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RESUMO

DA SILVA, Bianca Ferreira, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, agosto de 2018.
Sintese e avaliagao das atividades citotoxica e leishmanicida de cinamatos
derivados da vanilina. Orientador: Robson Ricardo Teixeira.

Os produtos naturais e seus derivados servem de inspiracao para a prospecgao e
desenvolvimento de novos farmacos. Dentre a miriade de produtos naturais
conhecidos, a vanilina e o acido cindmico (juntamente com seus derivados) séo classes
de compostos que apresentam um amplo espectro de bioatividades, atraindo a
atencao de varios grupos de pesquisa. Uma estratégia muito utilizada para a obtencéo
de compostos que exibem atividade farmacologica € a hibridagdo molecular. O
presente trabalho teve por objetivo sintetizar uma série de novos compostos hibridos
entre a vanilina e derivados do acido cindmico e avaliar suas atividades citotoxica e
leishmanicida. Para a sintese dos ésteres cinamatos derivados da vanilina, inicialmente
realizou-se a preparacao de diferentes derivados do acido cinamico, utilizando a reacao
de Condensagdo de Knoevenagel entre o acido malénico e diferentes aldeidos
benzilicos. Os acidos foram obtidos com rendimentos variando de 59%-82%. Em
seguida, a metodologia chave empregada para a obten¢do dos ésteres consistiu na
reacao de Esterificagdo de Steglich entre a vanilina e os diferentes derivados do acido
cindmico. Assim, um total de seis cinamatos (compostos 6-11) foram obtidos com
rendimentos variando de 54%-99%. Uma segunda série de cinamatos foi obtida
(ésteres 12-16) via redugéo do grupo formila dos compostos 6-8, 10 e 11. Todos os
compostos sintetizados foram caracterizados via espectroscopia no IV e
espectroscopia de RMN de 'H e de 3C. Os cinamatos sintetizados tiveram seus efeitos
citotoxicos avaliados contra as linhagens de células cancerigenas melanoma
metastatico murino (B16F10) e adenocarcinoma de mama (MDA-MB-231). Em geral,
os compostos foram mais ativos contra a linhagem B16F 10, sendo os compostos (E)-
4-fluorocinamato de 4-hidroximetil-2-metoxifenila (13), (E)-4-bromocinamato de 4-
hidroximetil-2-metoxifenila (14) e (E)-4-clorocinamato de 4-hidroximetil-2-metoxifenila
(15) os mais ativos, inibindo a viabilidade celular em cerca de 50% na concentracéo de
100 umol L. A avaliagdo da atividade leishmanicida dos cinamatos derivados da
vanilina contra a forma promastigota de Leishmania amazonensis mostrou que os
compostos inibiram a viabilidade celular dos parasitos com diferentes graus de

eficiéncia, destacando-se o derivado (E)-4-bromocinamato de 4-formil-2-metoxifenila



(8), que foi o composto mais ativo (ICso 10,8 umol L") e aquele que também
apresentou maior indice de seletividade (IS = 11,5). Os resultados obtidos com relagéo
a avaliagdo biolégica apontam para o fato de que as substancias sintetizadas neste
trabalho podem ser consideradas uteis como estruturas-modelo para a pesquisa e

desenvolvimento de novos farmacos para a terapéutica do cancer e das leishmanioses.
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ABSTRACT

DA SILVA, Bianca Ferreira, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, August 2018.
Synthesis and evaluation of the citotoxicity and leishmanicide activities of
cinnamates derived from vanillin. Advisor: Rébson Ricardo Teixeira.

Natural products and their derivatives are an important source of organic compounds
which are useful for the research and development of pharmaceutical drugs. Among a
plethora of natural substances, vanillin and cinnamic acid (and their derivatives) have
received attention of several research groups due to their various biological activities. In
the search for new compounds endowed with pharmacological activities, a strategy that
has been used is the molecular hybridization, which is based on the combination of two
or more known bioactive pharmacophoric fragments by appropriate fusion into a single
hybrid molecule. Within this context, the purpose of the present investigation was to
synthesize new molecular hybrids from vanillin and cinnamic acid derivatives and
evaluate their cytotoxic and leishmanicide activities. The synthesis of the hybrids started
with the preparation of cinnamic acid derivatives which were obtained in 59%-82%
yields via Knoevenagel condensation of malonic acid and different aldehydes. Then,
the cinnamic acid derivatives were coupled with vanillin, using the Steglich esterification,
affording six cinnmates (compounds 6-11) in 54%-99% vyields. Another series of
cinnamates (esters 12-16) were prepared by reducing of the formil group of compounds
6-8, 10, and 11. All the synthesized compounds were characterized via NMR ('H and
3C) and IR spectroscopic techniques. Once synthesized, the cinnamates had their
cytotoxic and leishmanicide activities evaluated. Concerning cytotoxic effects, the
compounds were acessed against the cell lines B16F10 (murine metastatic melanome)
and MDA-MB-231 (human breast adenocarcinoma). As a general trend, the B16F10
cell line was more sensitive to the evaluated compounds than MDA-MB-231. The
cinnamates (E)4-hydroxymethyl-2-methoxy phenyl 4-fluoro cynnamate (13), (E)-4-
hydroxymethyl-2-methoxy phenyl 4-bromo cynnamate (14), and (E)-4-hydroxymethyl-
2-methoxy phenyl 4- chlorocynnamate (15) were the most active substances inhibiting
around 50% of B16F 10 cell viability at 100 umol L. The evaluation of the leishmanicide
activitiy of the cinnamates against the promastigote form of Leishmania amazonensis
revealed that the compounds are capable of interfering with parasite proliferation with
different degrees of efficiency. In this regard, compound (E)-4-formyl-2-methoxy phenyl

4-bromo cynnamate (8) was the most potent derivative (ICso = 10.8 umol L") and also
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presented the highest selective index (SI = 11.5). Taken together, the results point to
the fact that cinnamates derived from vanillin can be a useful scaffold toward the

development of new chemical agents to the treatment of cancer and leishmaniasis.



CAPITULO 1
APRESENTAGAO

1.1.DESCOBERTA DE NOVOS FARMACOS: DOS PRODUTOS
NATURAIS A SINTESE

A histéria da humanidade mostra que as plantas medicinais vém sendo
utilizadas no tratamento de diversas doencgas e que o homem sempre buscou na
natureza a melhoria da sua qualidade de vida. Em meados do século XVIII,
surgiram os primeiros esforcos no sentido de documentar o conhecimento
relativo a farmacognosia, area do conhecimento que estuda os principios ativos
de origem naturais. Um dos trabalhos pioneiros da farmacognosia € o do médico
e botanico francés Antoine Laurent de Juisseau que, por volta de 1789, realizou
a classificagao botéanica de plantas florais (BARREIRO & FRAGA, 2015).

Neste contexto, varios outros estudos contribuiram de maneira
significativa para o fortalecimento das bases cientificas que propiciaram o
avango do conhecimento sobre o uso das plantas medicinais. Deste modo, surge
no seculo XIX a quimica de produtos naturais, que era dedicada ao isolamento
e purificacao dos principios ativos das plantas com propriedades terapéuticas
(BARREIRO & FRAGA, 2015). O artigo publicado em 1817 pelo assistente
farmacéutico alemao Fredrich Sertlirner € apontado como o marco no que tange
ao isolamento de compostos bioativos de plantas. Neste artigo, ele escreveu a
respeito do isolamento a partir do 6pio, da cristalizacdo e das propriedades
farmacolégicas da morfina (Figura 1, p.2), um analgésico e agente indutor do
sono. Este fato motivou a investigacdo de outras plantas medicinais, e durante
as deécadas seguintes do século XIX, muitas substancias bioativas,
principalmente alcaléides (por exemplo, quinina, cafeina, nicotina, codeina,
atropina, colchicina, a cocaina, a capsaicina) foram isoladas a partir de suas
fontes naturais (ANTANASOQV et al, 2015).



Figura 1: Morfina, a primeira substancia isolada a partir de uma planta medicinal.

Posteriormente, com o crescente avango da ciéncia, em especial da biologia e
da quimica, comegam a surgir atividades de pesquisa que podem ser consideradas
precursoras da quimica medicinal. Ao mesmo tempo, ocorre o desenvolvimento das
metodologias sintéticas, que proporcionam o preparo, parcial ou total de produtos
naturais, cada vez mais complexos estruturalmente. Todos estes avangos
pavimentaram o caminho para o uso crescente de substancias organicas naturais e
sintéticas como farmacos (BARREIRO & FRAGA, 2015).

A sintese organica permitiu a produgdo de farmacos com maior qualidade e
menores custos. O primeiro composto sintético baseado em um poduto natural foi o
acido acetilsalicilico (em azul, Figura 2) em 1853, que teve sua estrutura baseada na
salicina, composto natural, que esta presente em folhas da arvore do salgueiro. Em
1928 foi descoberta a penicilina (em vermelho, Figura 2), uma farmaco de acéo
antibidtica obtida a partir do fungo Penicillum notatum. Assim, inicia-se a era da
descoberta de farmacos a partir de fontes microbianas e, também, o uso terapéutico
de extratos e produtos naturais eram cada vez mais substituidos pelo uso de
compostos sintéticos (ANTANASOV et al, 2015; BARREIRO & FRAGA, 2015).
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Figura 2: Estruturas quimicas do acido acetilsalicilico e da penicilina.

A Quimica Medicinal é responsavel pelo desenvolvimento de farmacos; ela é o
ramo da ciéncia voltado para a descoberta, identificacdo e preparacdo de novas
moléculas com propriedades terapéuticas. A quimica medicinal também esta envolvida
no estudo do metabolismo celular, na interpretacdo de mecanismos de acao de

farmacos a nivel molecular e na construgao das relacdes entre a estrutura quimica e
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sua atividade farmacologica. Deste modo, a Quimica Medicinal é uma ciéncia
multidisciplinar e abrange ndo sé a quimica, como também as ciéncias bioldgica,
médica e farmacéutica (LIMA, 2007).

A enorme diversidade quimica dos produtos naturais de origem vegetal,
marinha ou de micro-organismos servem de desafio e inspiragdo para a Quimica
Medicinal na busca e desenvolvimento de novos compostos bioativos. Compostos,
estes, que podem ser derivados sintéticos ou semissintéticos dessas fontes naturais
(VIEGAS, 2007).

1.2.A VANILINA, SUAS ATIVIDADES BIOLOGICAS E OS RECEPTORES
TRPV1

A vanilina, também denominada 4-hidroxi-3-metoxibenzaldeido (Figura 3, p. 4),
€ um produto natural mundialmente conhecido devido as suas diversas aplicacdes e
atividades bioldgicas. Naturalmente, ela é encontrada nas orquideas (Vanilla planifolia,
Vanilla pompona e Vanilla. tahitiensis); sinteticamente ela pode ser preparada a partir
do guaicol ou eugenol (ZHANG et al, 2017; KUMAR et al, 2012). Da orquidea V.
planifolia & obtida a baunilha, um dos condimentos mais caros do mundo e cujo o
principal componente € a vanilina.

Os primeiros relatos a respeito do uso da baunilha sédo dos astecas (nativos do
México), por volta de 1300, sendo a primeira civilizagao a usar e cultivar a baunilha para
dar sabor as suas bebidas. Apds o dominio dos astecas pelos espanhdis, a espécie V.
planifolia foi levada para a Europa, onde seu cultivo foi aprimorado uma vez que no
continente europeu nao havia polinizador natural da planta, o que levou a descoberta
da polinizagéo artificial de flores da espécie vegetal (SINHA et al, 2008). O condimento
baunilha sempre foi considerado um produto afrodisiaco, carminativo e estimulante. Os
venezuelanos geralmente usam as vagens da planta V. planifélia, para o tratamento
de febre e espasmo. Na Argentina ela € utilizada como antiespasmadico e afrodisiaco.
No Palau, a baunilha é usada para curar dismenorreia, febre e histeria (DUKE et al,
2003). Também sao conhecidos relatos em que a baunilha é empregada para proteger
a pele contra os radicais livres (SINHA et al, 2008).

Devido ao seu cheiro agradavel, a vanilina € um dos aromatizadores mais
importante do mundo, e assim, € amplamente utilizada na industria alimenticia e

cosmética como aditivo para bebidas, comidas, velas, incenso, pot-pourri, fragrancias,



perfumes e aromatizadores de ambiente (KUMAR et al, 2012; PACHECO &
DAMASIO, 2010).
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Figura 3: Estrutura da vanilina e imagem da orquidea da espécie Vanilla
planifolia.

A vanilina também possui usos extensivos nas industrias nutracéutica e
farmacéutica. Na industria farmacéutica ela € muito utilizada devido a sua estrutura
quimica simples e facilidade de preparo bem como pelo fato dela e seus derivados
apresentarem atividades bioldgicas importantes (Figura 4) tais como atividades
antitumorais (JANTAREE et al, 2017), antioxidantes (TAl et al, 2011), antimicrobianas
(GOVINDASAMI et al, 2011), antifungicas (FITZGERALD et al, 2005), anti-
inflamatodrias (GALDANI et al, 2005), antimutagénicas (KESHAVA et al, 1998) e
antiproliferativas (GOMEZ et al, 2014). Devido as suas propriedades antioxidante e
antimicrobiana, bem como o interesse crescente da industria alimenticia em utilizar
compostos de origem natural, a vanilina representa uma fonte potencial de novos
conservantes (SINHA, 2008).

g OH OCHs

O_N. -
\N/\©:
Hool
o SO RO GEIEN
cl OCH, N7 O~ N N

|
Antiviral Antiproliferativo K) Antibacteriano

Figura 4: Derivados da vanilina e suas respectivas atividades bioldgicas:
antiviral (ZHANG et al, 2017), antiproliferativa (GOMEZ et al, 2014) e
antibacteriana (GOVINDASAMI et al, 2011).

Além da vanilina, existem outros compostos que sdo chamados de
vanildides, ou seja, compostos que possuem estrutura similar a vanilina. Alguns

exemplos, cujas estruturas estdo representadas na Figura 5 (p.5) sdo a



capsaicina (substéncia picante da pimenta malagueta), o eugenol (presente no
cravo e canela), e a zingerona (do gengibre). Estudos a respeito do efeito da
capsaicina no sistema nervoso resultaram na descoberta do receptor de
vanildides TRPV1 (do inglés Transient Receptor Potential Vanilloid 1, Figura 6,
p. 6, que € uma proteina que nos humanos € expressa pelo gene TRPV e que
desempenha um papel fundamental na detecg¢ao de estimulos. Esta proteina faz
parte dos chamados canais idnicos. O receptor TRPV1 foi descrito em 1990 e
clonado pela primeira vez em 1997 (SZALLAZI et al, 2007).

]

N)J\/\/\/\(

H
HO

~ Capsaicina
@)
=
HO/@/\/ N
ONG O

Eugenol Zingerone

Figura 5: Estruturas dos compostos zingerone, eugenol e capsaicina.

Os receptores TRPV1 encontram-se no sistema nervoso central e
periférico e estdo envolvidos na transmissao e modulagcado da dor bem como na
integracdo de diversos estimulos dolorosos. A validagdo do receptor TRPV1
como um alvo terapéutico tem motivado a busca por novas drogas visando o
desenvolvimento de antagonistas ativos da proteina receptora. Os antagonistas
enddégenos que atuam no TRPV1 podem fornecer uma contribuigdo importante
para certas condi¢cdes de dor crbnica, como dor inflamatdria, enxaqueca, dor
secundaria intratavel do cancer, AIDS ou diabetes. Além disso, estudos recentes
indicam que os antagonistas de TRPV1 podem ser uteis no tratamento de
disturbios tais como incontinéncia urinaria, tosse crénica e sindrome do intestino
irritavel. Os resultados destes estudos apontam o TRPV1 como um alvo
importante para a pesquisa e desenvolvimento de novos farmacos analgésicos
e anti-inflamatérios. E a falta de medicamentos eficazes para o tratamento de

muitas dessas condigbes destaca a necessidade de uma investigagao mais



aprofundada sobre o potencial terapéutico dos antagonistas do TRPV1
(GHUNTORPE et al, 2007; MESSEGUER et al, 2006; SZALLAZI et al, 2007).

Figura 6: Representacado do receptor TRPV1, um receptor tipico de vanildides,
ligado a molécula de capsaicina.
Fonte: https://www.bioch.ox.ac.uk/aspsite/printable.asp?pageid=1037

1.3. O ACIDO CINAMICO E SUAS ATIVIDADES BIOLOGICAS

Outro produto natural que apresenta diversas aplicagdes e atividades biolégicas
€ 0 acido cinamico, também denominado acido 3-fenilprop-2-endico (Figura 7). Este
consiste em um acido carboxilico aromatico de ocorréncia natural, cuja estrutura
molecular € normalmente encontrada na forma frans. Ele pertence ao grupo das
auxinas, hormdnios vegetais responsaveis por regular o crescimento e a diferenciagéo
celular, e alguns de seus derivados desempenham um importante papel na defesa da

planta contra o ataque de pragas (NIERO, 2010).

Figura 7: Estrutura molecular do acido cinamico e imagem da canela da espécie
Cinnamomum zeilanicum, produto natural fonte de acido cinamico.



