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PREPARATION OF o-ACETYLOXY-N-CYCLOHEXYLAMIDES VIA PASSERINI REACTION USING
DIMETHYLCARBONATE AS ECO-FRIENDLY SOLVENT. A series of o-acetyloxy-N-cyclohexylamides was efficiently
obtained via Passerini reaction of cyclohexyl isocyanide, acetic acid, and different aromatic and aliphatic aldehydes using refluxing
dichloromethane or dimethylcarbonate (DMC). Reactions performed with DMC led to desired products in moderate to good yields,
corroborating this solvent as a eco-friendly alternative to the chlorinated solvents commonly used in this transformation. The
a-acetyloxy-N-cyclohexylamides thus obtained were tested against Escherichia coli, Bacillus cereus, Pseudomonas aeruginosa,
and Staphylococcus aureus, as well as promastigote forms of L.(L.) amazonensis. The a-(Acetyloxy)-N-cyclohexyl-pentanamide
showed low antibacterial activity against Gram-positive (S. aureus and B. cereus) and Gram negative (E. coli and P. aeruginosa)
bacteria (MIC = 8,3-16,5 mmol L), while o-(acetyloxy)-N-cyclohexyl-4-bromo-benzeneacetamide showed leishmanicidal activitity
(IC5, = 0,099 mmol L'").
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leishmanicidal activity.

INTRODUCAO

Reagdes multicomponentes (multicomponent reactions, MCRs)
sdo aquelas onde trés ou mais materiais de partida reagem em uma
dnica operagdo, num mesmo frasco reacional, sem isolamento de
intermedidrios reacionais, para dar um produto onde a maioria dos
atomos dos reagentes (sendo todos) estd incorporada na estrutura
molecular do produto final.! Tais reagdes séo, portanto, processos com
elevada eficiéncia atdmica. A primeira reacdo multicomponente foi
descrita em 1850 por A. Strecker? para a sintese de oi-aminonitrilas a
partir de um composto carbonilico, uma amina e o fon cianeto. Esta
reagdo tornou-se importante uma vez que as oi-aminonitrilas obtidas
podem ser facilmente hidrolisadas aos ci-aminodcidos corresponden-
tes. Desde entdo, vdrias outras reagdes multicomponentes cldssicas
foram desenvolvidas, com destaque para a reagdo de Biginelli na
sintese de 3,4-diidropirimidin-2(/H)-onas,* a reagdo de Hantzsch
para a sintese de 1,4-diidropiridinas* e a reagdo de Mannich para
a sintese de compostos B-aminocarbonilicos,’ dentre muitas outras
(Figura 1). Muitas rea¢gdes multicomponentes sio de grande interesse
para a pesquisa e desenvolvimento de novos firmacos, uma vez que
sdo capazes de gerar grande diversidade molecular e complexidade
estrutural em uma tnica etapa.® Como sao transformacdes quimicas
de relativa simplicidade operacional, as MCRs podem ser facilmente
automatizadas (Sintese Paralela), tornando-as ferramentas tteis para
a Quimica Combinatdria na obten¢do de bibliotecas de moléculas
organicas de baixo peso molecular com potencial atividade biol6-
gica, a qual pode ser avaliada para um grande nimero de entidades
moleculares via HTS (high throughput screening).’

Virios artigos de revisdo sobre MCRs podem ser encontrados
na literatura, cobrindo diferentes aspectos e tipos destas reagdes.®
Podemos destacar a revisio recente de Cioc et al.,’ 0s quais discutem
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as MCRs como ferramentas tteis para sintese organica mais sustentd-
vel, e revisdo de Y. Gu'® sobre as vdrias estratégias desenvolvidas para
MCRs em meios ndo convencionais. As reagdes multicomponentes
também se mostraram muito uteis na sintese de heterociclos de baixo
peso molecular, estruturas privilegiadas e presentes em moléculas de
vérios compostos organicos com propriedades bioldgicas relevantes,
sejam eles produtos naturais ou moléculas sintéticas candidatas a
farmacos.!!

As reagdes multicomponentes que utilizam isonitrilas (isocyani-
de-based multicomponent reactions, IMCRs) como um dos materiais
de partida sdo particularmente interessantes, devido a disponibilidade
comercial de vdrias isonitrilas e a grande variedade de transformagdes
possiveis de serem realizadas com estes compostos.'? O grupo -NC
apresenta uma reatividade quimica muito peculiar, conferindo a
molécula um sitio nucleofilico e outro eletrofilico. Por esse motivo,
as isonitrilas estdo presentes em um grande nimero de reagdes
multicomponentes conhecidas até hoje e surgidas ap6s os trabalhos
pioneiros de Passerini'® e Ugi'* (Figura 1).

