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RESUMO

HOELZ, Lucas Villas Bbas. Planejamento e Sintese de Ariloxipropanolaminas
com Potencial Atividade Dual: Antioxidante e Anti-hipertensiva. Rio de Janeiro,
2007. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias em Quimica Organica), Instituto de
Quimica, Universidade Federal do Rio de Janeiro, 2007.

As doencas cardiovasculares sao as maiores responsaveis pelas causas de
morte no Brasil e no mundo. Dentre as patologias que acometem o sistema
cardiovascular, a hipertensdo é a mais comum. Além do mais, esta doenca contribui
diretamente no processo de aterosclerose, uma outra patologia responsavel por
grande numero de Obitos. Em meio aos agentes aplicados na terapia das doencgas
cardiovasculares, a classe dos pB-bloqueadores tem sido usada com grande sucesso.
Além disso, o0s agentes antioxidantes evitam o processo de aterogénese,
contribuindo para a manutencdo da integridade vascular humana e,
consequentemente, da pressao arterial adequada.

O objetivo deste trabalho é o planejamento e a sintese de
ariloxipropanolaminas com potencial atividade dual, antioxidante e anti-hipertensiva,
assim como a construcao de um modelo de correlacado quantitativa entre estrutura e
atividade (QSAR) antioxidante, que seja capaz de prever a atividade antioxidante
destes compostos.

Para o estudo de QSAR, selecionamos 15 derivados fendlicos, os quais
tiveram suas atividades antioxidantes avaliadas em um sistema de micelas de acido
linolénico. Empregando-se o processo de busca sistematica, foram realizadas as
andlises de regressao usando como variavel dependente a atividade antioxidante
dos fendis, em funcdo de todas as possiveis combinacbes de até trés variaveis
independentes, i.e., os parametros tedricos: entalpia de dissociacdo homolitica da
ligacdo O-H (EDL-OH), potencial de ligagcao (Pl), afinidade eletrbnica (AE),
densidade de spin (DS), lipofilicidade (LogP) e lipofilicidade relativa (LogD). Assim,
foram geradas 40 equacgdes e o melhor modelo de QSAR da atividade antioxidante
foi a equacao 21, plCso = 6,68 - 0,023(EDL-OH) - 0,0036(PI), na qual os dois termos
presentes, EDL-OH e PI, foram capazes de explicar 88,5% da variabilidade da
atividade antioxidante descrita. Empregando esta equacédo 21, calculamos os
valores de plCs (4,16 M e 4,17 M) para duas ariloxipropanolaminas planejadas em
nosso trabalho.

A rota sintética para as ariloxipropanolaminas planejadas utiliza substratos de
baixo custo, como: vanilina (47), 4-hidréxi-benzaldeido (49) e nipagin (52). Nesta
rota o grupamento fendlico da vanilina (47) foi protegido com um grupo benzila,
formando a vanilina benzilada (56), que, por sua vez, foi convertida a sua respectiva
amina (58), com uma cadeia alquilica espacadora (um grupo metileno), entre o anel
fendlico e o grupo amino. Da mesma forma que 58, a sintese da amina 63, que
possui uma cadeia espacadora de dois grupos metilenos, utiliza o intermediario 56
como substrato. Os epoxidos 53, 54 e 55 foram preparados a partir da reacdo da
vanilonitrila (50) e 4-ciano-fenol (51), assim como 52, com epicloridrina,
respectivamente. A reacdo dos epoxidos 53, 54 e 55 com as aminas 58 e 63,
proporcionaram a formagao de seis ariloxipropanolaminas inéditas. No entanto, as
metodologias aplicadas na etapa de desbenzilagdo se mostraram ineficazes, nao
promovendo a formacdo das ariloxipropanolaminas com o grupamento fendlico
desprotegido.
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ABSTRACT

HOELZ, Lucas Villas Bbas. Planejamento e Sintese de Ariloxipropanolaminas
com Potencial Atividade Dual: Antioxidante e Anti-hipertensiva. Rio de Janeiro,
2007. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias em Quimica Organica), Instituto de
Quimica, Universidade Federal do Rio de Janeiro, 2007.

Cardiovascular diseases are the major cause of death in the world and in
Brazil. Within the cardiovascular diseases, hypertension is the most important.
Furthermore, this iliness is one of the major risk factors for atherosclerosis, another
pathology that contributes for a large number of deaths. Within the therapeutics
agents, the B-blockers class has been used with great success for the treatment of
hypertension. Besides that, antioxidant agents can inhibit oxidative modification of
low-density lipoproteins. This chemo-protective action against the atherosclerotic
process contributes for maintenance of integrity of human vascular wall and, in
consequence, adequate arterial pressure.

The aim of this work is the design and the synthesis of aryloxypropanolamines
with putative dual activity, antioxidant and antihypertensive, and also constructs a
quantitative structure activity antioxidant relationships (QSAR) model, which could be
able to predict the antioxidante activity of the synthesized compounds.

In the QSAR investigations, we selected 15 phenolic derivates, which were
evaluated against the lenolenic acid oxidation process. Employing a systematic
search, a regression analyses was performed. The experimental antioxidant activity
is the dependent variable which was evaluated with all possible combinations until
three independent variables, i.e., the theoretical parameters: bond dissociation
enthalpy (BDE), ionization potential (IP), electronic affinity (EA), spin density (SD),
lipophilicity (LogP) and relative lipophilicity (LogD). It was generated 40 equations
and the best QSAR model corresponds to Equation 21, plCsy = 6.68 — 0.023(EDL-
OH) — 0.0036(PI), containing two terms, BDE and IP, that are able to explain 88.5%
of the variability of the antioxidant activity. Employing this Equation 21, we have
calculated the plCsy values (4.16 M and 4.17 M) for two aryloxypropanolamines
designed in our work:

The synthetic route of the designed aryloxypropanolamines uses substrates of
low cost, such as vanillin (47), 4-hydroxybenzaldehyde (49) and nipagyn (52). In this
route, the phenolic moiety of vanillin was protected with a benzyl group, forming
benzyl vanillin (56) that was converted into the correspondent amine (58), with alkyl
spacer (one methylene group) between the phenol moiety and the amino group. In
the same manner, the preparation of amine 63, that has a spacer of two methylenes
group, uses 56 as substrate. The epoxides 53, 54 and 55 were made from reaction of
vanillonitrile (50), 4-cyanophenol (51) and 52 with epichloridrin, respectively. The
reaction of 53, 54 and 55 with the amines 58 and 63, provides six unpublished
aryloxypropanolamines. However, the procedures used in debezylation step were
ineffective and did not provide aryloxypropanolamines with the phenolic group
unprotected.
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1 INTRODUCAO

1.1 Panorama das Doencas Cardiovasculares

As doencas cardiovasculares (DCVs) sao a principal causa de morte no
mundo (LESSA, 2004). Desde o inicio da década de 90, a pandemia das doencas
cardiovasculares vem preocupando varias organizagdes internacionais,
principalmente paises em desenvolvimento (LESSA, 2004).

No Brasil, o panorama n&o é diferente. Prova disto é o elevado numero de
Obitos na populacdo brasileira decorrente de DCVs, como ilustra o Grafico 1
(MINISTERIO DA SAUDE - BRASIL, 2002), que h& quatro décadas estdo como

primeira causa de morte (LESSA, 2004).

Morte por Doencas Cardiovasculares / Outras Causas de Morte

Brasil, 2002

Ministério da Saude - Brasil
B 68%

B 32%

@ Outras Causas de Morte

I Morte por DCVs

Grafico 1. Comparacdo entre os indices de morte relacionados as doengas
cardiovasculares e as outras causas de morte na populacao brasileira, em 2002.
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Dentre as doencas que acometem o sistema cardiovascular, a hipertensao é
a mais comum. Por ser uma patologia com varios fatores de risco, incluindo
consumo crdnico de alcool (MOREIRA, 2005), diabetes, tabagismo, hiperlipidemia,
estresse, idade, fatores genéticos, obesidade, sedentarismo e dieta rica em gordura
saturada (LI e CHEN, 2005), a hipertensao € classificada como multifatorial. Além
disso, a hipertensdo persistente danifica os vasos sanguineos renais, cardiacos e
cerebrais, resultando em um aumento na incidéncia de insuficiéncia renal,
coronariopatias (principalmente aterosclerose), insuficiéncia cardiaca e acidente
vascular cerebral (COHUET e STRUIJKER-BOUDIER, 2006), que também

contribuem para o elevado numero de 6bitos.

1.2 Controle da Pressao Arterial pelo Sistema Nervoso Auténomo

O equilibrio da pressao arterial € imprescindivel a sobrevivéncia do ser
humano. A pressao arterial (PA) é resultante da ejecdo de sangue do ventriculo
esquerdo para a artéria aorta (débito cardiaco, DC) e da resisténcia imposta pelas
paredes dos vasos sanguineos (resisténcia vascular periférica, RVP) (Figura 1). E
esse processo que permite a perfusdo pelos tecidos, ou seja, a passagem de
sangue através dos érgaos, que tem como finalidade a nutricdo e oxigenagao das
células. Pela ejecado ventricular esquerda e freqiéncia cardiaca (medida em
batimentos por minuto, bpm), o sangue € langado do ventriculo esquerdo para a
aorta (pressao sistélica) e a parede da artéria oferece uma resisténcia que regula o

fluxo e determina a pressao diastolica (KATZUNG, 2003; IRIGOYEN, KRIEGER e

CONSOLIM-COLOMBO, 2005; GOODMAN e GILMAN; 2005).
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Pressao Arterial
(mmHg)

Débito Cardiaco Resisténcia Vascular
(litros/min) Periférica

Frequéncia Cardiaca Ejecao Ventricular
(bpm) Esquerda

Figura 1. Fatores que contribuem para o controle da presséo arterial.

Fisiologicamente, a PA é mantida pela regulacdo continua do DC e da RVP,
exercida em trés locais anatémicos: arteriolas (vasos de resisténcia), vénulas pos-
capilares (vasos de capacitancia) e coragdo. Um quarto local anatémico, o rim,
contribui para a manutencao da PA, ao regular o volume de liquido intravascular. Os
barorreflexos, mediados por nervos autbnomos, atuam em combinacdo com
mecanismos humorais, incluindo o sistema renina-angiotensina-aldosterona,
coordenando a funcdo destes quatro locais de controle e mantendo a pressao
arterial normal (KATZUNG, 2003; IRIGOYEN, KRIEGER e CONSOLIM-COLOMBO,
2005; GOODMAN e GILMAN, 2005).

O sistema autbnomo (parte do sistema nervoso que regula
independentemente muitas fungées do organismo), principal responsavel pelo
controle rapido da PA, € subdividido em sistema autbnomo simpatico e sistema
autbnomo parassimpatico. No coragdo, a estimulacdo dos nervos parassimpaticos
leva a uma reducéo da frequiéncia cardiaca, enquanto que a estimulacao dos nervos
simpaticos aumenta a freqiéncia cardiaca e a forga de contragdo. A resposta do

coragao a uma determinada situagao é governada por um balango fino entre estes
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dois sistemas. O impulso nervoso, decorrente dos nervos simpatico e
parassimpatico, é transmitido pela liberacdo dos neurotransmissores acetilcolina (1)
e norepinefrina (noradrenalina, 2), que se ligam aos seus respectivos receptores,
promovendo uma transducdo de sinal e, consequentemente, uma resposta
fisioldgica. Adicionalmente, em resposta ao estresse, a glandula supra-renal
(glandula adrenal) secreta na corrente sanguinea um horménio, a epinefrina
(adrenalina, 3), que é responsavel pela resposta de “fuga ou luta”, onde o organismo
se prepara para fugir ou se proteger quando ameacado (MAIN e TUCKER, 1993;
KATZUNG, 2003; CONSOLIM-COLOMBO, IRIGOYEN e KRIEGER, 2005;
GOODMAN e GILMAN, 2005).

OH OH
NH, NH_
~F 0]
SN \ﬂ// HO HO
|
HO HO

0

(1) Acetilcolina (2) Norepinefrina (3) Epinefrina

As catecolaminas (norepinefrina e epinefrina) regulam varios processos
fisiolégicos, como, por exemplo, 0 aumento do débito cardiaco, pela ativacao de
receptores adrenérgicos localizados na superficie da célula efetora (Figura 2) (THE
LUNDBECK INSTITUTE, 2006). Estes adrenoceptores tém uma participacao vital no
aparelho cardiovascular, via sistema nervoso autonémico (KATZUNG, 2003;

GOODMAN e GILMAN, 2005).
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Figura 2. Liberacdo de noradrenalina na juncéao neurénio-coracao (THE LUNDBECK
INSTITUTE, 2006).

1.3 3-Adrenoceptores

Ahlquist, em 1948, introduziu a primeira classificagdo dos receptores
adrenérgicos em oa-adrenérgico (a-AR) e B-adrenérgico (B-AR) (MAIN e TUCKER,
1993). Atualmente sabe-se que ambos os tipos de adrenoceptores apresentam
subtipos. No caso do receptor B, Lands e colaboradores (NAGATOMO e KOIKE,
2000) observaram a existéncia de duas populagbes diferentes: B1, presente no
tecido cardiaco, e ., presente na musculatura lisa brénquica e nos vasos
sanguineos (MAIN e TUCKER, 1993). No inicio da década de 80, Nahorski e
colaboradores (MAIN e TUCKER, 1993) demonstraram que os tecidos nao contém
apenas um subtipo de receptor, e sim uma predominancia de um deles. No tecido
cardiaco, por exemplo, ha o predominio do adrenoceptor 1 (MAIN e TUCKER,

1993).



46

No final da década de 80 foi isolado e caracterizado o gene humano
responsavel por codificar um novo subtipo de adrenoceptor B, conhecido como B3
(NETO, RASCADO e BENDHACK, 2006). A principio, acreditava-se que o subtipo P
estava distribuido apenas nos adipécitos (NETO, RASCADO e BENDHACK, 2006),
no entanto, apds alguns estudos, se evidenciou a presenca deste mesmo subtipo no
trato digestivo, musculatura lisa bronquica, coracdao (NETO, RASCADO e
BENDHACK, 2006) e na bexiga urinaria (TANAKA et al.,, 2001). Além destes trés
subtipos (B1, P2 e Bs3), foi identificado o subtipo B4, que é um estado conformacional

de baixa afinidade do By-adrenoceptor para agonistas e antagonistas convencionais
(NETO, RASCADO e BENDHACK 2006).

A existéncia de varios subtipos de -adrenoceptores sugere uma seletividade
na acao de agentes terapéuticos, visto os diversificados efeitos da epinefrina e
norepinefrina nos tecidos.

Os receptores B adrenérgicos pertencem a superfamilia de receptores
acoplados a proteina G (proteinas regulatérias ligantes de guanosina),
caracterizados por apresentar sete dominios transmembranicos, constituidos por
cerca de 22 a 25 residuos de aminoacidos particularmente hidrofébicos
(STROSBERG e NAHMIAS, 2007). O modelo apresentado por Dixon e
colaboradores (DIXON et al., 1991 apud MAIN e TUCKER, 1993), assume que cada
um dos sete dominios hidrofébicos atravessa a membrana celular e que o grupo N-
terminal do receptor estd exposto na regidao extracelular, enquanto o grupo C-
terminal esta exposto na regido intracelular (Figura 3) (THE LUNDBECK

INSTITUTE, 2006).
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Figura 3. Estrutura do Bs-adrenoceptor, demonstrando o residuo de aspartato 113
localizado no terceiro dominio (THE LUNDBECK INSTITUTE, 2006).

A proteina G faz parte de uma familia de proteinas homologas e triméricas,
constituida por trés subunidades designadas a (alfa), p (beta) e y (gama). As
diferencas encontradas na subunidade o permitem a classificacdo em diferentes
tipos de proteina G (NETO, RASCADO e BENDHACK, 2006). ApGs a ativagdo do
receptor por agonistas, ocorre a troca de GDP (guanosina difosfato) por GTP
(guanosina trifosfato) na subunidade G,. O complexo G,-GTP dissocia-se das
subunidades Gg-y, modulando de forma positiva ou negativa varias proteinas que
podem modificar a concentracao citoplasmatica de AMPc (adenosina monofosfato -
3'-5-ciclico) (XIAO et al., 2006). O AMPc, chamado de segundo mensageiro, inicia,
entao, uma cascata bioquimica que leva a uma resposta biologica.

A estrutura primaria dos B adrenoceptores varia de acordo com subtipo. O By,
por exemplo, é composto por 477 residuos de aminoacidos, enquanto o 3, apresenta

apenas 413 residuos. Os dois subtipos apresentam homologia global de 48,9%
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(NAGATOMO e KOIKE, 2000). No entanto, os niveis de homologia na regido da

membrana sdo maiores (MAIN e TUCKER, 1993).

1.4 Sinalizacao Celular Via Ativacao dos B-Adrenoceptores Cardiacos

No tecido cardiaco estdo presentes, principalmente, os subtipos de
adrenoceptores B1 e B2 (XIAO et al, 2006). Estes dois subtipos apresentam
diferentes funcgdes fisioldgicas e vias de sinalizacado. A ativacao do subtipo B¢ produz
AMPc (segundo mensageiro), que €& amplamente difundido nos cardiomiécitos,
gerando uma resposta contratil (efeito inotrépico positivo) efetiva. No B,, essa
mesma producao de AMPc € espacialmente e funcionalmente compartimentalizada,
provocando um pequeno efeito inotropico positivo (XIAO et al., 2006). Os diferentes
papéis funcionais entre 1 e B2 sdo atribuidos, em parte, a uma diferente distribuicdo
espacial destes dois subtipos na superficie celular do tecido cardiaco.
Adicionalmente, a ativagdo crbénica do receptor Bi provoca um aumento na
concentragdo de Ca®' intracelular e na contratilidade através da CaM-Il (proteina
cinase Il dependente de Ca?‘/Calmodulina), independente do mecanismo classico
AMPc-PKA (proteina cinase A) que, por sua vez, inicializa um processo de apoptose
(morte celular programada) do cardiomiocito (XIAO et al., 2006).

Diferentemente do B4, a estimulacdo do adrenoceptor B, pode ativar tanto a
proteina G; quanto Gs (XIAO et al.,1995 apud XIAO et al., 2006). Sob estimulagcao
continua, a preferéncia de acoplamento do receptor B, muda de proteina Gs para Gi.
Assim, a sinalizacao por meio do adrenoceptor-f.-G; dependente de PKA (proteina
cinase A), ativa a fofatidilinositol 3-cinase (PI3K), que inibe a fosforilacdo

dependente de PKA-AMPc (PKA ativada), promovendo um efeito inotropico negativo
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(XIAO et al., 2006). Uma vez ativada, a proteina G; também aciona uma via de
inibicdo do processo de apoptose (gerado pela ativacao crénica do 1) que envolve,
sequencialmente, a Gg, (subunidade B-y da proteina Gi), PI3K e Akt (proteina cinase
B) (XIAO et al, 2006; e MORISCO et al., 2000). Adicionalmente, a fosfolipase A
(PLA,) e a fosfodiesterase 4D (PDE4D) impedem a agdo do Ca** (mediado pela
proteina Gs) e a resposta contratil no musculo cardiaco, contribuindo, desta forma,
com o mecanismo de cardioprotecdo estabelecido primeiramente pela estimulacédo
crdnica dos adrenoceptores B, (Figura 4) (XIAO et al., 2006).

Os efeitos opostos, descritos anteriormente, entre By e P> na estrutura
cardiaca provéem uma combinacao razoavel entre a ativacéo de . e o bloqueio de

1 como uma terapia eficaz para doengas cardiovasculares, como a hipertensao.

Fr-Adrenccapor fry-Adrencceptor m

'\'\.\_
'\\
Gy PDE4 -
H\-\EH
"
PI3K v %
CaMKIl
Akt I
Apoptose

LCa

Figura 4. Vias de sinalizacdo dos receptores adrenérgicos 31 e - do tecido cardiaco
(XIAO et al., 2006).
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1.5 Aterogénese: O Papel dos Radicais Livres na Disfuncdo do Endotélio

Vascular

A aterosclerose pode ser definida como uma disfuncao da parede dos vasos
sanguineos em funcao do surgimento de uma placa obstrutiva, que € constituida por
um deposito de lipideos, células do sistema imune e células musculares de
proliferacdo induzida. Além do mais, este processo aterosclerético pode
desencadear, em uma etapa mais avancada, a calcificacdo do trombo formado

(Figura 5) (FUNDACION FAVALORO, 20086).

(A) (B)

Figura 5. Cortes transversais de artéria coronaria humana: A) Artéria coronaria
saudavel e B) Artéria coronaria obstruida pela placa de ateroma com um processo
de calcificagdo (FUNDACION FAVALORO, 2006).

A hipertensdo é um dos principais fatores que contribuem para o surgimento
da placa de ateroma (LI e CHEN, 2005, FERRONI et al., 2006) que, por sua vez,
pode provocar uma oclusao do vaso (formacao de um trombo), interrompendo assim

a oxigenagao do tecido, com subsequiente necrose. Quando este processo ocorre

nos vasos coronarianos (Figura 6) (FUNDACION FAVALORO, 2006), tem-se o
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infarto de miocardio, patologia severa de tratamento emergencial e que implica em

morte do paciente em grande numero de casos.

Obstrucao da Artéria
Coronaria

Necrose

Figura 6. Necrose do tecido cardiaco provocada pela obstrugao da artéria coronaria
(FUNDACION FAVALORO, 2006).

O surgimento da placa aterosclerética estd associado a oxidacdo da
lipoproteina de baixa densidade (LDL) por espécies reativas de oxigénio (ROS) e de
nitrogénio (RNS) (FERRONI et al., 2006), geradas em processos enddgenos ou por
fontes exdgenas. A producdo endogena de ROS e RNS estd relacionada aos
processos bioldgicos que normalmente ocorrem no organismo, tais como: reducao
de flavinas e tidis; resultado da atividade de oxidases, ciclooxigenases,
lipoxigenases, desidrogenases e peroxidases; presenca de metais de transicdo no
interior da célula e de sistemas de transporte de elétrons. Além do mais, mediadores
de inflamacao (como Proteina C reativa e TNFa), angiotensina |l, catecolaminas,
bem como as formas de LDL modificada, podem aumentar a producdo destas
espécies reativas. Esta producdo de radicais livres envolve varias organelas

celulares, como mitocéndrias, lisossomos, peroxissomos, nucleo, reticulo



52

endoplasmatico e membranas (GALLE et al., 2006, FERRONI et al., 2006). As
fontes exdgenas geradoras de radicais livres incluem tabaco, poluentes

atmosféricos, solventes organicos, anestésicos, pesticidas e radiagdes.

A modificacdo oxidativa da LDL acontece em dois estagios. O primeiro, antes
da ativacdo dos mondcitos, resulta na oxidacao dos lipideos, havendo uma pequena
alteracdo no conteudo protéico (LDL minimamente oxidada, MM-LDL-OX). O
segundo comeca quando os mondcitos sao ativados e diferenciados em
macréfagos, que, por sua vez, contribuem com sua grande capacidade oxidativa.
Nesse estagio, tanto o conteudo lipidico quanto o protéico sdo oxidados. Assim, as
LDL altamente oxidadas (LDL-OX) sdo apenas reconhecidas pelos receptores de
LDL-OX (receptores removedores) presentes na superficie de macréfagos, que,
diferentemente dos receptores classicos de LDL, ndo séo regulados pelo conteudo
celular de colesterol. Em consequéncia, ocorre um acumulo macico de colesterol,
formando as células espumosas, que sdo a marca caracteristica das placas de
ateroma (KEANEY, 2000).