O termo cinamico deriva da canela (Figura 7, p. 6), uma fonte natural do acido
cinamico, que é uma especiaria obtida pela parte interna da casca do tronco da espécie
vegetal Cinnamomum zeilanicum e muito utilizada na culinaria como condimento e
aromatizante (PINTO, 2013). Além de agente aromatizante, a canela é utilizada pelo
homem desde a antiguidade por suas propriedades estimulantes, carminativas, anti-
sépticas e inseticidas. A casca de varias espécies de Cinnamomum contém
quantidades consideraveis de (E)-cinamaldeido, um aldeido volatil responsavel pelo
sabor pungente, doce e quente da canela (GUZMAN, 2014).

O &cido cindmico e seus derivados também s&o encontrados em gréos de café,
cha, mate, cacau, macas e peras, frutas silvestres, frutas citricas, uva, legumes,
espinafre, beterraba, alcachofra, batata, tomate, aipo, fava e cereais (CLIFFORD,
1999). Estes compostos também apresentam um amplo espectro de importantes
atividades bioldgicas tais como atividades antioxidante (KIM et al., 2006; HUSSAIN et
al., 2014), antibacteriana (THEODOROU et al., 1987; CHIRIAC et al, 2005),
antitumoral (EKMEKCIOGLU et al, 1998), antifuingica (SADEGH et al, 2013),
antimalarica (KANAANI e GINSBURG, 1992), efeito citotoxico contra varias linhagens
de células tumorais (LEE et al, 2003) e efeitos fitotoxicos (LEE et al., 2006;
DELLAGREGA et al., 2008, ABE et al., 2012; NISHIKAWA et al., 2013). Na Figura 8
estdo representados alguns derivados do acido cinamico com suas respectivas
propriedades terapéuticas (SOVA, 2012; SHARMA, 2011).
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Antitumoral Antidiabético Ansiolitico

Antiviral

Figura 8: Derivados do acido cindmico e suas bioatividades.

Quimicamente, os acidos cinamicos oferecem trés sitios reativos principais:
substituicdo no anel fenilico, adicdo a insaturacdo e reagdes que envolvam a
funcionalidade do acido carboxilico (BALTAS & BELVAL, 2011). Devido a estes
aspectos quimicos, juntamente com a sua baixa toxicidade para o homem e associado
ao seu largo espectro de bioatividades, os derivados do acido cinamico desempenham
um papel importante na pesquisa por moléculas como potenciais farmacos (SHARMA,
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2011). Os derivados cinamatos sao objeto de estudos principalmente como agente
anticancer, como por exemplo os compostos | e Il da Figura 9. Em estudos realizados
por Baltas & Belval (2011), o composto | apresentou atividade contra as linhagens
leucemia murinho L1210 e de carcinoma KB-3-1. Ja o composto Il exibiu atividade
antitumoral in vivo de 50% contra o carcinoma KB-3-1 em compara¢do com a acronina

— agente antineoplastico.
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Figura 9: Compostos derivados do acido cinamico que apresentaram atividade
anitumoral.

Um produto alimenticio que possui uma variedade de derivados do acido
cinamico em sua composi¢ao e que vem sendo utilizada como medicamento popular
pelo homem é a propdlis (AKAO et al,2003). No extrato etandlico da propdlis brasileira
sdo encontrados os derivados artepelin C, bacarina e drupanina (Figura 10) (BALTAS
& BELVAL, 2011). Todos estes trés compostos exibem notavel atividade contra o
cancer de colon e linhagens celulares de leucemia. O artepelin C apresenta atividade
antitumoral pela indugdo de apoptose em linhagens celulares de cancer humano in
vitro e in vivo (AKAO et al, 2003).

Drupanina

Anterpelin C Bacarina

Figura 10: Estrutura dos derivados anterpelin C, bacarina e drupanina
encontrados no extrato de prépolis.



1.4.A HIBRIDAGAO MOLECULAR NO DESENVOLVIMENTO DE NOVOS
FARMACOS

A hibridacdo é um assunto bastante estudado dentro da Quimica
Medicinal e é definida como a jungao covalente de dois ou mais fragmentos, que
apresentam atividades terapéuticas ja conhecidas, em uma unica estrutura
molecular. O intuito € obter uma molécula hibrida com afinidade e eficacia
biolégica melhorada quando comparado com os fragmentos separados, ou
ainda, para contrabalangar os efeitos colaterais conhecidos dos farmacos
originais. A hibridagdo € um novo conceito em design e desenvolvimento de
farmacos para a construgdo de protdtipos que exibam alguma atividade
farmacologica (ARAUJO et al, 2015; NEPALI et al, 2014).

A primeira estratégia de hibridizagao molecular foi realizada por Marceli
Nencki, na Suiga, em 1883, quando realizou a sintese do salol (Figura 11). Este
foi obtido através da esterificagdo do acido salicilico com fenol, originando o
salicilato de fenila. A tentativa era melhorar o sabor do acido salicilico, composto
que possui atividade antipirética, porém de sabor muito desagradavel. O hibrido
foi obtido e também demonstrou capacidade em combater a febre. O salol sofre
hidrolise no intestino delgado, liberando lentamente o acido salicilico e também

o fenol, que possui acao bactericida (ALMEIDA, 2014).

e

Figura 11: Estrutura do salol, um hibrido molecular entre o acido acetilsalicilico
e o fenol.

Na hibridagdo molecular, segundo Nepali et al (2014), tem-se,
basicamente, duas formas de unir as moléculas bioativas e obter o hibrido, que
€ a molécula resultante de interesse. A unido pode ocorrer entre farmacos
distintos (Hibridagdo Droga-Droga) ou entre grupos farmacoféricos de farmacos
distintos (Hibridagdo Farmacoférica). Na Figura 12, p.10, esta ilustrado um

esquema dos dois tipos de hibridacgao.
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Figura 12: Esquema hipotético dos tipos de Hibridagdo molecular. Adaptado no
trabalho de Nepali & colaboradores (2014).

O medicamento benorilato (Figura 13) € um exemplo de um hibrido obtido
através da Hibridagao Droga-Droga. Este farmaco possui atividades como anti-
inflamatorio, analgésico e antipirético, e € obtido por meio da jungdo entre o
paracetamol (analgésico e antipirético) e o cloreto do acido acetilsalicilico, um
derivado do acido acetilsalicilico (anti-inflamatério, analgésico e antipirético).
(ARAUJO et al, 2015; NEPALI et al, 2014).

BENORILATO
(@] O
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Acido acetilsalicilico

\. J

Figura 13: Farmaco benorilato, um exemplo de um hibrido obtido através da
Hibridacdo Molecular Droga-Droga.

A aplicacdo da hibridagdo molecular permitiu também o desenvolvimento do
farmaco estramustina (Figura 14, p. 11), que foi desenhado a partir da hibridagéo entre

a mostarda nitrogenada e uma molécula de estradiol, este farmaco ¢é utilizado para o
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tratamento do carcinoma metastatico e/ou progressivo da prostata. A estramustina é
um medicamento anticancer eficaz, porém devido a sua baixa solubilidade, uma das
alternativas é utilizar o sal correspondente, fosfato de estramustina para administragéo
via oral (BC Cancer Agency Cancer Drug Manual, 2014). Os seus efeitos, basicamente,
s&o supressao da dinamica dos microtubulos, interferindo assim na mitose da célula
cancerigena, e desencadeadora de apoptose celular (BISSINGER et al, 2013). Na
literatura, sao descritos varios estudos de desenvolvimento de farmacos que utilizam a

hibridagdo molecular.

Mostarda nitrogenada Estradiol

Estramustina

Figura 84: Farmaco estramustina, resultado da hibridagdo entre a mostarda
nitrogenada e o estradiol.

1.5.0BEJETIVOS E JUSTIFICATIVA DO TRABALHO

Na industria farmacéutica busca-se, continuamente, o desenvolvimento de
novos produtos quimicos. Novos compostos sdo prospectados para o tratamento de
diversas doengas que acometem o homem. Além disso, objetiva-se encontrar
compostos que possam ser administrados em dosagens que causem o menor numero
possivel de efeitos colaterais aos pacientes.

Diante do exposto e considerando as diferentes atividades bioldgicas
mencionadas anteriormente para a vanilina e o acido cindmico, bem como a constante
busca das industrias farmacéutica por novos produtos, o presente trabalho objetivou a

sintese de uma série de ésteres cinamatos derivados da vanilina (compostos hibridos
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entre a vanilina e derivados do acido cinamico) e a avaliagdo de suas atividades
citotdxica e leishmanicida. Conforme sera visto a frente, a sintese dos compostos sera
descrita no Capitulo 2, enquanto a avaliagao das atividades citotdxica e leishmanicida

dos compostos sintetizados serdo descritas, respectivamente, nos Capitulos 3 e 4.
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CAPITULO 2
SINTESE DE ESTERES CINAMATOS DERIVADOS DA VANILINA

2.1.INTRODUGAO

No Capitulo 1 desta dissertagao, descreveu-se que o objetivo do presente
trabalho foi a sintese de hibridos moleculares derivados da vanilina e do acido
cindmico para subsequente avaliagdo das atividades citotdxica e leishmanicida
destes derivados. Os compostos sintetizados correspondem a ésteres

cinamatos.

Levando-se em conta a preparacdo de ésteres, algumas metodologias
podem ser citadas. Uma metodologia classica € a esterificacdo de Fischer, que
corresponde a reacao de um acido carboxilico com um alcool, catalisada por
acidos. Neste processo, a hidroxila do acido carboxilico sera substituida - via
Substituicdo Nucleofilica Acilica - pelo grupo alcoxila do alcool (Figura 15). O
catalisador acido nesta transformacao tem o papel de tornar a carbonila mais
eletrofilica e, consequentemente, mais suscetivel ao ataque nucleofilico do
alcool. Devido a desidratagao de alcoois terciarios na presencga de acidos, esta
reacdo pode ser realizada apenas com alcoois primarios e secundarios
(CLAYDEN et al, 2001).

O

. o)
R1)J\OH " RpmOH = M, 7 O

Figura 15: Reacéao de esterificagao de Fischer.

Para formacao de ésteres, também podem ser utilizados haletos de acidos
(haletos de acila). Neste caso, o haleto de acila reage, por meio de uma reagao de
Substituicdo Nucleofilica Acilica, com um alcool na presenca de uma base formando
assim o éster correspondente, a base presente tem o papel de remover o préton do
intermediario tetraédrico, apds o ataque do alcool a carbonila. Na reconstituicéo da
carbonila, o haleto é eliminado, uma vez que este € uma base mais fraca (e, portanto,
melhor grupo abandonador) que o ion alcoxido proveniente do alcool (CLAYDEN et al,
2001).

Outro método de esterificacdo que merece destaque é a reagédo de acidos

carboxilicos e adlcoois formando ésteres na presenca de DCC (N,N-
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dicicloexilcarbodiimida). Esse tipo de esterificagdo, também conhecida como
Esterificacdo de Steglich, foi descrita por Wolfgang Steglich em 1978 e é uma
adaptacdo de um método usado para a formagao de amidas por meio de DCC. A
Esterificagcao de Steglich emprega o DCC como reagente de acomplamento e a 4-N,N*-
dimetilaminopiridina (DMAP) como catalisador (NEISES & STEGLICH, 1978).

Neste capitulo serdo descritas as etapas envolvidas na preparagcao dos
ésteres de estrutura geral Il e lll derivados do acido cindmico (Esquema 1). A
etapa chave envolvida na preparacao dos ésteres correspondeu a Esterificagéo
de Steglich. Outras reacdes, reagdes de Knoevenagel e reagdes de reducéo
utilizando o NaBH4, também foram empregadas para o preparo dos cinamatos
derivados da vanilina. Conforme apresentado no Esquema 1, planejou-se a
obtencao dos derivados lll via reducdo dos compostos de estrutura geral Il com
NaBHa4. A obtencdo dos compostos de estrutura Il foi planejada por meio da
reacao de Steglich entre a vanilina e diferentes derivados do acido cinamico. E
a reagcado de Condensacado de Knoevenagel foi escolhida para a sintese dos

derivados do acido cinamico.

CHO
0] CHoOH Reacéo de O
N o reducéo | N X o
l/ — OCHj I OCH,
R (i) R
o CHO Reacdo de o) CHO
Steglich
XX o > [ Y ©oH
| = OCH G HO
" n 3 R OCH,
(o) Cc:(ndensagéo Ide (0] 0 0
noevanage
" R/ =
R 0)

Esquema 1: Analise retrossintética para o preparo dos cinamatos derivados da
vanilina.

Na Figura 16, p.19 estdo representados os ésteres cinamatos derivados da

vanilina e os derivados do acido cinamico que foram sintetizados neste trabalho.
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Figura 16: Estruturas dos derivados do acido cinamico (1-5) e ésteres cinamatos
oriundos da vanilina (6-16) sintetizados no presente trabalho.

2.2. MATERIAL E METODOS
2.2.1. Generalidades metodologicas

Foram utilizados reagentes de grau P.A. para as sinteses dos compostos.
Piperidina, acido cinamico, &cido malbnico, 4-fluorobenzaldeido, 3,4,5-
trimetoxibenzaldeido, 4-bromobenzaldeido, 4-clorobenzaldeido, N, N-
dicicloexilcarbodiimida (DCC), 4-N,N’-dimetilaminopiridina (DMAP), Pd/C, boridreto
de sddio, cloreto de sédio, acido citrico foram adquiridos da Sigma Aldrich (St.
Louis, MO, Estados Unidos) e utilizados sem prévia purificagéo. Acido cloridrico,
acetona, cloreto de sddio, éter etilico, hidroxido de potassio, hidroxido de sédio,
piridina e vanilina foram adquiridos da F Maia (Charqueadas, SP, Brasil). Etanol
foi adquirido da LS Chemicals (Ribeirao Preto, SP, Brasil). Acetato de etila,
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diclorometano e hexano foram adquiridos da Exodo Cientifica (Sumaré, SP,

Brasil).

As analises por cromatografia em camada delgada (CCD) foram
realizadas utilizando-se placas cromatograficas de silica-gel impregnadas sobre
aluminio. Apos a elui¢do as placas de CCD foram observadas sob luz ultravioleta
(A= 254 nm) e reveladas com solugdo de permanganato de potassio (3 g de
KMnO4, 20 g de K2CO3s, 5 mL de NaOH 5% m/v, 300 mL de agua).

As separagdes em coluna cromatografica foram realizadas usando-se silica-gel
(70-230 mesh), como fase estacionaria. Os solventes utilizados como eluentes foram

usados sem prévia purificagao.

Os espectros no infravermelho (V) foram obtidos empregando-se a
técnica reflectancia total atenuada (ATR) em equipamento Varian 660 ou por
meio de pastilhas de KBr em espectrofotometro PERKIN ELMER SPECTRUM
1000.

Os espectros de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio (RMN de
'H, 300 MHz ou 400MHz) e de carbono (RMN de '3C, 75 MHz ou 100 MHz) foram
obtidos nos espectrometros VARIAN MERCURY 300 (para os espectros de 'H
300 MHz e 3C 75 MHz) e Brucker (para os espectros de 'H 400 MHz e 3C 100
MHz. Foram utilizados como solventes o cloroféormio (CDCl3), metanol (CD3OD)
e dimetilsulfoxido (DMSO-ds) deuterados. As constantes de acoplamento escalar

(J) foram expressas em Hertz (Hz).

As temperaturas de fusao foram determinadas em aparelho MQAPF-302

e nao foram corrigidas.

A numeracao empregada nas estruturas e utilizada nas descri¢des das
informacgdes referentes aos espectros de RMN de 'H e '®C ndo correspondem

aquelas recomendadas pela nomenclatura IUPAC.

2.2.2. Procedimentos Sintéticos
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2.2.2.1. Sintese do acido (E)-4-fluorocinamico (1)

(1)

Os procedimentos descritos a seguir foram baseados no trabalho publicado por
Tomaz (2015).

A um baléo de fundo redondo (25,0 mL) foram adicionados acido malénico (1,37
g; 13,0 mmol), 4-fluorobenzaldeido (0,900 g; 7,25 mmol) e piridina (5,00 mL). A mistura
de reacdo foi mantida sob agitagdo magnética por 5 minutos e apds esse periodo
adicionou-se piperidina (1,00 mL; 13,0 mmol). A mistura resultante foi mantida sob
agitacao e refluxo por um periodo de 48 horas e o término da reagao foi evidenciado
por CCD. A mistura de reagao foi, entdo, vertida em banho de gelo e adicionaram-se
lentamente 10,0 mL de solugdo de &acido cloridrico (1:1 vw'). Em seguida, foi realizada
uma filtragéo a vacuo (em funil sinterizado) da mistura resultante. O residuo foi lavado
com porgdes de agua gelada (4 x 5,00 mL) e purificado por cromatografia em coluna
de silica gel utilizando-se como eluente uma mistura de acetato de etila-hexano (1:2 vw
"). O composto 1 foi obtido como um solido amarelo-claro com 62% de rendimento
(0,743 g; 4,47 mmol).

Caracteristica: solido amarelo-claro.
CCD: Rs= 0,76 (acetato de etila-hexano 2:1 w).

T: 207,0-209,0 °C (Tt iteratura: 208,0-210,0 °C; RASSCHAERT & SLOOTMAEKERS,
1996).

v (KBr)l;max: 3330-2030 (banda larga), 3036, 2974, 2840, 2608, 1690, 1627, 1228,
1158, 828. O espectro € apresentado na Figura 18, p. 43.