A reagdo de Passerini foi inicialmente descrita em 1920.'* Nesta
transformacdo, um composto carbonilico (geralmente um aldeido)
reage com um &cido carboxilico e uma isonitrila para fornecer uma
o-aciloxi-carboxamida como produto final (Figura 1). Embora conhe-
cida hd quase cem anos, as reagdes de Passerini ficaram esquecidas
durante muito tempo, ressurgindo na década de 90 devido ao interesse
nas MCRs como métodos eficientes para construg@o de quimiotecas
de compostos orginicos para screening de atividade bioldgica.'
Desde entdo, varios grupos de pesquisa tém se dedicado ao estudo
das condigdes reacionais para esta reacdo orgénica.'®

Considerando todos os aspectos das transformagdes quimicas
sustentaveis, tais como economia de atomos, catalise e eficiéncia
energética, entre outros, 0 meio reacional tem papel muito importante.
De acordo com Constable et al.,'” o solvente da reagéo representa
até 80% do total de toda a massa de materiais para 0s processos
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Figura 1. Principais Reagoes Multicomponentes
quimicos de produgdo de Ingredientes Farmacéuticos Ativos (Active RESULTADOS E DISCUSSAO

Pharmaceutical Ingredient, API). Diante disso, grandes industrias
farmacéuticas como a Pfizer,'® a GSK," e a Sanofi*® desenvolveram
recentemente guias de sele¢@o de solventes para processos quimicos
aplicados a sintese de APIs.

Os solventes reacionais sdo responsdveis por modifica¢des na
reatividade de reagentes, catalisadores e produtos, pelos fendmenos
de transferéncia de massa e de calor, assim como pela estabilizagdo de
estados de transi¢do. Além disso, os solventes orgdnicos sdo frequen-
temente utilizados em processos de extragdo, lavagem e purificagio
dos produtos das reagdes, assim como nos processos de purificacdo
por recristalizacdo ou cromatografia, sendo utilizado também para
efetuar limpeza de equipamentos. Portanto, o solvente tem um im-
pacto enorme em métricas verdes das reagdes organicas industriais.

Os carbonatos orgénicos constituem solventes dipolares aproticos,
assim como DMSO e DMF, que vém ganhando destaque recente como
solventes lteis para rea¢des orginicas.?'*> Carbonatos aciclicos como
o dimetilcarbonato (DMC) e o dietilcarbonato (DEC) apresentam
propriedades semelhantes as de alguns solventes convencionais,
tais como o diclorometano e THF. Sua disponibilidade em grande
quantidade a custo relativamente baixo, juntamente com o fato de
serem biodegraddveis e de baixa toxicidade, entre outras, sdo ca-
racteristicas que permitem seu uso como alternativas aos solventes
organicos voldteis tradicionais. Neste trabalho, descrevemos o uso do
dimetilcarbonato como solvente alternativo em reagdes de Passerini,
sob aquecimento convencional e por irradiagdo de micro-ondas,
na preparaciio de uma série de o-acetiloxi-N-cicloexilamidas com
potencial atividade antibacteriana e leishmanicida.

Os carbonatos organicos comumente utilizados como solventes
em reagdes organicas, e com boa disponibilidade comercial a partir
de varios fornecedores, sdo o dimetilcarbonato (DMC), dietilcar-
bonato (DEC), etileno carbonato (EC) e propileno carbonato (PC)
(Figura 2).%
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Figura 2. Carbonatos orgdnicos disponiveis comercialmente

A Tabela 1 sumariza algumas propriedades fisico-quimicas e
toxicolGgicas dos principais carbonatos organicos.”’ Os carbonatos
ciclicos — EC e PC — s@o menos empregados como solventes organicos
devido ao fato de possuirem elevado ponto de ebuligdo (247,9 °C e
245.9 °C, respectivamente) e alta viscosidade, o que certamente im-
poe dificuldades para sua remocao por destilag@o a pressio reduzida
na etapa de isolamento dos produtos de reagdo. J4 o DMC e DEC
sdo mais comumente utilizados como solventes em vdrias transfor-
macdes orginicas,’! apresentam pontos de ebuli¢io menores que os
carbonatos ciclicos, baixa solubilidade em dgua e elevada constante
dielétrica, sendo alternativas a solventes organicos dipolares apréticos
como DMSO e DMF. O ponto de ebuli¢do do DMC ¢ de cerca de

Tabela 1. Propriedades fisico-quimicas e toxicolégicas dos carbonatos organicos®

bMcC DEC EC PC
Ponto de ebuli¢do (°C) 89,9¢ 125,9¢ 247,9" 245,9"
Densidade a 20 °C (g/cm?®) 1,07¢ 0,98« 1,34 1,20
Viscosidade a 25 °C (cP) 0,590 0,753¢ 2,56" 2,50°
Biodegradabilidade (d')” 88% 75% 100% 94%
LC, (inalagao, rato) (mg L") > 140 (4 h) nd nd nd
LC4, (oral, rato) (mg kg™')* 9000 > 4900 > 5000 34920
LC, (peixe) (mg L) 1000 nd > 1000 2200