Esse processo oxidativo da LDL, além de induzir uma captacdo aumentada
pelos macréfagos, produz um efeito acentuado na lesdo e na ativacao de células
endoteliais (BARTLOUNI, 1997). A MM-LDL-OX, por sua vez, leva a producgéo, por
células endoteliais, de ativadores potentes de mondcitos, como a proteina
quimiotatica para mondcitos (MCP-1) e o fator estimulador de colénias de mondcitos
(M-CSF), os quais estimulam o crescimento e a diferenciagdo dos mondcitos em
macrofagos (BARTLOUNI, 1997). Portanto, LDL-OX, além de transformar
macréfagos em células espumosas, aumentam a adesao, a ativagdo e migracao de

mondcitos.
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A LDL-OX também estimula os mondcitos a secretarem interleucina-1 (IL-1),
um fator de crescimento para células da musculatura lisa. Uma das caracteristicas
peculiares da LDL-OX é o aumento acentuado de seu conteudo de
lisofosfatidilcolina. Essa substancia é quimiotatica para mondcitos e linfécitos T, inibe
o relaxamento dependente do endotélio e induz a expressdo de moléculas de
adesao vascular (VCAM-1) e intracelular (ICAM-1) nas células endoteliais (FERRONI
et al, 2006).

Em estagio altamente oxidado, a LDL pode, também, inibir a migracdo de
células endoteliais e comprometer a reparacdo de placas ulceradas em lesdes
ateroscleroticas avangadas (BATLOUNI, 1997). Alguns estudos demonstraram ainda
que a LDL-OX é toxica para macréfagos e, como consequiéncia, pode contribuir para
a amplificagdo do processo inflamatério e formagé&o do nucleo necroético encontrado
nas lesdes avancadas (BARTLOUNI, 1997).

Adicionalmente, as ROS/RNS ativam o fator nuclear kB (um fator pré-
inflamatério que é requerido para expressao de citocinas, NF-kB) que, por sua vez,
também aumenta a producao de varias moléculas de adesédo que estdo envolvidas
no recrutamento de mondcitos, contribuindo ainda mais para 0 processo
inflamatério. Assim, agentes com atividade antioxidante podem impedir ou diminuir a
formacdo da placa aterosclerética por remocdo destas espécies reativas,
consistindo, desta forma, numa abordagem terapéutica eficaz para a prevencao da
aterosclerose e da hipertensao a ela associada (KALIORA et al., 2006).

Um outro processo patolégico onde ocorre um envolvimento significativo de
ROS é na lesao cardiaca promovida pela reperfusdo sangulinea (retorno do fluxo
sangiineo) apods o infarto do miocardio. Se durante o infarto ocorre uma isquemia,

com conseqUente interrup¢ao do fluxo sanglineo e do aporte de oxigénio molecular,
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levando a necrose do tecido cardiaco, apdés o retorno do fluxo sangiineo
(reperfusdo) ha uma producdo macica de ROS, principalmente dos radicais
superoxido (O2™) e hidroxila (HO) (FERREIRA e MATSUBARA, 1997), levando ao
dano e, consequentemente, morte celular, que se soma aos danos causados pela
isquemia; resultando em uma lesdo severa do miocardio, que é, em muitos casos,

fatal.

1.6 Caracteristicas Estruturais dos B-Bloqueadores e Agentes Antioxidantes no

Combate a Hipertensao e a Aterosclerose

1.6.1.1 Agentes 3-Bloqueadores

O potencial uso clinico dos B-bloqueadores foi proposto primeiramente por
Black, quando formulou a teoria de um possivel tratamento para doencas
cardiovasculares (BLACK e STEPHENSON, 1962 apud MAIN e TUCKER, 1993).
Black sabia que a estimulacao do sistema nervoso simpatico, uma das respostas ao
estresse fisioldgico, causava (via adrenoceptor ) um aumento da for¢a de contracao
e da freqiiéncia cardiaca. Assim, o consumo de energia em demasia provoca um
aumento na demanda de oxigénio do musculo cardiaco. Se nao houver um
suprimento de sangue adequado durante esse processo, como, por exemplo, em um
individuo com doenga arterial coronariana, entdo esta deficiéncia de oxigénio
resultante se manifesta sob a forma de dor (angina de peito). A partir da tentativa
mal sucedida de aumentar o suprimento de oxigénio com o uso de agentes

vasodilatadores, Black prop6s a reducao da demanda de oxigénio do tecido cardiaco
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por agentes que bloqueassem a estimulagdo do nervo simpatico, como um meio de
tratamento efetivo para este disturbio.

O pronetalol (4), uma molécula da classe das ariletanolaminas, se tornou o
primeiro B-bloqueador de uso clinico. A sua utilizagdo nao se restringia somente a
angina de peito, mas também a arritmia cardiaca e, principalmente, a hipertensao.
No entanto, o pronetalol apresenta algumas desvantagens como a atividade
simpatomimética intrinseca (atividade estimuladora dos receptores adrenérgicos,
ISA) e acao carcinogénica (tumores de timo). Este empecilho levou varias industrias
farmacéuticas a investigar sistematicamente sua estrutura, de forma a otimizar a
atividade B-bloqueadora, excluindo estes efeitos indesejaveis (MAIN e TUCKER,
1993).

Em 1968, Crowther e Smith sintetizaram o propranolol (5), uma
ariloxipropanolamina, que apresenta uma maior poténcia, e sem provocar os efeitos

adversos do pronetalol (CROWTHER e SMITH, 1968).

OH o> NHJ\
QO T 00"
(4) Pronetalol (5) Propranolol

OH OH

NHR;, O\)\/NHR1
R> R2@

(6) Ariletanolamina (7) Ariloxipropanolamina
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Além do mais, como evidenciado por Crowther e Smith, a classe das
ariloxipropanolaminas confere uma maior poténcia no bloqueio dos receptores J3,
enquanto, as ariletanolaminas sdo geralmente associadas a varios graus de ISA,

com a excegao do sotalol (8).

OH
NH
O\\ //o \(
/S\N
H
(8) Sotalol

Considerando a estrutura quimica dos antagonistas dos B-adrenoceptores,
podemos identificar dois grupamentos que sao essenciais para a atividade B-
bloqueadora: a cadeia B-etanolamina e o anel aromatico.

Modificagbes  estruturais nas  séries das  ariletanolaminas e
ariloxipropanolaminas mostraram que substituintes volumosos, tais como isopropil e
t-butil, ligados diretamente no atomo de nitrogénio da cadeia lateral, conferem uma
6tima atividade antagonista dos B adrenoceptores. No entanto, a inser¢éo de grupos
funcionais entre a amina e o grupo carbinol; a remogéao ou alquilacao dos grupos
hidroxila e amina, levam a uma substancial ou total perda da atividade -
bloqueadora. Com a excecao do grupo —OCH.—, inserido entre o anel aromatico e a
cadeia lateral, todos os outros grupos testados (-CH=CH-, -SCH>— —-CH>,CH.— e
—NHCH2>-) originaram moléculas com pouca ou nenhuma atividade. Adicionalmente,

as substituicbes com o grupo metila nos atomos de carbono da cadeia
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propanolamina resultaram, também, em uma redugdo da atividade antagonista
(MAIN e TUCKER, 1993).

Além disso, a atividade [-bloqueadora reside, em geral ou
predominantemente, em apenas um dos enantidmeros desta classe de farmacos. No
caso das ariletanolaminas, o enantibmero ativo (eutdmero) possui configuracao
absoluta R, diferentemente das ariloxipropanolaminas cujo enantibmero ativo é o S
(veja os compostos 6 e 7) . Apesar disso, muitos B-bloqueadores sdo vendidos na
forma de racemato.

Com poucas exceches, a maioria destes antagonistas apresenta em sua
estrutura um anel aromatico, o qual ndo necessariamente precisa ser benzendide,
como € o caso do timolol (9) e pindolol (10). A natureza e a posi¢cao dos substituintes
no anel aromatico também tém um efeito crucial na poténcia e no perfil
farmacolégico da molécula. Estudos de relacao estrutura-atividade indicam que para
a série dos isdbmeros de posicdo em compostos benzendides, a ordem de poténcia
relacionada com a atividade antagonista é orto > meta > para substituidos. Em
adicao, a posicao orto consegue acomodar grupamentos volumosos sem que haja
perda da atividade B-bloqueadora, enquanto que a posi¢ao para € bastante sensivel
ao tamanho do grupo. Além do mais, a poli-substituicdo do anel aromatico produz
compostos com poténcias variadas, com excecado dos compostos orto-disubstituidos
(i.e., substituidos nas posicoes 2 e 6) que apresentam uma perda total de atividade
(MAIN e TUCKER, 1993).

Com relagdo ao substituinte em orto, foi verificado também que o tamanho do
grupo inserido nesta posicao influencia os niveis de atividade simpatomimética
intrinseca (ISA); ou seja, moléculas com substituintes volumosos e orto apresentam

uma menor ISA (MAIN e TUCKER, 1993).
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S ~
)w/o\)\/NHK

N\ /
S—N

(9) Timolol (10) Pindolol

Com a descoberta do practolol (11), houve uma grande procura por
ariloxipropanolaminas substituidas com grupos amidas. Esta subclasse de
ariloxipropanolaminas apresenta as mesmas relagdes estrutura-atividade descritas
anteriormente, exceto que o substituinte amida em posicao para origina moléculas
com maior poténcia do que seus isébmeros substituidos na posicao orto. Além disso,
apesar de todos estes compostos apresentarem ISA, assim como o practolol,

apenas o0s isdmeros para substituidos sao cardiosseletivos.

OH
o O\)\/NH
JU O
(11) Practolol

Em analogia a estrutura do practolol, Barret e colaboradores (BARRET et al.,
1973 apud MAIN e TUCKER, 1993) sintetizaram o atenolol (12), no qual o grupo

acetoanilida é substituido pelo grupo benzilacetamida. O atenolol (12) apresenta
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poténcia equivalente ao propranolol, cardiosseletividade, mas sem atividade
simpatomimética intrinseca. Subsequtientemente, foi descoberto que os analogos p-
CHoNHCOR e p-CHo,NHCONHR também apresentam cardiosseletividade sem ISA.
Independentemente, Carlsson e colaboradores (CARLSSON et al., 1973 apud MAIN
e TUCKER, 1993), prepararam o metoprolol (13), contendo o grupo p-CH>CH>OCH3;
em substituicdo ao grupo amida, que apresenta o mesmo perfil farmacolégico do

atenolol (12).

HZN)?\/@O\A/NH\( \OA/@O\)\/NH\(

(12) Atenolol (13) Metoprolol

Hoefle e colaboradores (HOEFLE et al.,1975) relataram que compostos
contendo o0 grupo 3,4-dimetédxi-fenil-etilamino, como 14, também séo
cardiosseletivos. Além disso, Augstein e colaboradores (AUGSTEIN et al.,1973)
reportaram que o tolamolol (15), que contém o grupo amida na porcao fendxi-
etilamino, também apresenta cardiosseletividade. Mais tarde, Smith e Tucker
(SMITH e TUCKER, 1977 apud MAIN e TUCKER, 1993) relataram que compostos
contendo substituintes fenoxilamina e tiofenoxilamina (substituinte destacado em
vermelho, 16) também demonstram cardiosseletividade (TUCKER e COOPE, 1978

apud MAIN e TUCKER, 1993).
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OH 0o

OCHj,3 O\/k/N H\/\o
bo\/ OCHg

(14) (15) Tolamolol

Em 1982, Smith e Large, seguindo o trabalho em conjunto com Tucker,
fizeram uma série de substituicbes, com grupamentos amida, sulfonamida e
carbamida, entre a cadeia alquilamina e o substituinte R da cadeia lateral das
ariloxipropanolaminas (16, posicdo X destacada em vermelho). Estas moléculas
apresentam tanto poténcia quanto cardiosseletividade. O grupo R suportou varios
substituintes sem que houvesse perda da atividade. No entanto, o tamanho da
cadeia alquilénica foi um fator critico. A extensao (—NH(CHz),-X-R) da cadeia lateral
e a presenca de grupos metila ligado aos atomos carbonos adjacentes a amina (16,
grupo destacado em vemelho), levou a perda da cardiosseletividade e reducao na

poténcia (MAIN e TUCKER, 1993).

= —0—, -S—, -NHSO,—, -CONH-, -NHCO- e -NHCONH-

R = Aril e Alquil (16)
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1.6.1.2 Sitios de Interacao entre o B1-Adrenoceptor e os B-Blogueadores

Em 2000, com os avancos da quimica computacional, foi realizada uma
andlise estrutural do propranolol (5) ligado ao adrenoceptor By (NAGATOMO e
KOIKE, 2000), propondo-se diferentes tipos de interacdao entre os seguintes grupos
(Figura 7): 1) Grupo amino protonado e o residuo Asp113 (ligacdo hidrogénio,
reforcada por ligacdo ibnica); 2) Grupo hidroxila e o residuo Asp113 (ligacéo
hidrogénio); 3) Grupo naftil e os residuos Tyr109, Phe289 e Val292 (Interacao
hidrofébica); 4) Grupo isopropil e os residuos lle112, Pro288 e Cys285 (Interacédo

hidrofébica).

lle112

Val202
Phe289 Asp113

Figura 7. Representacdo esquematica das interacbes entre o propranolol (5) e os
residuos de aminoacidos do receptor By-adrenérgico humano obtido por modelagem
molecular. As interacdes hidrofébicas estao representadas pela regido em laranja e
as ligacoes hidrogénio por linhas tracejadas.

Diferente do estudo feito por Nagatomo e Koike (NAGATOMO e KOIKE,
2000), alguns autores identificaram o residuo Asn, equivalente ao residuo Asn352
do receptor Bi-adrenérgico de rato, como um sitio de interagdo por ligacao
hidrogénio com o grupo hidroxila da cadeia lateral propanolamina e/ou o atomo de

oxigénio do grupo ariléxi do propranolol (5) e pindolol (10) (REZMANN-VITTI et al.,

2006). Entretanto, Suryanarayana, Langlois e Kolbilkka relataram que
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fenoxipropanolaminas substituidas na posicao para, como o atenolol (12) e practolol
(11), e a ariletanolamina sotalol (8), nao interagem com este mesmo residuo, ja que
suas afinidades ndo sdo afetadas pela mutacdo deste aminodacido
(SURYANARAYANA et al., 1991; LANGLOIS et al., 1993; e SURYANARAYANA e
KOLBILKA, 1993 apud REZMANN-VITTI et al., 2006).

Adicionalmente, Rezmann-Vitti e colaboradores (REZMANN-VITTI et al.,

2006), em estudos utilizando P-adrenoceptores de rato, demonstraram que quando

um B-blogueador interage com o receptor, ligando-se simultaneamente aos residuos
Asp138 e Asn352, o grupo oxiaril interage com um sitio hidrofébico definido pelos
residuos dos dominios transmembranicos 1, 2, 3 e 7. Os dois residuos aromaticos
neste sitio, Tyr356 e Trp134, estdo situados de tal forma que possibilitam uma
perfeita interacdo n-m com grupo arila dos antagonistas. Além disso, neste mesmo
trabalho, foi evidenciado que os residuos Ser190 e Ser136 (localizados nos
dominios 4 e 3, respectivamente) interagem por ligagdo hidrogénio com os
substituintes metoxila do grupo 3,4-dimetoxi-fenil-etilamino de antagonistas de

terceira geracao (14) (Figura 8) (REZMANN-VITTI et al., 2006).
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Figura 8. Potenciais interacbes de 14 (destacado em vermelho) com o modelo de
receptor By-adrenérgico de rato. Os atomos de oxigénio, do substituinte 3,4-dimetdxi-
fenil-etilamino, interagem com os residuos Ser190 (S 4.57)' e Ser136 (S 3.30) por
ligacdo hidrogénio. O Residuo Asn352 (N 7.39) interage, por ligacdo hidrogénio,
tanto com o oxigénio do grupo oxiarila quanto com o grupo hidroxila da cadeia
propanolamina de 14. O substituinte amino interage, também por ligacdo hidrogénio,
com o residuo Asp138 (D 3.32). O grupo oxiarila é alocado no sitio hidrofébico
definido pelos residuos Leu65 (L 1.39), Trp134 (W 3.28), Asn352 (N 7.39) e Tyr356
(Y 7.43), onde interage, por interacdo n-m, com os residuos Trp134 (W 3.28) e
Tyr356 (Y 7.43) (REZMANN-VITTI et al., 2006).

1.6.2 Agentes Antioxidantes

Recentemente, Kaliora e colaboradores (KALIORA et al., 2006) relataram
também o efeito benéfico de varios antioxidantes no tratamento e profilaxia da

aterosclerose. Dentre os compostos antioxidantes apresentados neste estudo estdo

' (S, abreviagao de uma letra do aminoécido; 4, nimero do dominio hidrofébico em que esse
aminodcido se localiza; e 57, posicao do aminoacido no dominio hidrofébico).
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os lipossoluveis (vitamina E, carotendides, coenzima Q10 e os polifendis) e os
hidrossoluveis (vitamina C).

A vitamina E (17), cuja forma mais prevalente e ativa € o a-tocoferol, € o
antioxidante lipossoluvel predominante nos tecidos e nas LDL. A vitamina E é um
antioxidante extremamente potente, que captura os radicais peroxila, interrompendo
a cadeia de peroxidacado lipidica, o que garante o funcionamento adequado das

membranas celulares (BARREIROS, DAVID e DAVID, 2006).

(17)

Adicionado ao plasma, o a-tocoferol aumenta a resisténcia das LDL a
oxidacao. Além de prevenir a lipoperoxidacao, a vitamina E parece exercer outros
efeitos benéficos em patologias cardiovasculares como: reducdo da adesdo e
agregacao plaquetaria (STEINER, 1991 apud BARTLOUNI, 1997); inibicdo dos
fatores de coagulacdo dependentes de vitamina K e da estimulagcédo da producao de
endotelina (DOWND e ZHENG, 1995 apud BARTLOUNI, 1997); atenuacdo da
inibicdo da producdo de 6xido nitrico mediada pela LDL-OX (BOULANGER et al.,
1992 apud BARTLOUNI, 1997); e fungéo vasodilatadora de artérias (KEANEY et al.,
1994 BARTLOUNI, 1997). Uma outra propriedade da vitamina E € a inibicdo de

secrecao de IL-1 (interleucina-1 envolvida na proliferacdo de células musculares
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lisas e na diferenciacao de mondcitos) pelos mondcitos (JACKSON, KU e THOMAS,
1993 apud BARTLOUNI, 1997).

Dentre os carotendides, o B-caroteno (18) € um dos principais precursores da
vitamina A e, por isso, é designado como pro-vitamina A. Este antioxidante
lipossoluvel € um potente supressor de oxigénio singlete, principalmente em baixos
niveis de oxigénio, o que também evita o processo de lipoperoxidacao

(BARREIROS, DAVID e DAVID, 2006).

(18)

A coenzima Q10 (CoQ10, 19), também conhecida como ubiquinona, é uma
benzoquinona que possui uma cadeia isoprendide grande, conferindo uma elevada
lipossolubilidade. A CoQ10 é o Uunico lipideo sintetizado endogenamente que
apresenta uma funcdo redox. Na sua forma reduzida, CoQ10-H,, esta coenzima
torna a LDL resistente ao estresse oxidativo e regenera a vitamina E, protegendo a
parede das artérias; 0 que garante a manutencdo da funcdo endotelial
(BARREIROS, DAVID e DAVID, 2006).

o)
H,CO

H3CO H

(19)
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Dentre os polifendis, os flavondides sdo os compostos que apresentam
atividade antioxidante mais potente. Através da formagdo de radicais fenoxil
altamente estaveis (SOOBRATTEE et al, 2005), provenientes da reagcdo com
ROS/RNS, que podem neutralizar a reacao em cadeia provocada por estas espécies
reativas. O flavondide quercetina (20), o principal flavonéide, € removedor do radical
superéxido (Oz.), oxigénio singlete ('O,) e peréxidos lipidicos (ROOH). Além disso,
inibe a oxidagdo de LDL e os efeitos citotoxicos da LDL-OX (SALVAGYRE N. e

SALVAGYRE R, 1992 apud BARTLOUNI, 1997).

(20)

A vitamina C (acido ascorbico, 21) é um antioxidante hidrossoluvel,
removedor de ROS, que também é capaz de impedir a lipoperoxidagao. Além disso,
preserva os niveis de vitamina E e -caroteno durante o estresse oxidativo, devido a

acao sinérgica (BARREIROS, DAVID, DAVID, 2006).
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(21)

Assim, a associacédo da atividade antagonista seletiva dos receptores 31 com
atividade antioxidante, removedora das ROS e RNS, prové um excelente alvo

terapéutico para o tratamento da hipertensao e da aterosclerose.

1.6.3 Agentes com Atividade Dual: f-Bloqueadora e Antioxidante

Chen e colaboradores (CHEN et al., 2001) sintetizaram uma série de j-
bloqueadores derivados de moléculas com o nucleo vaniléide. Os varios compostos
produzidos apresentaram tanto atividade antioxidante quanto antagonista dos
adrenoceptores B, ou seja, potenciais agentes terapéuticos para hipertensao e, ao
mesmo tempo, profilaticos para patologias associadas aos efeitos nocivos das ROS,
como, por exemplo, aterosclerose. Com excecdo de 22, que apresentou a maior
poténcia antagonista entre as moléculas testadas, a maioria dos compostos foi
menos potente do que o propranolol (5), porém mais potente que o atenolol (12). Em
particular, 22 e 23 apresentaram cardiosseletividade semelhante ao atenolol (12).

A partir dos ensaios de atividade antioxidante, foi observado que os
compostos 25, 26 e 27 sdao mais potentes do que seus analogos 22, 23 e 24,

indicando que a presenca do grupo guaiacoxil-etilamina confere uma maior acao
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protetora contra a lipoperoxidagdo, devido a presenca de grupos insaturados,

prevenindo a disfuncao do endotélio vascular.

0/\(\N HJ\ OMN HJ\

H3CO OH H3CO OH

(22) (23)

H3CO OH OCHj3

H,CO OH

(24) (25)
OCHg3;

o]
OCHa O/\(\NH/\/
NH/\/O H3CO OH

H3CO OH

(26) (27)
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1.7 Correlacao Quantitativa entre Estrutura e Atividade Antioxidante

O estudo da atividade antioxidante de derivados fendlicos tem sido alvo de
um grande numero de trabalhos de QSAR (“quantitative structure-activity
relationship”), (LIEN et al., 1999; WRIGHT, JOHNSON e DILABIO, 2001; CHENG et
al., 2003; PASHA, SRIVASTAVA e SINGH, 2005; REIS et al., 2007). Muitos autores
tentam construir modelos matematicos que sejam capazes de explicar a variacao da
atividade antioxidante de compostos fendlicos e, inclusive, de predizé-la dentro e, se
possivel, fora dos limites investigados, como uma funcdo de diversos parametros
fisico-quimicos. Em estudos de QSAR, a atividade bioldgica corresponde a variavel
dependente, enquanto que os parametros, tais como lipofilico (7) e eletrénico (o),

correspondem as variaveis independentes.

O modelo de Hansch-Fujita (HANSCH e FUJITA, 1964; TUTE, 1971;
MARTIN, 1978; KUBINYI, 1993; GAUDIO, 1996 apud GAUDIO E ZANDONADE,
2001) propbée que a medida quantitativa da atividade biolégica de uma série de
compostos pode ser correlacionada as suas propriedades fisico-quimicas e
estruturais de acordo com modelos matematicos lineares (e.g. Equacao 1) ou

quadraticos (e.g. Equacao 2) (GAUDIO E ZANDONADE, 2001).

Log 1/C = a Xiipofilico + b XEetronico + € Xstérico + d Xpolar + € (Eq.1)

Log1/C=-a XLipofiIico2 + b XLipofilico + € Xeletronico + 0 Xesterico + € Xpolar + ' (EQ.2)
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Nas Equacoes 1 e 2, C corresponde a concentragdo molar minima de uma
substancia (e.g. inibidor enzimatico, modulador de receptor, etc) capaz de produzir
uma determinada resposta bioldgica (e.g9. ICsp, menor concentragdo capaz de inibir
50% da atividade catalitica de uma enzima; LD1gp, menor concentragdo capaz de
matar 100% dos individuos testados; EDsp, menor concentracdo capaz de produzir
50% do efeito maximo); os simbolos “Xpropriedade” SA0 Variaveis que correspondem as
propriedades fisico-quimicas e estruturais locais (constantes de substituintes) ou
globais (propriedades moleculares) da substéancia analisada e os simbolos “a-f’ séo
coeficientes de ajuste obtidos por andlise de regressdo linear (GAUDIO e

ZANDONADE, 2001).