RMN de 'H (300 MHz, CD30D) & 6,43 (d, 1H, J = 16,2 Hz; H-8); 7,14 (t, 2H, J = 8,7
Hz; H-3/H-5); 7,62-7,67 (m, 3H, H-2/H-6/H-7). O espectro € apresentado na Figura 19,
p. 44.
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RMN de *3C (75 MHz, CD3OD) & 115,5 (d, Jc.r= 22,5 Hz; C-3/C-5); 118,0 (C-8); 130,0
(d, Jor= 8,3 Hz; C-2/C-6); 130,9 (d, Jcr= 3,0 Hz; C-1); 143,4 (C-7); 163,8 (d, Jcr=
248,3 Hz; C-4); 168,6 (C-9). O espectro € apresentado na Figura 20, p. 45.

Os derivados do acido cinamico 2 e 3 foram sintetizados empregando a mesma
metodologia descrita para a preparagao do composto 1. As estruturas dos compostos

2 e 3 s&o suportadas pelos dados apresentados a seguir.

2.2.2.2. Sintese do acido (E)-4-bromocinamico (2)

(2)
Caracteristica: solido branco, obtido com 59% de rendimento (0,139 g; 0,61 mmol) a
partir de 0,233 g do acido malénico (0,610 mmol), 0,190 g do 4-bromobenzaldeido
(1,03 mmol), 0,20 mL de piperidina (2,03 mmol). A reacao foi realizada em 5,00 mL de
piridina e permaneceu sob refluxo por 48 horas. O composto foi purificado por

cromatografia em coluna de silica gel eluida com acetato de etila-hexano (2:1 w™).
CCD: Rs= 0,80 (acetato de etila-hexano 2:1 w).

Tr: 264,0-265,0 °C (Triteratura: 264,0—-266,0 °C; MIKROYANNIDIS et al, 2003).

IV (KBF) ¥ max: 3630-2750 (banda larga), 2830, 1896, 1692, 1622, 1227, 814 cm-. O

espectro é apresentado na Figura 48 do Anexo, p. 95.

RMN de "H (300 MHz, DMSO-ds) &: 6,52 (d, 1H, J= 16,1 Hz; H-8); 7,44 (d, 2H, J= 8,4
Hz; H-3/H-5); 7,55 (d, 2H, J = 16,1 Hz; H-7); 7,68 (d, 2H, J = 8,4 Hz; H-2/H-6). O

espectro é apresentado na Figura 49 do Anexo, p. 96.

RMN de *C (300 MHz, DMSO-ds) & 120,5 (C-8); 129,3 (C-3/C-5); 130,3 (C-2/C-6);
133,6 (C4); 135,1 (C-1); 142,8 (C-7); 167,7 (C-9). O espectro € apresentado na Figura
50 do Anexo, p. 97.
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2.2.2.3. Sintese do acido (E)-2,3,4-trimetoxicinamico (3)

O
1" 2
H,CO_3

7 X9 0OH
8

,HsCOT437 °
OCHs
5

(&)
Caracteristica: solido branco, obtido com 61% de rendimento (0,455 g; 1,90 mmol) a
partir de 0,647 g do acido malbnico (6,20 mmol), 600,0 mg do 2,34-
trimetdxibenzaldeido (3,10 mmol), 0,60 mL de piperidina (6,11 mmol). A reacao foi
realizada em 5,00 mL de piridina e permaneceu sob refluxo por 48 horas. O composto
foi purificado em cromatografia em coluna de silica gel eluida com acetato de etila-

hexano (2:1 w).
CCD: Rs= 0,61 (acetato de etila-hexano 2:1 w).

Tr: 215,3-219,0 °C (Ttiteratura: 216,0 -217,0 °C; MACPHILLAMY et al, 1955).

IV (KBF) ¥ max: 3330-2090 (banda larga), 3000, 2836, 2654, 1689, 1627, 1584, 1121,

827 cm'. O espectro é apresentado na Figura 51 do Anexo, p. 98.

RMN de 'H (300 MHz, CD30D) &: 3,78 (s, 3H, H-2); 3,87 (s, 6H, H-1/H-3' ); 6,44 (d,
1H, J = 15,9 Hz; H-8); 6,92 (s, 2H; H-2/H-6); 7,60 (d, 1H, J= 15,9 Hz; H-7). O espectro
€ apresentado na Figura 52 do Anexo, p. 99.

RMN de 3C (75 MHz, CD30D) & 55,3 (C-1/C-3'); 59,7 (C-2'); 105,3 (C-2/C-6); 117 ,4
(C-8); 130,2 (C-1); 139,8 (C-4); 144,9 (C-7); 153,4 (C-3/C-5); 168,8 (C-9). O espectro &

apresentado na Figura 53 do Anexo, p. 100.

2.2.2.4. Sintese do acido (E)-4-clorocinamico (4)
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O procedimento sintético descrito a seguir foi baseado no trabalho publicado por
Tomaz (2015).

A um baldo de fundo redondo (25,0 ml) foram adicionados acido malénico
(0,302 g; 2,96 mmol), 4-clorobenzaldeido (0,220 g; 1,56 mmol), piridina (5,00 mL) e
piperidina (2,50 mL; 2,93 mmol). O baldo contendo a mistura resultante foi inserido na
cavidade do aparelho de micro-ondas. Utilizou-se o método pré-programado do
equipamento CEM Discover System. O método consiste da utilizacdo de refluxo,
agitacdo magnética e irradiagdo da mistura de reagao por vinte minutos utilizando a
poténcia de 150 W. A mistura da reagéo foi entdo vertida em banho de gelo e
adicionaram-se lentamente 10,0 mL de &cido cloridrico (1:1 w'). Em seguida foi
realizada uma filtragéo a vacuo (em funil sinterizado) da mistura resultante. O residuo
foi lavado com porgdes de agua gelada (4 x 5,00 mL). Apds lavagem, o residuo foi
purificado por recristalizagdo utilizando como solvente diclorometano-etanol (1:1 w).
O composto 4 foi obtido como um sdlido branco com 82% de rendimento (0,083 mg;
0,450 mmol).

Caracteristica: solido branco.
CCD: Rf= 0,56 (acetato de etila-hexano 2:1 w).

Tr: 241,2-242,0 °C (Ttiteratura: 240,0 —242,0 °C; CHIEFARI et al, 1987).

IV (KBr) v max: 3430-1980 (banda larga), 2928, 2850, 1902, 1701, 1630, 1488, 821cm

1. O espectro é apresentado na Figura 54 do Anexo, p. 101.

RMN de 'H (300 MHz, DMSO-ds) & 6,53 (d, 1H, J = 15,9 Hz; H-8); 7,50-7,63 (m, 5H;
H-2/H-3/H-5/H-6/H-7). O espectro é apresentado na Figura 55 do Anexo, p. 102.

RMN de "3C (75 MHz, DMSO-ds) & 120,9 (C-8); 123,8 (C-4); 130,5 (C-3/C-5); 132,2
(C-2/C-6); 134,0 (C-1); 142,7 (C-7); 168,0 (C-9). O espectro € apresentado na Figura
56 do Anexo, p. 103.
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2.2.2.5. Sintese do acido 3-fenilpropandico (5)

(5)

O procedimento sintético descrito a seguir foi baseado no trabalho publicado por
Barbosa et al (2009).

A um baldo bitubulado de 50 mL, contendo uma barra de agitagédo e sob
atmosfera de hidrogénio, foram adicionados 0,300 g de acido cindmico (2,02 mmol) e
0,620 g de Pd/C e 8,00 mL de etanol. A mistura permaneceu sob agitagéo por 4 horas
e 30 minutos a temperatura ambiente. Decorrido esse periodo, a analise da mistura por
CCD comprovou que o material de partida havia sido completamente consumido. A
mistura de reacao foi filtrada para remocao do catalisador de paladio e o filtrado foi
concentrado sob pressao reduzida. Posteriormente, o produto bruto foi purificado por
cromatografia em coluna de silica gel utilizando-se como eluente uma mistura de
hexano-acetato de etila (2:1 vww) e concentrada sob pressao reduzida. O composto 5

foi obtido como um sdlido branco com 94% de rendimento (0,304 g; 1,89 mmol).
Caracteristica: solido branco.
CCD: Rs= 0,26 (hexano-acetato de etila 2:1 w).

Tr: 43,3 - 44,0 °C (Ttiteratura: 47 - 49 °C; HOLMES & LIGHTNER, 1995).

IV (ATR) v max: 3400-2110 (banda larga), 3025, 2932, 1692, 1601, 1495, 1453, 1426,
1406, 1299, 1212, 1082, 926, 784, 753,722, 697, 559, 531, cm™. O espectro &
apresentado na Figura 22, p. 48.

RMN de 'H (300 MHz, CD:0D) & 2,58 (t, 2H, J=7,8 Hz; H-7); 2,89 (t, 2H, J = 7,8 Hz;
H-8); 7,13 - 7,27 (m, 5H; H2/H-3/H-4/H-5/H-6). O espectro € apresentado na Figura 23,
p. 49.
RMN de '3C (75 MHz, CD30D) &: 30,8 (C-7); 35,5 (C-8); 126,0 (C-4); 128,1 (C-2/C-6);
128,3 (C-3/C-5); 140,9 (C-1); 175,5 (-COOH). O espectro é apresentado na Figura 24,
p. 50.
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2.2.2.6. Sintese do (E)-cinamato de 4-formil-2-metoxifenila

4 cHO
o ?
2 7 1
3 5'
] \8 90 &
. . OCHj
5 8'

(6)

A um baldo de fundo redondo (50,0 mL), contendo uma barra de agitagéo
magnética, foram adicionados 0,401 g (2,60 mmol) da vanilina (4-hidroxi-3-
metoxibenzaldeido), 10,0 mL de diclorometano, 0,355 g (2,40 mmol) de acido
cinamico, 0,536 g (2,60 mmol) de dicicloexilcarbodiimida (DCC) e 0,0308 g (0,252
mmol) de N,N-dimetilaminopiridina (DMAP). A mistura resultante permaneceu sob
agitacdo magnética por 50 minutos a temperatura ambiente. Apds este periodo,
confirmou-se por analise CCD que o reagente limitante (0 acido cindmico) havia sido
consumido. Em seguida, a mistura de reagao foi filtrada e a fase organica resultante foi
lavada com solugao aquosa 10% m/v de acido citrico (2 x 10,0mL), agua (15,0 mL) e
solucao saturada de NaCl (15,0 mL). Reservou-se a fase organica e a fase aquosa foi
extraida com diclorometano (3 x 30,0 mL). Os extratos organicos foram reunidos e a
fase organica resultante foi seca com sulfato de sodio anidro, filtrada e concentrada sob
pressao reduzida. O material resultante foi purificado por cromatografia em coluna de
silica gel utilizando-se como eluente hexano-acetato de etila-diclorometano (3:1:3 w).

O composto 6 foi obtido em 68% de rendimento (0,459 g; 1,63 mmol).
Caracteristica: sélido branco.

CCD: Rs= 0,84 (hexano-acetato de etila-diclorometano 3:1:3 w).

T 90,2 - 92 °C.

IV (KBr) vmax: 3065, 3012, 2926, 2836, 2737, 1724, 1699, 1595, 1499, 1422, 1391,

1307, 1265, 1201, 1131, 1115, 1029, 994, 972, 761, 731, 710, 683 cm™. O espectro é

apresentado na Figura 57 do Anexo, p. 104.

RMN 'H (300 MHz, CDCIs) &: 3,90 (s, 3H; -OCHz); 6,66 (d, 1H, J = 15,9 Hz; H-8); 7,30
(d, 1H, J=7,8 Hz; H-2); 7,41-7,58 (m, 7H; H-2/H-3/H-4/H-5/H-6/H-3'/H-5’); 7,89 (d, 1H,
J=15,9 Hz; H-7); 9,95 (s, 1H; -CHO). O espectro é apresentado na Figura 58 do Anexo,
p. 105.
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RMN *3C (75 MHz, CDCIs) &: 56,1 (-OCHs); 110,8 (C-5); 116,3 (C-8); 123,5 (C-3');
124,7 (C-2); 128,3 (C-2/C-6); 129,0 (C-3/C-5); 130,8 (C4); 134,0 (C4’); 135,1 (C-1);
145,0 (C-1"); 147,3 (C-7); 152,1 (C-6’); 164,2 (C-9); 191,0 (-CHO). O espectro &

apresentado na Figura 59 do Anexo, p. 106.

2.2.2.7. Sintese do (E)-4-fluorocinamato de 4-formil-2-

metoxifenila

. 7
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(7)

A um baldo de fundo redondo (50,0 mL) contendo uma barra de agitagéo
magnética foram adicionados 0,308 g (2,02 mmol) da vanilina, 10,0 mL de
diclorometano, 0,300 g (1,80 mmol) do acido (E)-4-fluorocinamico (1), 0,420 g (2,03
mmol) de dicicloexilcarbodiimida (DCC) e 0,0310 g (0,254 mmol) de N,N-
dimetilaminopiridina (DMAP). A mistura resultante permaneceu sob agitacéo
magnética por 50 minutos a temperatura ambiente. Apds este periodo, confirmou-se
por analise CCD que o reagente limitante (acido (E)-4-fluorocindmico) havia sido
consumido. Em seguida, a fase organica foi lavada com solu¢éo de hidréxido de sédio
2,00 mol L (3 x 20 mL). Reservou-se a fase organica resultante e a fase aquosa foi
extraida com acetato de etila (3 x 30,0 mL). Os extratos organicos foram reunidos, e a
fase organica resultante foi seca com sulfato de sddio anidro, filtrada e concentrada sob
pressao reduzida. O material resultante foi purificado por cromatografia em coluna de
silica gel utilizando-se como eluente hexano-acetato de etila (1:1 vw'), obtendo-se a

substancia 7, em 69% de rendimento (0,379 g; 0,114 mmol).
Caracteristica: sélido amarelo.
CCD: Rs= 0,74 (hexano-acetato de etila-diclorometano 3:1:3 w).

Tr: 96,6 — 98,1 °C.
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IV (KBr) vmax: 3264, 2924, 2852, 1734, 1699 1633, 1597, 1500, 1416, 1394, 1268,
1227, 1114, 1029, 965, 828, 809, 731, 630, 586, 506 cm'. O espectro é apresentado
na Figura 60 do Anexo, p. 107.

RMN 'H (300 MHz, CDCIs) &: 3,90 (s, 3H; -OCHz); 6,58 (d, 1H, J = 16,1 Hz; H-8); 7,11
(t, 2H, J=8,4 Hz; H-3/H-5); 7,29 (d, 1H, J= 7,8 Hz; H-2"); 7,48-7,60 (m, 4H; H-2/H-6/H-
3'/H-5"); 7,85 (d, 1H, J = 16,1 Hz; H-7); 9,96 (s, 1H; -CHO). O espectro & apresentado
na Figura 61 do Anexo, p. 108.

RMN 3C (75 MHz, CDCls) ¢: 56,1 (-OCHz); 110,8 (C-5'); 116,2 (d, J = 21,8 Hz; C-3/C-
5);123,5 (C-3'); 124,7 (C-2'); 130,3 (d, J = 8,3 Hz; C-2/C-6)"; 135,1 (C-1); 144,9 (C-1’);
145,9 (C-7); 152,0 (C-6); 164,1 (C-9); 164,2 (Jcr= 251,3 Hz; C4); 191,0 (-CHO). O
espectro é apresentado na Figura 62 do Anexo, p. 109.

*O sinal de C-8 esta sobreposto ao dupleto associado aos carbonos C-3/C-5.

"0 sinal de C-1 esta sobreposto ao dupleto relativo aos carbonos C-2/C-6.

Para a sintese dos derivados do acido cindmico 8 e 11 empregou-se a mesma
metodologia descrita para a preparagéo do composto 7. A seguir, estdo descritas as

informacdes referentes a estas reagoes.

2.2.2.8. Sintese do (E)-4-bromocinamato de 4-formil-2-

metoxifenila
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(8)
Caracteristica: solido branco, obtido com 91% de rendimento (0,160 g; 0,443 mmol) a
partir de 88,0 mg de vanilina (0,578 mmol), 0,100 g de &cido (E)-4-bromocinamico (2)
(0,441 mmol), 99,0 mg de dicicloexilcarbodiimida (DCC) (0,480 mmol), 9,00 mg de N,N-
dimetilaminopiridina (DMAP) (0,0736 mmol). A reagéo permaneceu sob agitagéo por
50 minutos. O composto foi purificado por cromatografia em coluna de silica gel eluida
com hexano-acetato de etila (2:1 w™).
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CCD: R¢= 0,79 (hexano-acetato de etila-diclorometano 3:1:3 w).

Te: 126 —127,9 °C.

IV (KBr) vmax: 3520, 3272, 2936, 2899, 1729, 1603, 1511, 1452, 1417, 1381, 1283,
1266, 1188, 1152, 1113, 1060, 1026, 996, 952, 918, 832, 779, 715, 693. O espectro é

apresentado na Figura 63 do Anexo, p. 110.

RMN 'H (300 MHz, DMSO-ds) &: 3,85 (s, 3H; -OCHs); 6,93 (d, 1H, J = 16,1 Hz; H-8);
7,57 (d, 1H, J = 1,8 Hz; H-5'); 7,60-7,65 (m, 4H; H-2'/H-3'/H-3/H-5); 7,76 (d, 2H, J= 8,7
Hz; H-2/H-6); 7,84 (d, 1H, J = 16,1 Hz, H-7); 9,97 (s, 1H; -CHO). O espectro é
apresentado na Figura 64 do Anexo, p. 111.