(a) Dados obtidos da referéncia 21; (b) Protocolos OECD 301E e 302B; (c¢) Teste realizado com Leuciscus idus (96 h); nd = ndo disponivel.
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90 °C, e este tem uma excelente biodegradabilidade se comparada ao
diclorometano, fazendo deste carbonato um solvente ambientalmente
amigével ideal para substitui¢do de solventes clorados.?*

O DMC € um solvente com razodvel estabilidade térmica e
quimica, podendo ser armazenado em condi¢des ambientes, sem
necessidade de atmosfera inerte, e com boa resisténcia a hidrélise.
Se necessario seu emprego em condi¢des anidras, entretanto, trata-
mento de secagem por métodos usuais sdo necessdrios, a exemplo
de outros solventes organicos ordindrios. O perfil toxicolégico do
DMC, comparado ao diclorometano, um solvente clorado comum
em reagdes organicas, € bastante superior. Por exemplo, a LDy,
por inalagdo em ratos ¢ maior que 140 mg mL" (4h) para o DMC,
enquanto para o CH,Cl, € de cerca de 88 mg mL™! (0,5 h).?! Jd a
LD, oral em ratos para o DMC ¢ de 9000 mg kg™!' e para o CH,Cl,
é de 1600 mg kg'.>!

Entendendo a importancia do papel do solvente em reagdes
organicas, e sabendo que o diclorometano ¢ um solvente bastante em-
pregado em reacdes multicomponentes, decidimos testar a utilidade
do dimetilcarbonato como um possivel substituto para este solvente
clorado na reagdo de Passerini para a preparagao de a-acetiloxi-N-ci-
cloexilamidas. Para isto, uma reacdo modelo foi estudada com uma
mistura equimolar de cicloexilisonitrila, benzaldeido e 4cido acético,
levando ao produto desejado 1 em apenas 55% e 28% de rendimento
ap6s 48 h de refluxo em CH,Cl, ou DMC, respectivamente (Esquema
1). E importante chamar atencdo para o fato de que tempos reacio-
nais menores levaram a resultados errdticos, com consumo parcial
dos materiais de partida e rendimentos nio reprodutiveis. Ainda ¢
importante ressaltar a diferenca de temperatura em que as reacdes
foram realizadas, dada a diferenca entre os pontos de ebulicdo dos
dois solventes em questao.

(0]
HO Me solvente
NC + 2 refluxo, 48 h AN © o
H OJ\Me
1
CH.Cl, (55%)

DMC (28%)
Esquema 1. Reacdo de Passerini modelo efetuada em CH,Cl, e DMC como
solventes

Em seguida, variamos o componente aldeido da reacdo de
Passerini, utilizando benzaldeidos para-substituidos com diferentes
grupos doadores e retiradores de elétrons, assim como aldeidos ali-
faticos (Tabela 2). Como esperado, aldeidos mais reativos, tais como
0 para-nitrobenzaldeido e os butiraldeidos, levaram as o-acetiloxi-
-N-cicloexilamidas desejadas em rendimentos maiores, em ambos
os solventes. Por exemplo, a reagdo do para-nitrobenzaldeido nas
condigdes estudadas levou a 3 em 86% e 80% de rendimento quando
areagdo foi efetuada em CH,Cl,e DMC, respectivamente (entrada 3).
Ja quando o para-anisaldeido foi utilizado como material de partida,
o composto 2 foi obtido em rendimentos baixos, 36% para CH,Cl, e
25% para DMC (entrada 2).

Encorajados pelos rendimentos compardveis das reacdes efetua-
das em refluxo de CH,Cl,e DMC, estendemos o estudo para uma série
de benzaldeidos orto-substituidos, os quais foram refluxados com
cicloexilisonitrila e dcido acético em DMC por 48 horas, fornecendo
as respectivas o-acetiloxi-N-cicloexilamidas 7-10 em rendimentos
que variaram de bons a excelentes (Esquema 2).

Quim. Nova

Tabela 2. Reac@o de Passerini para obtengdo das o-acetiloxi-N-cicloexila-
midas (1-6)*

o}
HOJ\ Me
+ 0 —>» HN IO 0
e RJ\ H R OJ\ Me
1-6

Entrada R (composto) Rend. (A)® Rend. (B)®
1 CH, (1) 55% 28%
2 4-OMe-C,H, (2) 36% 25%"
3 4-NO,-CH, (3) 86% 80%
4 4-Br-CH, @) 55% 49%
5 n-C3H, (5) 75% 66%
6 i-CH, (6) 85% 81%

(a) Reagentes e Condi¢ies: CONDICAO A: cicloexilisonitrila (1,0 mmol),
dcido acético (1,0 mmol) e aldeido (1,0 mmol), CH,Cl, (5 mL), refluxo, 48
horas; CONDICAO B: cicloexilisonitrila (1,0 mmol), dcido acético (1,0
mmol) e aldeido (1,0 mmol), DMC (5 mL), refluxo, 48 horas; b Produto 2
obtido em mistura com para-anisaldeido de partida, na proporcio de 4:1,
respectivamente (determinado por RMN 'H); (b) Rendimentos isolados.