Embora a Equacao 2 nao seja linear, o método de obtencdo dos seus
coeficientes € 0 mesmo utilizado para a obtencao dos coeficientes dos modelos
lineares (Equacao 1). O modelo linear € uma combinagédo linear de variaveis
independentes, também denominadas de variaveis explicativas (Xi, Xz, ..., Xk),
capaz de reproduzir da melhor forma possivel os valores experimentais de um grupo

de nobservagdes do fenémeno Y (Equacao 3) (GAUDIO e ZANDONADE, 2001).

Y=,30+,31X1+,32X2+...+,3,<Xk+€ (Eq3)

Na Equacao 3, [ corresponde a constante de ajuste; B, B, ..., S
correspondem aos coeficientes das variaveis independentes; e € corresponde ao
erro associado ao modelo. Nesta equacado, os valores de & sdo desconhecidos,

sendo conhecidos apenas os valores de Xi, X, ..., Xk e Y (GAUDIO e

ZANDONADE, 2001).
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A Equacao 3, que poderia ser denominada de verdadeiro modelo de
regressdo, é exata no sentido de que se os coeficientes f e o erro & forem
conhecidos, 0 modelo sera capaz de reproduzir exatamente o valor observado Y. No
entanto, a determinacdo exata dos valores de S s6 pode ser feita se todos os
possiveis valores de Y forem incluidos no modelo, o que em QSAR significaria incluir
no modelo todos os compostos com alguma atividade sobre o sistema bioldgico em
estudo, o que na pratica € impossivel, pois ndo & possivel saber a priori quantos
compostos, conhecidos e desconhecidos, apresentam atividade sobre um dado

sistema (GAUDIO e ZANDONADE, 2001).

Além disso, a determinacdo do erro £ € uma tarefa muito dificil porque os
fatores que contribuem para o seu valor sao irregulares, tais como possiveis erros
aleatérios inerentes ao fendmeno observado, erros experimentais na medida de Y e
X (apesar dos valores de X serem supostamente isentos de erro, na pratica néo o
sdo) e a propria qualidade do ajuste do modelo, como a auséncia de variavel
explicativa importante (GAUDIO e ZANDONADE, 2001). Portanto, na pratica, os
parametros verdadeiros da Equacao 3 permanecerdo desconhecidos. Tudo o que
se pode fazer é obter uma estimativa do modelo por anélise de uma amostra do

conjunto de todos os objetos (compostos) (GAUDIO e ZANDONADE, 2001).

Apesar do termo correto que designa as Equacdes 1-3 ser modelos
estimados, € usual que essas equacbes sejam denominadas somente como
modelos. Assim, em QSAR, modelos ou modelos estimados correspondem apenas
as equacdes de regressao que apresentam relacdo entre estrutura e atividade em
que as regras de proposicao de modelos de Unger e Hansch (UNGER e HANSCH,

1973 apud GAUDIO e ZANDONADE, 2001) tenham sido observadas. O modelo
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estimado é uma equacao capaz de fornecer valores previstos para Y, que sao

geralmente representados por Y (Equacéo 4).

V=b0+b1 X1+b2X2+...+kak (Eq4)
Na Equacao 4, by, b1, ..., b correspondem aos valores estimados dos
parametros f, B, ..., B respectivamente. Na construcdo desta equacao, aplica-se

o método dos minimos quadrados (MMQ), que € um processo de busca dos
coeficientes que minimizam a soma dos quadrados dos residuos, visando a

obtencao da equacao que melhor se ajusta aos dados.

Uma medida da “qualidade do ajuste” da curva C aos dados apresentados,
definindo a “melhor” equagédo (ou equacdo de minimo quadrado), é dada pelo
somatorio dos quadrados dos desvios (também denominados de erros ou residuos).
Assim, a “melhor” equagao corresponde aquela cujo conjunto de valores by, by, ..., b
“minimiza” o valor do somatério dos quadrados dos desvios calculados como as
diferencas entre os valores observados, Y, e os respectivos valores previstos, Y, ou

seja, 0 somatério "_1(Y-Y;)*> (GAUDIO e ZANDONADE, 2001).

1.7.1 Avaliacdao do Grau de Ajuste

O grau de ajuste do modelo é medido em termos de sua capacidade de
reproduzir o valor observado dos objetos, pelo calculo do coeficiente de correlacao
(R), do coeficiente de correlacdo ajustado (Raus), que permite comparagdes entre
modelos com numero diferente de variaveis (niumero de termos final da equacao), e
do desvio-padrao (s), além da analise dos residuos (Y; - Y)). O que se espera de um

modelo em relacédo ao grau de ajuste é que ele apresente valor modular de R o mais
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préoximo possivel de 1, que o valor de s seja 0 mais préximo possivel de zero e que
os residuos apresentem distribuicdo normal em torno de zero (GAUDIO e

ZANDONADE, 2001).

A avaliacdo do ajuste do modelo pode ser feita pela analise da variancia
(ANOVA do inglés analysis of variance) que tem como objetivos principais: (a)
verificar se ha falta de ajuste no modelo (lack of fit, LOF); (b) obter estimativa correta
para a variancia do modelo (s?) e; (c) estimar o grau de ajuste e significancia do
modelo. A andlise da variancia ajuda a compreender o significado de alguns dos
termos que aparecem numa equagao de regressdao, como, por exemplo, R, se F. A
ANOVA ¢ geralmente apresentada em forma de tabela e é construida com base nos
valores de Y (observado), Y (previsto) e Y (média do valor observado) (GAUDIO e

ZANDONADE, 2001).

A ANOVA esta fundamentada no particionamento da variancia de acordo com

a Equacao 5.

SSTot = SSReg + SSRes (Eq. 5)

Na Equacao 5 a abreviagdo SS refere-se a soma dos quadrados dos desvios
(do inglés sum of squares), onde o termo SSr, corresponde a variabilidade total,
SSrey corresponde & variabilidade explicada e SSges corresponde a variabilidade que
o modelo ndo consegue explicar e refere-se aos residuos (GAUDIO e ZANDONADE,

2001).

O quadrado do coeficiente de correlacdo (R?), dado pela Equacdo 6
corresponde a fracdo da variabilidade total que é explicada pelo modelo (GAUDIO e

ZANDONADE, 2001).
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RZ = SSReg/ SSTot (Eq. 6)

As Equacdes 7 e 9 correspondem, respectivamente, a média da soma dos
quadrados da regressao e a média da soma dos quadrados dos residuos, onde o
simbolo k corresponde ao numero de descritores efetivamente incluidos nos
modelos de QSAR. O quadrado do desvio-padrdo ou estimativa da variancia (s°) é
definido como a razéo entre a variabilidade nao explicada (SSges) pelo modelo e o
nuamero de graus de liberdade (g/) (Equacao 8) relativo aos residuos da regressao
(Equacao 9). Assim, quanto maior for a variabilidade dos valores de Y que o modelo
for capaz de explicar (maior R?), menor serd o desvio-padrdo (GAUDIO e

ZANDONADE, 2001).

MSReg = SSReg/ k (Eq. 7)
gl=n—k-1 (Eq. 8)
MSReS = SSRes / g/ = 32 (Eq. 9)

O quadrado do coeficiente de correlagédo ajustado (RzAjust) € calculado de

acordo com a Equacao 10.

(n=1)

R* ajust =1—m( -R%) (Eq. 10)
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1.7.2 Avaliacao do Grau de Significancia

O grau de significancia € medido pela execucgéo de testes de validacao (teste
estatistico de hipo6tese), sendo que cada teste destina-se a verificar a significancia
de diferentes partes do modelo. Para testar a significancia estatistica de R?, aplica-
se um teste de hipotese conhecido como teste F. O teste F verifica o quanto da
variabilidade de Y pode ser explicada pelas variaveis X7, X, ..., Xk, € o quanto pode
ser atribuida ao efeito do erro aleatério e. Para validar R? pelo teste F, é preciso
comparar o valor de F obtido no modelo com o valor de referéncia. Este, em geral,
se refere ao nivel de confianca de 95% e pode ser obtido em tabelas encontradas

em livros didaticos (TRIOLA, 1999).
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2 OBJETIVOS

O planejamento de ariloxipropanolaminas com potencial atividade dual,
antioxidante e antagonista seletivo do -adrenoceptor.

A construcdo de um modelo de correlacdo quantitativa entre estrutura e
atividade antioxidante de derivados fendlicos, que seja capaz de prever a atividade
antioxidante dos potenciais agentes terapéuticos planejados em nosso trabalho.

A sintese das ariloxipropanolaminas planejadas neste trabalho, a partir de
substratos de baixo custo, como: 4-hidréxi-3-metdxi- benzaldeido (vanilina), 4-

hidréxi-benzaldeido e 4-hidréxi-benzoato de metila (nipagin)
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3 METODOLOGIA

3.1 Planejamento de Ariloxipropanolaminas com Potencial Atividade Dual:

Antioxidante e Anti-Hipertensiva

O planejamento molecular das ariloxipropanolaminas com potencial atividade
dual (Esquema 1), presentes em nosso trabalho, foi baseado nos estudos de
correlagao estrutura-atividade de antagonistas do By-adrenoceptor, assim como nos

agentes antioxidantes descritos na literatura (veja o item 1.6).

o Essencial para atividade
A presenca de substituintes

reduz a atividade — P-bloqugadora OCH3j
simpatomimética intrinseca OH
— [R2 OH H
Essencial para atividade ! o l‘ll
B-bloqueadora D 1S \(\/g
A presenca de grupos «— R1’/ l l o
aceptores de ligacdo H Confere a atividade
aumenta a cardiosseletividade Confere uma maior poténcia antioxidante e contribui

e extingue a atividade para a cardiosseletividade
simpatomimética intrinseca

R:=-CN, —-CO,CHj5
R, = -OCHs, —H
h=1e?2

Esquema 1. Caracteristicas estruturais das ariloxipropanolaminas com potencial
atividade dual

3.2 Derivados Fenolicos com Atividade Antioxidante

Para o estudo de QSAR, selecionamos 15 derivados fendlicos, avaliados por

Cheng e colaboradores (CHENG et al., 2003) como antioxidantes em um sistema de
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micelas de acido linolénico que mimetiza a lipoperoxidagdo de membranas
biolégicas. Na Tabela 1 sdo apresentadas as estruturas quimicas destes derivados
fendlicos, que podem ser divididos em trés classes: (i) acidos cinamicos (28-31); (ii)

fendis (32-37); e (iii) acidos benzdicos (38-42).

Tabela 1. Estrutura quimica dos 15 derivados fendlicos (CHENG et al., 2003)
utilizados no estudo de QSAR.

Estrutura geral # Nomenclatura Substituinte R
0 28 Acido o-cumarico ? R;=OH,R;=R,=H
QKOH 29 Acido p-cumérico ° R;=Rs=H, Ry=OH
R, /©\?2 30 A:\cido feralico © Rz = H, Ry = OCHs, Ry = OH
Rs 31 Acido cafeico ® R, =H, Ry =Ry = OH
32 Catecol ® Ri=R,=0OH,R;=R;=Rs=H
< R, 33 Pirogalol f Ri=R;=R3;=0OH,R,=Rs=H
34 Floroglucinol ¢ Ri=R3=R5=0H,R,=Rs=H
R4 R, 35 Resorcinol " Ri=R3=0H,R,=R;=Rs=H
Rs 36 Hidroquinona' Ri=R4s=0H,R;=R3;=Rs=H
37 p-Amino-fenol Ri=0OH, R, = R3=R5=H, Ry = NH,
o 38 Acido protocatecuico’ Rz =Rs=H, Rs =R, =OH
R on 39 Acido galico' R,=H, Ry =Rs=Rs=0H
40 Acido salicilico ™ R,=0OH,R3=R;=Rs=H
Re 5 Rz 41 Acido m-hidréxi-benzéico Rs = OH, Ro = Ry = Rs = H

Y

42 Acido p-hidroxi-benzéico Ry = OH, Ry = Ry = Rs = OH

a) acido (E)-3-(2-hidréxi-fenil)-2-propendico; b) acido (E)-3-(4-hidréxi-fenil)-2-
propendico; c¢) acido (E)-3-(4-hidroxi-3-metdxi-fenil)-2-propendico; d) acido (E)-3-
(3,4-diidroxi-fenil)-2-propendico; e) 1,2-diidroxi-benzeno (pirocatecol); f) 1,2,3-
triildroxi-benzeno; g) 1,3,5-triidroxi-benzeno; h) 1,3-diidréxi-benzeno; i) 1,4-diidroxi-
benzeno; j) acido 3,4-diidroxi-benzobico; 1) acido 3,4,5-triidrdxi-benzéico; m) acido 2-

hidréxi-benzobico.
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3.3 Espécies Calculadas

3.3.1 Derivados Fenolicos Neutros

As estruturas tridimensionais dos 15 derivados fendlicos (ArOH) foram
construidas no programa Spartan’06 (Wavefunction, Inc.) e as geometrias foram
otimizadas por mecéanica molecular, usando o campo de forca MMFF94 (HALGREN,
1996) disponivel neste programa. Cada estrutura foi simulada isoladamente, i.e. no

vacuo, e sem qualquer restricdo geométrica.

Deve ser ressaltado que o calculo no vacuo é justificado pelo fato de que no
sistema de acido linolénico, ou seja, um meio predominantemente apolar, as
conformacdes de menor energia sdo as que se estabilizam pela formacédo de

interacoes intramoleculares (CHENG et al. 2003), o que também acontece no vacuo.

Em seguida, as estruturas foram submetidas a analise conformacional
sistematica, em funcdo dos angulos de torcao (¢) relevantes, usando o mesmo
campo de forga. Usou-se a opgao padrao (default) do programa Spartan’06 no que
se refere aos angulos de torcdo a serem percorridos, incrementos (em graus) a
serem usados na varredura, numero maximo de conformagdes (100) e valor maximo
de energia em relacdo a conformacado de menor energia (10 kcal/mol). Estes dois
ultimos parametros foram usados como critérios de corte para limitar o numero total

de conformacdes.

Apbs a andlise conformacional, cada uma das conformacgdes geradas foi
otimizada por mecanica quéantica utilizando o método semi-empirico PMS3

(STEWART, 1989) no programa Spartan’06. Em seguida, o conférmero de menor
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energia foi novamente otimizado pelo método da Teoria do Funcional de Densidade
(DFT) (JONES e GUNARSSON, 1989; PARR e YANG, 1989; e LABANOWSKI e
ANDZELM, 1991 apud WARREN, 1998) empregando o funcional hibrido B3LYP e

conjunto de bases 6-311++G** no programa Gaussian 03 (Gaussian, Inc.).

3.3.2 Radicais Livres

Cada radical livre foi gerado a partir da abstracdo de hidrogénio radicalar (H")
do grupo hidroxila fendlico, da estrutura otimizada por DFT, de cada derivado
fendlico. Na Tabela 2 sdo apresentados o numero total e a posicdo dos radicais
livres gerados a partir dos 15 derivados fendlicos. A espécie radical livre resultante
(ArO’), com multiplicidade igual a dois (dublete, i.e., um elétron desemparelhado) e
carga total igual a zero, foi otimizada por DFT no nivel de teoria (RO)B3LYP/6-

311++G**.



Tabela 2. Posicao da hidroxila fendlica que gerou cada radical livre a partir de cada

um dos 15 derivados fendlicos.

# Derivado fenolico

Posicao do radical

N2 total de radicais

28 Acido o-cumarico R 1
29 Acido p-cumarico R4 1
30 Acido ferdlico R, 1
31 Acido cafeico Rs e R4 2
32 Catecol Ri; e Rz 2
33 Pirogalol RieRs;eR; 3
34 Floroglucinol R 1
35 Resorcinol RieRs 2
36 Hidroquinona R 1
37 p-Amino-fenol R 1
38 Acido protocatecuico Rs e Ry 2
39 Acido galico Rse Rse Rs 3
40 Acido salicilico R, 1
41 Acido m-hidréxi-benzéico Rs 1
42 Acido p-hidréxi-benzéico R4 1

3.3.3 Cations-Radicais
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Cada cation-radical foi gerado a partir da abstracao de um elétron da estrutura
otimizada por DFT de cada derivado fendlico. A espécie cation-radical resultante
(ArOH™), com multiplicidade igual a dois e carga total igual a +1, foi otimizada por

DFT no nivel de teoria (RO)B3LYP/6-311++G**.
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3.3.4 Anions-Radicais

Cada anion-radical foi gerado a partir da adicdo de um elétron na estrutura
otimizada por DFT de cada derivado fendlico. A espécie anion-radical resultante
(ArOH™), com multiplicidade igual a dois e carga total igual a —1, foi otimizada por

DFT no nivel de teoria (RO)B3LYP/6-311++G**.

3.4 Parametros Calculados

3.4.1 Entalpia de Dissociacdao Homolitica da Ligacao O—H (EDL-OH)

Como os métodos de DFT tendem a superestimar a energia total para o
atomo de hidrogénio (H) (JURSIC, 1997), a energia necessaria para a dissociacao
homolitica da ligagdo O-H (EDL-OH) dos derivados fendlicos (ArOH) foi calculada

de acordo com a Equacao 11.

EDL-OH = [AH{(PhOH) + AH{(ArO")] — [AH(PhO" ) + AH{(ArOH)] + EDL- Eq. 11

OHgyp(PhOH)

Na Equacao 11, AH(PhOH) corresponde ao valor calculado da entalpia de
formacéao do fenol (CgHsOH); AHi(ArQO"), ao valor calculado da entalpia de formacéo
do radical livre mais estavel do derivado fendlico; AH;(PhQ’), ao valor calculado da
entalpia de formacdo do radical livre do fenol; AH(ArOH), ao valor calculado da

entalpia de formacdo do derivado fendlico; e, finalmente, EDL-OHg,,(PhOH)
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corresponde ao valor experimental da entalpia de formacao do fenol, que é igual a

86,5 kcal/mol (CHANDRA e UCHIMARU, 2002).

3.4.2 Potencial de lonizacao (Pl)

A energia necessaria para abstrair um elétron dos derivados fendlicos (ArOH),
i.e. energia ou potencial de ionizagao (PI), foi calculada de acordo com a Equacao
12.

Pl = AH{(ArOH") — AH(ArOH) Eq. 12

Na Equacao 12, AH;(ArOH") corresponde ao valor calculado da entalpia de
formacao do cation-radical do derivado fendlico e AH{(ArOH), ao valor calculado da

entalpia de formacao do derivado fendlico.

3.4.3 Afinidade Eletronica (AE)

A energia liberada com o ganho de um elétron pelos derivados fendlicos

(ArOH), ou afinidade eletrénica (AE), foi calculada de acordo com a Equacao 13.

AE = AH{(ArOH™) — AH:(ArOH) Eq. 13
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Na Equacao 13, AH(ArOH™) corresponde ao valor calculado da entalpia de
formacao do anion-radical do derivado fendlico e AH{(ArOH), ao valor calculado da

entalpia de formacao do derivado fendlico.

3.4.4 Densidade de Spin (DS)

A distribuicdo da densidade de spin (i.e. a densidade eletrbnica de uma
espécie com elétron desemparelhado) no atomo de oxigénio (do grupo hidroxila
fendlico) que sofreu a quebra homolitica da ligacdo O-H foi obtida a partir do nivel

de teoria (RO)B3LYP/6-311++G**.

3.4.5 Lipofilicidade (LogP)

A lipofilicidade de um composto pode ser estimada pelo calculo do coeficiente
de particdo (LogP). Assim, o LogP de cada derivado fendlico (ArOH), i.e. a razdo de
distribuicdo do composto neutro entre a fase orgéanica (1-octanol) e a fase aquosa
(P = [ArOH]octanol / [ArOH]4gua), foi calculado com o auxilio do programa ACD/LogP
9.5 (ACD/Labs, Inc.). O algoritmo de predicdo deste programa usa a expressao
LogP = Z fn + £ Fm, onde “f” corresponde a incrementos atémicos ou fragmentais e

“F” corresponde a fatores de correcao, para estimar o valor de LogP.

3.4.6 Lipofilicidade Relativa (LogD) ou Coeficiente de Distribuicao

Assim como o parametro LogP, o calculo do LogD (D = % [microespécies]octanol

/ Z [microespécies]sgua) para cada derivado fenodlico foi realizado com o auxilio do
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programa ACD/LogP 9.5 (ACD/Labs, Inc.) considerando o valor do pH fisiologico (pH
7,4). O algoritmo de predicao deste programa usa a expressao LogD (pH) = f(LogP,

pKa) para estimar o valor de LogD.



4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Parametros Fisico-Quimicos Calculados por DFT
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A Tabela 3 apresenta os valores de entalpia de dissociacdo homolitica da

ligacdo OH (EDL-OH), potencial de ionizacao (Pl), afinidade eletrénica (AE) e

densidade de spin (DS), calculados por DFT (B3LYP/6-311++G**), para os 15

derivados

colaboradores (CHENG et al., 2003).

fendlicos com atividade antioxidante estudados por

Cheng e

Tabela 3. Valores de EDL-OH (kcal/mol), PI (kcal/mol), AE (kcal/mol) e DS (elétrons)
calculados por DFT (B3LYP/6-311++G**) para os 15 derivados fendlicos.

# Derivado fendlico EDL-OH *® PI® AE ° DS ¢

28 Acido o-cumarico 84,4 188,8 -15,1 0,2441
29 Acido p-cumarico 84,9 184,9 -15,6 0,2162
30 Acido fertlico 84,5 177,6 -16,0 0,1909
31 Acido cafeico 74,9 181,6 -16,3 0,2013
32 Catecol 76,4 184,5 8,7 0,2615
33 Pirogalol 77,7 183,2 6,9 0,2792
34 Floroglucinol 87,7 188,2 8,8 0,2744
35 Resorcinol 86,1 186,9 9,4 0,2879
36 Hidroquinona 80,6 178,4 24,0 0,2895
37 p-Amino-fenol 76,8 163,2 11,3 0,2602
38 Acido protocatecuico 79,6 228,2 -1,4 0,2444
39 Acido galico 79,8 228,6 -2,0 0,2503
40 Acido salicilico 93,0 196,6 -7,8 0,2886
41 Acido m-hidréxi-benzéico 88,9 199,0 -6,4 0,3412
42 Acido p-hidréxi-benzéico 89,2 200,3 0,3 0,2929

a) EDL-OH (entalpia de dissociacdo homolitica da ligagado OH) (EDL-OH

experimental do fenol em fase gasosa = 86,5 kcal/mol); b) Pl (potencial de ionizagao)

(Pl calculado para o fenol = 193,2 kcal/mol); ¢) AE (afinidade eletrénica); d) DS

(densidade de spin).
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4.1.1 Entalpia de Dissociacdo Homolitica da Ligacao O-H (EDL-OH)

No sistema de micelas de acido linolénico, o processo de lipoperoxidacao é
iniciado pela adicdo de Fe®-ADP e 4cido ascérbico. Neste ensaio, Bondet e
colaboradores (BONDET, CUVELIER e BERSET, 2000 apud CHENG et al., 2003)
relatam que a etapa de iniciacdo (Reacao 1, Esquema 2) é muito rapida para ser
impedida e que, portanto, a acdo do antioxidante se deve, exclusivamente, pela
neutralizacdo dos radicais livres formados no processo de reacdo em cadeia
(Reacbes 2 e 3, Esquema 2). Na Reacdo 1 ocorre a abstracao de hidrogénio
radicalar (H’), gerando o radical livre R". Em seguida, ocorre o processo de reagao
em cadeia, onde a Reacdo 2 é mais rapida (10° M s™) do que a Reagdo 3 (10" M
s") (WRIGHT, JOHNSON e DILABIO, 2001). Com o inicio deste ciclo, muitos
lipideos (R-H) sdo convertidos em seus respectivos hidroperoxidos (ROOH) que,

mais uma vez, sustentam as reagdes em cadeia.

RH - R’ (iniciacao) (Reacao 1)
R+ O, — ROO’ (adicao de O,) (Reacao 2)
ROO" + RH — ROOH + R’ (transferéncia de H’) (Reacao 3)

Esquema 2. Etapas do processo de peroxidacao lipidica.