RMN *3C (75 MHz, DMSO-ds) & 56,5 (-OCHa); 112,3 (C-5'); 117,7 (C-8); 124,0 (C-3');
124,2 (C-2’); 124,9 (C-4); 131,0 (C-2/C-6); 132,4 (C-3/C-5); 133,4 (C-4’); 133,40 (C-4);
135,5 (C-1); 144,6 (C-1); 146,2 (C-7); 152,0 (C-6"); 164,1 (C-9); 192,4 (-CHO). O

espectro é apresentado na Figura 65 do Anexo, p. 112.

2.2.2.9. Sintese do 3-fenilpropanoato de 4-formil-2-metoxifenila
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(11)
Caracteristica: solido branco, obtido com 67% de rendimento (0,204 g; 0,717 mmol) a
partir de 0,150 g de vanilina (0,986 mmol), 0,165 g de acido 3-fenilpropandico (5) (1,10
mmol), 227,0 mg de dicicloexilcarbodiimida (DCC) (1,10 mmol), 12,2 mg de N,N-
dimetilaminopiridina (DMAP) (0,0998 mmol). A reagéo permaneceu sob agitagéo por
50 minutos. O composto foi purificado em cromatografia em coluna de silica gel eluida

com hexano-diclorometano (1:1 w).
CCD: R¢= 0,83 (hexano-acetato de etila-diclorometano 3:1:3 w).

Ts: 47,5 — 49 °C (Triteratura: 46 - 47 °C; DIKUSAR, 2006).
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IV (KBr) vmax: 2926, 2843, 2743, 1761, 1681, 1595, 1499, 1420, 1389, 1360, 1271,
1184, 1113, 1026, 939, 871, 752, 734, 701, 641 cm™'. O espectro & apresentado na
Figura 69 do Anexo, p. 116.

RMNH 'H (300 MHz, CDCls) & 2,91-2,97 (m, 2H; H-7); 3,07-3,12 (m, 2H; H-8); 3,85 (s,
3H; -OCHs); 7,14 (d, 1H, J=7,8 Hz; H-2’); 7,24-7,33 (m, 5H; H-2/H-3/H-4/H-5/H-6); 7,44
(d, 1H, J = 1,8 Hz, H-5"); 7,46-7,48 (m, 1H; H-3’); 9,93 (s, 1H; -CHO). O espectro é
apresentado na Figura 70 do Anexo, p. 117.

RMN *3C (75 MHz, CDCIs) & 30,8 (C-7); 35,4 (C-8); 56,0 (-OCHs3); 110,7 (C-5); 123,3
(C-3); 124,7 (C-2’); 126,4 (C-4); 128,3 (C-2/C-6); 128,5 (C-3/C-5); 135,1 (C-4’); 140,0
(C-1); 144,9 (C-1°); 151,9 (C-6’); 170,0 (C-9); 191,0 (-CHO). O espectro é apresentado
na Figura 71 do Anexo, p. 118.

2.2.2.10. Sintese do (E)-3,4,5-trimetoxicinamato de 4-formil-2-

metoxifenila

9)

A um baldo de fundo redondo (50,0 mL) contendo uma barra de agitagéo
magnética foram adicionados 0,142 g (0,93 mmol) da vanilina, 10,0 mL de
diclorometano, 0,200 g (0,839 mmol) de acido (E)-2,3,4-trimetoxicinamico (3), 0,193 g
(0,935 mmol) de dicicloexilcarbodiimida (DCC) e 0,0120 g (0,098 mmol) de N,N-
dimetilaminopiridina (DMAP). A mistura resultante permaneceu sob agitacdo
magnética por 50 minutos a temperatura ambiente. Apds este periodo, confirmou-se
por analise CCD que todo material de partida (acido (E)-2,3,4-trimetoxicinamico) havia
sido consumido. Em seguida, a mistura de reagao foi resfriada no congelador por um
periodo de 24h. A seguir realizou uma filtragdo através de uma camada de Celite,
lavada com diclorometano gelado. A fase organica resultante foi, entdo, lavada com

solugéo de hidroxido de potassio 5,00 mol L~ (3 x 20 mL), seca com sulfato de sodio
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anidro, filtrada e concentrada sob pressao reduzida. O material resultante foi purificado
por cromatografia em coluna de silica gel utilizando-se como eluente hexano-acetato
de etila-éter etilico (5:1:1 w), obtendo-se a substancia 9 em 99% de rendimento
(0,310 g; 0,832 mmol).

Caracteristica: solido branco.
CCD: Rs= 0,74 (hexano-acetato de etila-diclorometano 3:1:3 w)

Tr: 178,4-180,1 °C.

IV (KBr) vmax: 3324, 2927, 2849, 1713, 1624, 1582, 1505, 1452, 1418, 1224,1189,
1122, 1004, 982, 842, 821, 780, 643 cm™'. O espectro & apresentado na Figura 66 do
Anexo, p. 113.

RMN 'H (400 MHz, CDCls) ¢: 3,91 (s, 12H; -OCHj3); 6,58 (d, 1H, J= 15,6 Hz; H-8); 6,83
(s, 2H; H-2/H-6); 7,31 (d, J=7,6 Hz; 1H; H-2'); 7,51-7,53 (m, 2H; H-3'/H-5’); 7,81 (d, 1H,
J=15,6 Hz; H-7); 9,97 (s, 1H; -CHO). O espectro é apresentado na Figura 67 do Anexo,
p. 114.

RMN '3C (100 MHz, CDCls) ¢: 33,9 (C-2"); 56,2 (C-1”, C-3"); 61,0 (C-8'); 105,6 (C-2/C-
6); 110,8 (C-5); 115,5 (C-8); 123,5 (C-3’); 124,8 (C-2'); 129,5 (C-1); 135,2 (C4); 140,6
(C-4%); 145,0 (C-1'); 147,3 (C-7); 152,1 (C-6'); 153,5 (C-3/C-5); 164,3 (C-9); 191,0 (-
CHO). O espectro é apresentado na Figura 68 do Anexo, p. 115.

Para a sintese do derivado 10 empregou-se a mesma metodologia descrita
para a preparagao do composto 9. A seguir estdo descritas as informacgodes referentes

a este composto.

2.2.2.11.Sintese do (E)-4-clorocinamato de 4-formil-2-

metoxifenila
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(10)
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Caracteristica: solido branco, obtido com 54% de rendimento (0,0990 g; 0,312 mmol)
a partir de 0,109 g de vanilina (0,718 mmol), 0,100 g de acido (E)-4-clorocinamico (4)
(0,548 mmol), 130,9 mg de dicicloexilcarbodiimida (DCC) (0,634 mmol), 10,6 mg de
N,N-dimetilaminopiridina (DMAP) (0,0867 mmol). A reacdo permaneceu sob agitacéo
por 50 minutos. O composto foi purificado por cromatografia em coluna de silica gel
eluida com hexano-acetato de etila-éter etilico (5:1:1 w).

CCD: Rs= 0,83 (hexano-acetato de etila-diclorometano 3:1:3 w).

Ts: 113,8 - 115,2°C.

IV (KBr) vmax: 2926, 2856, 1736, 1685, 1631, 1596, 1491, 1466, 1424, 1396, 1265,
1200, 1115, 1086, 964, 812, 760, 731 cm™'. O espectro é apresentado na Figura 25, p.
55.

RMN 'H (300 MHz, CDCls) ¢: 3,91 (s, 3H; -OCHzs); 6,63 (d, 1H, J = 16,2 Hz; H-8); 7,30
(d, 1H, J=8,1 Hz; H-2"); 7,38-7,41 (m, 2H; H-3'/H-5’); 7,49-7,54 (m, 4H; H-2/H-3/H-5/H-
6); 7,84 (d, 1H, J = 16,2 Hz; H-7); 9,96 (s, 1H; -CHO). O espectro € apresentado na
Figura 26, p. 56.

RMN *3C (75 MHz, CDCIs) &: 56,1 (-OCHs); 110,8 (C-5); 116,9 (C-8); 123,4 (C-3');
124,7 (C-2); 129,3 (C-2/C-6); 129,5 (C-3/C-5); 132,4 (C4); 135,2 (C4’); 136,8 (C-1);
144,9 (C-1’); 1458 (C-7); 152,0 (C-6); 164,0 (C-9); 191,0 (-CHO). O espectro é
apresentado na Figura 27, p. 57.

Para a sintese dos compostos 12 a 16, que sera apresentada a seguir, algumas

das reacgdes descritas acima foram repetidas, quando necessario, para obtencao de

quantidades de massas adicionais.

2.2.2.12. Sintese do cinamato de 4-hidroximetil-2-metoxifenila

3' 7'
o 2 4'_CH,OH
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4 6 OCH;4
5 8'
(12)
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A um bal&o de fundo redondo de 50,0 mL foram adicionados o cinamato
de 4-formil-2-metoxifenila (0,102 g; 0,361 mmol) e 5,00 mL de etanol. A mistura
foi magneticamente agitada por 30 minutos até completa dissolugao do éster.
Em seguida, adicionou-se a mistura de reacéo, gota-a-gota, uma solugao de
boridreto de sodio (0,0220 g; 0,593 mmol) dissolvido em 10,0 mL de agua gelada.
A mistura reacional foi agitada a temperatura ambiente por uma hora. Apos este
periodo, constatou via CCD, que todo material de partida (o éster cinamato)
havia sido completamente consumido. Em seguida, adicionaram-se 20,0 mL de
agua destilada e mistura resultante foi deixada sob agitagdo por 10 minutos. A
fase aquosa foi extraida com acetato de etila (3 x 30,0 mL). Os extratos orgénicos
foram combinados e a fase organica resultante foi seca com sulfato de sédio
anidro, filtrada e concentrada sob pressao reduzida. O material resultante foi
purificado por cromatografia em coluna de silica gel eluida com hexano-acetato
de etila-diclorometano (3:1:3 vv''), obtendo-se assim o composto 12 com 95%

de rendimento (91,1 mg; 0,320 mmolL).
Caracteristica: solido branco.
CCD: Rs= 0,45 (hexano-acetato de etila-diclorometano 3:1:3 w).

Tr: 85,5-87,9°C.

IV (KBr) vmax: 3500, 3259, 2942, 2839, 1706, 1632, 1603, 1511, 1468, 1449,
1419,1331, 1310, 1283, 1260, 1204, 1149, 1113, 1061, 1027, 973, 762, 708 cm™. O

espectro é apresentado na Figura 72 do Anexo, p. 119.

RMN 'H (300MHz, CDCIs) &: 3,84 (s, 3H; -OCHz); 4,68 (s, 2H; -CH20H); 6,66 (d, 1H, J
= 16,1 Hz; H-8); 6,92-7,10 (m, 3H; H-2/H-3'/H-5'); 7,40-7,60 (m, 5H; H-2/H-3/H-4/H-
5/H-6); 7,87 (d, 1H, J= 16,1 Hz; H-7). O espectro € apresentado na Figura 73 do Anexo,
p. 120.

RMN *3C (75 MHz, CDCl3) & 55,9 (-OCHs); 65,0 (-CH20OH); 111,0 (C-5); 116,9 (C-8);
118,9 (C-3'); 122,8 (C-2); 128,3 (C-2/C-6); 128,9 (C-3/C-5); 130,6 (C4); 134,2 (C-1");
139,0 (C-1); 139,9 (C4); 146,6 (C-7); 151,2 (C-6); 1650 (C-9). O espectro &

apresentado na Figura 74 do Anexo, p. 121.

Os compostos 13-16 foram obtidos empregando-se a mesma metodologia

descrigédo para a obtengéo de 12. Na Tabela 1 (p. 34) sdo apresentadas as estruturas
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dos ésteres 13-16, bem como os rendimentos obtidos nas reagdes de preparagcao

destes e os tempos de reacao.

Tabela 1: Estruturas dos ésteres cinamatos 13-16, tempos de reacdo e
rendimentos das reagdes envolvidas na preparagao destes compostos.

Composto Tempo de reagdao Rendimento
WO 1h 72%
OCH,4
F
(13)
CH,OH
M 3h 55,7%*
OCH,4
(14)
/Q/CHZOH
/©/\)‘\ OCH;,3 3h 82%
(15)
CH,0H
W 1h 83%
OCHj3
(16)

* Este rendimento foi baseado na conversao da reagao.
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As estruturas dos compostos 13-16 sdo suportadas pelos dados descritos a seguir.

(E)-4-fluorocinamato de 4-hidroximetil-2-metoxifenila

& _CH,OH"
2' 2
2 7 o 1
3 5'
f \8 970 &
N OCHj
5 8'
(13)

Caracteristica: solido amarelo.
CCD: Rs= 0,33 (hexano-acetato de etila-diclorometano 3:1:3 w).

Ts: 102 -103,1 °C.

IV (KBr) vmax: 3600-3100 (banda larga), 3051, 3391, 3277, 2946, 2846, 1703, 1634,
1596, 1504, 1417, 1314, 1283, 1150, 1113, 1026, 976, 828, 507 cm™. O espectro é

apresentado na Figura 75 do Anexo, p. 122.

RMNH 'H (300MHz, CDCls) ¢: 3,84 (s, 3H; -OCHs); 4,68 (s, 2H; -CH20H ); 6,58 (d, 1H,
J=16,1 Hz; H-8); 6,94 (dd, 1H, J; = 7,8 Hz e J> = 1,8 Hz; H-3’); 7,04-7,13 (m, 5H; H-
2/H-3/H-5/H-6); 7,55-7,59 (m, 2H; H-2'/H-5); 7,83 (d, 1H, J= 16,1 Hz; H-7). O espectro

€ apresentado na Figura 76 do Anexo, p. 123.

RMN '3C (75 MHz, CDCls) & 55,9 (-OCHzs); 65,0 (-CH20H); 111,0 (C-5); 116,1 (Jcr=
21,8 Hz; C-3/C-5); 116,6 (Jcr = 2,3 Hz; C-7); 118,9 (C-3’); 122,7 (C-2'); 130,1 (Jcr =
8,3 Hz; C-2/C-6); 1304 (Jcr = 3,8 Hz; C-1); 139,0 (C-8); 139,9 (C-1’); 145,2 (C4);
151,2 (C-6’); 163,6 (Jcr = 187,5 Hz; C-4); 165,7 (C-9). O espectro & apresentado na
Figura 77 do Anexo, p. 124.
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(E)-4-bromocinamato de 4-hidroximetil-2-metoxifenila

. -
. 4_CH,OH
2 7 O "
3 f \8 e e 2
OCH
6 3
Br”~ 4 s .
(14)

Caracteristica: solido branco
CCD: Rs= 0,38 (hexano-acetato de etila-diclorometano 3:1:3 w')

Tr: 95,8 -98,2 °C.

IV (KBr) vmax: 3600-3350 (banda larga), 3441, 2936, 2850, 1709, 1637, 1505, 1256,
1152, 1023, 817, 489 cm™'. O espectro é apresentado na Figura 78 do Anexo, p. 125.

RMNH 'H (400MHz, CDCls) &: 3,85 (s, 3H; -OCHs); 4,69 (s, 2H; -CH20H ); 6,65 (d, 1H,
J =16,0 Hz; H-8); 6,82-6,95 (m, 1H; H-5); 7,05-7,09 (m, 2H; H-2'/H-3’); 7,44 (d, 2H, J =
8,4 Hz; H-2/H-6); 7,55 (d, 2H, J = 8,4 Hz; H-3/H-5); 7,80 (d, 1H, J = 16,0 Hz; H-7). O
espectro é apresentado na Figura 79 do Anexo, p. 126.

RMN 3C (100MHz, CDCls) &: 55,9 (-OCHs); 65,0 (-CH20H); 111,0 (C-5’); 117,6 (C-8);
118,9 (C-3); 122,7 (C-2'); 124,9 (C4); 129,6 (C-2/C-6); 132,2 (C-3/C-5); 133,1 (C-1");
138,9 (C-1); 139,9 (C4); 145,1 (C-7); 151,2 (C-6'); 164,7 (C-9). O espectro é

apresentado na Figura 80 do Anexo, p. 127.

(E)-4-clorocinamato de 4-hidroximetil-2-metoxifenila

>4 _CH,OH
2' 2

2 7 Q 1

5 .

f \8 90 e °

OCH

6 3

cm4 8

(15)

Caracteristica: solido branco.

CCD: Rs= 0,22 (hexano-acetato de etila-diclorometano 3:1:3 w).
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Tr: 133,1-134,5°C.

IV (KBr) vmax: 3650-3100 (banda larga), 2936, 2873, 1730, 1634, 1592, 1508, 1491,
1310, 1267, 1200, 1145, 1090, 822, 734 cm™'. O espectro é apresentado na Figura 28,
p. 60.

RMN 'H (400 MHz, CDCls) &: 3,84 (s, 3H; -OCHz); 4,69 (s, 2H; -CH20H); 6,63 (d, 1H,
J=16,0 Hz; H-8); 6,94 (dd, 1H, J1=8,0 Hz e J>=2 Hz; H-3'); 7,05-7,09 (m, 2H; H-2'/H-
5’); 7,38 (d, 2H, J = 8,4 Hz; H-2/H-6); 7,51 (d, 2H, J = 8,4 Hz; H-3/H-5); 7,82 (d, 1H, J =
16,0 Hz; H-7). O espectro € apresentado na Figura 29, p. 61.

RMN 3C (100MHz, CDCls) ¢: 55,9 (-OCHs); 65,0 (-CH20H); 111,0 (C-5’); 117,5 (C-8);
118,9 (C-3’); 122,7 (C-2)); 129,2 (C-2/C-6); 129,4 (C-3/C-5); 132,7 (C4); 136,5 (C-1’);
138,9 (C-1); 139,9 (C4’); 1451 (C-7); 151,2 (C-6’); 164,7 (C-9). O espectro é
apresentado na Figura 30, p. 62.