0O
HOJ\

(0]

NC +
X

H

__DMC  _ HN__o

refluxo, 48 h j.]\
(0] Me
X

7 X =OMe (57%)
8 X=NO;(86%)
9  X=Br(85%)
10 X = Me (50%)

Esquema 2. Reagdo de Passerini com a série de orto-benzaldeidos realizada
em refluxo de DMC

Me
H

Também investigamos o uso da radia¢do de micro-ondas como
fonte alternativa de aquecimento para as reacdes de Passerini estu-
dadas. Em 2011, Barreto e colaboradores prepararam uma série de
a-aciléxi carboxamidas através da Reacdo de Passerini sem solvente
aquecida por irradiagdo de micro-ondas.” Mais recetemente, Ingold
e colaboradores descreveram a sintese de andlogos furoxanicos do
tocferol empregando reagdes de Passerini em condicdes sustentdveis.”

Tomamos como modelo a reag@o entre o orto-nitrobenzaldeido,
cicloexilisonitrila e acido acético em DMC, utilizando diferentes
temperaturas e tempos reacionais, em tubo aberto (com dispositivo de
refluxo do solvente, quando necessdrio) e em tubo fechado. Os resul-
tados estdo sumarizados na Tabela 3. Quando as reagdes foram feitas
em tudo aberto sob refluxo de DMC por 1 hora (reator Discover®,
CEM), a a-acetiloxi-N-cicloexilamida 8 foi obtida em rendimentos
ligeriamente inferiores aqueles obtidos em refluxo de DMC sob
aquecimento convencional (entradas 1-4). E importante ressaltar que
nos casos onde nao se observou conversao completa dos materiais de
partida, também ndo houve isolamento de subprodutos reacionais,
e que tempos de reagcdo maiores que os especificados na Tabela 3
ndo resultaram em incremento do rendimento da reac¢do. Entretanto,
quando a mesma reagao foi efetuada em sistema fechado (Microwave
300®, Anton Paar), o que permitiu trabalhar em temperaturas acima
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do ponto de ebuligdo do DMC, o composto 8 foi isolado em 82% e
85% de rendimento ap6s 1 hora de reagdo a 130 °C (entradas 6) e a
150 °C (entrada 7), respectivamente.

Tabela 3. Estudo modelo para as reac¢des de Passerini em DMC sob aqueci-
mento por micro-ondas.*

(e}
HO™ "Me
N+ 0 MW, HN_O g
H OJ\Me
NO, NO,
8
Entrada Condicoes Rendimento®
1 Tubo aberto, DMC 65%
70° C, 1 hora
2 Tubo aberto, DMC 68%
70° C, 2 horas
3 Tubo aberto, DMC 63%
70° C, 3 horas
4 Tubo aberto, DMC 72%
90° C, 1 hora
5 Tubo fechado, DMC 82%
110°C, 1 hora
6 Tubo fechado, DMC 82%
130° C, 1 hora
7 Tubo fechado, DMC 85%

150° C, 1 hora

(a) Reagentes e Condigdes: cicloexilisonitrila (1,0 mmol), dcido acético (1,0
mmol) e aldeido (1,0 mmol), DMC, MW. Reagdes em sistema aberto foram
realizadas em reator Discover® (CEM) e reagdes em sistema fechado em reator
Microwave 300® (Anton Paar); (b) Foi acoplado um condensador de refluxo
ao frasco de reac@o dentro da cavidade do reator; (¢) Rendimentos isolados.

Estes testes demonstraram que as reacdes em micro-ondas/sis-
tema fechado permitem obter excelentes rendimentos para a o-ace-
tiloxi-N-cicloexilamida 8 em apenas 1 hora de reacdo, sendo estes
compardveis aos rendimentos obtidos quando se utilizou refluxo de
DMC por 48 h, evidenciando as vantagens ja conhecidas desta forma
alternativa de aquecimento térmico.”’ Infelizmente, para as reagdes
em que foram obtidos rendimentos baixos quando do emprego de
refluxo de CH,Cl, ou DMC por 48 h (Tabela 2, entradas 1 e 2), o uso
do aquecimento por irradiacdo de micro-ondas em sistema fechado
também levou a resultados insatisfatorios. Por exemplo, a reag@o entre
cicloexilisonitrila, benzaldeido e 4cido acético em tubo fechado a 150
°C por 1 hora levou ao produto 1 desejado em ca. 20% de conversao,
determinada por cromatografia gasosa acoplada a espctrometometro
de massas (CG-EM). De modo similar, a reagio entre cicloexilisonitri-
la, para-anisaldeido e 4cido acético nas mesmas condi¢des reacionais,
levou a 2 em apenas ca. 4% de conversdo (determinado por CG-EM).