Para ser efetivo, um antioxidante (e.g. ArOH) deve formar um radical livre
estavel, ou seja, deve reagir lentamente com RH (substrato lipidico) e rapidamente

com radicais livres, como, por exemplo, os radicais peroxila (RO2’), hidroxila (HO"),
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hidroperoxila (HOO") e superéxido (O2°) que sdo encontrados em sistemas

biolégicos (FERREIRA e MATSUBARA, 1997).

A velocidade de reacao, tanto de RH quanto de ArOH com um determinado
radical livre, depende da altura da barreira de energia da transferéncia do atomo de
hidrogénio de ambos os substratos (RH e ArOH). Assim, quanto menor for a barreira
de energia da reacao entre um radical livre e ArOH, mais rapida sera a acao deste
antioxidante na prevencado da lipoperoxidacdo. A partir disso, fica claro que a
entalpia de dissociacao homolitica da ligacao O-H (EDL-OH) dos derivados fenélicos
€ um importante parametro na determinacao da eficacia de um antioxidante, visto
que quanto mais fraca for a ligacdo O-H, mais rapida sera a reacao de

“neutralizacao” do radical livre.

A estimativa precisa da EDL-OH a partir de estudos teéricos € um grande
desafio, visto que sdo necessarios calculos em niveis elevados de teoria para
estimar ambas as partes, dindmica e nao dindmica, da correlacdo eletrbnica
(CHANDRA e UCHIMARU, 2002). Desta forma, calculos ab initio sdo impraticaveis
para sistemas com um grande numero de atomos, como, por exemplo, compostos

fendlicos que possuem em sua estrutura substituintes grandes.

Cheng e colaboradores (CHENG et al.,, 2003) avaliaram o uso do método
semi-empirico AM1 no célculo da EDL-OH dos 15 derivados fendlicos presentes em
nosso trabalho. No entanto, os valores determinados por este método nao
apresentam qualquer correlagdo com os valores experimentais em fase gasosa de
EDL-OH descritos por Bordwell e Cheng (BORDWELL e CHENG, 1991). Em adicgéo,
Brinck e colaboradores (BRINCK, HAEBERLIEN e JONSSON, 1997) relataram que

os métodos MP2 e MP4 superestimam o valor de EDL-OH de fendis.
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No entanto, Chandra e Uchimaru (CHANDRA e UCHIMARU, 2002) relataram
que o uso da teoria do funcional de densidade (DFT), no calculo da EDL-OH de
compostos fendlicos, reproduz com precisdo os valores experimentais obtidos em
fase gasosa. Este estudo foi conduzindo pelo uso de dois conjuntos de bases, 6-
311G(d,p) e 6-311++G(2df,2p), onde o método B3LYP foi utilizado no calculo dos
derivados fendlicos neutros no estado fundamental e o (RO)B3LYP para as espécies
fendlicas (neutras ou carregadas) com um elétron desemparelhado. Além disso,
Klein e Lukes (KLEIN e LUKES, 2006) avaliaram a utilizacdo dos métodos MP2,
MP3, MP4, HF, CCSD(T) e B3LYP (DFT), assim como o uso das bases 6-31G*, 6-
311G**, 6-311++G**, 6-311++G(2d,2p) e 6-311++G(3d,3p), no calculo de EDL-OH
de 37 compostos fendlicos substituidos na posicao orto, meta ou para. De acordo
com os resultados obtidos pelos autores, o nivel de teoria B3LYP/6-311++G**
forneceu valores de EDL-OH em excelente acordo com os dados experimentais,

enguanto os outros métodos aplicados neste mesmo estudo néo o fizeram.

Como pode ser observado na Tabela 3 e no Grafico 2, o emprego do nivel
de teoria B3LYP/6-311++G**, assim como descrito pelo trabalho de Klein e Lukes
(KLEIN e LUKES, 2006), forneceu valores de EDL-OH em excelente acordo com os
valores experimentais em fase gasosa (BORDWELL e CHENG, 1991) para os
derivados resorcinol (35) (EDL-OHgx, = 86,7 kcal/mol), hidroquinona (36) (EDL-
OHex = 81,5 kcal/mol) e p-amino-fenol (37) (EDL-OHgy = 77,3 kcal/mol). Para os
demais derivados fendlicos, os valores experimentais de EDL-OH nao estédo

disponiveis para serem comparados.

Apesar dos valores experimentais de EDL-OH nao estarem disponiveis para
todos os derivados, encontramos uma uniformidade de valores de EDL-OH

calculados para a classe dos acidos cinamicos (28-31) (Tabela 3 e Grafico 2), com
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excecao de 31 (74,9 kcal/mol). Para 28 (EDL-OHcac = 84,4 kcal/mol), 29 (EDL-
OHcac = 84,9 kcal/mol) e 30 (EDL-OHcae = 84,5 kcal/mol), a posicao relativa do
substituinte —OH em relacdo ao grupo —-CH=CHCO.H, 28 (orto) e 29 (para), assim
como a presencga adicional do grupo —OCHj3 na posicao meta (30), ndo provocou
diferengas significativas entre os valores de EDL-OH calculados. No entanto, a
presenca simultanea do grupo —OH nas posicdes orfo e para reduziu em cerca de 10
kcal/mol o valor de EDL-OH calculado para o derivado 31. Este fato se deve,
provavelmente, a capacidade do grupo —OH em interagir por ligacao hidrogénio
intramolecular com o atomo de oxigénio do radical fenoxila formado (ARDOUDI et
al., 2006). Esta interagdo possibilita uma efetiva estabilizacdo do radical, diminuindo,

consequentemente, o valor calculado de EDL-OH.

Comparando os fendis dihidroxilados 32 (catecol, orto), 35 (resolcinol, meta) e
36 (hidroquinona, para), podemos observar que a presenca do substituinte —OH
(doador de elétrons) na posicao orto reduz a EDL-OH em relacao aos isbmeros meta
e para. Assim como descrito anteriormente, este fato se deve a possibilidade de
formacao de uma ligacao hidrogénio intramolecular, o que nao é possivel para 35 e

36.

Adicionalmente, percebemos que existe uma consideravel diferenca de
energia (AEDL-OH = 5,5 kcal/mol) entre 35 e 36, que pode estar relacionada aos
efeitos eletrénicos opostos, em funcédo das diferentes posicoes relativas ocupadas
pelo grupo —OH. Enquanto que na posicao para, o grupo —OH atua como doador de
elétrons (o, = -0,37), estabilizando o radical formado, na posicdo meta, este mesmo
grupo atua como aceptor de elétrons (6, = 0,12), apresentando, portanto, efeito

desestabilizador.
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Um fato que corrobora com esta explicacdo é o valor de EDL-OH calculado
para o p-amino-fenol (37), que é inferior (AEDL-OH = 3,8 kcal/mol) ao calculado para
36. Em analogia ao derivado 36, o composto 37 também apresenta um grupo doador
de elétrons na posicédo para, no caso, o grupo —NH,, que é um melhor doador de

elétrons (o, = -0,66) do que o grupo —OH.

Comparando os derivados fendlicos diidroxilados (32 e 35) com os
triildroxilados (33 e 34), vemos que as pequenas diferencas de EDL-OH encontradas
entre 32 e 33 (AEDL-OH = 1,3 kcal/mol), assim como entre 34 e 35 (AEDL-OH = 1,6
kcal/mol), indicam que a quantidade de hidroxilas fendlicas ndo é um fator
determinante para a diminuicdo da EDL-OH. No entanto, quando comparamos 33 e
34, encontramos uma diferenca de EDL-OH de 10 kcal/mol, que pode ser justificada
da mesma maneira que a diferenca encontrada entre 32 e 35, discutida

anteriormente.

A presenga do grupo carboxila (-COOH) nos fendis, considerando os
derivados hidroxilados dos acidos cinamico (28-31) e benzdico (38-42), excluindo,
porém, 0s que apresentam o padrao de substituicao orto entre dois grupos —OH (i.e.,
31, 39 e 40), provoca, em geral, uma desestabilizacdo do radical formado pela
abstracdo homolitica de H'. Este efeito é mais pronunciado quando o grupo carboxila
esta ligado diretamente ao anel aromatico, como é o caso dos acidos orto- (40),
meta- (41) e para-hidroxi-benzbicos (42), como pode ser observado por seus valores
elevados de EDL-OH, quando comparados com os valores de EDL-OH dos
derivados dos &cidos cinamicos. Neste ultimo caso, o grupo carboxila, apesar de

estar conjugado ao anel aromatico, ndo esta diretamente ligado a ele, o que diminui
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a intensidade do efeito indutivo proporcionada por este substituinte aceptor de

elétrons.

Adicionalmente, apesar das diferentes posi¢cdes relativas entre os grupos
—COOH e —OH em 41 e 42 (meta e para, respectivamente), os valores de EDL-OH
calculados para estes dois compostos sao muito préoximos (AEDL-OH = 0,3
kcal/mol), reforcando que o efeito eletrbnico que deve estar operando € o efeito

indutivo.

Por outro lado, o isémero orto, composto 40 (acido salicilico), apresenta o
maior valor de EDL-OH calculado. Este acréscimo de energia pode estar
correlacionado com a maior estabilidade do estado inicial, i.e. antes da abstracao de
H’, devido a formacao de ligacao hidrogénio intramolecular, o que ndo acontece com
seu respectivo radical (Figura 9). Desta forma, ha uma maior diferenca de energia
entre o estado inicial de 40 e o respectivo radical formado pela abstracdo de H',

aumentando, conseqlientemente, o valor de EDL-OH calculado.

H H
(A) o ®) o
o~ " o

Figura 9. (A) Ligacao hidrogénio intramolecular formada no acido salicilico (40); (B)
radical fenoxila formado a partir do acido salicilico.



93

94
93 - 40 ¢
92
91
%,
89 od1 °42
88 oA
= 871 o
)
E 8| ©35
3 & -
58,84— o8 030 °2
T 83
Q w
a s
w © 36
80 038 ©39
% 20
78 03_3
77,
76 °3—2°3_7
75,‘¢ﬂ o EDL-OH |
74

Derivados fenolicos

Grafico 2. Derivados fenolicos em ordem crescente dos valores de EDL-OH.

4.1.2 Potencial de lonizacao (PI)

Além dos mecanismos de acdo antioxidante ja discutidos referentes as
Reacbdes 1-3 no Esquema 2, um outro possivel mecanismo pelo qual um
antioxidante pode neutralizar um radical livre é pela transferéncia de elétrons, como
€ ilustrado pela Reacdo 4 no Esquema 3. Neste processo, o0 antioxidante (e.g.
ArOH) doa um elétron para o radical livre (R’), gerando um cation-radical (ArOH™).
Neste caso, o cation-radical deve ser estavel o suficiente para nao reagir com o
substrato lipidico e, desta forma, interromper a propagacao do ciclo oxidativo em

cadeia.
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R+ ArOH — R™ + ArOH™ (transferéncia de €) (Reacéao 4)

Esquema 3. Mecanismo de acao antioxidante por transferéncia de elétrons.

Muitos dos trabalhos disponiveis na literatura correlacionam a capacidade
antioxidante de um determinado composto com a sua energia de ionizacao, ou
potencial de ionizagao (PI) (WRIGHT, JOHNSON e DILABIO, 2001; CHENG et al.,
2003; LEOPOLDINI et al., 2004; KLEIN et al., 2006; KLEIN e LUKES, 2006). O Pl é
definido como a energia minima necessaria para abstragdo de um unico elétron de
um atomo ou molécula em fase gasosa. Desta forma, valores baixos de PI
favorecem a reatividade, frente a um processo de transferéncia de elétrons de uma

molécula.

O calculo do Pl de compostos fendlicos, utilizando a teoria do funcional de
densidade (DFT), foi descrito por alguns pesquisadores em estudos tedricos
disponiveis na literatura. Por exemplo, Wright, Johnson e DiLabio (WRIGHT,
JOHNSON E DILABIO, 2001), utilizando o nivel de teoria (U)B3LYP/311+G(2d,2p),
calcularam o Pl para o p-amino-fenol (37), encontrando valor igual a 163,0 kcal/mol,
de acordo com o0 nosso resultado, apresentado na Tabela 3, para este composto (Pl

= 163,2 kcal/mol).

Chen e colaboradores (CHEN et al., 2006) estimaram valores teéricos de Pl,
usando o nivel de teoria (RO)B3LYP/6-311+G(2d,2p), para outros fendis também
presentes em nosso estudo. Os valores de Pl calculados por esses autores para 0s
acidos cafeico (31) (181,09 kcal/mol) e o catecol (32) (184,40 kcal/mol), foram bem

préoximos da estimativa encontrada em nosso trabalho (31, 181,6 kcal/mol; 32, 184,5
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kcal/mol, Tabela 3). Contudo, o valor do PI calculado para o acido p-cumarico (29)
(194,56 kcal/mol) foi bastante diferente do valor encontrado em nosso trabalho (29

—_—

184,9 kcal/mol).

Assim como Chen e colaboradores (CHEN et al., 2006), Leopoldini e
colaboradores (LEOPOLDINI et al, 2004), empregando o nivel de teoria
(RO)B3LYP/6-311++G(3df,2p), encontraram um valor de Pl para o &cido cafeico (31)
(181,15 kcal/mol) também em concordancia com o nosso calculo. No entanto, neste
mesmo trabalho, o valor de Pl calculado para o acido galico (39) (189,09 kcal/mol)

foi discrepante do nosso resultado (39, 228,6 kcal/mol, Tabela 3).

A comparacao dos valores de Pl calculados com dados experimentais foi
possivel apenas para o resorcinol (35) e a hidroquinona (36) que, de acordo com o
trabalho de Klein e Lukes (KLEIN e LUKES, 2006), apresentam valores de PI
experimentais, obtidos em fase gasosa, iguais a 199,01 kcal/mol e 194,63 kcal/mol,
respectivamente. Apesar de serem maiores do que o0s respectivos valores
calculados em nosso estudo, a ordem relativa € a mesma para estes dois derivados

fendlicos (35, Plcac = 186,9 kcal/mol e 36, Plcac = 178,4 kcal/mol) (Tabela 3).

Como podemos observar, na Tabela 3 e no Grafico 3, a presenca dos
substituintes —-OH, —NH,, -OCH3, -CH=CHCO2H no anel fendlico consegue diminuir
a diferenca de energia entre o estado fundamental do composto fenélico e o seu
respectivo cation-radical, fornecendo valores calculados de Pl menores do que o

apresentado pelo fenol.
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Grafico 3. Derivados fenélicos em ordem crescente dos valores de PI.

A diferenca da posicao relativa de substituicdo na subclasse dos acidos
cinamicos, como a encontrada entre 28 e 29, fornece uma variacao de energia de
aproximadamente 4 kcal/mol, onde o isébmero substituido na posicao para apresenta
uma menor diferenca de energia entre seu estado fundamental e o respectivo cation-
radical (Tabela 3). Além do mais, assim como evidenciado por Nenadis e
colaboradores (NENADIS et al., 2005), a presenca adicional, na posi¢ao orto, de um
grupo doador de elétrons, como em 30 e 31, contribui para a estabilizagao do cation-

radical, diminuindo, desta maneira, o valor de PI.

Assim como nos acidos cinamicos, o padrao de substituicdo nos polifendis
também interfere no valor de Pl. Ao compararmos 32, 35 e 36, constatamos que a

presenca do grupo —OH (doador de elétrons), nas posi¢coes orto e para, fornece um
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menor valor de Pl do que o calculado para o seu isdbmero meta. No entanto,
diferentemente do descrito para EDL-OH, o isbmero orto apresenta um valor de Pl
maior do que o calculado para o isébmero para. Este fato sugere que a estabilizacao
do cation-radical se da, exclusivamente, pelo efeito eletrbnico de grupos doadores
de elétrons, e nao pela formacao de uma ligagdao hidrogénio intramolecular. Prova
disto € o valor da energia de ionizagdo apresentado por 37. Diferente de 36, este
composto apresenta em para o grupo —NH,, que é um grupo doador de elétrons
mais efetivo que o grupo —OH, o qual fornece uma maior estabilizagcdo ao cation-
radical formado a partir da abstracao de um elétron da molécula do p-amino-fenol.
Em adicdo, a relagdo entre 32 e 33, assim como entre 34 e 35, demonstra que a
quantidade de grupos —OH, tanto em orto quanto em meta, nao provoca mudancgas

consideraveis no perfil do potencial de ionizagao.

Na classe dos acidos benzoicos, onde temos derivados fendlicos substituidos
com o grupo —COqH, encontramos valores calculados de Pl maiores do que o
apresentado pelo fenol. Adicionalmente, comparando 38 e 39 com 40, 41 e 42,
vimos que a quantidade de hidroxilas fendlicas, para este caso, provoca uma
desestabilizagdo extra, fornecendo valores de Pl maiores. Diferentemente do
observado na EDL-OH, a presenca de grupos —OH, capazes de formar ligacao
hidrogénio intramolecular, parecem nao contribuir para a estabilizacdo do cation-

radical dos acidos benzoicos hidroxilados.
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4.1.3 Afinidade Eletronica (AE)

A afinidade eletrénica é definida como a energia liberada com o ganho de um

elétron em um atomo ou molécula, resultando na formag¢ao de um ion negativo.

Diferentemente do PI, a afinidade eletronica ndo é abordada, pela literatura,
como um parametro relacionado com a capacidade antioxidante de compostos
fendlicos. No entanto, mesmo assim, decidimos avaliar o comportamento deste
possivel descritor para os fendis presentes em nosso estudo, visto que este descritor
deve ter, teoricamente, um comportamento oposto ao da energia de ionizacdo. Os
valores obtidos para AE dos quinze compostos fendlicos presentes neste estudo

estao descritos na Tabela 3 e no Grafico 4.

15
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Grafico 4. Derivados fendlicos em ordem crescente dos valores de AE.
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Como podemos observar na Tabela 3 e no Grafico 4, a AE tem um
comportamento diferente daquele apresentado pelo Pl, onde as trés séries de
derivados fendlicos estdo agrupadas separadamente. A presenca de grupos
aceptores de elétrons estabiliza o anion radical, fazendo com que a espécie iénica

formada seja mais estavel que o composto fendlico de origem.

Na série dos derivados fendlicos da classe dos acidos cinamicos (28-31), o
substituinte -CH=CHCO.H, que forma um sistema conjugado com o anel aromatico,
permite uma maior liberacdo de energia com o ganho de um elétron. Além disso, a
presenca adicional de grupos doadores de elétrons em orto, como —OH e —OCHjs,

néo altera o perfil do valor de AE encontrado para esta classe.

Em contra partida, na série dos fendis (32-37), fendis que possuem em sua
estrutura apenas substituintes —OH (36) e —NH» (37), localizam mais a carga do
anion radical formado. Assim, a desestabilizacdo provocada por estes grupos, faz
com que a espécie formada seja menos estavel que o fenol de origem, o que gera
um valor positivo de AE. Em adicdo, o padrdo de substituicdo para, fornece uma
maior de diferenca de energia entre o fenol de origem do que seus isébmeros de

posicao orto e meta.

Apesar do —-NH, ser um doador de elétrons mais efetivo do que —OH, o
calculo por DFT estima uma maior diferenca de energia, entre o fenol neutro e o
anion radical correspondente para o composto 36 do que 37. Este fato sugere que,

com o ganho de um elétron, 37 gera um anion radical mais estavel que 36.

Com excecdao de 42, os anions radicais foram mais estaveis do que os
respectivos acidos benzoicos de origem, obtendo, assim, valores negativos de AE. O

valor de AE positivo, encontrado para 42, sugere que a posicao de substituicdo para
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fornece uma maior diferenca de energia entre o estado inicial e a espécie anibnica
deste mesmo composto. No entanto, apesar de 38 e 39 possuirem o mesmo padrao
de substituicdo do que 42, a presenca adicional de grupos —OH parece provocar

uma estabilizagao extra no anion radical, tornando o valor de AE negativo.

4.1.4 Densidade de Spin (DS)

A influéncia dos grupos substituintes nos radicais formados pela abstracao do
atomo de hidrogénio pode ser observada pela melhor distribuicdo de spin calculada
no atomo de oxigénio do radical fenoxil (CHEN et al., 2006). Assim, quanto menor
for a DS no atomo de oxigénio que sofreu a abstracdo homolitica, maior sera a
deslocalizacdo do elétron desemparelhado do radical. A Tabela 3 e o Grafico 5
apresentam os valores da densidade de spin (DS) do atomo de oxigénio de cada

radical fenoxil dos quinze compostos fendlicos estudados.

Em 2006, Chen e colaboradores (CHEN et al., 2006), utilizando a teoria do
funcional de densidade (DFT), reportaram valores teéricos da densidade de spin de
alguns radicais de compostos fendlicos. Os valores encontrados por Chen, a partir
do nivel de teoria (RO)B3LYP/6-311+G(2d, 2p), para os radicais dos acidos cafeico
(0,2060) e p-cumarico (0,2172), assim como para o catecol (0,2686), estdo de

acordo com os estimados em nosso trabalho (Tabela 3).
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Grafico 5. Derivados fenélicos em ordem crescente dos valores de DS.

Para os radicais dos acidos cinamicos, a diferenca de valores encontrada
entre os isdmeros 28 e 29, indica que o radical gerado na posicdo para apresenta
maior deslocalizagdo de elétrons do que aquele gerado em orto. Além disso, a
presenca adicional de grupos doadores de elétrons em orto, como em 30 e 31,

provoca uma redugao no valor da DS em relagéo a 28 e 29.

A relacao de valores de DS encontrada para 32 e 33, assim como para 34 e
35, indica que a presenca adicional de grupos —OH torna o respectivo radical livre
menos deslocalizado e, portanto, menos estavel. Adicionalmente, a diferenca da
posicdo de substituicdo, como a relacao entre 32 e 35 e entre 33 e 34, também
interfere na DS. O efeito da deslocalizacdo provocado pela ligacdo hidrogénio

intramolecular, fornece um valor de DS, em 32, menor do que em seu isdmero 35. O
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mesmo acontece entre 33 e 34. Além disso, a presenca do grupo —NH, em 37
fornece um radical mais deslocalizado do que o 36, onde temos um grupo —OH na

mesma posicao.

O subgrupo dos acidos carboxilicos hidroxilados apresenta uma grande
variacdo dos valores de DS. A quantidade de substituintes —OH, assim como a
posicao que este grupo ocupa no anel fendlico, interfere no valor de DS. A presenca
de grupos —OH adicionais provoca uma diminuicdo na DS dos radicais desta
subclasse. Além do mais, radicais substituidos em orto (40) sao mais deslocalizados
do que seus isbmeros de posicdo meta (41) e para (42), onde o padrdao de

substituicdo meta fornece um radical menos deslocalizado que aquele em para.

4.2 Parametros Fisico-Quimicos de Lipofilicidade Calculada

A Tabela 4 apresenta os valores de lipofilicidade (LogP) e de lipofilicidade
relativa (LogD) calculados pelo programa ACD/Labs 9.5 (2005) para os 25 derivados
fendlicos estudados. A Tabela 4 apresenta também os valores de LogP
experimentais compilados da literatura (HANSCH, LEO e HOEKMAN, 1995) para os

compostos 29 a 42.
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Tabela 4. Valores de LogP (lipofilicidade) e LogD (lipofilicidade relativa, pH 7,4)
calculados pelo programa ACD/LogP e de LogP experimental (LogPex,) para os 15
derivados fendlicos.