3-fenilpropanoato de 4-hidroximetil-2-metoxifenila

3 7'
o 7 ¢ CHOH
2 7 "
3 5
Y907 Y
4 6 OCH3
5 g
(16)

Caracteristica: solido branco.

CCD: Rs= 0,46 (hexano-acetato de etila-diclorometano 3:1:3 w).

T 50,0 — 52,0 °C.

IV (KBr) vmax: 3600-2100 (banda larga), 3272, 2936, 2899, 1729, 1511, 1283, 1266,

1152, 1113, 1026, 832, 715, 693 cm™. O espectro é apresentado na Figura 81 do
Anexo, p. 128.

RMN 'H (300 MHz, CDCls) ¢: 2,88-2,93 (m, 2H; H-7); 3,06-3,11 (m, 2H; H-8); 3,78 (s,
3H; -OCHz); 4,64 (s, 2H; -CH20H ); 6,86-6,99 (m, 3H; H-2'/H-3'/H-5’); 7,23-7,35 (m,5H;
H-2/H-3/H-4/H-5/H-6). O espectro é apresentado na Figura 82 do Anexo, p. 129.
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RMN *3C (75 MHz, CDCIs3) &: 30,9 (C-7); 35,5 (C-8); 55,8 (-OCHz); 64,9 (-CH20H);
111,0 (C-5); 118,9 (C-3); 122,6 (C-2'); 126,3 (C-4); 128,3 (C-2/C-6); 128,5 (C-3/C-5);
138,9 (C-1"); 139,9 (C4’); 140,2 (C-1); 151,1 (C-6’); 171,1 (C-9). O espectro é
apresentado na Figura 83 do Anexo, p. 130.
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2.3.RESULTADOS E DISCUSSAO

O desenvolvimento do presente trabalho teve inicio com a preparag¢ao dos
derivados do acido cindmico 1-4 por meio da reagcdao de Condensacédo de
Knoevenagel entre o acido malénico e diferentes aldeidos benzilicos (Esquema
2).

H

N
s, O
A HO)J\/U\OH AI‘/\/U\OH

H
Py

1: Ar = 4 - fluorofenila

2: Ar = 4 - bromofenila

3: Ar = 3,4,5 - trimetoxifenila
4: Ar = 4 - clorofenila

Esquema 2: Condensacao de Knoevenagel empregada na obtencdo dos
cinamatos 1-4.

O processo de Condensagao de Knoevenagel foi descrito, pela primeira vez,
pelo quimico alemao Emil Knoevenagel em 1894. O processo envolve a reagéo de
condensagéao alddlica entre um composto carbonilico e outro composto contendo um
grupo metileno ativado (um grupo metileno ligado a grupos retiradores de elétrons,
como -CN, -COOR, -COR, entre outros), formando assim um produto com uma ligagéo
dupla carbono-carbono. Nesta reacgdo, acidos carboxilicos a,G-insaturados séo
formados quando o acido malénico € utilizado. Comumente, a Condensagéao de
Knoevenagel € catalisada por bases como aminas, amidas e seus correspondentes
sais (FERREIRA, 2016; SMITH & MARCH, 2007).

A Condensagao de Knoevenagel € muita utilizada na sintese de compostos
organicos bioativos, uma vez que a partir dela € possivel obter ligagdes carbono-
carbono funcionalizadas. Um exemplo de sua aplicagéo é a sintese da Lumefantrina,
uma droga antimalarica que foi sintetizada em 1977 e possui como etapa chave a
Condensacao de Knoevenagel (Figura 17, p. 40) (FERREIRA, 2016; SMITH &
MARCH, 2007).
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Figura 17: Estrutura da droga antimaldrica Lumefantrina. A ligagdo dupla
destacada na estrutura foi formada via Condensacao de Knoevenagel.

A partir da condensacao de Knoevenagel, os compostos 1-4 foram obtidos com
rendimentos variando entre 59% e 82%. Para a sintese dos acidos 1-3, utilizou-se
aquecimento convencional enquanto que o composto 4 foi obtido empregando-se
irradiacéo de micro-ondas. As duplas insatura¢des dos produtos 1-4 foram obtidos com
estereoquimica trans, caracteristica estrutural esta confirmada pela espectroscopia de
'H RMN. O Esquema 3 a seguir descreve as etapas envolvidas na conversdo dos

aldeidos aromaticos e do acido malénico nos correspondentes acidos 1-4.

O O <:/\ O/H"O <:/\®
t o2 N-H @ — + 2 NH,
HOJ\/U\OH 8)\/'koe

H.,

H, .
oo " 00
"3 : Alg—d LK
Ar. O
o)\/koe + Y —_— o _ .
Ar (6] i Ar OH
{ N-H

O,
(@]
T
—QO
I:
2o
9
(@]
o]
L
a©)
O
T
{
O,
o
T
) =0
I-0O
2
4
@]
o
T

{ N-n H +CO, + Hy0

Esquema 3: Mecanismo de Condensacgédo de Knoevenagel para formagao dos
derivados do acido cinamico.

Conforme apresentado no Esquema 3, a reagdo envolve, inicialmente, a

formacao de um anion enolato estabilizado por ligagao de hidrogénio, a partir do acido
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malbnico e da piperidina. Na etapa seguinte, o enolato ataca o aldeido, realizando
assim uma Adigao Nucleofilica a carbonila, resultando na formacgao do aduto aldol apos
processos de protonagao. Por fim, através de um mecanismo ciclico, ocorre a etapa de
descarboxilagdo. Nesta etapa, produtos insaturados contendo duplas com
estereoquimica E ou Z podem ser gerados. Porém, o estado de transicao que possui
menor energia € aquele leva ao produto com geometria £ (CLAYDEN et al, 2001;
FERREIRA, 2016).

O composto 1, obtido com 62% de rendimento a partir da Condensacao de
Knoevenagel entre o acido maldnico e o 4-fluorobenzaldeido, possui, no espectro no
IV (Figura 18, p. 43), uma banda larga de absorgdo entre 3330-2030 cm™' que
corresponde ao estiramento da ligagdo O-H do grupo carboxila. A banda em 1690 cm-
' foi atribuida ao estiramento da ligagdo C=0 e a banda em 1627 cm foi atribuida ao
estiramento C=C correspondente a dupla ligagdo. Ja a banda em 1228 cm™' caracteriza
o estiramento assimétrico de =C-O e a banda em 828 cm-* corresponde a deformacao
angular fora do plano de ligagdes C-H do anel aromatico.

No espectro de RMN 'H do composto 1 (Figura 19, p. 44) foi observado um
dupleto em &1 6,43, integrado para um atomo de hidrogénio e cuja constante de
acoplamento é J = 16,2 Hz, corresponde ao hidrogénio H-8. O valor da constante de
acoplamento, devido ao acoplamento dos hidrogénios H-7 e H-8, confirma a
estereoquimica E da dupla instauragao. O tripleto (J = 8,7 Hz) em 617,14, integrado
para dois atomos hidrogénios, foi atribuido aos atomos de hidrogénios H-3 e H-5. Os
demais hidrogénios, H-2/H-6/H-7, correspondem ao multipleto observado em &47,62-
7,67.

No espectro de RMN 3C do composto 1 (Figura 20, p. 45), o sinal em & 168,6
foi atribuido ao carbono da carbonila. O dupleto em & 163,8, correspondente ao atomo
de carbono aromatico mais desblindado, foi atribuido ao atomo de carbono C-4, uma
vez que este esta diretamente ligado ao atomo de fllor, sendo este um retirador de
elétrons por efeito indutivo. A constante de acoplamento deste dupleto é J = 248,3 Hz.
O sinal em & 143, 4 foi atribuido ao atomo C-7. J& o atomo de carbono C-8 é no
espectro em & 118,0. Os demais carbonos aromaticos correspondem aos dupletos em
& 115,5 (J = 22,5 Hz; C-3/C-5),em & 130,0 (J=8,3 Hz; C-2e C-6)eem & 130,9 (J=
3,0 Hz; C-1). Cabe destacar que os dados espectroscopicos de RMN de 'H e 3C

obtidos para o composto 1 estdo em completo acordo com dados descritos na
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literatura. Neste trabalho todos os demais dados obtidos também foram comparados

com os dados descritos por Pavia et al (2015).
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Figura 18: Espectro no infravermelho (KBr) do composto 1.

43




NOO OOIMN OO O < O
NS ANNS AN O —
©OWVYY— ¥ <
NINNNNNDN O O
NN

H-2/H-6/H-7 H-3/H-5

80 78 76 74 72 7.0 6.8

ppm

H-8
|
|

b &

N ) S

) — —

100 95 90 85 80 75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15 10 05 0.0
ppm

Figura 19: Espectro de RMN de 'H (300 MHz, CD30D) do composto 1.
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Devido a maior disponibilidade do acido cinamico e com o intuito de comparar
as bioatividades dos derivados deste acido contendo ligagdes duplas com as
bioatividades dos derivados que ndo a possuem, procedeu-se a reducdo do acido
cindmico. Nesse sentido, o derivado 5 foi preparado, com 95% de rendimento a partir
da hidrogenacéo catalitica do acido cinamico (Esquema 4). O catalisadaor utilizado foi

paladio sobre carbono.

[e) (@]
Pd/C

Esquema 4: Reacao de hidrogenagao do acido cinamico para a obtencédo do
derivado acido 3-fenilpropandico.

O mecanismo de hidrogenacgao catalitica ndo € completamente entendido. O
gue se conhece até o momento € que, na primeira etapa do processo, o gas hidrogénio
€ adsorvido a superficie do catalisador metalico (12 Etapa da Figura 21). Na 22 Etapa
a ligacao H-H do H: é clivada e substituida por duas novas ligacdes fracas metal-
hidrogénio (Pd-H). Nesta etapa, o alceno sobrepde seus orbitais com os orbitais vazios
do metal, provocando a quebra da ligagéo dupla e formando as duas novas ligagbes
carbono-metal. Em seguida (32 Etapa), os hidrogénios sao transferidos aos carbonos
que faziam parte da ligagdo C=C; este processo de adigdo ocorre de maneira sin, uma
vez que os hidrogénios sao adicionados a mesma face da ligagao dupla. Por fim, ocorre

a liberagao do alcano a partir da superficie metalica (DIAS, et al., 2012).

Ry

H-H I R o R_J
Superficie o T T
do Pd

12 Etapa 22 Etapa 32 Etapa

Figura 21: Reacdo de hidrogenagao catalitica.
Fonte: DIAS et al, 2012.

O composto 5, obtido a partir da hidrogenagéo catalitica do acido
cindmico, apresentou no espectro no IV (Figura 22, p. 48) uma banda larga

observada em 3400-2110 cm™' indicando a presenca do grupo hidroxila da
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fungdo acido carboxilico. Ja a banda intensa em 1692 cm! foi atribuida ao grupo
carbonila. As bandas em 1495, 1453 e 1426 cm™ correspondem aos
estiramentos da ligagdo C=C de anel aromatico enquanto que a banda em 2932
cm-' foi atribuida ao estiramento assimétrico da ligagdo C-H dos carbonos com
hibridizagéo sp3.

No espectro de RMN de "H do composto 5 (Figura 23, p. 49) foram observados
sinais para os atomos de hidrogénios aromaticos em &17,13-7,27 (H-2, H-3, H-4, H-5,
H-6) como um multipleto. O tripleto em o4 2,58 (J = 7,8 Hz) e integrado para dois
hidrogénios foi atribuido ao atomo de hidrogénio H-7. O outro tripleto, em 12,89 (J =
7,8 Hz), também integrado para dois hidrogénios corresponde ao atomo de hidrogénio
H-8.

No espectro de RMN de '3C do composto 5 (Figura 24, p. 50) o sinal observado
em ¢c 175,5 foi atribuido ao grupo carbonila. Os sinais para os atomos de carbono
aromaticos foram observados em &c 126,0 (C-4); 128,1 (C-2, C-6); 128,3 (C-3, C-5) e
140,9 (C-1). Os demais sinais correspondem aos atomos de carbono C-7 e C-8 com

hibridizagdo sp?, observados no espectro em & 30,8 e 35,5 respectivamente.
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Figura 22: Espectro no infravermelho (KBr) do composto 5.
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Figura 23: Espectro de RMN de 'H (300 MHz, CD30D) do composto 5.
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Uma vez sintetizados, os acidos cindmicos e seus derivados foram submetidos
a reacao de Esterificagdo de Steglich com a vanilina para obtengéo dos ésteres
cinamatos da vanilina (Esquema 5). Essa reagéo de esterificagdo foi a metodologia
empregada neste trabalho, pois apresenta diversas vantagens em relagéo a outras
metodologias de esterificagéo, ja que este tipo de reagéo ndo necessita de haleto de
acila reativo, o solvente empregado ndo precisa ser anidro, apresenta tempos de

reacgao curto e ndo necessita de aquecimento (LUTJEN et al, 2018).

CHO
(e} CHO O
| N Xy OH . HO/©/ DCC,DMAP | XX (o)
S P OCH;4
DE
S ; ; ; ; '
R "MeO OMe
F Cl Br OMe
CHO
o} CHO o
OH . Ho/©/ DCC,DMAP 0
OCHj3
OCH3

Esquema 5: Reacao de acoplamento entre o acido cinamico e seus derivados com a
vanilina.

A esterificacéo de Steglich foi descrita pela primeira vez por Wolfgang Steglich
em 1978, em um artigo intitulado “Simple Method for the Esterification of Carboxylic
Acids”. Esta reagdo foi uma adaptacdo de um método de amidacdo com a
dicicloexilcarbodiimia (DCC). Nesta variacéo, além de utilizar o DCC como reagente de
acoplamento, utiliza-se também a 4-N,N-dimetilaminopiridina (DMAP) como
catalisador e 0 acoplamento pode ser realizado entre acidos carboxilicos com alcoois
ou tioalcoois (NEISES, 1978).

O mecanismo proposto para o processo de Esterificagdo de Steglich consiste

nas etapas que estao representadas no Esquema 6 (p. 52) a seguir.
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Esquema 6: Mecanismo da Esterificacdo de Steglich.

Neste acoplamento, o DCC é responsavel por tornar a hidroxila do acido
carboxilico um melhor grupo abandonador e, assim, susceptivel ao ataque de um
nucleofilico. Com isso, a primeira etapa desta reagao consiste na protonacao de um
dos nitrogénios do DCC pelo acido carboxilico. Dessa forma, o DCC tera um carbono
mais eletrofilico, que sera atacado pelo anion carboxilato, formando o intermediario O-
acil-isouréia. Este intermediario formado sofre uma nova protonacéo e,
consequentemente, pode sofrer um ataque nucleofilico da DMAP. No meio reacional
estao presentes a DMAP e o alcool, mas nessa etapa sera a DMAP que fara o ataque
nucleofilico, uma vez que, este € um melhor nucledfilo. A amida correspondente é
gerada e ocorre eliminagao da dicicloexiluréia. A 4-N,N-dimetilaminopiridina (DMAP)
tem duas fungdes nesta reacao: além de atuar como catalisador, ela é responsavel por
impedir o rearranjo 1,3 do intermediario O-acil-isouréia, resultando na formacéo da N-
acil-isouréia, sendo esta ultima ndo reativa frente ao alcool (Esquema 6). O uso da
DMAP impede esta reagéo paralela uma vez que esta base substitui o grupo O-acil-
isouréia, forma um intermediario mais reativo e, portanto, aumenta o rendimento da
esterificagado. Esta nova espécie, que nao sofre rearranjo, sera posteriormente atacada
pelo grupo hidroxila levando a formagao do éster. Deste modo, na ultima etapa da

proposta mecanistica, o grupo hidroxila da vanilina atacara o carbono da carbonila do
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intermediario reativo (Esquema 7), seguido da recomposicdo da carbonila,

regenerando assim o catalisador e formando a ligagéo éster (DE ALMEIDA, 2014).

(aml@ .. Q )OLQ

R74{0O7ONH ~ \'>< —NH )\

O~ 'NH

RAO) @O - @

Esquema 7: Conversao do intermediario O-acil-uréia em N-acil-isouréia nas
reacdes de acoplamento sem o catalisador DMAP.

O-acil-uréia

Os ésteres 6-11 (Figura 16, p. 19) foram obtidos por meio da esterificacéo de
Steglich, que foi realizada em condi¢des brandas e com tempos de reagdo
relativamente curtos. As substancias foram obtidas como sélidos com rendimentos
variando entre 54% e 99% ap06s purificagao por cromatografia em coluna de silica gel.

No espectro de IV do composto 10 (Figura 25, p. 55), a banda de absor¢gdo em
1736 cm foi atribuida ao estiramento da ligagdo C=0 da carbonila de éster, enquanto
abanda em 1685 cm-' refere-se ao estiramento do grupo carbonila de aldeido. A banda
em 2856 cm! corresponde ao estiramento tipico de -CHs da ligagdo O-CHs. Banda de
ligagédo do anel aromatico presente em 812 cm- para o estiramento da ligagdo =C-H,
e em 1596 cm” para o estiramento da ligagdo C=C. A banda em 964 cm’
correspondente ao estiramento de ligacdes C-H de alquenos trans conjugados a
carbonila.