O mecanismo geralmente aceito para a reacdo de Passerini*® estd
apresentado no Esquema 3. Esta € uma reacéo tricomponente (3-CR),
onde hd um ataque do carbono nucleofilico da isonitrila ao carbono
eletrofilico presente no aduto I, o qual por sua vez € formado a partir
da interacdo por ligacdo de hidrogénio entre os componentes dcido
carboxilico e o aldeido. Posterior rearranjo no intermedidrio II leva
ao produto da reaco. E sabido que a reacio de Passerini € acelerada
em solventes aprdticos, indicando um mecanismo predominante-
mente ndo-polar,”? embora também existam exemplos de reagdes
de Passerini conduzidas em dgua como solvente.*® Recentemente,
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calculos teéricos demonstraram, entretanto, que um quarto compo-
nente dcido pode estar envolvido no estado de transicéo, facilitando
o rearranjo para fornecer o produto final, através de uma reacéo
pseudo-tetracomponente.’!

R, I

Esquema 3. Mecanismo proposto para a Reag¢do de Passerini

As a-acetiloxi-N-cicloexilamidas 1-10 foram testadas em ensaios
biolégicos in vitro para as atividades antimicrobianas e leishmanicida.
Os compostos foram testados contra as bactérias E. coli, P. aerugino-
sa, S. aureus e B. cereus. Os valores de CIM (Concentracdo Minima
Inibitéria) determinados pelo teste de microdiluicdo estdo apresenta-
dos na Tabela 4. A partir dos dados obtidos, é possivel verificar que
1 e 6 apresentaram atividade contra as bactérias E. coli e B. cereus
somente na concentra¢do de 13,1 mmol L. J4 5 apresentou atividade
antibacteriana contra espécies Gram-positivas (S. aureus e B. cereus)
e Gram negativas (E. coli e P. aeruginosa) com valores de CIM entre
8,3-16,5 mmol L. A avaliagdo da atividade contra L. (L.) amazonen-
sis mostrou que duas a-acetiloxi-N-cicloexilamidas — compostos 2 e
4 — apresentaram atividade leishmanicida e foram capazes de inibir o
crescimento (100%) das formas promastigotas de L. (L.) amazonensis
(Tabela 4). Neste ensaio, a o-acetiloxi-N-cicloexilamida 4 levou ao
melhor valor de ICy, (0,099 mmol L*'), enquanto 2 também inibiu o
crescimento do parasita no valor de IC, de 0,137 mmol L.

CONCLUSAO

Neste estudo, demonstramos a utilidade do dimetilcarbonato
como solvente ambientalmente amigédvel para a substitui¢do de sol-
ventes clorados comumente utilizados em reagdes multicomponentes
do tipo Passerini. Deste modo, foi possivel a obten¢do de uma série
de dez o-acetiloxi-N-cicloexilamidas em rendimentos varidaveis (de
28 a 86%), a depender essencialmente da reatividade do aledeido de
partida, utilizando condicdes reacionais relativamente simples como
refluxo por 48 h na auséncia de catalisadores. As reagdes mostraram-
-se mais rapidas quando realizadas em reatores de micro-ondas (tubo
fechado), mas esta forma alternativa de aquecimento parece alterar
apenas a durac@o da reag@o e ndo levar a um incremento na conversiao
dos materiais de partida propriamente dito. Uma triagem preliminar
da atividade antibacteriana e leishmanicida dos compostos obtidos
também foi realizada. Entretanto, os resultados da atividade bioldgica
nao foram evidentes, quando comparado aos controles. Interessante
notar que os compostos que apresentaram atividade antimicrobiana (1,
5e6), apesar de baixa, foram diferentes daqueles que demonstraram
potencial para atividade leishmanicida (2 e 4), o que indica certa
seletividade de a¢@o para os compostos testados. Além disso, apesar
da atividade leishmanicida do composto 4 ser menor que o controle
pentamidina (cerca de 6,6 vezes), esta ainda se encontra dentro da
faixa de concentragdo de atividade considerada intermedidria. Tal
atividade poderia ser melhorada com modificagdes moleculares
na estrutura do composto, a fim de levar ao aumento do potencial
leishmanicida. Segundo Don e Ioset,*? compostos que apresentam
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Tabela 4. Atividades antimicrobiana e leishmanicida das o-acetiloxi-N-cicloexilamidas 1-10
CIM (mM)* ICy, (mM)”