# Derivado fendlico LogPcaic LogPeyp LogD
28 Acido o-cumarico 2,43 nd -1,06
29 Acido p-cumarico 1,88 1,46 -1,51
30 Acido fertlico 1,64 1,51 1,78
31 Acido cafeico 1,42 1,15 -2,01
32 Catecol 0,88 0,88 0,88
33 Pirogalol 0,29 0,68 0,29
34 Floroglucinol 0,06 0,16 0,05
35 Resorcinol 0,76 0,80 0,76
36 Hidroquinona 0,64 0,59 0,64
37 p-Amino-fenol 0,04 0,04 -0,29
38 Acido protocatecuico 1,16 1,15 -1,73
39 Acido galico 0,91 0,70 -2,08
40 Acido salicilico 2,06 2,26 -1,09
41 Acido m-hidréxi-benzéico 1,50 1,50 -1,47
42  Acido p-hidréxi-benzéico 1,42 1,58 -1,33

4.2.1 Lipofilicidade (LogP)

Para interromper o processo de lipoperoxidagdo em cadeia, no sistema de
micelas do acido linolénico (CHENG et al., 2003), o antioxidante o deve permear a
fase lipidica. Assim, decidimos analisar o comportamento do LogP na capacidade

antioxidante dos quinze compostos fendlicos presentes em nosso trabalho.

A lipofilicidade representa a afinidade de uma molécula com o ambiente
lipofilico. Para um composto organico, a lipofilicidade pode ser descrita em termos
do coeficiente de particado P ou LogP, como é geralmente expresso. Este é definido
como a razao das concentracdes de um composto em equilibrio entre as fases

organica e aquosa (Equacao 14).
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[compostolFaseOrganica (Eq. 14)
[compostolFaseAquosa

LogP =

O coeficiente de particdo descreve a lipofilicidade intrinseca de uma colecao
de grupos funcionais e esqueleto de carbono, que se combinam para formar um
determinado composto. Sabendo que cada componente de um composto organico
tem uma lipofilicidade definida, podemos fazer uma previsdo do coeficiente de
particdo de uma estrutura designada. Da mesma maneira, o efeito provocado no
valor de LogP pela introducédo de um grupo substituinte em um composto pode ser
predito por varios métodos como, por exemplo, o de Hansh (HANSCH e LEO, 1979,
1995; HANSCH, LEO e HOEKMAN, 1995; FUJITA, IWASA e HANSCH, 1964 apud

SMITH et al., 2001) (valores de ).

Nem todos os compostos presentes em nosso estudo apresentam um valor
experimental de lipofilicidade. Desta forma, usamos valores de LogP calculados pelo

programa ACDLabs/LogP 9.5 (ACD/Labs, Inc.) (Tabela 4).

Com o intuito de validar os valores de LogP calculados, estes foram
correlacionados frente aos valores de LogP experimentais por andlise de regressao.
A partir do valor do coeficiente de correlacao linear obtido (R = 0,95) (Grafico 6),
podemos verificar uma excelente correlagdo entre os valores calculados e

experimentais, o que justifica a utilizagdo dos valores tedricos.
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Grafico 6. Correlacao entre lipofilicidade experimental e lipofilicidade calculada.
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4.2.2 Lipofilicidade Relativa (LogD) ou Coeficiente de Distribuicao

Sabendo que o ensaio de lipoperoxidacdo proposto por Cheng e
colaboradores (CHENG et al,, 2003) foi realizado em um pH 7,4, decidimos a
avaliamos o comportamento de LogD na atividade antioxidante dos 15 fendis
presentes em nosso estudo.

Diferentemente do coeficiente de particao (LogP), que corresponde a razao
da concentracao entre agua/fase lipidica de uma Unica espécie, o LogD é definido
como o somatério das concentracées de todas as formas estado-carga de uma
substancia dissolvida na fase lipidica dividida pelo somatério daquelas dissolvidas
em agua. Ou seja, este parametro é dependente do pH. Os valores de LogD
calculados pelo programa ACDLabs/LogD 9.5 (2005) sao apresentados na Tabela 4

e no Grafico 8.
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A diferenca entre os valores calculados de LogD e LogP (Tabela 4) descreve
a influéncia de grupos ionizaveis na capacidade de permeacao dos compostos
fendlicos. A presenca do grupo carboxila (que se encontra na forma de carboxilato
em pH 7,4) diminui a lipofilicidade da molécula, impedindo que o antioxidante
consiga penetrar na micela de acido linolénico e, consequentemente, interromper o
processo de lipoperoxidacdo. Da mesma forma, a presengca do grupo amino,
passivel de protonacdo, altera o perfil de LogP da molécula, prejudicando a

capacidade de penetracdo da mesma.

4.3 Avaliacao dos Modelos de QSAR da Atividade Antioxidante

Baseado no trabalho de Topliss e Costelo (TOPLISS e COSTELO, 1972 apud
GAUDIO e ZANDONADE, 2001), Unger e Hansch (UNGER e HANSCH, 1973 apud
GAUDIO e ZANDONADE, 2001) sugerem que, em uma selecdo de parametros
independentes, para cada variavel incluida em modelos de QSAR, deve haver, no
minimo, cerca de cinco ou seis compostos, evitando assim, a correlacdo por

coincidéncia.

Dentre os principais métodos utilizados na selecdo de variaveis em QSAR
(e.g. busca sistematica, algoritmo genético, quimiometria), utilizamos o método de
busca sistematica que consiste na combinacdo das m variaveis disponiveis para
construir e analisar todas as possiveis equagdes de regressao com k variaveis e, a

partir dai, selecionar as melhores (FERREIRA et al., 2002).

A busca sistematica no processo de selecdo de variaveis € o Unico

procedimento de selecdo que pode assegurar que a melhor combinagcdo sera
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encontrada (FERREIRA et al., 2002). Entretanto, considerando-se a necessidade de
executar regressbes com todas as possiveis combinacdes de variaveis
independentes, deve-se questionar a eficiéncia do método em termos de tempo de

duracédo (FERREIRA et al., 2002).

Empregando-se o processo de busca sistematica, foram realizadas as
analises de regressao linear, a partir do programa Microsoft Office Excel 2003,
(Microsoft, Inc.), usando como variavel dependente a atividade antioxidante (Tabela
7) (Log 1/ICsy = —Log ICs¢ = pICso) dos 15 derivados fendlicos (CHENG et al., 2003)
em funcdo de todas as possiveis combinacdes dos descritores (variaveis
independentes) calculados neste trabalho para estes compostos: entalpia de
dissociacdo homolitica da ligacdo O-H (EDL-OH), potencial de ionizacao (PI),
afinidade eletrébnica (AE), densidade de spin (DS), lipofilicidade (LogP) e
lipofilicidade relativa (LogD). A execucao da busca sistematica com os descritores
calculados gerou 40 equacgdes de regressdo. Destas, seis equagdes com um
parametro, 15 equacbes com dois parametros e 19 equacdes com trés parametros.
Na Tabela 5 estdo listados os descritores incluidos em cada equacdo e os

respectivos parametros estatisticos (R, R, R ajustado, s, F e p) destas equacdes.

A melhor equacao com uma variavel € a Eq.15, plCs¢ = 6,15 - 0,24(EDL-OH),
destacada em negrito na Tabela 5, na qual o Unico termo presente, EDL-OH, é
capaz de explicar 72,5 % (R x 100) da variabilidade da atividade antioxidante. Como
a variavel EDL-OH explica a maior parte da variabilidade da atividade antioxidante, é
de se esperar que este descritor esteja presente nos melhores modelos com um

maior numero de termos.

Assim, a melhor equagdao com duas variaveis é a Eq.21, plCso = 6,68 -

0,023(EDL-OH) - 0,0036(PI), na qual os dois termos presentes, EDL-OH e PI, sédo
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capazes de explicar 88,5 % (R° x 100) da variabilidade da atividade antioxidante.
Quando comparamos as equacoes Eq.15 e Eq.21, que apresentam numero total de
termos diferente, os parametros estatisticos R, R?, s e F ndo podem ser utilizados.
Nestes casos, os valores de RZA,-ust e p sao mais adequados a comparagao, pois
consideram corre¢gées para o numero de varidveis utilizado em cada equacao
(GUADIO e ZANDONADE, 2001). Assim, na comparagao entre Eq.15 e Eq.21, esta

ultima é preferida, pois apresenta o maior valor de RZA,-ust (Tabela 5).

A melhor equagédo com trés variaveis € a Eq.36, plCso = 6,62 - 0,022 (EDL-
OH) - 0,0035(PI) + 0,0012(AE), na qual os trés termos presentes, EDL-OH, Pl e AE,
sdo capazes de explicar 89,3 % (R? x 100) da variabilidade da atividade antioxidante
(Tabela 5). Comparando Eq.21 com EQq.36, vemos que a presenca do parametro
tedrico AE nao provoca uma alteracdo significativa nos valores de R ajustado e p, o
que torna essas duas equacdes aproximadamente equivalentes (Tabela 5). No
entanto, o principio da parcimbnia aconselha a escolha do modelo com menor
namero de variaveis (GAUDIO e ZANDONADE, 2001). Desta forma, como a
equacao Eq.21 representa o melhor modelo de QSAR da atividade antioxidante da
série dos 15 compostos fendlicos, ela foi usada para calcular a atividade
antioxidante dos 15 compostos fenélicos em estudo. Os valores de plCsq calculados,
os valores residuais (plCso obs - PICso cac) € 0 desvio percentual para os 15

compostos sao apresentados na Tabela 7.
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Tabela 5. Resumo dos dados estatisticos dos 40 modelos de QSAR gerados por
combinacao sistematica dos seis parametros teéricos (EDL-OH, PI, AE, DS, LogP e
LogD).

Eq. EDL-OH Pl AE DS LogP LogD R R FRuus S F
15 . 0,852 0,725 0,704 0,085 34,33
16 . 0,531 0,282 0227 0,137 5,11
17 . 0,324 0,105 0,036 0,153 1,53
18 . 0,355 0,126 0,059 0,152 1,88
19 . 0,396 0,157 0,092 0,149 2,01
20 e 0336 0,134 0,067 0,151 2,42
21 . . 0,941 0,885 0,866 0,057 46,09
22 . . 0,864 0,747 0,705 0,085 17,72
23 . . 0,852 0,726 0,680 0,088 15,86
24 . . 0,853 0,728 0,682 0,088 16,03
25 . e 0888 0,789 0,754 0,077 22,48
26 o o 0,582 0,338 0,228 0,137 3,07
27 . . 0,605 0,366 0,260 0,134 3,46
28 . . 0,616 0,379 0276 0,133 3,66
29 . e 0546 0,298 0,181 0,141 2,55
30 « 0,703 0,494 0410 0,120 5,86
31 . . 0,396 0,157 0,017 0,155 1,12
32 . e 0370 0,137 -0,007 0,157 0,95
33 . . 0,615 0,378 0275 0,133 3,65
34 . e 0,668 0446 0,353 0,126 4,82
35 . e 0429 0,184 0,048 0,152 1,35
36 . o o 0,945 0,893 0,864 0,058 30,68
37 . . . 0,942 0,886 0,856 0,059 28,65
38 . . . 0,941 0,885 0,853 0,060 28,17
39 . . e 0,944 0,890 0,860 0,058 29,76
40 . o o 0,874 0,763 0,699 0,086 11,82
41 . . . 0,872 0,761 0,696 0,860 11,70
42 . . e 0,893 0,797 0,742 0,079 14,43
43 . . . 0,853 0,728 0,654 0,092 9,80
44 . . e 0,900 0,809 0,757 0,077 1557
45 . . e 0,897 0,805 0,752 0,078 15,18
46 o o e 0,776 0,603 0495 0,111 557
47 o o . 0,616 0,380 0,210 0,140 2,24
48 o o e 059 0,355 0,179 0,142 2,02
49 . . . 0,730 0,533 0,405 0,120 4,18
50 . . e 0,695 0482 0,341 0,127 3,42
51 . . e 0620 0,384 0,216 0,138 2,29
52 o o . 0,703 0,494 0,356 0,125 3,58
53 o o e 0,722 05521 0,391 0,122 3,99
54 . . e 0,705 0,497 0,360 0,125 3,63

a) Equacdes com um (Eq.15-20), dois (Eq.21-35) e trés (Eq.36-54) descritores.
As melhores equacbes de cada conjunto estdo destacadas em negrito. Em
todas as equacdes N = 15 e p = 0,05.
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E importante verificar também o grau de correlagdo entre os descritores
calculados que aparecem numa mesma equacgao. A construcdo de modelos por
MMQ exige que as variaveis presentes num dado modelo sejam, essencialmente,
independentes. Além de descreverem a mesma propriedade, duas ou mais variaveis
altamente correlacionadas geram problemas de dependéncia linear no conjunto de
dados e imprecisdo numérica na construcao do modelo (GAUDIO e ZANDONADE,

2001).

O grau de correlacdo entre as variaveis independentes é verificado pela
construcdo da matriz de correlacdo cruzada entre os seis descritores calculados
(EDL-OH, PI, AE, DS, LogP e LogD). A analise da matriz de correlacéo (Tabela 6)
revela que as Unicas variaveis que ndao devem ser combinadas numa mesma
equacdo sao AE e LogP, da mesma forma que AE e LogD, pois apresentam
coeficiente de correlacdo (R) igual a 0,804 e 0,801, respectivamente. E importante
ressaltar que as equagdes selecionadas como os melhores modelos (15, 21 e 36),

nao incluem essas variaveis simultaneamente.
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Tabela 6. Matriz de correlacdo cruzada entre os descritores calculados (EDL-OH, P,
AE, DS, LogP e LogD). Valores de R = 0,75 estdo destacados em negrito.

EDL-OH PI AE DS LogP  LogD

EDL-OH 1,000 0,161 0,212 0,433 0414 0,136
PI 1,000 0,171 0,129 0,168 0,481
AE 1,000 0,532 0,804 0,801
DS 1,000 0,251 0,416
LogP 1,000 0,592
LogD 1,000

Além do mais, € importante observar o alinhamento dos pontos em relacao a

reta ajustada (Grafico 9), bem como a distribuicdo ao longo do intervalo dos valores

de atividade estudados. Desta maneira, vimos que dentre os quinze compostos

estudados, todos apresentam um desvio menor que 5% do valor da atividade

experimental, 0 que caracteriza a inexisténcia de outliers (compostos que possuem

grandes residuos num modelo de regressdo). A maioria dos valores de atividade

predita apresentou desvios em torno de 1%, com a excecao de 31 (acido cafeico),

cujo desvio foi de 3,09% (Tabela 7).

No Grafico 10, podemos observar também que os residuos estao dispostos

aleatoriamente em torno de zero (linha tracejada), o que acontece em um modelo

adequado (GAUDIO e ZANDONADE, 2001).
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Tabela 7. Valores observados e calculados de plCsp, residuos (plCso obs — pICs0 calc)
e desvio percentual.

# Composto PICso obs PICso caic Residuo Desvio %
28 Acido o-cumarico 4,14 4,10 0,0387 0,98
29 Acido p-cumarico 410 410 -0,0048 0,00
30 Acido fertlico 4,15 4,13 0,0168 0,48
31 Acido cafeico 4,21 4,34 -0,1290 3,09
32 Catecol 4,29 4,29 -0,0050 0,00
33 Pirogalol 4,31 4,27 0,0444 0,94
34 Floroglucinol 3,98 4,02 -0,0426 1,00
35 Resorcinol 4,02 4,06 -0,0496 1,00
36 Hidroquinona 4,28 4,22 0,0558 1,42
37 p-Amino-fenol 4,42 4,36 0,0554 1,38
38 Acido protocatecuico 4,09 4,06 0,0249 0,74
39 Acido galico 4,08 4,06 0,0211 0,49
40 Acido salicilico 3,94 3,88 0,0598 1,55
41 Acido m-hidréxi-benzéico 3,92 3,96 -0,0336 1,02
42 Acido p-hidréxi-benzéico 3,90 3,95 -0,0522 1,28
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Grafico 9. Atividade antioxidante observada (plCso obs) €m funcdo da atividade
calculada (plCsp carc) pra os 15 compostos fenélicos.
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Grafico 10. Distribuicao dos valores residuais (plCsy ops - pPICso cac) para os 15
compostos fendlicos.
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4.4 Estimativa da Atividade Antioxidante de Ariloxipropanolaminas e Aminas

aromaticas

Como as ariloxipropanolaminas planejadas em nosso estudo (Figura 10)
apresentam uma estrutura relativamente grande e, portanto, demandam grande
custo computacional em seus célculos, decidimos estudar a atividade antioxidante
das aminas 43 e 44, que representam modelos da subestrutura planejada para
apresentar atividade antioxidante, e que apresentam similaridade estrutural com os

15 compostos fendlicos estudados.

OH
OCH3,
nh=1e2
)
07 N R, = —OCH; e -H
R OH
R; =—CN e —-CO,CHj3;
R4

Figura 10. Estrutura das ariloxipropanolaminas planejadas com potencial atividade
dual: antioxidante e anti-hipertensiva.

OCHj; OCHj3
OH OH

(43) (44)

Assim, a partir da equacéao 21 (Tabela 5), 0 melhor modelo obtido no estudo

de QSAR com os compostos fendlicos descritos no trabalho de Cheng e
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colaboradores (CHENG et al., 2003), calculamos os valores de plCso cac para as

moléculas 43 e 44 (Tabela 8).

Para comparar o efeito do calculo dos descritores presentes na Eq. 21 (EDL-
OH e PIl) das subestruturas modelos (43 e 44) com as respectivas moléculas
planejadas, calculamos estes mesmos parametros tedricos para as menores

ariloxipropanolaminas propostas em nosso trabalho (45 e 46), e os respectivos

valores de plCs, (Tabela 8).
OCH34 OH
OH O\)\/NH OCHj
iy JORMR )¢
/©/°Q\/NH NC OH
NC
(45) (46)

Tabela 8. Valores teéricos de EDL-OH e Pl para as moléculas 43, 44, 45 e 46 e os
respectivos valores de plCs, preditos pela Equacao 21.

NlUmero EDL-OH (kcal/mol) PI (kcal/mol) PICso caic
43 84,21 171,65 4,16
44 84,25 170,63 4,18
45 84,80 169,65 4,16
46 84,10 166,87 417

A partir dos resultados descritos na Tabela 8, podemos afirmar que nao
houve uma diferenga significativa entre os valores de EDL-OH calculados para os
compostos 43, 44, 45 e 46. Este fato indica que o grupo substituinte adicional

(destacado em vermelho, Figura 11), assim como o comprimento da cadeia alquilica
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espacgadora, localizada entre o atomo de nitrogénio da cadeia lateral e o anel

fendlico, ndo influenciaram no valor estimado deste parametro.

Diferentemente da EDL-OH, os valores calculados de Pl para 43, 44, 45 e 46
apresentaram discrepancia, principalmente no caso de 46, onde a diferenca
encontrada, considerando 44 e 46, ndo passa de 4 kcal/mol. Esta diferenca é devido
a influéncia do grupo substituinte adicional e a cadeia espacadora de maior

comprimento (Figura 10).

Desta forma, como as diferengas nos valores calculados de EDL-OH e Pl nao
foram grandes e o peso de EDL-OH é maior na Eq. 21, os valores de plCsg previstos
para os composto 43 e 45, assim como para 44 e 46, sao equiparaveis (Tabela 9).
Este resultado indica que o grupo substituinte adicional (destacado em vermelho,
Figura 11) ndo influencia no valor de atividade calculada. Além do mais, quando
comparamos os valores de plCsg calculados para 43 e 44, da mesma forma que 45 e
46, verificamos que o tamanho da cadeia espacadora pouco altera os valores de
atividade antioxidante calculada.

OCHj,4
OH

O\V/L\/NH
Qo "
NC

Figura 11. Ariloxipropanolamina com o grupo ariloxipropanol destacado em
vermelho.

nh=1e2
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4.5 Rota de Sintese das Ariloxipropanolaminas com Potencial Atividade Dual,

Antioxidante e Anti-Hipertensiva

A rota sintética para a preparacdo das ariloxipropanolaminas planejadas
neste trabalho esta descrita no Esquema 4.

Nesta rota, a hidroxila fendlica da vanilina (47) (4-hidréxi-3-metdxi-
benzaldeido) é protegida com um grupo benzila, formando o intermediario 56.
Seguindo a metodologia descrita por Gannett e colaboradores (GANNETT et al.,
1988), 56 é convertido no respectivo cloridrato de amina (58), que possui apenas um
grupo metilénico entre o grupo amino e o anel aromatico (n = 1), atuando como
grupo espacador.

Da mesma forma que 58, a preparacado do cloridrato de amina 63 utiliza o
intermediario 56 como substrato. No entanto, a obtencdo de uma cadeia alquilica
espacadora com dois grupos metilénicos (n = 2) é obtida a partir da metodologia
proposta por Batra e colaboradores (BATRA et al., 2003).

A sintese das nitrilas segue o procedimento apresentado por Ballini e
colaboradores (BALLINI, FIORINI e PALMIERI, 2003), onde a vanilina (47) e o 4-
hidréxi-benzaldeido (49) sdo empregados como substratos.

Os epdxidos 53, 54 e 55 foram preparados a partir da reacdo das nitrilas 50
(4-hidroxi-3-metoxi-benzonitrila) e 51 (4-hidréxi-benzonitrila), assim como o nipagin
(52) (4-hidréxi-benzoato de metila), com epicloridrina, seguindo a metodologia
descrita por Srivastava e colaboradores (SRIVASTAVA et al., 2004).

Aplicando o procedimento descrito por Srivastava e colaboradores
(SRIVASTAVA et al., 2004), a reacao dos epoxidos 53, 54 e 55 com as aminas 58 e

63, forma as ariloxipropanolaminas 59, 60, 61, 62, 63 e 64. E, finalmente, a etapa de
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desbenzilagdo é feita a partir da metodologia descrita por Barrero, Alvarez-
Manzaneda e Chahboun (WHITE e AMEDIO, 1989; BARRERO, ALVAREZ-

MANZANEDA e CHAHBOUN, 1997 apud GREENE e WUTS, 1999).
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(58) n =1
OH (53), (54) e (55) (O MN=2
OMe 0 o
©/\ OMe o ] ©/\ OMe
h=1e2 R2
o/\/\ NHE n )
Ry OH 0/\/\NH n R HCLH,N O
R,= CN, CO,Me Ra (g;') (60), (61)
R.= H, OMe. , (60), (61),
Re (64), (65) e (66) o ‘
R4 .
epicloridrina CHO
(49) 4-hidroxi-benzaldeido, R,= H;
(47) 4-hidroéxi-3-metoxi-benzaldeido, R,= OMe. 0
OH OH OMe
Ry Ry (56)
—
CHO CN CO,Me
(51) 4-hidréxi-benzonitrila, R,= H (52) 4-hidréxi- CcHo
(50) 4-hidroxi-3-metoxi-benzonitrila, R,= OMe  panzoato de metila
OMe

(47) 4-hidroxi-

3-metoxi-
benzaldeido

Esquema 4. Rota sintética para a preparagao das ariloxipropanolaminas com potencial atividade dual: antioxidante e anti-
hipertensiva.
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4.5.1 Sintese do cloridrato de amina 43

CHO NH5.HCI
98% 96%
—a
OMe OM
OH
47

(a) H2NOH.HCI, NaOH, H>0, EtOH, t.a., 15 min; (b) 1) H,, Pd/C, 50 psi,
t.a., 2h; 2) HCI, EtO,/EtOHpgs, 0°C.

A amina 43 foi obtida usando a rota proposta por Gannett e colaboradores
(GANNETT et al., 1988), onde a vanilina (47) é convertida na oxima correspondente
(48), que, posteriormente, é reduzida a amina (43).

Na reacdo de preparacdo da vaniloxima (48), o cloridrato de hidroxilamina
(Ho2NOH.HCI) é tratado com uma solucao aquosa de NaOH (hidréxido de sédio),
gerando in situ a hidroxilamina na forma livre, que reage com a vanilina, formando a
oxima correspondente. Por se tratar de um meio reacional aquoso, onde a vanilina é
insoluvel, se faz necessaria a adicado de uma quantidade suficiente de etanol (EtOH)
para tornar o meio reacional homogéneo. Este pequeno, porém importante, detalhe
garante a formacdo da oxima 48 em excelente rendimento (98%) e em curto tempo
reacional (15 minutos).