No espectro de RMN 'H do composto 10 (Figura 26, p. 56) o sinal de simpleto
em &4 3,91 foi integrado para trés hidrogénios e atribuido aos hidrogénios da metdxila
(-OCHBa). O dupleto em 416,63 (J = 16,2 Hz) integrado para um hidrogénio foi atribuido
ao H-8, o mesmo dupleto foi observado em &4 7,84 (J = 16,2 Hz) também integrado
para um hidrogénio e foi atribuido ao H-7. O valor da constante de acoplamento, devido
ao acoplamento dos hidrogénios H-7 e H-8, confirma a estereoquimica E da dupla
instauragao. Os hidrogénios aromaticos foram observados em &17,49-7,54 (H-2, H-3,
H-5, H-6) como multipleto, &1 7,38-7,41(H-3’, H-5") também como multipleto e em &

7,30 (H-2') como um dupleto com constante de acoplamento tipica de acoplamento
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orto J=8,1 Hz. E o hidrogénio do aldeido —CHO, sendo este o mais desblindado devido
a carbonila, foi atribuido ao simpleto em &+9,96.

No espectro de RMN 3C do composto 10 (Figura 27, p. 57) o sinal em & 56,1
corresponde ao carbono metilénico. O carbono sp? C-8 foi atribuido ao sinal & 116,9,
ja o sinal em & 145,8 foi atribuido ao outro carbono sp? C-7, este mais desblindado por
estar vizinho a carbonila. O sinal correspondente ao carbono da carbonila do éster esta
em ¢&c 164,0. E para o grupo carbonila do aldeido o sinal foi atribuido em &c 191,0. Os
demais carbonos aromaticos foram atribuidos, respectivamente, aos seguintes sinais:
x110,8 (C-5'), 123,4 (C-3), 124,7 (C-2), 129,3 (C-2, C-6), 129,5 (C-3, C-5), 132,4 (C-
4),135,2 (C4'), 136,8 (C-1), 144,9 (C-1") e 152,0 (C-6").
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A etapa final deste trabalho, considerando a sintese de substancias, consistiu
na conversao dos derivados 6, 7, 8, 10 e 11, via reagcdo com boridreto de sodio
(NaBHa4), nos correspondentes alcoois. Este € um reagente de redugéo seletivo, uma
vez que reduz aldeidos e cetonas, porém nao reduz ésteres e acidos carboxilicos. A
reducao de ésteres e acidos carboxilicos utilizando boridretos, exige reagentes mais
especificos, como por exemplo o boridreto de litio (LiBH4), que € um reagente redutor
mais forte (ZWEIFEL, 2007).

O mecanismo de reducdo dos derivados ésteres cinamatos da vanilina é
apresentado no Esquema 8. Esta reacdo deve ser realizada em solvente protico, neste
caso o etanol foi o solvente utilizado. A etapa chave desse mecanismo € a transferéncia
do hidreto do boro ao carbono. A carga negativa em desenvolvimento no oxigénio é
protonada pelo hidrogénio do alcool, formando o produto reduzido correspondente; e,
o alcoxido resultante € imeditamente adicionado ao boro, formando o subproduto o
anion alcoxiboridreto, um agente redutor que € capaz de prosseguir a reagao de
reducéo (CLAYDEN et al, 2001).

©
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/@\H
H

(0] H ) O
OCHg OCHg
@ © v’)
Na [ EtOBH3] EtO~H

Alcoxiboridreto

O

OH

Ar/\)J\O

OCH,

Esquema 8: Mecanismo de reducdo dos derivados ésteres cinamatos da
vanilina com o reagente boridreto de sédio.

Os derivados 12-16 foram obtidos com rendimentos que variaram de 56% a
95% (apos purificagdo por cromatografia em coluna de silica gel) e condigbes brandas.
O composto 15 foi obtido como um sélido branco em 81,5% de rendimento apos
purificagao. No espectro de IV do composto do composto 15 (Figura 28, p. 60) a banda
larga em 3650-3100 cm™ corresponde ao estiramento da ligagdo O-H do &lcool

primario. Banda em 1730 cm™ atribuiu-se a carbonila de éster. A banda em 1090 cm-"
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corresponde ao estiramento da ligagdo C-O-C do radical O-CHs. Ja as bandas de
ligagdo do anel aromatico estdo presentes, respectivamente, em 822 cm™' para o
estiramento da ligagdo C-H, e em 1508 cm™ e para o estiramento da ligagdo C-C. A
banda em 2873 cm refere-se ao estiramento da ligagéo de Csp-H. E a banda em 1634
cm™ correspondente a ligagdes C=C de alquenos frans conjugados a carbonila.

No espectro de RMN 'H do composto 15 (Figura 29, p. 61) o simpleto em &
3,84 e integrado para trés hidrogénios foi atribuido aos hidrogénios da metdxila (-
OCHBz). Ja os hidrogénios H-8' (-CH20H), também ligado a um carbono sp?, foram
atribuidos ao simpleto em 14,69 e integrado para dois hidrogénios. O duplo dupleto
observado em 416,94, integrado para um atomo de hidrogénio e cujas constantes de
acoplamento séo Js = 8,0 Hz e J> = 2,0 Hz, corresponde ao hidrogénio aromatico H-3'.
Os demais hidrogénios aromaticos foram observados em &+ 7,05-7,09 (H-2', H-5')
como multipleto, em &4 7,38 (H-2, H-6) como dupleto (J = 8,4 Hz) e em 417,51 (H-3/H-
5) também como dupleto (J = 8,4 Hz). O dupleto presente em 416,63 (J = 16,0 Hz) e
integrado para um hidrogénio foi atribuido ao hidrogénio H-8. Nesse mesmo espectro,
observa-se outro dupleto em 7,82 (J = 16,0 Hz) igualmente integrado para um
hidrogénio e atribuido ao atomo de hidrogénio H-7.

No espectro de RMN 3C do composto 15 (Figura 30, p. 62) o sinal em & 55,9
foi atribuido ao carbono metilénico —OCHa. O carbono sp? ligado a hidroxila da fungdo
alcool teve seu sinal atribuido em & 65,0. O carbono sp? C-8 foi atribuido ao sinal &
117,5, ja o sinal em & 145,1 corresponde ao outro carbono sp? C-7 mais desblindado
por estar vizinho a carbonila. O sinal correspondente ao carbono da carbonila do éster
foi atribuido em & 164,7. Os demais carbonos aromaticos foram atribuidos,
respectivamente, aos seguintes sinais: ¢ 111,0 (C-5'), 118,9 (C-3'), 122,7 (C-2'), 129,2
(C-2,C-6), 129,4 (C-3, C-5), 132,7 (C4), 136,5 (C-1"), 138,9 (C-1), 139,9 (C-4") e 151,2
(C-6).

59



500

60

1000

1090.51
1145.68
1200.79
1267 .12
1310.56
1418.09
1463.48
1491.65
1508.83
1634.58
1730.33
I
o
N
I
C [5pd
I
O
O
O
O
2873.21 \
2936.38
@)
3439.81
T T T T T T
= = = = = =
(=] oo [P w ('] =

1500

2000

2500

3000

3500

4000

Numero de ondas (cm)

Espectro no infravermelho (ATR) do composto 15.

Figura 28:



%]
=
'_
CONTONOOTONANNNINMN (o] (o)) o
TONOONOIONL LI MMLL A ()] < o
DONNTNSSOQRqRRn00 © @ S
NNNNNNNNNNOOOOOO < ™M o
B e N | l |

H-3'

S —
-OCH
7.00 6.95
ppm

H-3/H-5 H-2/H-6
H-2'/H-5'  H-8
I

Ml

80 78 76 74 72 70 68 66 64

ppm

-CH20H

2.001

6.0 55 50 45 4.
ppm

T T T T T T T T T T T T T T T

35 30 25 20 1.5 1.0 05 0.0

>
e | 3.01{5
=
f

Figura 29: Espectro de RMN de 'H (400 MHz, CDCI3) do composto 15.



[9)]
[o0] NOUOUOMNHANLNOO-H WO E
N N—=OOINNSTANNOLWNMO o™ —
< SR B O NGO BN S @ 5]
O nm<Fmmmm o AaNNN—A—A— N LN A
i R I o B o B o B o B B e B B IR o B B o (Vo) [Tp) o
[ ANV NS [ [ [
c-3/c-5 _C©2/ce
——
T T
130 129
ppm
7 c-3' C8
N v C-1 -OCHs
-4 o -CH20H
NS*e ¢z /ey ‘ ‘
| |

170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10 0 -10
ppm

Figura 30: Espectro de RMN de '3C (100 MHz, CDCl3) do composto 15.

62



A tentativa de reducdo do composto 9 com NaBH4, por razbes nao
compreendidas, resultou na formacdo de uma mistura complexa da qual ndo foi

possivel isolar o alcool correspondente com pureza satisfatoria.

2.4.CONCLUSOES

Neste capitulo foram descritas as etapas envolvidas na sintese dos
cinamatos derivados da vanilina. Um total de 16 compostos foram obtidos, sendo
10 deles inéditos. As estruturas destes compostos foram confirmadas pela
espectroscopia no infravermelho e de RMN. De modo geral, as substancias
foram obtidas com rendimento sinteticamente uteis e as metodologias
empregadas foram a Condensagao de Knoevenagel, a Esterificagdo de Steglich
e processos de redugao.

Nos capitulos seguintes serao descritos os resultados quanto a avaliagao

das bioatividades citotdxica e leishmanicida dos compostos sintetizados.
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CAPITULO 3
AVALIACAO DA ATIVIDADE CITOTOXICA DOS ESTERES CINAMATOS
DERIVADOS DA VANILINA

3.1.INTRODUGAO

O Instituto Nacional de Cancer José Alencar Gomes da Silva (INCA) define
Cancer como sendo o nome geral dado a um conjunto de mais de 100 doengas que
podem afetar qualquer parte do corpo e que s&o caracterizadas pelo crescimento
desordenado de células. Outros termos utilizados sao tumores malignos e neoplasias
(INCA, 2017). Além da rapida multiplicagao de células anormais, que crescem acima
de seus limites habituais, essas células podem invadir outras partes do corpo e se
espalharem para outros 6rgaos; esse ultimo estagio do cancer € conhecido como
metastase. A metastase € uma das principais causas de morte por cancer (World
Health Organization, 2018).

O cancer é a segunda principal causa de morte no mundo e foi responsavel por
8,8 milhdes de mortes em 2015, segundo dados da World Health Organization. No
Brasil, o INCA estima que em 2016/2017, a ocorréncia de novos casos de cancer foi
de 596.070 para cada um desses anos. As taxas de incidéncia de diferentes tipos de
cancer estao apresentadas na Tabela 2, p. 67. De acordo com esses dados, o cancer
de préstata € o que mais acomete os homens, enquanto que o cancer de mama

feminino é o tumor mais frequente entre as mulheres.
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Tabela 2: Taxas de incidéncia das localizagdes primarias, exceto pele nao
melanoma, por sexo, estimadas para 2016/2017, no Brasil. Fonte: INSTITUTO
NACIONAL DE CANCER JOSE ALENCAR GOMES DA SILVA, 2017.

Homens Mulheres

Prdstata 61,82 Mama feminina 56,20
Tragueia, bronguios e pulmbes 17,49 Colan e teto 1710

Colo do dtero 15,85
Cdlon e reto 16,84 4 -

Tragueia, bronguios e pulmoes 10,54
Estomago 13,04 Estamago 737
Cavidade oral 11,27 Corpa do ttero 5,74
Esbfago 8,04 Owdrio 5,45
Bexiga 7.26 Glandula tireoide 5,70

Linfoma ndo Hodgkin 4,88
Laringe 6,43

sistema Nervoso Central 4,68
Leucemias 3,63 Leucemias 4,38
Sistema Nervoso Central 5,50 Cavidade oral 4,21
Linforna n&o Hodgkin 5,27 Esdfago 2,76
Pele melanoma 3,03 Pele melanoma 2,59

Bexiga 2,39
Linfoma de Hodgkin 1,46

Laringe 0,94
Glandula tireoide 1.08 Linfoma de Hodgkin 0,93

O tumor de mama € o segundo tipo mais frequente no mundo e o cancer mais
comum entre as mulheres (INCA, 2017), representando, no ano de 2012, 25% do total
de casos de cancer (exceto os casos de pele ndo melanoma) no mundo, com
aproximadamente 1,7 milhdes de novos casos naquele ano. Em geral, é a quinta causa
de morte por cancer (522.000 6bitos) e a causa mais frequente de morte por cancer
em mulheres (World Health Organization, 2018).

Outro tipo de cancer também de elevada incidéncia é o cancer da pele, que
corresponde a 33% de todos os diagnésticos desta doenca no Brasil, sendo registrados
cerca de 180 mil novos casos a cada ano (INCA, 2017). O tipo mais comum, o cancer
da pele ndo melanoma, tem letalidade baixa. Ele € provocado pelo crescimento
anormal e descontrolado das células que compdem a pele, podendo ser classificado
em dois tipos: os carcinomas basocelulares e os espinocelulares. Entretanto, o mais
agressivo é o cancer de pele melanoma, apesar de mais raro - representa 3% das
neoplasias malignas no Pais - € o mais letal, pois possui alta possibilidade de
metastese. O melanoma € um tipo de cancer que tem origem nos melanécitos, células
produtoras de melanina, substancia que determina a cor da pele (Sociedade Brasileira
de Dermatologia, 2017).

Os trés principais tipos de tratamento do cancer sao a radioterapia, a cirurgia e

a quimioterapia, sendo a quimioterapia a alternativa mais comumente utilizada. A

67



técnica cirurgica pode levar a remogao de tumores com eficacia, se nao houver
metastase. A radioterapia (geralmente utiliza raios gama, radiois6topos como cobalto-
60, raios-X e até protons e mésons pi negativos) € usada comumente em conjunto com
a cirurgia. O tratamento por radiagéo possui grandes chances de diminuir tumores,
diminuir a recorréncia e a chance de metastase. Entretanto, € um tratamento que
possuli limitagdes, como a localizagdo do cancer e a dose da radiagéo, além de possuir
efeitos colaterais (DE ALMEIDA, 2015).

A quimioterapia é o tratamento que utiliza substancias quimicas e o seu principal
objetivo é eliminar as células neoplasicas, preservando as normais. Porém, a maioria
dos agentes quimioterapicos atua de forma n&o-especifica, atuando tanto sobre células
malignas quanto normais (DE ALMEIDA, 2015). O tratamento quimioterapico teve seu
advento em 1943, quando Louis Goodman e Alfred Gilman utilizaram o gas de
mostarda para tratar um paciente com Linfoma n&o-Hodgkin e demonstraram pela
primeira vez que a quimioterapia pode induzir a regressdo do tumor (CHABNER &
JUNIOR, 2005). Este agente serviu de modelo para uma longa série de agentes
semelhantes e mais eficazes (chamados agentes alquilantes), como o clorambucil e a
ciclofosfamina, cujas as estruturas estao representadas na Figura 31 (DE VITA & CHU,
2008).

Cl Cl

ol ¢
SRS U
NH HO

Ciclofosfamida Clorambucil

Figura 31: Estruturas dos agentes quilantes ciclofosfamina e clorambucil.

Apos a descoberta da mostarda nitrogenada, Sidney Farber demonstrou que a
aminopterina, um composto relacionado a vitamina do acido félico, produzia remissées
de leucemia aguda em criangas portadora da doenga. A aminopterina bloqueia uma
reacao quimica necessaria para a replicacdo do DNA das células cancerigenas, ela
inibe a diidrofolato redutase, uma enzima necessaria para a sintese de nucleotideos e
aminoacidos. Assim, reduz a sintese de DNA, impedindo o crescimento e multiplicagéo
dessas células, e consequentemente o crescimento do tumor. Essa droga foi o
antecessor do metotrexato (Figura 32, p. 69), uma droga de tratamento contra o cancer

utilizada até os dias atuais. Desde entéo, outros pesquisadores descobriram drogas
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que bloqueiam diferentes fungdes no crescimento e replicacao celular, iniciando assim,
a era da quimioterapia (ATAIDE et al, 2003; DE VITA & CHU, 2008; The American

Cancer Society medical and editorial content team, 2014;).

COOH

ﬁ[ S d .

CHs,

Figura 32: Estrutura do metotrexato, medicamento utilizando no tratamento de
cancer.

Na busca por medicamentos para o tratamento de cancer, os produtos naturais
possuem grande relevancia. Dos compostos anticancer introduzidos na terapéutica no
século passado, mais de 60% destes tem alguma relagdo com os produtos naturais.
Dentre estes se destacam a vimblastina (lll, Velban®), vincristina (VI, Oncovin®)
vindesina (V, Eldisine®) e vinorelbina (VI, Navelbine®); o paclitaxel (VIl, Taxol®),
docetaxel (VIIl, Taxotere®); a podofilotoxina (IX); o etoposideo (X, Etopophos®),
teniposideo (XI, Vumon®); a camptotecina (XIl) o topotecano (XIll, Hycamtin®) e
irinotecano (XIV, Camptosar®). Na Figura 33, p. 70, estio apresentadas as estruturas
dos compostos terapéuticos citados e na Tabela 3, p. 71, as indicacdes terapéuticas e
origem destes compostos (COSTA-LOTUFO et al, 2010).
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Figura 33: Compostos utilizados no tratamento terapéutico, que sdo produtos
naturais ou foram originados destes (COSTA-LOTUFO et al, 2010).
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Tabela 3: Origem e indicagdes terapéuticas dos compostos llI-XIV (COSTA-
LOTUFO et al, 2010).