Composto

E. coli P. aeruginosa S. aureus B. cereus L.(L.) amazonensis
1 13,1 >26,2 >26,2 13,1 >0,3
2 >27,6 >27,6 >27,6 >27,6 0,137
3 >33,1 >33,1 >33,1 >33,1 >0,3
4 >25 >25 >25 >25 0,099
5 8,3 16,5 16,5 16,5 >0,3
6 11,2 >22.4 >22.4 11,2 >0,3
7 >25 >25 >25 >25 >0,3
8 >22.4 >22.4 >22.4 >22.4 >0,3
9 >26,2 >26,2 >26,2 >26,2 >0,3
10 >27,6 >27,6 >27.6 >27.,6 >0,3
Ampicilina 0,018 0,072 0,009 0,036 -
Pentamidina - - - - 0,015
Anfotericina B - - - - 0,007

(a) Determinag¢do da concentragdo inibitéria minima (CIM) empregando-se o método de microdilui¢@o de acordo com diretrizes da CLSI de M7-A6. Espécies
utilizadas: Escherichia coli ATCC 1109219, Bacillus cereus MIP 96016, Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 e Staphylococcus aureus ATCC 6538; (b)
Segundo metodologia descrita por Maia e colaboradores na referéncia 37, com adaptagdes.

resultados de ICs inferiores a 10 wmol L™ (cutoff definido pelo DNDi)
sdo bons candidatos para estudos em leshimaniose visceral. Por outro
lado, os préprios autores chamam atenc@o para o fato de que este
critério ndo € aplicado rigorosamente. A escolha do cutoff nestes casos
seria arbitraria, sempre correndo o risco de eliminar um composto
com potencial atividade. Neste sentido, a extensdo deste protocolo
para a sintese de novas o-acetiloxi-N-cicloexilamidas, derivadas
dos compostos mais promissores para atividade leishmanicida, estd
em andamento em nosso laboratdrio, com vistas a obtencao de uma
quimioteca maior de compostos potencialmente ativos para futuro
estudo da relacdo estrutura-atividade.

PARTE EXPERIMENTAL
Métodos gerais

Todos e reagentes e solventes foram adquiridos de revendedores
usuais (principalmente Sigma-Aldrich Co. e Labsynth) e utilizados
sem purificacdo prévia. Atengdo: cicloexilisonitrila tem odor muito
forte e desagraddvel, além de ser txica, devendo ser manipulada com
cuidado na capela de exaustio! As reagdes foram acompanhadas por
cromatografia em camada delgada (CCD) utilizando cromatofolhas de
silica gel do tipo 60-F254/0,2 mm (Merck) e luz UV (254 nm), iodo,
e/ou solugdo de 4cido fosfomolibdico para visualiza¢do. Os pontos
de fusdo (PF) foram medidos em equipamento Meting Point Buchi
M-565 com termdmetro ndo aferido. Os espectros de RMN de 'H
e 1*C foram obtidos utilizando os aparelhos Bruker AC-200, Bruker
DPX-300, Bruker AVIII 400 e Varian INOVA 300. As amostras foram
preparadas utilizando CDCI, como solvente e TMS (tetrametilsilano)
como padrdo interno; os deslocamentos quimicos () sdo descritos em
ppm. Os espectros de infravermelho (IV) foram obtidos em aparelho
Shimadzu IR Prestige 21 (ATR); as frequéncias de absor¢do (0,,,.)
foram expressas em cm™. Os espectros de massas de baixa resolugiao
(EMBR) foram obtidos em cromatdgrafo gasoso acoplado a espec-
trometro de massas (CG-EM) modelo PQ 2010 Plus da Shimadzu,
com injetor AOC 20i também da Shimadzu. As anélises elementares
foram realizadas em equipamento Perkin-Elmer 2400/CHN. As re-
acdes sob aquecimento por micro-ondas foram realizadas em reator

Discover® da CEM, quando executadas em sistema aberto, ou em
reator Microwave 300® da Anton Paar quando em sistema fechado,
utilizando modelos de frascos de reagdo (vials) disponibilizados
pelos fabricantes.

Procedimento geral para a preparacio de c-acetiloxi-N-
cicloexilamidas sob aquecimento convencional

Em um baldo equipado com condensador de refluxo, foram
adicionados cicloexilisonitrila (1,0 mmol), dcido acético glacial (1,0
mmol) e o respectivo aldeido (1,0 mmol) em CH,Cl, ou DMC (5 mL).
A mistura reacional foi refluxada por 48 h, quando entéo o solvente
foi removido a pressdo reduzida. O produto bruto foi purificado por
coluna cromatografica em silica gel, com elui¢io de hexanos/AcOEt
(1:1), fornecendo as o-acetiloxi-N-cicloexilamidas 1-10 desejadas
nos rendimentos descritos na Tabela 2 e Esquema 2.