Na etapa de formacao da amina, Gannett e colaboradores verificaram que a
reducdo de oximas pelo tratamento de Pd/C (paladio sobre carbono) e H
(hidrogénio) prové excelentes resultados. Desta forma, a redugcdo da oxima da

vanilina foi obtida com Pd/C a 5% e H, em metanol, sob pressao de 40 psi. Apos 2



102

horas de reacdo, a formacao da amina foi evidenciada pelo teste de Kaiser (KAISER
et al., 1970) (Figura 12). Neste ensaio, a amina primaria € condensada com duas
moléculas de indano-1,2,3-triona (obtido pela desidratagdo da ninidrina), 0 que gera

a formacgao de um anion de coloragao purpura.

Ninidrina Indano-1,2,3-triona

0 o)
OH -H20
— o)
OH 1,0
O o)
0] 0 0
+
2 0+ HN—R “H3O» @jﬁé:n +R—CHO + CO,
o) o}

o)

Anion de cor purpura

Figura 12. Identificagdo de aminas primarias pelo teste de Kaiser, usando ninidrina
(KAISER et al., 1970)

Por ser labil (facilmente oxidada) e higroscépica, a amina 43 foi convertida no
cloridrato correspondente, que apresenta maior estabilidade.

A caracterizacao estrutural da amina 43 foi feita a partir do ponto de fuséo
(215°C) e dos espectros de IV e RMN de 'H e "*C.

O espectro de IV do cloridrato desta amina apresenta as bandas referentes a
deformacédo axial da hidroxila fenélica em 3361 cm™, & deformagéo axial da ligagdo
N-H do sal da amina em 3139-2935 cm™ e & deformagédo axial C=C de aromatico
em 1605 cm’.

O espectro de RMN de 'H de 43 demonstra acoplamentos de spin em orto
(H1 e H2) e meta (H1 e H3) para os hidrogénios aromaticos. O acoplamento de H1

com os dois hidrogénios H2 e H3 gera um duplo dublete em 6,86 ppm (J = 8,40 Hz e



103

J = 1,80 Hz, respectivamente). Além disso, H2 acopla com H1 para dar um dublete
em 6,77 ppm (J = 8,40 Hz) e H3 acopla com H1 para dar um dublete em 7,21 ppm (J
= 1,80 Hz) (Figura 13) (GANNETT et al., 1988). Adicionalmente, podemos observar
que, devido a maior densidade eletrdnica, H2, presente na posicao orfo em relacao a
hidroxila fendlica, estd mais blindado do que H1 e H3. Apesar de haver um efeito de
desblindagem, proporcionada pelo grupo —CH2NH3*, em H1 e H3 em relagédo a H2,
existe uma diferenca considerdvel entre o deslocamento quimico destes dois
hidrogénios. O maior efeito de blindagem em H1 (presente na posicao para em
relacdo a metoxila) faz com que este hidrogénio apresente um menor valor de

deslocamento quimico que H3 (Figura 13).
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Figura 13. Expansdo do espectro de RMN de 'H, em ppm: Acoplamento dos
hidrogénios aromaticos da amina 43.
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O espectro de RMN de *C usando a técnica APT (“Attached Proton Test”) da
amina 43 apresenta o deslocamento quimico dos seis carbonos aromaticos (Figura
14). Neste espectro, podemos observar que C1, C2 e C4 sdo atomos de carbonos
terciarios, enquanto que C3, C5 e C6 sao atomos carbonos quaternarios (GANNETT
et al., 1988).

A consideravel diferenca de deslocamento quimico encontrada para C5 e C6
em relagdo aos demais atomos de carbono, se deve pelo efeito da
eletronegatividade do atomo de oxigénio dos substituintes hidroxila e metoxila
diretamente ligados a estes carbonos, que deslocam os referentes sinais para a

esquerda do espectro (Figura 14).
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C4 - 123,58 C3-122,99
C2-115,85
NH,.HCI
C5-147,73
C6 — 148,11 C1-114,93
c3

C1
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Figura 14. Expansdo do espectro de RMN de *C (APT), em ppm, da amina 43:
deslocamento quimico dos sinais dos atomos de carbono aromaticos.
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4.5.2 Sintese de nitrilas a partir de aldeidos

CHO CN
c
R1 R1
OH OH
47 e 49 50 e 51
(47) Vanilina, R{= OMe (50) Vanilonitrila, Ri= OMe (66%)
(49) 4-Hidroéxi-benzaldeido, Ri= H (51) 4-Ciano-fenol, R1= H (60%)

(c¢) Ho2NOH.HCI, Nal, MeCN, refluxo, 4h.

As nitrilas 50 e 51 foram preparadas a partir dos aldeidos 47 e 49
empregando o método de Ballini e colaboradores (BALLINI, FIORINI e PALMIERI,
2003). Muitos métodos sintéticos envolvem a conversao inicial de aldeidos em
oximas, que sao desidratadas para formar nitrilas (TALUKDAR et al,, 2001). Na
literatura, encontramos varias metodologias que descrevem a conversao direta de
aldeidos nas respectivas nitrilas, como o emprego de: a) HONH..HCI, (Et)sN e
anidrido fitalico (WANG e LI, 1998); b) N-metil-pirrolidona e HONH..HCI sob
irradiacao de microondas (CHAKRABORTI e KAUR, 1999); c) NH; e I, em meio
aquoso (TALUKDAR et al, 2001); d) HONH..HCI e MeSO.Cl em Al.O; seca
(SHARGHI e SARVARI, 2002). Estes procedimentos, entretanto, fazem uso de
reagentes que sao onerosos e toxicos, necessitam de longo tempo de reagéo e
apresentam baixos rendimentos. Além disso, a presenca de hidroxilas fendlicas em
ambos os aldeidos (47 e 49) impede a utilizacdo de procedimentos em meios

excessivamente bésicos, como NHsaq € I2 (TALUKDAR et al., 2001). Sob condicoes
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basicas tem-se a formacdo de uma apreciavel quantidade do anion fenéxido, que
inativa a carbonila do aldeido, diminuindo a reatividade deste grupo frente ao ataque

nucleofilico de HONH, (Esquema 5).

o) o®

BH

Esquema 5. Desativacdo do grupo carbonila, frente a um ataque nucleofilico,
devido a formagéao do ion fenoxido.

Contudo, utilizando o procedimento descrito por Ballini e colaboradores
(BALLINI, FIORINI e PALMIERI, 2003), obtivemos as nitrilas 50 e 51, diretamente
dos respectivos aldeidos, e em bons rendimentos (66% e 60%, respectivamente).
Nesta metodologia, a utilizacdo de um solvente polar aprético (MeCN), assim com a
presenca de 50% mol de Nal, produz facilmente, via formagao de aldoxima in situ, a

respectiva nitrila (Esquema 6).

R Q%O\H

HONH2HCI
Afzo >=NOH (*éif

R—CN

Esquema 6. Esquema de intermediarios na formagao de nitrilas a partir de
aldeidos.
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As nitrilas 50 e 51 foram caracterizadas pelos pontos de fusdo (87°C e 112°C,
respectivamente) e pelos espectros de IV e RMN de 'H e de "*C. Os espectros de IV
de ambas as nitrilas apresentam bandas de deformacao axial da ligacdo O-H da
hidroxila fenélica em 3287 cm™ e 3373 cm™, respectivamente, assim como bandas
de deformagao axial da ligagdo C=N da nitrila em 2229 cm™ e 2233 cm™ (SHARGHI
e SARVARI, 2002).

O espectro de RMN de 'H da vanilonitrila (50) apresenta os mesmos
acoplamentos, entre os hidrogénios aromaticos H1, H2, H3, que a amina 43.
Diferentemente, a nitrila 51 exibe um acoplamento orto entre H1 e H2 (J = 8,00 Hz),
confirmando o padrao de substituicdo para. Os assinalamentos dos espectros de
RMN de 'H e de C das nitrilas 50 e 51 encontram-se descritos nas Figuras 15 e 16

(WANG e LIN, 1998).



RMN de 'H

RMN de "°C

CN
7,20 (dd) N 7,08 (d)
H, Hg///
6,94(d) [|—H2 OCH$~ | 393 (s)
OH
6,20 (sl)
115,22
. 103,23
T~c¢n
126,95 113,79
OGH, 146,99
119,20 OH
56,22
149,92

110

Figura 15. Assinalamento, em ppm, por RMN de 'H e "*C dos 4tomos de hidrogénio

e de carbono da nitrila 50.
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CN
H He——| 7,54 (d)
RMN de 'H H He— [ 691 (q)
OH
7,21 (s)

119,23 \.C N

134,29

103,23

RMN de '°C

116,44

160,17 OH

Figura 16. Assinalamento, em ppm, por RMN de 'H e *C dos &tomos de hidrogénio
e de carbono da nitrila 51.



112

4.5.3 Preparacao dos epoxidos 53, 54 e 55

OH nd

R1 R
50, 51, 52 53, 54, 55

(50) Vanilonitrila, Ri= CN e R,= OMe (53) Ri= CN e R,= OMe (88%)
(51) 4-Ciano-fenol, Ri= CN e Ro=H (54) R1=CN e Ro= H (87%)
(52) Nipagin, Ri= CO.Me e R.=H (55) Ri= CO2Me e Ro= H (77%)

(d) epicloridrina, KoCOs, refluxo, 1h.

Utilizando a metodologia descrita por Liang e colaboradores (LIANG et al.,
2002), que emprega solugdo de EtOH, H,O e NaOH, o epo6xido 53 foi obtido com
rendimento de 71%. Apesar disso, quando utilizamos este mesmo procedimento
para a preparacao de 54 e 55 a partir dos fendis correspondentes (51 e 52), nao
evidenciamos a formacao dos produtos desejados.

Contudo, quando seguimos a metodologia descrita por Srivastava e
colaboradores (SRIVASTAVA et al., 2004), onde nao se emprega solvente prético,
os trés epoxidos (53, 54 e 55) foram formados em excelentes rendimentos.

Diferentemente dos fendis 51 e 52, o fenol 50 apresenta o grupo —-OCH3z em
posicdo orto a hidroxila fendlica. Assim, a presenca deste substituinte pode estar

provocando dois efeitos: o primeiro esta relacionado ao efeito estérico deste grupo,
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que impede que anion fendxido formado seja solvatado pelo meio polar prético e o
segundo esta relacionado ao efeito eletrdnico deste grupo na posicdo orto (6, =
—0,2) que pode desestabilizar o anion formado, tornando-o mais reativo.

A analise estrutural dos epoxidos foi feita a partir dos espectros de IV e de
RMN de 'H e °C.

O espectro de |V para o epdxido 53 exibe as bandas de deformacéao axial da
ligacdo C=N em 2228 cm™ e da ligagdo C=C do anel aroméatico em 1600-1515 cm’
(SIVERSTAIN e WEBSTER, 2000). As deformagdes axiais simétrica e assimétrica
da ligagdo C—O-C do anel oxirano absorvem em 1272-1251 cm™ e 875-804 cm™,
respectivamente (CHUNG et al., 2001).

Em analogia estrutural ao epo6xido 53, 54 também apresenta as bandas de
deformagéo axial de C=N em 2221 cm™ e de C=C de anel aroméatico em 1604-1508
cm’, assim como as bandas referentes as deformagdes axiais simétrica e
assimétrica de C-O-C em 1258 cm™' e 840-824 cm™', respectivamente.

No espectro de IV do epédxido 55 temos a presenca de bandas relacionadas a
de deformacdo axial da carbonila de éster em 1709 cm™ (SILVERSTEIN e
WEBSTER, 2000), deformacao axial da ligacao C=C de aromatico em 1604-1610
cm’”, assim como as bandas referentes as deformagdes axiais simétrica e
assimétrica do anel oxirano em 1281-1256 cm™ e 849-772 cm™’, respectivamente.

O espectro de RMN 'H de ambos os epéxidos (53, 54 e 55) exibe
acoplamentos entre os hidrogénios do anel oxirano (H1, H2 e H3) (PAVIA,
LAMPMAN e KRIZ, 1996; CHUNG et al., 2001; JINDAL et al., 2003), assim como o
acoplamento do hidrogénio H3 com os hidrogénios metilénicos H4 e H5 (CHUNG et

al., 2001).
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A Figura 17 mostra o acoplamento entre os hidrogénios H1, H2 e H3 do anel
oxirano de 53. Neste sistema, H1 acopla com os hidrogénios H2 (J = 4,80 Hz) e H3
(J = 2,60 Hz) para formar um duplo dublete. Da mesma forma, H2 acopla H1 (J =
4,80 Hz) e H3 (J = 4,10 Hz), resultando também em um duplo dublete.

A Figura 18 mostra o acoplamento de H3 do anel oxirano com os hidrogénios
metilénicos H4 e H5. O hidrogénio H3 acopla tanto com H1 (J = 2,60 Hz) e H2 (J =
4,10 Hz) quanto com os hidrogénios H4 (J = 5,80 Hz) e H5 (J = 2,90 Hz), dando
origem a um multiplete (Figura 17 e 18). Os hidrogénios H4 e H5 (J = 11,10 Hz)
também se acoplam entre si e com H3 (J= 5,80 Hz e J = 2,90 Hz, respectivamente),

formando dois duplo dubletes (Figura 18).

£298 4

H2 _ H1
¥ S
po
H3
378
50o 7
§ e ’g
gl e
T’l | ‘
‘ |
1.00 1.00 1.00
L ] I | I

3.45 3.40 3.35 3.30 3.25 3.20 3.15 3.10 3.05 3.00 2.95 2.90 2.85 2.80 2.75

Figura 17. Expansdo do espectro de RMN de 'H, em ppm: Acoplamento dos
hidrogénios do anel oxirano do epoxido 53.
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Figura 18. Expansdo do espectro de RMN de 'H, em ppm, do epoxido 54:
Acoplamento do hidrogénio H3 com os hidrogénios metilénicos H4 e H5.

Os espectros de RMN de "*C dos epéxidos 53, 54 e 55 exibem sinais dos
carbonos —CH- e —CH»>— do anel oxirano em 49,65-49,89 ppm e 44,42-44,57 ppm,
respectivamente, assim como o metileno da cadeia lateral em 68,85-69,73 ppm
(CHUNG et al., 2001). A Figura 19 apresenta uma expansao do espectro de APT do
epdxido 53 com os deslocamentos quimicos dos carbonos do anel oxirano (C1 e C2)

e do carbono metilénico da cadeia lateral (C3).
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Figura 19. Expansdo do espectro RMN de '*C (APT), em ppm, do epdxido 53:
deslocamento quimico dos carbonos C1, C2 e C3.
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4.5.4 Abertura dos epdxidos 53, 54 e 55 com a amina 43

Mistura de
e Produtos

+
\J

OMe

53,54 e 55 43

(53) Ry= CN e Ry= OMe
(54) Ry= CN e R;= H
(55) R1= COzMe e R2= H

(e) EtOH absoluto, KoCOg, refluxo, 6 h

Os PB-bloqueadores da série das ariloxipropanolaminas sdo comumente
preparados a partir da reacao regiosseletiva, promovida em meio basico, de um
epoxido e uma amina (MAIN e TUCKER, 1993). Quando a abertura de um anel
epoxido nao simétrico é catalisada por base, o ataque nucleofilico ocorre,
principalmente, no atomo de carbono menos substituido. Este fato é justificado por
um mecanismo de reacdo do tipo Sn2, onde substratos primarios, com menor
impedimento estérico, reagem mais rapidamente. Diferentemente, quando a catalise
€ acida, o ataque nucleofilico ocorre, principalmente, no atomo de carbono mais
substituido. Neste caso, a reacdo é do tipo Sy1, onde o atomo de carbono mais
substituido possui uma densidade de carga positiva (6+) (BRUCKNER, 2001)

(Figura 20).
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Figura 20. Regiosseletividade na abertura de epdxidos: (a) reacédo catalisada por
base; e (b) reacao catalisada por &cido.

A metodologia descrita por Srivastava e colaboradores (SRIVASTAVA et al.,
2004), para a abertura de epdxidos por aminas, emprega Ko.CO3; em etanol absoluto,
sob refluxo. No entanto, ao utilizarmos este procedimento para a condensagao dos
epoxidos 53, 54 e 55 com a amina 43, verificamos por cromatografia em camada
fina (CCF) a formagéao de varios produtos.

Este resultado pode ser explicado, em parte, pela presenca da hidroxila
fendlica na amina 43, que em meio basico pode gerar o anion fenéxido. Assim, o
ataque nucleofilico pode ser feito tanto pelo nitrogénio da amina quanto pelo
oxigénio do anion fendxido, o que possibilita a formacao de mais de um produto.
Além disso, o aquecimento do meio reacional também pode interferir na

regiosseletividade, visto que este fator aumenta a probabilidade do ataque
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nucleofilico ocorrer no carbono mais substituido do anel oxirano, levando, da mesma
maneira, a formacao de varios produtos.

A partir deste resultado, resolvemos proteger a hidroxila fendlica da amina 43,
e também realizar a reacdo de abertura dos epdxidos sob temperatura ambiente,

com o intuito de evitar a formagao de uma mistura de produtos.

4.5.5 Sintese do cloridrato da amina 58

H OH
CHO 88% Q 98%
N
_f, Me a OMe
oM SN
OH
47 @ 57

».HCI

NH
72%
h

() BnCl, KoCO3, MeCN, refluxo, 7 h (g) HONH..HCI, NaOH, H,O, THF, t.a.,10 min
(h) 1) LiAlH,, THF seco, refluxo, 2 h; 2) HCI, EtO,, 0°C.

A preparacao da amina 58 teve, assim como 43, a vanilina (47) como produto

de partida. No entanto, este aldeido (47), antes de ser convertido na respectiva
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oxima, foi protegido com um grupo benzila. A reacédo de protecéo foi realizada pelo
tratamento de 43 com cloreto de benzila (BnCl) em meio basico, utilizando
acetonitrila (MeCN) como solvente. O uso de solvente polar aprético (MeCN) levou a
formacao de 56 em menor tempo reacional do que em solvente prético, como, por
exemplo, etanol absoluto (POUYSEGU, AVELLAN e QUIDEAU, 2002). Este
resultado pode ser explicado pela incapacidade da MeCN em solvatar anions. Desta
forma, como o ion fendxido formado nédo é estabilizado pelo solvente (meio
reacional), o ataque nucleofilico ao carbono benzilico (Ar-CH>—Cl), acontece mais
rapidamente do que quando o meio é prético, formando a vanilina benzilada (56) em
apenas uma hora de reacao.

Apbs a etapa de protecao, 56 foi convertido na respectiva oxima (57) com
excelente rendimento (98%). Esta reacdo foi conduzida nas mesmas condi¢des
descritas para a preparacao da oxima 48, com a exceg¢ao de um unico detalhe. Por
56 ser mais lipofilico do que 47, se faz necessaria a adicao de pequena quantidade
de THF (tetrahidrofurano) a mistura reacional contendo o aldeido benzilado (56), ao
invés de etanol. Este pequeno cuidado torna o meio homogéneo, fazendo com que
57 seja formado em apenas 10 minutos e com alto grau de pureza.

Diferentemente da rota seguida para a preparacdo de 43, a oxima 57 foi
reduzida pelo tratamento com hidreto de litio e aluminio (LiAlHs) (RAMIREZ e
BURGER, 1950; KUBO et al.,1987). Apesar de reduzir oximas em rendimento menor
(75%) do que o obtido com a metodologia descrita por Gannet e colaboradores
(GANNETT et al., 1988), o LiAlH4 consegue reduzir 57 sem que haja a desprotecao
do grupo fendlico, o que nao acontece quando utilizamos Pd/C e H.. Neste

procedimento, a oxima benzilada (57) foi adicionada lentamente em uma suspensao
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de LiAlH4 em THF sob banho de gelo. A adi¢édo lenta, assim como o banho de gelo,
evita que haja a degradacao de 57 pelo aumento exacerbado da temperatura.

Assim como no caso da amina 43, o espectro de IV da amina 58 apresenta
uma banda larga referente a deformacéao axial da ligagdo N-H do sal de amina em
2954-2607 cm™, uma banda em 2059 cm’, atribuida a uma combinagdo das
vibracoes de deformacao angular assimétrica e torcional do grupo NH3*, assim como
a banda em 1595-1522 cm’' relacionada com a deformacéo axial da ligagdo C=C de
aromatico (SILVERSTEIN e WEBSTER, 2000).

Como evidenciado para 43, o espectro de RMN de 'H da amina 58 mostra o
acoplamento entre os hidrogénios aromaticos H1, H2 e H3 (Figura 21). No entanto,
apesar de H1 e H3 apresentarem o mesmo deslocamento descrito para 43, H2,
neste caso, exibe um deslocamento maior. Este maior deslocamento pode ser
explicado pela diminuicdo da densidade eletrbnica, provocada pela benzilacdo da
hidroxila fenélica, o que torna H2 menos blindado.

Comparando os espectros de RMN de '°C das aminas 43 e 58, verificamos
que a benzilagcdo da hidroxila fendlica ndo provocou uma mudanca significativa no
deslocamento quimico dos carbonos presentes no anel vanildide. No entanto, a
partir da andlise do espectro HMQC, observamos uma sobreposi¢cdo dos sinais dos
carbonos C1 e C2 que apresentam o mesmo valor de deslocamento quimico (Figura
22). Apesar de nédo ter alterado o deslocamento dos outros atomos de carbono
presentes no nucleo vaniléide, a diminuicdo da densidade eletrbnica na posicao orto
(C2), provocada pela presenca do grupo benziloxi, pode ter influenciado o ambiente

quimico em C2 e C1, fazendo os sinais coalescerem.
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Figura 21. Expansdo do espectro de RMN de 'H, em ppm: Acoplamento dos
hidrogénios aromaticos da amina 58.
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Figura 22. Espectro de HMQC da amina 58, evidenciando o acoplamento dos
carbonos aromaticos C1 e C2 com os hidrogénios aromaticos H2 e H3.
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4.5.6 Abertura dos epdxidos 53, 54 e 55 com a amina 58

HCLH,N
o/\<lo O/Y\NH OMe
Rz i R OH
+ OMe ___ o (o)
0
R R,
53,54 e 55 58 59, 60 e 61
(53) Ri= CN e R,= OMe (59) R1= CN e R,= OMe (53%)
(54) Ri=CNeR.=H (60) R1= CN e Ro=H (76%)
(55) Ri= CO2Me e Ro= H (61) Ri= CO.Et e Ro=H (43%)

(i) EtOHass, K2CO3, t.a., 72 h

Os epoxidos 53, 54 e 55 foram submetidos a reacao de abertura de anel com
o emprego da amina benzilada 58 em meio basico e a temperatura ambiente.
Apesar da reacado ser mais lenta, a utilizacdo da amina protegida 58, assim como a
condicdo de temperatura ambiente, levou a formacado das ariloxipropanolaminas
desejadas em bons rendimentos, sem que houvesse a formacdo de uma mistura
intratadvel de produtos. Os compostos 60 e 61 foram convertidos a forma de
cloridrato correspondente, enquanto que 59 se manteve estavel na forma de base
livre.

As ariloxipropanolaminas foram caracterizadas por espectros de IV e RMN de
He 3C.

Os espectros de IV dos compostos 59, 60 e 61 apresentam o mesmo perfil
das ariloxipropanolaminas presentes nos trabalhos de Chung e colaboradores
(CHUNG et al, 2001), Huang e colaboradores (HUANG et al, 2001), Jindal e

colaboradores (JINDAL et al., 2003) e Brizzi e colaboradores (BRIZZI, BRIZZI e
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VATOLI, 2004). As trés ariloxipropanolaminas (59, 60 e 61) sintetizadas em nosso
estudo exibem uma banda de deformacédo axial da ligacdo O-H de alcool em 3390-
3215 cm™ Adicionalmente, 60 e 61 apresentam banda de deformacdo axial da
ligacdo N-H do sal de amina em 3139-2935 cm™, enquanto 59 apresenta uma
banda referente a deformacao axial de amina livre em 3279 cm™.

Os espectros de RMN de 'H das moléculas descritas por Chung e
colaboradores (CHUNG et al., 2001), Huang e colaboradores (HUANG et al., 2001) e
Brizzi e colaboradores (BRIZZI, BRIZZl e VATOLI, 2004) apresentam 0os mesmos
sinais, referentes aos hidrogénios da cadeia propanolamina, que 59, 60 e 61.