Farmaco Fonte Indicagao Terapéutica

Leucemia linfoblastica

vimblastina (lll), vincristina (IV), aguda; cancer de

Catharanthus roseus

vindesina (V) e vinorelbina (V1) testiculo; doenca de
Hodking
paclitaxel (VIl) , docetaxel (VIII) Taxus brevifolia Céncer de mama

Cancer de Pulm&o; ovario
Podophyllum peltatum e testiculo, Leucemia
linfocitica aguda

podofilotoxina (IX), etoposideo (X)
e teniposideo (XI)

Camptotecina (XII), topotecano Camptotheca

(XIll) e irinotecano (XIV) accuminata Cancer de colon

Dentre os produtos naturais, aqueles que possuem a fragao cinamoila tém
recebido atencdo devido ao seu amplo espectro de atividades biologicas e baixa
toxicidade. Os derivados do acido trans-cindmico, isolados de fontes vegetais ou
sintetizados, tém sido investigados devido as suas propriedades antitumorais (BALTAS
& BEVAL, 2011; PONTIKI et al, 2014). Recentemente, atividades antitumorais de
varios derivados cinamaldeidos e do acido cindmico foram exploradas por diferentes
grupos de pesquisa. Como exemplo, os compostos 2-hidroxicinamaldeido e o analogo
2-benzoiloxicinamaldeido (Figura 34), que induzem a apoptose em células
cancerigenas (HAN et al, 2004).

HO
\©/\)J\H O\©/\)J\H

2-hidroxicinamaldeido 2-benzoiloxicinamaldeido

Figura 34: Exemplos de derivados do cinamaldeidos que possuem atividade
antitumoral.

Pontiki et al (2014) sintetizaram novos derivados do acido cinamico utilizando
reacbes de Condensacdo de Knoevenagel, e avaliaram a citotoxicidade destes
compostos frente a diversos tipos de linhagens de células tumorais. Dentre os
compostos sintetizados, o composto acido 4-bromo-5-fenilpenta-2,4-diendico (Figura

35, p. 72) foi o que apresentou melhor atividade cancerigena contra as linhagens de
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cancer HT-29 (cancer do cdlon), A-549 (cancer de pulmao), OAW- 42 (cancer de
ovario), MDA-MB-231 (cancer de mama) e HelLa (células imortais do cancer cervical)
(PONTIKI et al, 2014).

H
Br /

Figura 35: Derivado do acido cinamico sintetizado por Pontiki et al (2014).

Outro produto natural que tem atraido o interesse de diversos pesquisadores é
a vanilina, que também se mostra promissora na busca de novos farmacos
anticancerigenos (LIRDPRAPAMONGKOL et al, 2005). Em um trabalho publicado
recentemente por Bezerra et al (2016), foram reunidas varias publica¢des reportando
a atividade antioxidante, acao antitumoral e potencial terapéutico da vanilina no
tratamento e prevencao do cancer. Alguns estudos ja relataram a toxicidade oral do
consumo da vanilina, nos quais altos niveis de vanilina foram consumidos por ratos por
longos periodos sem efeitos adversos (LIRDPRAPAMONGKOL et al, 2005). Além
disso, ja foi demonstrado que a vanilina inibe a mutagénese (SHAUGHNESSY et al,
2001), apresenta efeito quimiopreventivo em modelos de carcinogénese em ratos
(AKAGI et al, 1995) e tem potencial como agente para o tratamento da doenca da
anemia falciforme (ABRAHAM et al, 1991).

Um derivado da vanilina que atualmente foi relatado por ativar diferentes vias
de morte celular em células cancerigenas € o BVANO8 (Figura 36, p. 73). Este
composto apresenta atividade antiproliferativa e induz a apoptose em células de
hepatoma e leucemia (YAN et al, 2007; ZHANG et al, 2011). Além disso, recentemente,
também foi demonstrado que o BVANO8 exibe um potente efeito antiproliferativo nas
células do carcinoma espinocelular de eséfago ESCC (TE-1 e ECA-109), onde o
composto induz a parada mitética e o desalinhamento cromossdmico nas células do
ESCC. O BVANO8 também é capaz de aumentar a sensibilidade dessas células no
tratamento com a radioterapia. Sendo, portanto, este um possivel farmaco promissor
na terapéutica do carcinoma espinocelular de eséfago juntamente com a radioterapia
(GU et al, 2018).

72



CHO
Br

HO
OCH,

Figura 36: Estrutura do BVANOS8, um derivado da vanilina.

Embora um grande numero de novos farmacos antineoplasicos foram
desenvolvidos nos ultimos anos, o cancer continua a ser uma causa recorrente de
morte em todo o mundo (KERRU et al, 2017). O desenvolvimento de drogas
anticancerigenas para alvos cada vez mais especificos e menos prejudiciais as células
normais reune varios pesquisadores de varias areas (CHABNER & ROBERTS JR,
2005). A busca por novas alternativas medicamentosas para melhorar a eficacia no
tratamento de doencgas neoplasticas se faz necessaria, pois varios tumores ainda nao
dispdem de terapéutica adequada. Outro fator preocupante € a morbidade associada
aos quimioterapicos ja utilizados. A descoberta de drogas antineoplasicos de facil
administragdo e com poucos ou insignificantes efeitos colaterais € uma das principais
metas buscadas pelos pesquisadores da area (LOTUFO et al, 2010). Dentro deste
contexto, uma das estratégias utilizadas nessa busca por novas drogas
anticancerigenas € a hibridacdo molecular. As drogas anticancer hibridas séo de
grande interesse terapéutico, uma vez que a presenga de dois ou mais farmacdéforos
em uma unica unidade podem aumentar seu sinergismo biologico, e, também sua
capacidade de inibir mais de um alvo biolégico. A abordagem hibrida molecular,
recentemente, resultou em varios novos compostos com atividade anticancerigena e
seletividade aprimoradas com efeitos colaterais reduzidos (KERRU et al, 2017).

Dentro dessa perspectiva e considerando as atividades citotoxicas dos
derivados do acido cinamico bem como da vanilina ja descritos na literatura, além da
grande recorréncia do cancer de mama em mulheres e também a baixa eficacia
terapéutica no tratamento do cancer de pele melanoma, descrevem-se neste capitulo
a avaliacdo do efeito citotoxico dos compostos 6-16 contra as linhagens de célula
tumoral melanona B16F10 e adenocarcinoma de mama MDA-MB-231.
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3.2. MATERIAL E METODOS
3.2.1. Linhagens celulares e cultura celular

As linhagens celulares utilizadas neste trabalho foram B16F10 (melanoma
metastatico murino) e MDA-MB-231 (adenocarcinoma de mama). A linhagem B16F10
foi gentiimente cedida pela Dra. Anésia Aparecida dos Santos (Departamento de
Biologia Geral, Universidade Federal de Vigosa, Minas Gerais, Brasil) e a linhagem
MDA-MB-231 foi gentilmente cedida pela Dra. Sandra Martha Gomes Dias (Laboratério
Nacional de Biociéncias, Campinas, S&o Paulo, Brasil). Para o cultivo celular, utilizou-
se o meio RPMI 1640 (Roswell Park Memorial Institute Medium, Sigma) pH 7,2
suplementado com 100 U/mL de penicilina (Sigma), 100 ug/mL de estreptomicina
(Sigma) e 10% v/v de soro fetal bovino (SFB, LGC Bio). As células foram crescidas em
suspensao utilizando garrafas de 75, 150 e 300 cm?, mantidas em atmosfera com 95%
de umidade e 5% de COs..

3.2.2. Ensaio de citotoxicidade

Para avaliacéo da atividade citotdxica dos compostos, as células foram contadas
em camaras de neubauer, ressuspendidas em meio RPMI 1640 (10% v/v SFB, 100
U/mL de penicilina e 100 ug/mL de estreptomicina) e incubadas em placa de 96 pogos
de fundo chato, na densidade de 10.000 células/pogo (B16F10) e 25.000 célula/pogo
(MDA-MB-231), mantidas por 24 horas a 37 °C e 5% de CO2 para adaptagéo das
células. Os compostos foram avaliados na concentragdo de 100 umol L' por 48 horas
de incubagéo a 37 °C e 5% de CO2. Como veiculo foi utilizado o solvente organico
dimetilsulfoxido (DMSO) na concentracédo 0,4% v/v. Para verificacdo do efeito
citotoxico, foi adicionado a cada pogco 10 pL do reagente MTT (Thiazolyl Blue
Tetrazolium Bromide, Sigma) na concentragéo 5 mg/mL e incubou-se novamente a 37
°C por 4 horas. Posteriormente, o sobrenadante foi removido, o formazan foi
ressuspendido em 100 uL de DMSO e a leitura de absorbancia no comprimento de
onda de 540 nm foi realizada em leitora automatica de microplacas (Biotek Sinergy HT).
Para os calculos da viabilidade e preparo dos graficos utilizaram-se os programas

Microsoft Excel e Prismb.
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3.3.RESULTADOS E DISCUSSAO

Os compostos 6-16 foram submetidos a ensaios bioldgicos para a avaliagao de
suas atividades citotoxicas contra a linhagem de B16F10 (melanoma metastatico
murino) e MDA-MB-231 (adenocarcinoma de mama). As atividades citotoxicas dos
compostos foram avaliadas segundo o método MTT. O método MTT € um dos
métodos mais utilizados para analisar a proliferacao e a viabilidade celular. Ele consiste
em um método colorimétrico rapido. Basicamente, a metodologia envolve a redugéo
do brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazdlio (MTT), que é soluvel em
agua, em cristais de formazan que € insoluvel. Estes cristais formados s&o de cor azul
e ao serem dissolvidos absorvem na regido do visivel, podendo desta forma ser
quantificados por espectrofotometria. A reducdo do MTT ¢é feita através de
desidrogenases celulares, que so é ativa em células metabolicamente ativas (viaveis)
portanto pode-se avaliar a capacidade redutora da célula através deste método
(MOSMANN, 1983; KUETE et al, 2017). As linhagens celulares foram tratadas com os
compostos a uma concentragdo de 100 ymol L' por 48 horas. Os resultados obtidos

séo apresentados nas Figuras 37 e 38, p. 76.
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Figura 37: Efeito dos cinamatos derivados da vanilina sobre a viabilidade celular
da linhagem B16F10 (melanoma metastatico murino).
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Figura 38: Efeito dos cinamatos derivados da vanilina sobre a viabilidade celular
da linhagem (MDA-MB231) cancer de mama.

No caso da linhagem do melanoma (B16F10) e considerando os compostos
que possuem o grupo formila (-CHO) em suas estruturas (compostos 6-11, Figura 39),
observa-se que os derivados 9, 11 e 16 (composto 16, Figura 40, p. 77) foram aqueles
que apresentaram menor eficiéncia em inibir a viabilidade celular. O derivado 9 possui
o grupo 3,4,5-trimetoxifenila como constituinte da por¢éo cinamoila, indicando que este
tipo de unidade estrutural ndo é benéfico, em termos de inibigdo de viabilidade celular
da linhagem B16F10 para derivados cinamatos da vanilina. Comparando-se os
compostos 6 e 11, ha uma indicagéo de que a dupla ligagdo da porc¢éo derivado do
acido cinamico € importante em termos e atividade bioldgica uma vez que a redugéo
da viabilidade celular do composto 11 (cerca de 10%) é inferior aquela relacionada ao

composto 6 (cerca de 40%).

CHO

(11)

Figura 39: Compostos formilados (6-11) dos cinamatos derivados da vanilina.
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Comparando-se os compostos formilados (6, 7, 8 e 10, Figura 39, p. 76) e os
compostos hidroxilados (12, 13, 14 e 15, Figura 40) e que apresentam a dupla
instauragao na porgao cinamoila, nota-se que ndo ha grandes diferengas em termos
das porcentagens de inibigao da viabilidade celular apresentadas por estes compostos.
Destacando que os derivados 13, 14 e 15, compostos hidroxilados e contendo
halogénios ligados ao anel aromatico da por¢édo cinamoila, inibiram cerca de 50% da

viabilidade celular.
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Figura 40: Compostos hidroxilados (12-16) dos cinamatos derivados da vanilina.

No que tange a linhagem celular do cancer de mama (MDA-MB231), percebe-
se que ela possui menor sensibilidade aos compostos sintetizados do que as células
B16F10. Contudo, pode-se observar que, em geral, os compostos que possuem o
grupo hidroxila e atomos de halogénio no anel aromatico da porgao cinamoila,
compostos 14 e 15, foram aqueles que apresentaram maior atividade (Figura 38, p.

76), inibindo a viabilidade celular em torno de 30%.

3.4.CONCLUSOES

A avaliacdo da atividade citotoxica dos derivados 6-16 frente as linhagens
celulares B16F10 (melanoma metastatico murino) e MDA-MB231 (cancer de mama)
mostraram que o0s compostos sdo mais ativos contra a linhagem B16F10.
Considerando esta linhagem celular, os resultados mostram que em termos de
citotoxicidade, a presenca da dupla ligacdo na porgao cinamoila € importante. Outra
caracteristica estrutural que melhora a atividade bioldgica € a presenga de atomos de

halogénios ligados ao anel aromatico da por¢do cinamoila. Dentre os compostos
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avaliados, demonstrou-se que os mais ativos, a saber, 13, 14 e 15, inibiram a

viabilidade celular em cerca de 50%.
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CAPITULO 4
AVALIACAO DA ATIVIDADE LEISHMANICIDA DOS ESTERES CINAMATOS
DERIVADOS DA VANILINA

4.1.INTRODUGAO

Segundo a OMS, leishmanioses sdo um grupo de doengas causadas por mais
de 20 espécies de parasitos protozoarios pertencentes ao género Leishmania. No
geral, os parasitos s&o transmitidos aos hospedeiros mamiferos, inclusive o homem,
pela picada de flebotomineos (também chamados de mosquisto-palha) infectados
(MARTINS & LIMA, 2013). As pessoas infectadas pelo parasito ndo necessariamente
desenvolvem algum sintoma em sua vida, podendo apenas ser o hospedeiro da
espécie. Ja o termo leishmaniose se refere ao fato do individuo ficar doente devido a
infecgao por Leishmania.

Leishmaniose é uma doenca que afeta, de modo geral, a populagdo mais
carente ao redor do mundo e estd associada a desnutricdo, ao deslocamento
populacional, as condicdes precérias de moradia, ao baixo sistema imunolégico do
hospedeiro e a falta de recursos financeiros. Anualmente, 0 nimero de novos casos de
leishmaniose ao redor do mundo é estimado entre 700.000 a 1 milh&o e que o0 numero
de 6bitos decorrentes das doencas seja de 20.000 a 30.000 (WHO a, 2018).

O modo de transmisséao de leishmaniose (Figura 41, p. 82) comeca a partir da
picada da fémea do flebotomineo no homem ou animal. A partir dai o parasito, na sua
forma promastigota, é transferido para a corrente sanguinea do mamifero, onde é
fagocitado por uma célula saudavel, passando para sua fase amastigota. Ainda dentro
da célula, o parasito se multiplica por meio da divisao binaria. Apés algum tempo, os
parasitos causam a lise da célula e comegam a se espalhar infectando outras células,
momento no qual o paciente comeca a exibir os sintomas. O ciclo entdo é completado
quando outra fémea do flebotomineo pica o mamifero contaminado. Dentro do
mosquito, os parasitos na forma amastigota sdo transformados novamente na forma
promastigota, podendo entao infectar outros hospedeiros (BLANCO & NASCIMENTO-
JUNIOR, 2017; ESCH & PETERSON, 2013).
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Figura 41: O ciclo da espécie Leishmania no cdo, no homem e nos
flebotomineos. Figura (traduzida) do trabalho de Esch & Petersen (2013).

Leishmaniose é considerada uma doenga com elevada mortalidade (BLANCO
& NASCIMENTO-JUNIOR, 2017). De modo geral, as doengas causadas pela
Leishmania se dividem em Leishmaniose Tegumentar (LT), uma doenga infecciosa,
n&o contagiosa, que afeta a pele e as mucosas, e Leishmaniose Visceral (LV), também
conhecida como calazar, que é o tipo mais grave, pois se trata de uma doenca
infecciosa generalizada, afetando 6rgaos internos como figado e bago, causando
esplenomegalia e hepatomegalia (RITA et al, 2016). Na LV, intensas hemorragias e
severas anemias provocadas pelo caso clinico podem acarretar a morte dos pacientes
(BLANCO & NASCIMENTO-JUNIOR, 2017). J& a doenca causada pela LT se
manifesta sob duas formas: leishmaniose cutanea (LC) e leishmaniose mucosa (LM),
essa ultima também conhecida como mucocutanea, que podem apresentar diferentes
manifestagdes clinicas (PORTAL MS). Na Figura 42, p.83, estdo apresentadas fotos

de pessoas com a doenga de Leishmaniose Tegumentar e Leishmaniose Visceral.
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Figura 42: A esquerda, fotos das lesdes provocadas pela Leishmaniose
Tegumentar, tipo cuténea

(Fonte: http.//leishmanioses.blogspot.com /2010/02/forma-cutanea.html).
A direita, crianca com Leishmaniose Visceral
(Fonte: http://medifoco.com.br /leishmaniose-visceral-calazar)).

De acordo com os dados da Global Health Observatory (GHO), em 2015, 56
paises endémicos de LV e 59 paises endémicos de LC tiveram seus dados a respeito
da doenga reunidos; 95% dos casos globais de LV foram relatados em sete paises:
Brasil, Etiopia, india, Quénia, Somalia, Suddo do Sul e Sud&o. Os 10 paises com o
maior numero de casos de LC reportados em 2015 foram Afeganistao, Argélia, Brasil,
Colémbia, Ird, Iraque, Peru, Republica Arabe da Siria, Tunisia e Iémen, que juntos
respondem por 87% da incidéncia mundial relatada de LC (WHO b, 2018).