Procedimento geral para a preparacio de c-acetiloxi-N-
cicloexilamidas sob aquecimento por micro-ondas

Em um vial de tamanho e formato apropriado (de acordo com
modelo do fabricante do reator; CEM ou Anton Paar), foram adicio-
nados cicloexilisonitrila (1,0 mmol), 4cido acético glacial (1,0 mmol)
e o0 orto-nitrobenzaldeido (1,0 mmol) em DMC (5 mL). A mistura
reacional foi aquecida nas condicdes descritas na Tabela 3. Atencao:
no caso da reacéio em frasco aberto a 90 °C (Tabela 3, entrada 4),
foi conectado ao frasco reacional um condensador de refluxo. Apds
o tempo de reacdo especificado, o solvente foi removido a pressao
reduzida e o produto bruto foi purificado por coluna cromatografica
em silica gel, com elui¢do de hexanos/AcOEt (1:1), fornecendo a
a-acetiloxi-N-cicloexilamida 8 nos rendimentos descritos na Tabela 3.

o-(Acetiloxi)-N-cicloexil-benzenoacetamida (CAS # 62735-
66-4) (1).333* Sdlido branco; P.F. = 122-124 °C (relatado: P.F. =
125-126 °C);3 IV (KBr) v,,, 3316, 2929, 1744, 1681, 1544, 1238
cm'; RMN 'H (300 MHz, CDCLy) & 7,45-7,35 (m, 5H), 6,05 (s, 1H),
5,97 (d, 1H, J = 7,5 Hz), 3,83-3,78 (m, 1H), 2,19 (s, 3H), 1,93-1,88
(m, 2H), 1,78-1,58 (m, 3H), 1,47-1,11 (m, 5H); RMN "*C (75 MHz,
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CDCly) 6 169,1, 167,2, 139,8, 128,9, 128,7, 127,4, 75,5, 48,2, 32,9,
25,4, 24,7, 21,0; EMBR m/z (%): 275,2 (2,3) [M*], 276,6 (2,7)
[(M+H)*], 108,1 (100).

o-(Acetiloxi)-N-cicloexil-4-metoxi-benzenoacetamida (CAS #
841282-55-1) (2).% Sdélido branco. IV (KBr) v,,,, 3286, 2933, 1739,
1656, 1560, 1224 cm™'; RMN 'H (400 MHz, CDCl,) 8 7,33-7,37 (m,
2H), 6,88-6,90 (m, 2H), 6,01 (s, 1H), 5,95 (d, J = 8.0 Hz, 1H), 3,80
(s,3H), 3,77-3,84 (m, 1H), 2,16 (s, 3H), 1,88-1,95 (m, 2H), 1,60-1,72
(m, 3H), 1,12-1,42 (m, 5H); RMN *C (100 MHz, CDCl,) & 169,2,
167,5, 160,0, 132,2, 129,0, 114,1, 75,1, 55,3, 48,2, 33,0, 32,9, 25,4,
24,7, 21,1; EMBR m/z (%): 305,3 (1,4) [M*], 137,1 (100). Produto
obtido em mistura (4:1) com o material de partida (determinado por
RMN 'H).

o-(Acetiloxi)-N-cicloexil-4-nitro-benzenoacetamida (3). S6lido
levemente amarelado; IV (KBr) v,,,, 3280, 2927, 1753, 1656, 1560,
1521, 1371, 1224 cm™'; RMN 'H (300 MHz, CDCI,) 8 8,20-8,25 (m,
2H), 7,60-7,65 (m, 2H), 6,14, (sl, H-NH), 6,11, s, 1H), 3,74-3,81 (m,
1H), 2,24 (s, 3H), 1,88-1,94 (m, 2H), 1,60-1,73 (m, 3H), 1,11-1,44 (m,
5H); RMN C (75 MHz, CDCl,) 6 168,8, 165,9, 148,1, 142,7, 128,0,
123,8,74,3,48,5,32,9,25,4,24,7,20,9; EMBR m/z (%): 321,1 (0,3)
[((M+H)*], 153,1 (100); AE calculado para C,;H,,N,O;5: C (59,99), H
(6,29), N (8,74); encontrado: C (60,27), H (6,18), N (8,52).

a-(Acetiloxi)-N-cicloexil-4-bromo-benzenoacetamida (4).
Sélido branco; P.F. =158-160 °C; IV (KBr) v,,,, 3286, 2929, 1751,
1656, 1554, 1232 cm’'; RMN 'H (200 MHz, CDCl,) 8 7,39-7,45 (m,
2H), 7,20-7,26 (m, 2H), 6,00 (d, /= 8,2 Hz, 1H), 5,91 (s, 1H), 3,61-
3,79 (m, 1H), 2,11 (s, 3H), 1,52-1,85 (m, 5H), 0,97-1,39 (m, 5H);
RMN BC (50 MHz, CDCl5) 8 168.9, 166,7, 134,8, 131,8, 129,0, 123,0,
74,7,48,2, 32,9, 32,8, 25,4, 24,7, 21,0; EMBR m/z (%): 274,1 (5,9)
[(M-Br)*], 43,1 (100); AE calculado para C,;H,,BrNO;: C (54,25),
H (5,69), N (3,95), Br (22,56); encontrado: C (54,27), H (5,66), N
(3,88), Br (22,58).