O espectro de RMN 'H da ariloxipropanolamina 59 exibe um multiplete em
2,54-2,62 ppm (2H, —-HCOH-CH>-NH-), dois singletes em 3,72-3,76 ppm (6H,
2-OCH;) (HUANG et al, 2001), um multiplete em 3,91-3,96 ppm (4H,
—O-CH,-HCOH- e -NH-CH2-Ar-), um multiplete em 4,00-4,04 ppm (1H,
—CH,-HCOH-CHx-), um singlete em 5,02 ppm (2H, -O-CH2-Ph), um multiplete
6,73-7,43 ppm (11H, Ar-H).

O espectro de RMN "H de 60 exibe os mesmos sinais descritos para 59, com
a excecao de um dos singletes em 3,76 ppm, referente aos hidrogénios da metoxila
da porcéao vanilonitrila. No entanto, no espectro de 60 existe um dublete em 7,72-
7.76 ppm (2H, Ar-H) referente aos dois hidrogénios aromaticos presentes na
posicao orto em relacédo do grupo —CN, o que nao acontece em 59.

O espectro de RMN 'H de 61 apresenta o mesmo perfil de 60, com excegdo
da presenga de um triplete em 1,3 ppm (3H, —-CH3) e um quartete em 4,2-4,4 ppm
(8H, —-CH>-CH3 e —-CH>-HCOH-CH>-) (HUANG et al., 2001). Ao analisarmos este
ultimo espectro vimos que, diferentemente do esperado, existe a presenca de um

éster etilico e ndo metilico. Esta transesterificagdo pode ser explicada pela
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quantidade de etanol que adicionamos para converter o composto 61, que se
encontrava na forma de amina livre, em cloridrato. Com o meio extremamente acido,
a carbonila do éster metilico foi provavelmente ativada e, como consequiéncia, se
tornou reativa frente ao ataque nucleofilico pelo excesso de etanol presente no meio,

produzindo, assim, o respectivo éster etilico (Esquema 7).

@ _H H
CO/ o QO/H @O/H
RLOM /’\ D @ + MeOH
° R o OMe R, OMe R” “OEt
Et" @ H EtO |
EtOH

Esquema 7. Esquema de intermediarios da formacao do grupo éster etilico presente
em 61.

As trés ariloxipropanolaminas (59, 60 e 61) exibem, em seus espectros de
RMN de C, sinais dos carbonos alifaticos (HCOH-CH,—NH-) em 48,39-48,60 ppm,
(-HN-CH>—Ar) em 50,04-50,09 ppm, (-HCOH-) em 64,67-64,74 ppm,
(Ph—O-CH>—Ar-) em 69,74-69,82 ppm e (Ar—-O—CH>-HCOH-) em 69,94-70,59 ppm
(CHUNG et al, 2001, MUTHUKRISHNAN et al., 2007). Além do mais, 59 e 60
apresentam um sinal em 119,13-119,30 ppm, referente ao carbono do grupo Ar-CN.
Diferentemente, o composto 60 apresenta um pico em 165,37 ppm referente a ao
carbono da carboxila de éster, assim como a presencga dos sinais em 14,3 ppm e em

60,4 ppm, referentes aos carbonos —CHj3; e —CH»>— da cadeia alquilica do grupo éster.
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4.5.7 Sintese do cloridrato da amina 63

CHO @\ 88% 98%
OMe
oM
OH
47 62

NH,.HC]

5

() BnCl, K2COg3, MeCN, refluxo, 7 h (k) MeNO,, HOAc, NH,OAc, refluxo, 3 h (I) 1)
LiAlH,, THF seco, refluxo, 2 h; 2) HCI, EtO,, 0°C.

A amina 63 foi obtida pela rota descrita por Batra e colaboradores (BATRA et
al., 2003). Assim, da mesma forma que 58, o tratamento de 47 com cloreto de
benzila (BnCl) em meio basico, utilizando MeCN como solvente, e refluxo, levou a

formacao do benzaldeido 56 com 88% de rendimento.
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Em seguida, a preparacdo do [B-nitro-estireno 62 foi feita pela reacdo do
benzaldeido 56 com nitro-metano (reacao de Henry) (MCNULTY, STEERE e WOLF,
1998). Esta condensacado tem sido geralmente catalisada por (a) bases, como por
exemplo, KOH em metanol, NaOH em agua ou metilamina em metanol (OTTO e
GRAEFE, 1952); (b) solucdes tampao contendo um par de acido-base conjugado,
como NH4sOH em HOAc sob refluxo (GAIRAUD e LAPPIN, 1953 apud WANG e
WANG, 2002) ou sonicada em ultra-som a temperatura ambiente (MCNULTY,
STEERE e WOLF, 1998); (c) sais, como ZnCl ou KF na presenca de cloreto de
dimetilaménio em refluxo com tolueno (DAUZONNE e ROYER, 1984 apud WANG e
WANG, 2002); e (d) na presenca de KoCO3/Al,O3 sob irradiacdo de microondas sem
solvente.

O procedimento mais eficiente na preparacao de 62 foi obtido usando uma
solucao de NH,OH/HOAc tampéao (GAIRAUD e LAPPIN, 1953). No entanto, quando
utilizamos 18,4 mmol de MeNO. para 1g de aldeido, proporcao descrita por Gairaud
e Lappin, a reagdo de condensacao entra em equilibrio, ndo ocorrendo o consumo
total do substrato. Contudo, com o aumento da concentragdo de MeNO, no meio
reacional (27,6 mmol de MeNO, para 1g do aldeido), ha o consumo completo do
substrato, formando 62 com excelente rendimento (98%).

O uso de uma maior quantidade de MeNO. reflete numa concentracao maior
de "CH2NO2 no meio reacional, ja que existe um equilibrio entre o nitro-metano e o
respectivo anion (Esquema 8). Assim, quando utilizamos o numero de equivalentes
com um acréscimo de 50% em relacao ao descrito na metodologia Gairaud e Lapin,
a concentracao de ~ CHoNO, gerada in situ se torna suficiente para que haja um total

consumo do aldeido de partida.
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N r () o Ho 8
H ¢ Q¥ v/ /o
%N 02 = >7N\ > >:G'\Dl\ +BH
H @ 0
H o

H 0, H

Esquema 8. Esquema de intermediarios da formacao do anion - CH2NO..

A redugdo de 62 a amina 63 foi obtida com o uso de LiAlHs (RAMIREZ e
BURGER, 1950; KUBO et al., 1987; POUYSEGU, AVELLAN e QUIDEAU, 2002).
Neste procedimento, o -nitro-estireno foi adicionado lentamente em uma suspensao
de LiAIH4s em THF sob banho de gelo. A adicédo lenta, assim como o banho de gelo,
evita que haja a degradagao do B-nitro-estireno 62 pelo aumento exacerbado da
temperatura. Apés 4 horas, sob temperatura ambiente, ndo havia mais substrato. A
formacao da amina foi evidenciada, da mesma forma que a amina 43, pelo teste de
ninidrina (KAISER et al., 1970).

Da mesma forma que a amina 43, o cloridrato da amina 63 apresenta uma
estabilidade maior do que a respectiva forma livre, que é facilmente oxidada sob

exposicao ao ar.
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6,71 (dd)

7,25 (d)
\

Ha NH2.HCI

6,89 (d)

H2

$ H3
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6.95 6.90 6.85 6.80 6.75 6.70

Figura 23. Expansao do espectro RMN de 'H: deslocamento quimico, em ppm, dos
sinais dos hidrogénios aromaticos da amina 63.

O espectro de IV da amina 63 apresenta uma banda larga em 3359 cm™
referente a presenca de agua, o que é justificado pela higroscopicidade do cloridrato.
Além disso, assim como no espectro de 58, encontramos uma banda larga de
deformacédo axial da ligagdo N-H do sal de amina em 3066-2666 cm™ (POUYSEGU,
AVELLAN e QUIDEAU, 2002), uma banda em 2000 cm’, atribuida a uma

combinacao das vibragdes de deformagédo angular assimétrica e torcional do grupo
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—NHs;* e a presenca de uma a banda em 11625-1518 c¢cm™ relacionada com a
deformacao axial da ligagdo C=C de aromatico.

O espectro de RMN 'H da amina 63 mostra o acoplamento entre os
hidrogénios aromaticos H1, H2 e H3 (Figura 23) (POUYSEGU, AVELLAN e
QUIDEAU, 2002). Contudo, nesta molécula, H1 e H3 estdo mais blindados do que
os hidrogénios encontrados na amina 58, apresentando valores de deslocamento
quimico menores. Este efeito de blindagem pode estar relacionado com o
afastamento do grupo —-NHs" (aceptor de elétrons) do nlcleo aromatico, visto que a
cadeia alquilica espacadora é maior do que a do composto 58. Com este
afastamento, H1 e H3 sofrem um menor efeito de desblindagem do que aquele
observado na metilamina 58, tornando-os menos deslocalizados.

O espectro de RMN de '*C da amina 63 apresenta o mesmo padrdo de
deslocamento quimico para os carbonos aromaticos do nudcleo vanildide do que

aquele observado para 58 (Figura 24) (POUYSEGU, AVELLAN e QUIDEAU, 2002).

C3- 130,91 C4-137,92
C2-114,39
NH3.HCI
C6 — 147,20
o)
OCHj; C1-113,41
C5- 149,79

Figura 24. Assinalamento dos deslocamentos quimicos, em ppm, dos carbonos do
anel vaniléide da amina 63.
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4.5.8 Abertura dos epdxidos 53, 54 e 55 com o cloridrato da amina 63

NH,.HCI
OMe
o)
°/\<|o /\/@
R2
m (o) NH
+ OMe > R, /\OC
(0]
R4
53,54 e 55 63 R4 64, 65 e 66
(53) Ri= CN e R,= OMe (64) R1= CN, Ro= OMe (57%)
(54) Ri=CNeR.=H (65) R1= CN, Ro=H (21%)
(55) Ri= CO2Me e Ro= H (66) Ri= CO2Et, Ro= H (75%)

(m) K>CQO3, EtOH absoluto, t.a.,72 h

A metodologia usada na preparacdo de 59, 60 e 61 também se mostrou
eficaz na reacdo de abertura dos epdxidos 53, 54 e 55 com a amina 63. As
ariloxipropanolaminas 64, 65 e 66 foram adquiridas sem que houvesse a formacao
de uma mistura intratavel de produtos indesejaveis.

Estas moléculas foram identificadas pelos respectivos espectros de IV e RMN
de 'H e "*C. No entanto, o composto 65 se degradou, antes de ser analisado por
RMN de 'H e 'C. Desta forma, apresentaremos neste trabalho apenas o espectro
de IV do referido composto.

Os espectros de IV dos compostos 64, 65 e 66 exibem uma banda de

deformacéo axial da ligagdo O-H de &lcool em 3390-3215 cm™'. Adicionalmente, 65
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e 66 apresentam deformacao axial de ligacdo N-H do sal de amina em 3139-2935
cm’', enquanto 64 apresenta uma banda referente a deformacéo axial de amina livre
em 3279 cm” (CHUNG et al., 2001; HUANG et al., 2001; JINDAL et al., 2003;
BRIZZI, BRIZZI e VATOLI, 2004).

O espectro de RMN de 'H de 64, da mesma forma que 59 (CHUNG et al.,
2001; HUANG et al, 2001; BRIZZI, BRIZZI e VATOLI, 2004), apresenta um
multiplete em 2,61-2,72 ppm (6H, —-HCOH-CH>-NH-, —NH-CH>—CH.—Ar), dois
singletes em 3,72-3,78 ppm (6H, 2-OCHs), um multiplete em 3,86-3,88 ppm (4H,
—O-CH-HCOH- e -NH-CH>-Ar-), um multiplete em 3,94-4,02 ppm (1H,
—CH>-HCOH-CHz—), um singlete em 5,00 ppm (2 H, -O—-CH2—Ph), um multiplete em
6,67-7,42 ppm (11H, Ar-H).

O espectro de RMN de 'H de 66 exibe os mesmos sinais descritos para 64,
com excecao de um dos singletes em 3,78 ppm, referente aos hidrogénios da
metoxila da porcao vanilonitrila. Além do mais, da mesma forma que 61 (HUANG et
al., 2001), 66 apresenta um dublete em 7,89-7.92 ppm (2H, Ar—H) referente aos dois
hidrogénios aromaticos presentes na posicao orfo em relacdo ao grupo —CO2Et, um
triplete em 1,26 ppm (3H, —CH3) e um quartete em 4,24-4,30 ppm (3H, -CH>—CHj,
—CH>-HCOH-CH,-) referente a cadeia alquilica do éster.

As ariloxipropanolaminas 64 e 66 exibem, em seus espectros de RMN de °C,
sinais dos carbonos alifaticos (-HN-CH.—CH.>—Ar) em 31,62-36,18 ppm,
(~HN-CH>—CH>—Ar) em 50,06-51,92 ppm, (HCOH-CH>—NH-) em 50,06-52,90 ppm,
(-HCOH-) em 65,39-68,62 ppm, (Ar-O-CH,—HCOH-) em 70,55-70,78 e ppm
(Ph—O-CH>—Ar-) em 70,65-72,27 ppm (CHUNG et al., 2001, MUTHUKRISHNAN et

al., 2007). Além do mais, 64 apresenta um sinal em 119,95 ppm referente ao
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carbono do grupo Ar-CN e dois sinais, em 56,20 ppm e 56,63, ppm referentes as
duas metoxilas presentes em sua estrutura. Da mesma forma que 61, o composto
66 apresenta um sinal em 166,04 ppm referente ao carbono da carboxila de éster,
assim como a presenca dos sinais em 14,90 ppm e em 61,07 ppm, referentes aos

carbonos —CH3; e —CH»—, respectivamente, da cadeia alquilica do grupo éster.

4.5.9 Reacao Padrao de Desprotecao do Grupo Fendlico: Desbenzilacao de 56

CHO
CHO

OMe HO
OMe
56 47

(n) Ho, Pd/C, t.a., pressao atmosférica, 2 h

Com o intuito de avaliar a reacao de desprotecdao do grupo fendlico,
utilizamos, como substrato, o composto 56 (vanilina benzilada). Esta reacdo padrao
de desbenzilacao foi feita a partir de um sistema de Pd/C a 5% e H, (BARRERO,
ALVAREZ-MANZANEDA e CHAHBOUN, 1997 apud GREENE e WUTS, 1999) em
metanol a pressdo atmosférica. Apds 2 horas de reagdo, a formacado do produto

desejado (vanilina, 47) foi evidenciada por cromatografia em camada fina.
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4.5.10 Desprotecao das Ariloxipropanolaminas 59, 60, 61, 64 e 66

OMe
O/\?NH(%\@
R OH
(0]

5 Nao ocorreu

(59) Ri1= CN, R.=OMe e n=1
(60) Ri=CN, R.=He n=1

(61) Ri= CO2Et, R.=He n=1
(64) Ri= CN, R,= OMe e n=2
(66) Ri= CO2Et, R.=He n=2

A utilizacdo de um sistema de Pd/C a 5% e H, (BARRERO, ALVAREZ-
MANZANEDA e CHAHBOUN, 1997 apud GREENE e WUTS, 1999) em metanol a
pressao atmosférica, 10 psi, 20 psi e 50 psi, assim como a utilizacdo de acido
trifluoroacético (WHITE e AMEDIO, 1989 apud GREENE e WUTS, 1999) e formiato
de amoénio e &cido férmico em metanol nao foram capazes de retirar o grupamento
de protecado (OBn) da hidroxila fendlica presente nas respectivas
ariloxipropanolaminas (59, 60, 61, 64 ¢ 66).

Por possuirem um grande grau de liberdade, estas moléculas podem estar
adotando uma conformacao “enovelada” (Figura 25), onde, provavelmente, existe o
estabelecimento de interagbes intramoleculares. Com isso, acreditamos que a
dificuldade, nesta etapa de desbenzilacdo, esteja relacionada ao impedimento
estérico. A rota de sintese apresentada em nosso trabalho se mostrou eficaz na

obtencao das ariloxipropanolaminas inéditas (59, 60, 61, 64 e 66). No entanto, na
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Ultima etapa sintética descrita, a metodologia de desprotecao por hidrogendlise,
assim como a utilizacdo de acido trifluoroacético, nao teve éxito, impedindo a

obtencao das moléculas finais, onde o grupo hidroxila fenédlico se encontra livre.

Figura 25. Conformacao “enovelada” do composto 60. Modelo de representacdo em
tubo: atomos de nitrogénio em azul, atomos de oxigénio em vermelho, atomos de
hidrogénio em branco e atomos de carbono em cinza.
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5 CONCLUSOES

O melhor modelo de QSAR da atividade antioxidante dos 15 derivados
fendlicos corresponde a Equacao. 21, na qual os dois termos presentes, EDL-OH e
Pl, sdo capazes de explicar 88,5 % (R° x 100) da variabilidade da atividade
antioxidante descrita por Cheng e colaboradores.

Os valores de plCsp preditos pela Equacao 21 para os composto 43 e 45,
assim como para os compostos 44 e 46 foram muito proximos, o que indica que o
grupo substituinte adicional (4-(2-hidréxi-prop6xi)benzonitrila), presente em 46 e 45,
nao influencia no valor de atividade antioxidante calculada. Além do mais, quando
comparamos os valores de plCsg calculados para 43 e 44, da mesma forma que 45 e
46, verificamos que o tamanho da cadeia alquilica espagadora, entre o anel fendlico
e 0 nitrogénio da cadeia lateral, pouco altera os valores de atividade antioxidante
calculada.

A metodologia de formacéao de nitrilas a partir de aldeidos, empregando um
solvente aprotico polar e Nal, se mostrou eficiente, até mesmo para aldeidos que
possuem em sua estrutura grupamentos sensiveis (hidroxila fendlica) ao meio
basico, tornando possivel a formacao das nitrilas 50 e 51, sem a necessidade de
protecédo da hidroxila fendlica.

O acréscimo de MeNO,, utilizado na etapa de preparacao do nitroestireno 62,
forneceu um melhor rendimento do que a metodologia descrita por Gairaud e
Lappin. Através da rota de sintese, desenvolvida em nosso trabalho, foram
obtidas seis ariloxipropanolaminas inéditas.

As metodologias empregadas para desprotecdo do grupo fendlico, das

ariloxipropanolaminas sintetizadas neste trabalho, se mostraram ineficazes.
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6 PERSPECTIVAS

A preparacgéo de ariloxipropanolaminas com o grupo fendlico livre.

A aplicacao da rota sintética desenvolvida na preparacdo do enantibmero S
(eutdbmero) das ariloxipropanolaminas planejadas em nosso trabalho.

A avaliagédo farmacoldgica, tanto da atividade antioxidante como da atividade

antagonista dos PBi-adrenoceptores.
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7 EXPERIMENTAL

7.1 Materiais e Métodos

Os valores nao corrigidos de ponto de fusao (P.F.) foram determinados com o
auxilio de um tubo de Thiele com 6leo de silicone, termémetro e bico de Bunsen.

Os espectros na regido do infravermelho (IV) foram obtidos em
espectrofotometro Nicolet 550 FTIR, usando pastilhas comprimidas de KBr (brometo
de potassio) anidro. Os valores para a absorcao foram referidos em numero de
onda, utilizando-se como unidade o centimetro reciproco (cm™).

Os espectros de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio (RMN de 'H)
foram obtidos a 200 MHz em aparelho Bruker HC200 e a 300 MHz em aparelho
Bruker DRX300. Os valores de deslocamento quimico foram referidos em unidades
adimensionais, 9, representando partes por milhdo (ppm) da frequéncia aplicada. As
areas relativas dos sinais foram obtidas por integracdo eletrbnica e suas
multiplicidades descritas do seguinte modo: s = singlete, sl = singlete largo, d =
dublete, dd = duplo dublete, t = triplete, g = quartete, m = multiplete.

Os espectros de ressonancia magnética nuclear de carbono 13 (RMN de '*C)
foram obtidos a 50 MHz em aparelho Bruker HC200 e a 75 MHz em aparelho Bruker
DRX300. Os valores de deslocamento quimico foram referidos em unidades
adimensionais 9, representando partes por milhao (ppm) da freqiéncia aplicada.

As reac6es foram acompanhadas por cromatografia em camada fina (CCF) e
os produtos, apds isolamento, foram purificados por recristalizacao.

Nos procedimentos de CCF foram utilizadas cromatoplacas Merck ou Riedel-

de-Haen F264. A visualizagdo das substancias foi realizada sob luz ultravioleta (254
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ou 360 nm) e/ou por oxidacdo com uma solucédo de acido sulfarico a 10% em etanol
e solucao de ninidrina a 5% em etanol e aquecimento a 120 °C em estufa.
A evaporacdo do solvente do meio reacional foi realizada sob pressao

reduzida em evaporador Fisaton, com banho térmico de temperatura controlada.

Os solventes utilizados foram das marcas Isofar, Merck, Reagen ou Vetec, e
foram utilizados conforme recebidos ou, quando necessério, tratados segundo a
metodologia descrita. O tetrahidrofurano (THF) anidro foi obtido por secagem e
destilagdo com sodio metalico/benzofenona.

Os estudos de modelagem molecular foram realizados empregando o
programa Gaussian’03 (Gaussian, Inc.) e o programa Spartan’06 (Wavefunction,

Inc.)
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7.2 Reacoes

7.2.1 Preparacao da 4-hidréxi-3-metéxi-benzaldoxima (48)

NOH

HO
OCHj,

159 (215,8 mmol) de cloridrato de hidroxilamina foram dissolvidos em 60mL
de solucéo de hidroxido de sédio a 10%. Apds a dissolucdo, foram adicionados
60mL de agua destilada, 6g (393,4 mmol) de vanilina (4-hidroxi-3-metéxi-
benzaldeido) e uma quantidade suficiente de etanol 95% para que a mistura se
tornasse uma solucao limpida. A mistura foi agitada, sob aquecimento, por 15
minutos e, em seguida, resfriada em banho de gelo. Os cristais brancos resultantes

foram filtrados e secos.

Rendimento: 98%

P.F.: 118°C (lit. 118-119 °C, GANNET et al., 1988)

RMN 'H (300MHz, DMSO-Dg): ppm, &: 1) 3,78 (3H, s), 2) 6,77 (1H, d), 3) 6,95 (1H,
dd), 4) 7,15 (1H, d), 5) 7,98 (1H, s), 6) 9,10 (1H, OH), 7) 10,67 (1H, s).

RMN **C (75MHz, DMSO-Ds ): ppm, &: 1) 55,50, 2) 109,17, 3) 115,52, 4) 120,59, 5)
124,51, 6) 147,89, 7) 148,06 8) 148,16.

IV (Vmax, KBr) cm™: 3450, 3068, 3008, 2000-1650, 1642, 1600.
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7.2.2 Preparacao do cloridrato de 4-(amino-metil)-2-metéxi-fenol (43)

NH,.HCI

HO
OCH3

0,49 (3,8 mmol) de paladio sobre carbono a 5% (Pd/C) foram adicionados a
uma solugdo de 4g (24,0 mmol) de (4-hidroxi-3-metoxi-benzoxima) em 50mL de
metanol. A mistura reacional resultante foi agitada sob uma pressao de 50 psi por 2
horas. Ao final o tempo reacional, o catalisador foi removido através de uma filtracao
em celite a vacuo e, em seguida, o solvente evaporado sob pressao reduzida, dando
origem a um Oleo amarelo palido. Consecutivamente, este mesmo 06leo foi diluido
em uma mistura de acetato de etila e etanol absoluto (9:1), onde se borbulhou acido
cloridrico (proporcionado através da reagao entre cloreto de sodio e 4cido sulfurico).

O precipitado branco formado foi filtrado e seco em dessecador.

Rendimento: 96%

P.F.: 214-215 °C (lit. 216-218°C, KAGA, MIURA e ORIOTO, 1989).

RMN 'H (300MHz, DMSO-Dg): ppm, &: 1) 3,78 (3H, s), 2) 3,95 (2H, s), 3) 6,78 (1H,
d), 4) 6,88 (1H, dd), 5) 7,23 (1H, d), 6) 9,05 (1H, NH3"), 7) 9,45 (1H, OH).

