA (ELx800, BIOTEK) a 540 nm. A
anfotericina B foi usada como controle positivo. A viabilidade das promastigotas
incubadas na presenca de diferentes concentra¢cdes dos adutos foi determinada
por comparacdo com o controle de cultura (L. donovani cultivadas apenas em
Schneider). A concentracdo que causou uma reducdo de 50% na viabilidade
celular (IC50) foi calculada por andlise Probit (SPSS 13.0 para Windows). Cada
experiéncia foi realizada em duplicada e repetidas pelo menos por trés vezes
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Espectro 3. RMN3C-APT 50 MHz (CDCI3) de 50
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Espectro 5. RMN3C-APT 50 MHz (CDCI3) de 42
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Espectro 9. Massa de alta resolugéo de 43
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Espectro 11. RMN'H 200 MHz(CDCI3) de 44
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Espectro 13. Massa de alta resolugéo de 44
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Espectro 15. RMN3C-APT 50 MHz (CDCI3) de 45
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Espectro 17. RMN'H 200 MHz(CDCI3) de 46
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Espectro 18. RMN'3C-APT 50 MHz (CDCI3) de 46
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Espectro 19. Massa de alta resolucao de 46
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Espectro 20. RMN*H 200 MHz(CDCI3) de 47
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Espectro 21. RMN3C-APT 50 MHz (CDCI3) de 47
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Espectro 23. RMN'H 200 MHz(CDCI3) de 48
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Espectro 25. Massa de alta resolucao de 48
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Espectro 27.
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Espectro 29. Massa de alta resolucao de 49
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22000

46

42
—6.36
—6.20
5.72
3.72

21000
20000

NO, OH O 15000

18000
(@) 17000
I/

15000
14000
13000
12000
11000
10000
9000
8000
+7000
6000
5000
4000

3000

2000
m J\_ALA o
A

-1000

1005 p—ow—
b
-

3.02=

0.91%

—-2000

6.0 55

o |
v | 1.00= £:==::=---______44
—

50 45
f1 (ppm)

118



Espectro 31. RMN*3C-APT 50 MHz (CDCI3) de 52
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Espectro 33. RMN*3C -APT 50 MHz (CDCI3) de 53
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Espectro 35. RMN*3C-APT 50 MHz (CDCI3) de 12
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Espectro 36. RMN'H 200 MHz(CDCI3) de 17
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Espectro 37. RMN*3C -APT 50 MHz (CDCI3) de 17
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Espectro 38. RMN'H 200 MHz(CDCI3) de 56

e W O e e =3 o oo - - A B
293 s = 2 T2 = o= B
= P b P w wr w0 o oo -
—E
) QH O |
- L
/©/‘I\“/U\O L
Br —
— 4
L L
I !
I _ J N
y ¢
ot w vy —_ -
[ - - —- [} = B
= = -l - = e o =
2= ] = = 2
T T T T T T T T T T
100 5.0

122



Espectro 39. RMN*3C-APT 50 MHz (CDCI3) de 56
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Espectro 41. RMN*3C-APT 50 MHz (CDCI3) de 54
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Espectro 42. RMN'H 200 MHz(CDCI3) de 55

: 8 % g8
o W - om I:IH |:| —
| jAJLE,
| — 1000/
II
Cl |

lL__"I
L\
—/
t_‘_-_“

y i f
|
o L.__J.._.i adh 1 i1 Lo
e e s e iy e
5 2 =2 B 22 ¢ &
LI | | ] | | | | | | |
a0 BO 7.0 8.0 50 4.0 30 20 1.0 oo
peen (1]

124



Espectro 43. RMN*C-APT 50 MHz (CDCI3) de 55
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Espectro 45. RMN'3C-APT 50 MHz (CDCI3) de 51
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Espectro 46. RMN*H 200 MHz(CDCI3) de 67
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Espectro 47. RMN3C-APT 50 MHz (CDCI3) de 67
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