Leishmaniose visceral humana (LV) esta entre as mais importantes doencas
negligenciadas no Brasil e constitui um grave problema de saude publica devido a sua
ampla distribuicdo geografica, ao elevado numero de casos e a gravidade de suas
formas clinicas (RITA et al, 2016). Na América do Sul, de acordo com os dados da
Organizagdao Pan-Americana da Saude, no ano de 2016, 96% dos casos de
leishmaniose visceral ocorreram no Brasil. Nesse mesmo ano, 17 paises endémicos
reportaram 48.915 casos de LT. Os maiores numeros de registros foram feitos no Brasil
(12.690), na Coldbmbia (10.966), Nicardgua (5.423) e no Peru (7.271) que juntos
representaram 74,3% do total de casos na América (ORGANIZACAO PAN-
AMERICANA DA SAUDE).

Para o tratamento de leishmaniose algumas terapias e medicamentos sao

utilizados. A terapéutica é fundamental para se evitar a mortalidade causada pela LV e
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reduzir a morbidade provocada pelas lesées desfigurantes nas formas mais graves de
LT. Os farmacos mais utilizados no tratamento, sendo estes os farmacos de primeira
linha, sdo compostos antimoniais pentavalentes, como o estibogluconato de sodio
(Pentostam®) e o N-metil antimoniato de meglumina (Glucantime®), cujas estruturas
estdo representadas na Figura 43 (FUMAGALLI, 2012). Porém, esses compostos
além de provocarem efeitos colaterais devido a sua alta toxicidade, eles nem sempre
sdo eficazes devido a resisténcia de parasitos a esses farmacos (MARTINS & LIMA,
2013).
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Figura 43: Compostos antimoniais pentavalentes que sao utilizados no
tratamento da leishmaniose.

Uma alternativa é utilizar a Anfotericina B (Figura 44, p. 85), um composto que
foi isolado da bactéria Streptomyces nodosus. Apesar de muito eficaz e ser uma
alternativa aos compostos antimoniais pentavalentes, a Anfotericina B também
apresenta alta toxicidade, podendo causar febre com tremores, disfungéo renal e até a
morte, sendo necessario 0 acompanhamento do paciente em um hospital durante o
seu uso (BLANCO & NASCIMENTO-JUNIOR, 2017). Sua eficacia no tratamento pode
ser acentuada na forma de composigdes lipossomais; no entanto, o custo elevado
desta formulagcao da Anfotericina B, comparado aos outros farmacos utilizados, € um
aspecto desfavoravel pois torna-se inacessivel para populagdes menos favorecidas
economicamente. Outros compostos que sao utilizados como segunda linha no
tratamento de leishmaniose sdo a pentamidina, paromomicina, miltefosina (Figura 44,
p. 85) (MARTINS & LIMA, 2013).
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Figura 44: Farmacos utilizados como segunda linha no tratamento da leishmaniose.

Estudos voltados para a pesquisa e desenvolvimento de novos farmacos
eficazes para o tratamento de leishmaniose e com menor toxicidade para o hospedeiro,
tem resultado na descoberta de um numero variado de compostos com atrativas
atividades contra os parasitos de leishmania (BLANCO & NASCIMENTO-JUNIOR,
2017). Dentre estas investigacdes, estudos relatando a atividade leishmanicida de
alguns derivados do acido cinamico ja foram realizados, como a investigagéo descrita
por Cabanillas et al (2010) a respeito dos trés ésteres (estruturas XV, XVI e XVIl da
Figura 45, p. 86) do &cido caféico que foram isolados de folhas de Piper
sanguineispicum. Estes cinamatos apresentaram atividade contra a forma amastigota
de Leishmania amazonensis com ICso de 2,0, 10 e 1,8 umol L™, respectivamente. Na
Figura 45 estdo ainda representadas as estruturas do éster alquilico do acido cafeico
(XVIII), que foi ativo contra a forma amastigota de Leishmania panamensis (RADTKE
et al, 2003) e do acido rosmarinico (XIX, Figura 45, p. 86) que exibiu atividade
leishmanicida contra a forma amastigota de Leishmania major e Leishmania donovani
(ICso de 59,2 e 74,4 umol L, respectivamente) (OTERO et al, 2014).
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Figura 45: Derivados do acido cinamico que apresentam atividade leishmanicida.

Em um estudo recentemente publicado, Otero et al (2017) sintetizaram doze
hibridos entre o acido cafeico e o triclosano, onde oito desses compostos (estruturas
estdo apresentadas na Figura 46) apresentaram atividade leishmanicida contra a
espécie L. (V) panamensis, sendo que as substancias XXl e XXIll foram as que
mostraram maior atividade contra a espécie, exibindo valores de ICso de 3,82 e 11,65
umol L, respectivamente (OTERO et al, 2017).
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Figura 46: Derivados do acido cindmico que apresentam atividade leishmanicida

contra a espécie L. (V) panamensis.

Dentre as espécies de Leishmania presentes no Brasil, as espécies Leishmania
(Viannia) braziliensis e Leishmania (Leishmania) amazonensis sao as mais comuns.
Elas sdo responsaveis por causar Leishmaniose Tegumentar, também conhecida
como Leishmaniose Tegumentar Americana americana (LTA). Além da sua ampla
distribuicao pelo territorio nacional, suas dificuldades no diagndstico e tratamento, bem
como a ocorréncia de formas clinicas graves, colocam essa doenga como uma das
endemias mais preocupantes na saude publica do pais (DORVAL et al, 2006).

Diante deste contexto e visando identificar novos compostos que possam ser

Uteis na terapéutica de leishmanionse, no presente capitulo estdo descritos os
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resultados da avaliacdo da atividade leishmanicida dos cinamatos derivados da

vanilina contra a forma promastigota de Leishmania amazonensis.

4.2. MATERIAL E METODOS
4.2.1. Parasitos

Para avaliacdo da atividade leishmanicida dos compostos 6-16 (Figura 17, p.
19), foi utilizada a espécie Leishmania amazonensis WT (P-4). Promastigotas de L.
Braziliensis foram cultivadas em meio 199, suplementado com 10% de soro fetal bovino
a 26 °C. Salienta-se que quando as células foram tratadas com solugdes dos cinamatos

derivados da vanilina, a concentra¢éo de soro foi igual a 5%.

4.2.2. Preparo das solugdoes dos compostos 6-16 para avaliagao da

atividade leishmanicida

As substancias 6-16 foram, inicialmente, dissolvidas em DMSO obtendo-se
uma solugdo de concentragdo 100 mmol L. Este procedimento n&o foi aplicado a
substancia 9 devido a menor solubilidade deste derivado em DMSO. Neste caso, o
composto 9 foi dissolvido em DMSO obtendo-se uma solugdo de concentragéo 85
mmol L. As solugdes dos compostos 6-16 foram apropriadamente diluidas de modo
que solugdes nas concentracdes de 0,1; 10; 100; 1000 umol L' dos compostos foram
obtidas.

4.2.3. Avaliagao da Atividade Leishmanicida dos compostos 6-16

contra as formas promastigota de L. amazonenesis

Promastigotas de L. amazonensis WT (P-4) foram plagueados em placas de 96
pogos (5x10° Leishmanias/mL) e tratadas com diferentes concentragbes dos
compostos 6-16 [0,1; 1; 10; 100, 1000 umol L") por 72 h. Decorrido este periodo, a
viabilidade do parasito foi avaliada fluorimetricamente (555 nm — 585 nm) por meio do
método Alamar Blue. Os experimentos foram realizados em triplicadata e o calculo do

ICso foi feito por analise de regressao logaritmica realizada no GraphPad Prism 5.0.

4.2.4. Avaliacao da atividade citotéoxica dos compostos 6-16 frente a

macroéfagos

Células de macréfagos BMDM (5x10%mL) foram plaqueadas em placas de 96

pocos e tratadas com diferentes concentragdes dos compostos 6-16 [0,1; 1; 10; 100,
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1000 pmol L por 72 h. Decorrido este periodo, a viabilidade do parasito foi avaliada
fluorimetricamente por meio do método Alamar Blue. Os experimentos foram
realizados em triplicatas e o calculo do CCso (concentragéo citotdxica 50%) foi feito por

analise de regressao logaritmica realizada no GraphPad Prism 5.0.

4.3.RESULTADOS E DISCUSSAO

As formas promastigotas de L. amazonensis (5x10° Leishmanias/mL) foram
cultivadas na presenca de concentragao variadas [0,1; 1; 10; 100; 1000 umol L-"] dos
cinamatos derivados da vanilina 6-16 por 72h e a viabilidade celular foi avaliada por
Alamar Blue. A pentamidina foi utilizada como controle positivo nos testes anti-
promastigotas por ser altamente ativa, com auséncia total de promastigotas nos pogos
de maiores concentragcdes em apenas 24 apds a incubagdo com o farmaco.

O ensaio colorimétrico avaliado por Alarme Blue, o qual representa um método
simples e quantitativo de medida para a proliferacao celular, viabilidade e citotoxicidade
consiste na utilizagao do corante indicador denominado resazurina. A resazurina € uma
sustancia azul, ndo tdéxica, soluvel em agua e que muda de cor devido a atividade
celular. As enzimas produzidas por células que crescem ativamente convertem a
resazurina a sua forma rosa fluorescente, resorufina (Figura 47). A produgéo de
resorufina & proporcional a atividade metabdlica da célula. Embora esta mudanca de
cor seja visivel, geralmente € monitorado por instrumentos que medem com precisao

mudangas na absorg&o ou fluorescéncia (ROLON et al., 20086).

' NADH/ H+ NAD" H,O

Resazurina Resorufina

Figura 47: Conversé&o da resazurina em resorufina.
Os valores de ICsoda atividade antipromastigosta para todos os compostos 6-
16 foram determinados e os resultados estao apresentados na Tabela 4, p.89.
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Tabela 4: Avaliacdo da atividade anti-promastigota dos cinamatos derivados da

vanilina

ICs0 (umol L) CCso .

Composto
L. amazonensis (umol L)

6 14,9 33,0+ 0,07 2,2
7 13,5 97,3+£0,05 7,2
8 10,8 124,3 £ 0,09 11,5
9 48,6 521,5+0,2 10,7
10 11,3 38,6+0,2 34
11 35,1 258,5+0,2 7.4
12 29,7 26,4 +0,1 0,9
13 17,2 234 +0,1 1,4
14 15,9 22,3+0,1 1,4
15 18,5 23,3+0,1 1,2
16 260,7 152,1+0,1 0,6

Pentamidina 0,2 - -

IS = indice de seletividade determinado pela expressdo CCso/ICso

A partir da analise dos resultados apresentados na Tabela 4, nota-se que todos
0s compostos avaliados apresentaram menor eficiéncia em inibir a viabilidade celular
da forma promastigota de L. amazonensis comparada ao farmaco comercial
pentamidina. Os valores de ICs0 dos compostos 6-16 podem ser agrupados do
seguinte modo: i) compostos que apresentam valores de ICso abaixo de 20 ymol L,
correspondendo aos derivados 6, 8, 14, 7, 13, 10, 15; ii) compostos que possuem
valores de ICso maiores que 20 umol L e inferiores a 50 pymol L', associado aos
compostos 9, 11 e 12; iii) compostos com valores de ICso acima de 50 umol L, neste
caso o composto 16.

Os dados da Tabela 4 revelam que o composto mais ativo, o derivado 8 (ICso
10,8 umol L), foi também aquele que apresentou maior indice de seletividade (IS =
11,5). O valor do indice de seletividade indica que o composto é 11,5 vezes mais tdxico
para o parasito do que para as células de macréfagos. De acordo com Orme &
Colaboradores (2001), um composto pode ser considerado promissor como um
candidato a farmaco se seu indice de seletividade € igual ou superior a 10. Neste
tocante, o composto 8 atende a este critério. Outra substancia que apresentou um bom
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indice de seletividade foi a substancia 9, embora sua eficacia contra os parasitos de L.
amazonenesis seja 4,5 vezes menor comparada ao composto 8. Embora frente aos
parasitos de L. amazonenesis dos compostos 8 e 10 sejam equipotentes, a toxicidade
do composto 10 contra células foi mais acentuada, resultando em um menor indice de
seletividade. Dentre os derivados contendo o grupo formila (-CHO), aqueles que
apresentaram maior eficacia contra os parasitos foram os derivados halogenados 7, 8
e 10. Este resultado aponta para o aumento da atividade biologica da atividade
leishmanicida com a introdugao de atomos de halogénios no anel aromatico da porgao
cinamoila do derivado. Comparando-se os derivados 6 e 11, percebe-se que a
presenca da ligagéo dupla na por¢do cinamoila resulta em um aumento da atividade
biolégica. Levando-se em conta os compostos 6 e 16, percebe-se que a redugéo da
dupla instauragéo e do grupo formila resultaram em um composto que pode ser

considerado inativo contra L. amazonenses.
4.4.CONCLUSOES

Os resultados da avaliacdo da atividade leishmanicida de uma série de
cinamatos derivados da vanilina mostraram que eles s&o capazes de inibir a viabilidade
celular dos parasitos de L. amazonenses com diferentes graus de eficiéncia. Em
termos de estrutura-atividade, os resultados apontam para o fato de que a introdugéo
de atomos de halogénio no anel aromatico da porgao cinamoila tornam os compostos
mais efetivos contra a forma promastigota de L. amazonensis. ldentificou-se um
derivado (substancia 8) que apresentou indice de seletividade maior que 10, um valor
importante em termos de pesquisa e desenvolvimento de novos farmacos, além de um
valor de ICso relativamente baixo. Embora estudos complementares envolvendo as
formas amastigotas necessitem ser realizados, os resultados encontrados séo
encorajadores em termos de utilizagdo de hibridos moleculares do acido cinamico e da
vanilina como um scaffold que possa ser explorado em termos de pesquisa e

desenvolvimento de novos agentes terapéuticos para o tratamento da leishmaniose.
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CONSIDERAGOES FINAIS E PERSPECTIVAS

O desenvolvimento do presente trabalho resultou na obtengéo de dezesseis
compostos, sendo que dez deles (6-9 e 12-16) ainda n&o haviam sido descritas na
literatura. As substancias foram preparadas empregando-se reagbes de Condensagao
de Knoevenagel, Esterificagéo de Steglich e processos de redugdo. De modo geral, os
compostos foram obtidos com rendimentos sinteticamente uteis. Os cinamatos
derivados da vanilina 6-16 foram submetidos a testes de avaliagéo de citotoxicidade
contra as linhagens celulares de melanoma metastatico murino (B16F10) e
adenocarcinoma de mama (MDA-MB-231). Em geral, os derivados foram mais efetivos
em inibir a viabildade celular da linhagem B16F10 e os compostos (E)-4-
fluorocinamato de 4-hidroximetil-2-metoxifenila (13), (E)4-bromocinamato de 4-
hidroximetil-2-metoxifenila (14) e (E)-4-clorocinamato de 4-hidroximetil-2-metoxifenila
(15) foram os mais ativos, inibindo a viabilidade celular em cerca de 50%. No que se
refere aos testes de avaliagcdo da atividade leishmanicida dos mesmos compostos, o
derivado (E)-4-bromocinamato de 4-formil-2-metoxifenila (8) foi o mais ativo (ICso 10,8
pmol L), apresentando o maior indice de seletividade (IS = 11,5). Desde modo,
demonstrou-se que hibridos moleculares derivados da juncdo da vanilina e do acido
cindmico (e derivados deste) podem ser uteis no que tange ao desenvolvimento de
novos quimioterapicos para o tratamento do cancer e de leishmaniose. Como
perspectivas, planeja-se o aprofundamento das investigagdes com relagcdo as
atividades citotoxica e leishmanicida. Com respeito a atividade citotoxica, buscar-se-a
a investigacdo do efeito dos compostos mais ativos nos processos de migragao,
proliferacao e invasao celular. Estes processos sao muito importantes com relagéo ao
processo de metastese em cancer. Nosso grupo de pesquisa vem colaborando
proficuamente com os grupos de pesquisa dos professores Gustavo Costa Bressan
(Departamento de Bioquimica e Biologia Molecular, UFV) e Mariana Machado Neves
(Departamento de Biologia Geral, UFV) e estudos relacionados a avaliagdo dos
processos supracitados em modelo de melanoma murino tém sido desenvolvidos.
Assim, uma vez que derivados cinamatos foram ativos contra células de melanoma
murino, tem-se a possibilidade de dar continuidade ao estudo sobre os efeitos dos
cinamatos derivados da vanilina em modelo de melanoma. Além disso, ensaios de
avaliacdo da atividade leishmanicida dos compostos contra a forma amastigota de

Leishmania amazonensis também serdo realizados. Dependendo dos resultados
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obtidos, tem-se também a possibilidade de que estudos in vivo sejam conduzidos para
ambas as atividades investigadas. Planeja-se ainda a avaliagdo das atividades
fungicida e antiviral (contra os virus DENK, ZIKA e West Nile) dos cinamatos
sintetizados. Por fim, deve ser destacado que modificagbes moleculares podem ser
planejadas de modo a produzir derivados mais ativos e este € um caminho que,

certamente, sera explorado no futuro.
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Figura 83: Espectro de RMN de 3C (75 MHz, CDCI3) do composto 16.
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