RMN 3C (75MHz, DMSO-Dg): ppm, &: 1) 49,44, 2) 55,69, 3) 114,33, 4) 115,26, 5)
122,37, 6) 122,97, 7) 147,14 8) 147,51.

IV (Vmax, KBr) cm™: 3361, 3139-2935, 2000-1650, 1605, 1527.
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7.2.3 Preparacao de nitrilas a partir de aldeidos

CN
HO
R
(50) R = OCHg;
(51) R = H.

10 mmol do respectivo aldeido foram adicionados, a temperatura ambiente,
em uma mistura de 0,94g NH,OH.HCI (13,5 mmol) e 0,75g de iodeto de sddio (5
mmol), em 40mL de acetonitrila (761 mmol). A formacdo da referente nitrila foi
evidenciada ap0s 4 horas de reacao, sob refluxo. Com o término do tempo reacional,
foram adicionados 70mL de solucdo de Na>S;O3 a 5%. A mistura de coloracéao
vermelha foi agitada até ficar incolor. Em seguida, foi feita uma extracdo com
diclorometano (3 x 50mL), sendo, posteriormente, a fase organica seca com Na,SO4
e evaporada. O sdlido resultante foi recristalizado, obtendo, assim, o produto

desejado.
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7.2.3.1 4-hidroxi-3-metodxi-benzonitrila (50)

CN

HO
OCHj

Recristalizacao: etanol x agua destilada, 6 : 4.

Rendimento: 66%

P.F.: 86-87 °C (lit. 87 °C, RITTER, 1946)

RMN 'H (200MHz, CDCls): ppm, &: 1) 3,93 (3H, s), 2) 6,20 (OH), 3) 6,94 (1H, d), 4)
7,02 (1H, s), 5) 7,35 (1H, d).

RMN *C (50MHz, CDCls): ppm, &: 1) 56,29, 2)103,30, 3)113,87, 4) 115,30, 5)
119,27, 6) 127,04, 7) 146,74, 8) 15,01.

IV (Vmax, KBr) cm™: 3373, 3076, 3030, 2229, 2000-1650, 1604, 1589.
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7.2.3.2 4-hidroxi-benzonitrila (51)

: CN
HO

Recristalizacao: agua destilada.

Rendimento: 60%

P.F.: 111-112 °C

RMN "H (200MHz, CDCls): ppm, &: 1) 6,96 (2H, d), 2) 7,32 (OH), 3) 7,67 (2H, d).
RMN *C (50MHz, CDCls): ppm, &: 1) 103,31, 2)116,53, 3)119,32, 4) 134,39, 5)
160,26.

IV (Vmax, KBr) cm™': 3287, 3078, 3026, 2233, 2000-1650, 1614, 1586.
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7.2.4 Preparacao de epéxidos a partir de fendis

(53) Ry= CN, Ro= OCHj;
(54) Ry= CN, Ry= H;
(55) Ry= CO>CH,CHa, Ro= H.

Uma mistura do requerido fenol (50mmol), K.CO3 (60mmol) e epicloridrina
(250mmol) foi agitada, sob refluxo, por 2 horas. Ao final do tempo reacional, o sélido
presente foi removido, obtendo uma solucdo limpida. Em seguida, esta solucéao foi
diluida com 50 mL de &gua destilada e extraida com acetato de etila (3 x 20mL). A
fase orgéanica resultante foi seca com Na,SO, anidro, filtrada e concentrada sob
pressao reduzida. O 6leo resultante foi atritado até haver a cristalizagdo do produto.
Em seguida, este produto bruto foi recristalizado, com a mistura de solvente

adequada, seco e armazenado em vidro ambar.
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7.2.4.1 3-metoxi-4-(2-oxiranil-metoxi)benzonitrila (53)

OCH3 o

o~

NC

Recristalizacao: etanol absoluto.

Rendimento: 88%

P.F.: 119-1°C

RMN 'H (300MHz, CDCls): ppm, &: 1) 2,76 (1H, dd), 2) 2,92 (1H, dd), 3) 3,40 (1H,
m), 4) 3,90 (3H, s), 5) 4,01 (1H, dd), 6) 4,35 (1H, dd), 7) 6,95 (1H, d), 8) 7,09 (1H, d),
9) 7,27 (1H, dd).

RMN "3C (75MHz, CDCls): ppm, &: 1) 44,42, 2) 49,65, 3) 52,92, 4) 69,73, 5) 104,35,
6) 112,91,7) 114,17 8) 118,90, 9) 126,04, 10) 149,29, 11) 151,8.

IV (Vmax, KBr) cm™: 3081, 3005, 2985, 2947, 2929, 2228, 2100-1800, 1600, 1585,

1515, 1272.
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7.2.4.2 4-(2-oxiranil-metoxi)benzonitrila (54)

o<
S

Recristalizacao: acetato de etila x hexano, 4:6.

Rendimento: 87%

P.F.: 64-65 °C (lit. 67 °C, PETROW e STEPHENSON, 1953)

RMN "H (200MHz, CDCls): ppm, &: 1) 2,76 (1H, m), 2) 2,93 (1H, m), 3) 3,37 (1H, m),
4) 3,96 (1H, m), 5) 4,33 (1H, m), 6) 6,98 (2H, d), 7) 7,59 (2H, d).

RMN '3C (50MHz, CDCls): ppm, &: 1) 44,40, 2) 49,74, 3) 69,05, 4) 104,48, 5) 115,36,
6) 119,0, 7) 133,97, 8) 161,68.

IV (Vmax, KBr) cm™: 3100, 3071, 3007, 2937, 2928, 2881, 2221, 2000-1650, 1604,

1575, 1508.
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7.2.4.3 4-(2-oxiranil-metoxi)benzoato de metila (55)

o)

o<

OCHgj

Recristalizacao: agua destilada x etanol, 1:1.

Rendimento: 77%

P.F.: 55-56 °C

RMN 'H (200MHz, CDCls): ppm, &: 1) 2,46 (1H, q), 2) 2,89 (1H, q), 3) 3,33 (1H, m),
4) 3,87 (3H, s), 5) 3,93 (1H, dd), 6) 4,02 (1H, dd), 7) 6,90 (2H, dd), 8) 7,95 (2H, dd).
RMN *3C (50MHz, CDCls): ppm, &: 1) 44,49, 2) 48,82, 3) 51,79, 4) 68,78, 5) 114,15,
6) 123,10, 7) 131,55, 8) 162,10, 9) 166,85.

IV (Vimax, KBr) cm™': 3082, 3018, 2996, 2951, 2600-2000, 1712, 1605, 1511.
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7.2.5 Preparacao do 4-(benziloxi)-3-metdxi-benzaldeido (56)

CHO

o)
OCH,

Uma mistura de 5¢g (32,9 mmol) de vanilina (4-hidréxi-3-metdxi-benzaldeido),
9,1g (65,9 mmol) de carbonato de potassio anidro, 0,1g (0,7 mmol) de iodeto de
sédio e 4mL (34,5 mmol) de cloreto de benzila, em 50mL de acetonitrila, foi agitada,
sob refluxo, por 2 horas. Ao final do tempo reacional, a acetonitrila foi removida sob
pressdo reduzida e o sdélido remanescente foi solubilizado em 50mL de agua
destilada. A solugdo aquosa obtida foi extraida com diclorometano (3 x 25mL). A
fase orgéanica resultante foi seca com sulfato de sédio anidro, filtrada e evaporada
sob pressao reduzida. O oleo resultante foi mantido no freezer até cristalizar,

resultando num sélido branco.

Rendimento: 88%

P.F.: 63-64°C (lit. 62-63 °C, POUYSEGU, AVELLAN e QUIDEAU, 2002)

RMN 'H (200MHz, CDCls): ppm, &: 1) 34,94 (3H, s), 2) 5,24 (2H, s), 3) 6,97 (1H, d),
4) 4,36 (7H, m), 5) 5,83 (1H, s).

RMN '3C (50MHz, CDCls): ppm, &: 1) 56,08, 2) 70,92, 3) 109,52, 4) 112,51, 5)
126,55, 6) 127,25, 7) 128,23, 8) 128,74, 9) 130,37, 10) 136,08, 11) 150,15, 12)
153,67, 13) 190,89.

IV (Vmax, KBr) cm™: 3061, 3034, 3013, 2949, 2840, 2762, 2000-1800, 1677, 1583.
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7.2.6 Preparacao da 4-(benzildxi)-3-metoxi-benzaldoxima (57)

NOH

o
OCHj3;

15g (215,8 mmol) de cloridrato de hidroxilamina foram dissolvidos em 60mL
de solugcdo de hidroxido de sédio a 10%. Apds a dissolucao, foram adicionados
60mL de agua destilada, 6g (393,4 mmol) de 4-benzil6xi-3-metdxi-benzaldeido e
uma quantidade suficiente de tetrahidrofurano para que a mistura se tornasse uma
solucao limpida. A mistura foi agitada, sob aquecimento, por 15 minutos e, em
seguida, resfriada em banho de gelo. Os cristais brancos resultantes foram filtrados

€ SecCos.

Rendimento: 99%

P.F.: 111 °C

RMN 'H (300MHz, DMSO-Ds): ppm, &: 1) 3,77 (3H, s), 2) 5,09 (2H, s), 3) 7,04 (1H,
d), 4) 7,15 (1H, d), 5) 7,37 (5H, m), 6) 8,02 (1H, s), 7) 10,96 (1H, —NOH).

RMN '3C (75MHz, DMSO-Dg ): ppm, &: 1) 55,44, 2) 69,89, 3) 108,82, 4) 113,35, 5)
120,16, 6) 126,19, 7) 127,80 8) 127,88 9)128,40, 10) 136,89, 11)147,80, 12) 148,90,
13) 149,26.

IV (Vmax, KBr) cm™: 3279, 3136, 2968, 2000-1650, 1606, 1586, 1513.

7.2.7 Preparacao do cloridrato de [4-benzildxi]-3-metoxi-fenillmetanamina (58)
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NH>.HCI

o)
OCHj,

Uma solucéao de 1g (3,9 mmol) 4-benziléxi-3-metdxi-benzaldoxima em 25mL
de THF seco foi gotejada em uma suspensdo composta de 0,4g (10,2 mmol) de
LiAIH, em 25mL de THF seco. A mistura reacional foi agitada por 2 horas, a
temperatura ambiente. Ao final do tempo reacional, a mistura resultante foi resfriada
a 0°C e o restante de LiALH; degradado com uma solucdo de NaOH a 30%.
Posteriormente, com a adicdo de 50mL de acetato de etila, a mistura foi agitada por
mais 30 minutos. A fase organica foi entdo filirada e seca com Na,SO, anidro,
obtendo um 6leo amarelo palido. Este mesmo 6leo foi dissolvido em uma mistura de
éter etilico e metanol, onde se borbulhou é&cido cloridrico. O precipitado branco

formado foi filtrado e armazenado em dessecador.

Rendimento: 72%

P.F.: 182-183 °C .

RMN 'H (300MHz, DMSO-Dg): ppm, &: 1) 3,78 (3H, s), 2) 3,90 (2H, s), 3) 5,09 (2H,
s), 4) 6,94 (1H, dd), 5) 7,00 (1H, d), 6) 7,25 (1H, d), 7) 7,39 (5H, m) 8) 8,24 (2H,
NH3*).

RMN *C (75MHz, DMSO-Dg): ppm, &: 1) 55,74, 2) 69,83, 3) 113,32, 4) 121,44, 5)
126,79, 6) 127,79, 7) 127,92, 8) 1128,50, 9) 137,11, 10) 147,72, 11)149,00.

IV (Vmax, KBr) cm™: 2954-2863, 2801, 2059, 1595, 1522.

7.2.8 Abertura dos epdxidos 53, 54 e 55 com a amina 58
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OCH3
OYNH
R, OH o/\©

(59) Ry= CN, Ro= OCHj3;
(60) Ry= CN, Ro= H;
(61) Ry= CO,CH,CHs.

Uma mistura da amina 58 (1,5mmol), K.CO3; (4,5mmol) e do epdxido
apropriado (53, 54 e 55) em etanol absoluto foi (20mL) agitada por 72 horas. Com o
término da reacéao, o sélido resultante foi removido, resultando uma solucao limpida.
A concentracao do filtrado proveu a obteng¢ao do produto bruto, o qual foi convertido

em cloridrato.
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7.2.8.1 4-[3-{[4-(benzil6xi)-3-metdxi-benzillJamino}-2-hidréxi-propoxil3-metdxi-

benzonitrila (59)

NC

OCH3
O/N\r/\NH
OCHj3 OH o/“\[::]

Rendimento: 53%

P.F.: 137-138 °C

RMN 'H (300MHz, DMSO-Ds): ppm, &: 1) 2,91 (1H, m), 2) 3,04 (1H, m), 3) 3,75 (3H,
s), 4) 3,77 (3H, s), 5) 4,04 (4H, m), 6) 4,27 (4H, m), 7) 5,08 (2H, s), 8) 5,89 (1H,
-NH), 9) 7,02 (3H, m), 9) 7,36 (5H, m), 10) 9,20 (2H, -OH e —NH).

RMN "*C (75MHz, DMSO-D¢): ppm, &: 1) 48,59, 2) 50,09, 3) 55,66, 4) 56,00, 5)
64,70, 6) 69,82, 7) 70,59 , 8) 103,08 ,9) 113,10, 10) 113,35, 11) 114,16, 12) 114,77,
13) 119,31, 14) 122,91, 15) 124,20, 16) 126,41, 17) 127,89, 18) 128,00, 19) 128,54,
20) 137,02, 21) 148,18, 22) 148,96, 23) 149,05, 24) 151,79.

IV (Vmax, KBr) cm™': 3392, 3288, 3084, 2950, 2925, 2227, 1596, 1581, 1519.
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7.2.8.2 Cloridrato de 4-[3-{[4-(benzilOxi)-3-metoxi-benzillJamino}-2-hidroxi-

propéxilbenzonitrila (60)

NC

\©\ OCHg3;
OH HCI
O

Rendimento: 76%

P.F.: 192-193 °C

RMN 'H (300MHz, DMSO-Dg): ppm, &: 1) 2,91 (1H, m), 2) 3,06 (1H, m), 3) 3,79 (3H,
s), 4) 4,08 (4H, m), 5) 4,27 (4H, m), 6) 5,09 (2H, s), 7) 5,84 (1H, -NH), 8) 7,07 (5H,
m), 9) 7,39 (5H, m), 10) 7,74 (2H, m).

RMN 'C (75MHz, DMSO-Dg): ppm, &: 1) 48,43, 2) 50,07, 3) 55,64, 4) 64,70, 5)
69,77,6) 70,12, 7) 103,09 ,8) 113,08, 9) 114,13, 10) 115,68, 11) 119,17, 12) 122,85,
13) 124,18, 14) 127,84, 15) 127,94, 16) 128,49, 17) 134,27, 18) 136,98, 19) 148,13,
20) 148,92 21) 161,78.

IV (vmax, KBr) cm™': 3215, 3038-2888, 2392, 2227, 1606, 1509.
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7.2.8.3 Cloridrato de 4-[3-{[4-(benzilOXxi)-3-metoxi-benzillJamino}-2-hidroxi-

propéxilbenzoato de etila (61)

H3CH,C

OCH3
OH HCI
O

Rendimento: 43%

P.F.: 184-185 °C

RMN 'H (300MHz, DMSO-Dg): ppm, &: 1) 1,29 (3H, 1), 2) 2,91 (1H, m), 3) 3,06 (1H,
m), 4) 3,79 (3H, s),5) 4,05 (2H, d), 6) 4,10 (1H,s), 7) 4,28 (3H, q), 8) 5,09 (2H, s), 9)
5,84 (1H, -NH), 10) 7,08 (5H, m), 11) 7,37 (5H, m), 12) 7,90 (2H, m).

RMN 'C (75MHz, DMSO-Ds): ppm, &: 1) 14,27, 2) 48,51, 3) 50,06, 4) 55,63, 5)
60,42, 6) 64,76, 7) 69,77, 8) 69,95 , 9) 113,07, 10) 114,14, 11) 114,56, 12) 122,37,
13) 122,86, 14) 124,18, 15) 127,83, 16) 127,94, 17) 128,47, 18) 131,22, 19) 136,98,
20) 148,12, 21) 148,92, 22) 162,118, 23) 165,40.

IV (Vmax, KBr) cm™: 3210, 3033-2912, 2295, 1701, 1607.
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7.2.9 Preparacao do 1-(benziloxi)-2-metdxi-4-[( E)-2-nitro-etenil]lbenzeno (62)

Uma mistura de 2,42g (10,0 mmol) de vanilina benzilada, 8mL (146,8 mmol)
de nitro metano e 0,6g (7,9 mmol) de acetato de aménio, em 6mL (104,7 mmol) de
acido acético, foi agitada, sob refluxo, por 2 horas. Ao final do tempo reacional,
foram adicionados 10mL de agua destilada gelada. O sélido amarelo formado foi
filtrado, lavado com agua destilada gelada, sendo, em seguida, seco e armazenado

em vidro ambar.

Recristalizacao: acetona e agua destilada, 2:1.

Rendimento: 98%

P.F.: 124-125°C (lit. 124-125°C, POUYSEGU, AVELLAN e QUIDEAU, 2002)

RMN 'H (200MHz, CDCls): ppm, &: 1) 3,93 (3H, s), 2) 5,22 (2H, s), 3) 6,69 (3H, m),
4) 7,27 (6H, m), 5) 7,91 (1H, d).

RMN '*C (50MHz, CDCls): ppm, &: 1) 56,11, 2) 70,88, 3) 110,91, 4) 113,51, 5)
123,11, 6) 124,37, 7) 127,25, 8) 128,22, 9) 128,72, 10) 135,27, 11) 136,12, 12)
139,30, 13) 15,07, 14) 151,96.

IV (Vmax, KBr) cm™: 3105, 3046, 3001, 2979, 2946, 2000-1860, 1712, 1627, 1596.
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7.2.10 Preparacao do cloridrato da 2-[4-(benziléxi)-3-metoxi-fenil)etanamina

(63)

NH2.HCI

o)
OCH3;

Uma solucédo do nitroestireno benzilado em 25mL de THF seco foi gotejada
em uma suspensao composta de 1g (26,32 mmol) de LiAlH, em 25mL de THF seco.
A mistura reacional foi agitada por 4 horas, a temperatura ambiente. Ao final do
tempo reacional, a mistura resultante foi resfriada a 0°C e o restante de LiALH4
degradado com uma solucdo de NaOH a 30%. Posteriormente, com a adicdo de
50mL de acetato de etila, a mistura foi agitada por mais 30 minutos. A fase organica
foi entao filirada e seca com Na>SO4 anidro, obtendo um éleo amarelo palido. Este
mesmo 6leo foi dissolvido em uma mistura de éter etilico e metanol, onde se

borbulhou acido cloridrico. O precipitado branco formado foi filtrado e seco.

Recristalizacao: etanol 95% e acetato de etila, 2:1

Rendimento: 75%

P.F.: 173-174 °C

RMN 'H (300MHz, DMSO-D6): 5, ppm: 1) 2,828 (2H, m), 2) 2,965 (2H, m), 3) 3,773
(38H, s), 4) 5,039 (2H, s), 5) 6,746 (iH, dd), 6) 6,891 (2H, dd), 7) 7,344 (5H, m), 8)

8,114 (3H, NH3").
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RMN '3C (75MHz, DMSO-Dg): 8, ppm: 1) 32,564, 2) ,3) 69,938 4) 69,938, 5) 112,784,
6) 113,763, 7) 120,533, 8) 127,787, 9) 127,856, 10) 128,448, 11) 130,292, 12)
137,289, 13) 146,577.

IV (Vmax, KBr) cm™': 3066-2874, 2749, 2916, 1625, 1518.
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7.2.11 Abertura dos epdxidos 53, 54 e 55 com a amina 63

R2 OH

(64) Ry= CN, Ro= OCH3;
(65) Ry= CN, Ro= H;
(66) Ry= CO,CH,CHs, Ro= H.

Uma mistura da amina 63 (1,5 mmol), K.CO3; (4,5 mmol) e do epdxido
apropriado (53, 54 e 55) em etanol absoluto foi (20mL) agitada por 72 horas, sob
temperatura ambiente. Com o término da reagéo, o sélido resultante foi removido,
resultando em uma solucao limpida. A concentracao do filtrado proveu a obtencao

do produto bruto, o qual foi convertido em cloridrato.
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7.2.11.1 4-[3-({2-[4-(benzil 6xi)-3-metoxi-fenil]etil}Jamino)-2-hidréxi-propéxil-3-

metoxi-benzonitrila (64)

0/\(\NH OCH3

OCH3 OH

Rendimento: 57%

P.F.: 137-138 °C .

RMN 'H (300MHz, DMSO-Dg): ppm, &: 1) 2,48 (6H, m), 2) 3,72 (3H, s), 3) 3,78 (3H,
s), 4) 3,94 (4H, m), 5) 5,00 (2H, s), 9) 6,86 (6H, m), 9) 7,36 (5H, m).

RMN "3C (75MHz, DMSO-Ds): ppm, &: 1) 36,18, 2) 51,92, 3) 52,90, 4) 56,20, 5)
56,63, 6) 68,62, 7) 70,78 , 8) 72,27 , 9) 100,39, 10) 103,25, 11) 113,58, 12) 113,88,
13) 114,55 14) 115,35, 15) 119,95, 16) 121,05, 17) 127,04, 18) 128,36, 19) 129,02,
20) 134,17, 21) 138,06, 22) 146,69, 23) 149,67, 24) 149,75, 25) 152,99.

IV (Vmax, KBr) cm™: 3390, 3279, 3082, 2941, 2916, 2225, 1599, 1516.



162

7.2.11.2 Cloridrato de 4-[3-({2-[4-(benziloxi)-3-metodxi-fenil]etil}amino)-2-hidroxi-

propéxilbenzonitrila (65)

NC\©\ /\/@:0
O/\%NH OCHg

oH HCI

Rendimento: 21%
P.F.: 197-198 °C

IV (Vmax, KBr) cm™': 3283, 3088-2918, 2872, 2835, 2224, 1602, 1514.



163

7.2.11.3 Cloridrato de 4-[3-({2-[4-(benziloxi)-3-metodxi-fenil]etil}amino)-2-hidroxi-

propéxilbenzoato de etila (66)

o
H3CH2,CO /\/@[
0/\(\NH OCH3

On HCl

Rendimento: 75%

P.F.: 187-188 °C

RMN 'H (300MHz, DMSO-Dg): ppm, &: 1) 1,29 (3H, t), 2) 3,06 (6H, m), 3) 3,77 (3H,
s), 5) 4,06 (2H, d), 6) 4,28 (4H, q), 7) 5,04 (2H, s), 8) 5,94 (1H, -NH), 9) 6,90 (5H, m),
10) 7,39 (5H, m), 11) 7,92 (2H, m).

RMN '3C (75MHz, DMSO-Dg): ppm, &: 1) 14,28, 2) 31,02, 3) 48,37, 4) 49,43, 5)
55,57, 6) 60,44, 7) 64,77, 8) 69,94, 9) 70,02 , 10) 112,74, 11) 113,80, 12) 114,58, 12)
120,51, 13) 122,41, 14) 127,79, 15) 127,86, 16) 128,45, 17) 130,13, 18) 131,26, 19)
137,26, 20) 146,60, 21) 149,20, 22) 162,15, 23) 165,42.

IV (vmax, KBr) cm’': 3268, 2957, 2837, 2808, 1717, 1607, 1515.
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7.2.12 Desprotecao do Grupo Fendlico de 56

CHO

OMe

1 mmol (0,2429) da vanilina benzilada foi adicionado, a temperatura ambiente,
em uma mistura de 0,007g (0,068 mmol) de Pd/C em 10mL de metanol. Apés a
adicao do substrato, o recipiente contendo o mistura reacional foi tampado com um
septo de borracha. A adicdo do H» (armazenado em um baldo de borracha), no meio
reacional, foi feita por intermédio de uma agulha. A formacgao do produto desejado
(vanilina) foi evidenciada por cromatografia em camada fina, ap6s 2 horas de

reacao.
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