o-(Acetiloxi)-N-cicloexil-pentanamida (5). Sélido branco; P.F.
=80-83 °C; IV (KBr) v,,,, 3277, 2933, 1741, 1651, 1554, 1234 cm’";
RMN 'H (200 MHz, CDCl,) 6 5,90 (d, J = 7,6 Hz, H-NH), 5,10 (t, J
= 6,0 Hz, 1HO; 3,71-3,83 (m, 1H), 2,13 (s, 3H), 1,57-1,91 (m, 7H),
1,04-1,46 (m, 7H), 0,86 (t, J = 7,2 Hz, 3H); RMN "*C (50 MHz,
CDCl,) & 169,6, 168,8, 73,9, 33,9, 33,0, 32,9, 25,4, 24,7, 20,9, 17,9,
13,7; EMBR m/z (%): 241,1 (1,3) [M*], 242,1 (2,1) [(M+H)*], 43,0
(100); AE calculado para C;H,;NO;: C (64,70), H (9,61), N (5,80);
encontrado: C (65,09), H (9,21), N (5,83).

o-(Acetiloxi)-N-cicloexil-3-metil-butanamida (CAS # 92158-
54-8) (6).*° Sélido branco; P.F. =116-118 °C (relatado: P.F. = 121-
122 °C);* IV (KBr) v,,,, 3290, 2935, 1737, 1653, 1558, 1236 cm;
RMN 'H (400 MHz, CDCL,) & 5,79 (d, J = 6,5 Hz, 1H), 5,00 (d, J
=5,3 Hz, 1H), 3,76-3,84 (m, 1H), 2,23-2,34 (m, 1H), 2,16 (s, 3H),
1,86-1,93 (m, 2H), 1,60-1,71 (m, 3H), 1,33-1,42 (m, 2H), 1,09-1,21
(m, 3H), 0,92-0,95 (m 6H); RMN C (100 MHz, CDCI,) & 169,7,
168,2,78,1,47,8,33,1,32,9, 30,5, 25,4,24,7,20,9, 18,7, 16,9; EMBR
m/z (%): 241,2 (3,4) [M*], 43,1 (100).

o-(Acetiloxi)-N-cicloexil-2-metoxi-benzenoacetamida (7).
Sélido levemente amarelado; P.F. =112-113 °C; IV (KBr) v,,,, 3265,
2933, 1739, 1664, 1552, 1242 cm™; RMN 'H (500 MHz, CDCl,) 6
7,48 (dd,J=1,6 e 7,6 Hz, 1H), 7,32 (ddd, /= 1,6, 7,6 ¢ 8,2 Hz, 1H),
6,99 (td, / = 1,0 e 7,6 Hz, 1H), 6,92 (d, J = 8,5 Hz, 1H), 6,34 (s,
1H), 6,04 (d, J = 8,5 Hz, 1H), 3,89 (s, 3H), 3,72-3,78 (m, 1H), 2,190
(s, 3H), 1,93-1,96 (m, 1H), 1,56-1,78 (m, 4H), 1,03-1,41 (m, 5H);
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RMN 3C (125 MHz, CDCly) 6 169.9, 167,5, 156,3, 1299, 128,53,
1242, 121,1, 110,9, 70,2, 55,6, 47,9, 32,9, 32,6, 25,5, 24,5, 24,4,
21,0; EMBR m/z (%): 305,1 (1,2) [M*], 137,1 (100); AE calculado
C;Hy;;NO,: C (66,86), H (7,59), N (4,59); encontrado: C (67,11), H
(7,49), N (4,38).

o-(Acetiloxi)-/V-cicloexil-2-nitro-benzenoacetamida (8). S6lido
levemente amarelado; P.F. =129-131 °C; IV (KBr) v,,,, 3242, 2933,
1749, 1653, 1529, 1363, 1224 cm'; RMN 'H (300 MHz, CDCl,) &
7,98 (dd,J=1,3e8,1 Hz, 1H), 7,79 (dd, J= 1,4 ¢ 7,8 Hz, 1H), 7,66
(td,J=1,3e7,6 Hz, 1H), 7,51 (ddd, /= 1,3, 7,4 ¢ 8,1 Hz, 1H), 6,58
(s, 1H), 6,28 (d, J = 7,3 Hz, 1H), 3,71-3,81 (m, 1H), 2,18 (s, 3H),
1,56-1,97 (m, 5H), 1,08-1,38 (m, 5H); RMN *C (75 MHz, CDCl,)
3 169,5, 165,7, 148,1, 133,6, 130,8, 129.9, 129,5, 124,7, 71,0, 48,5,
32,6,25,4,24,6,20,7; EMBR m/z (%): 274,0 (5,9) [(M-NO,)*], 149,1
(100); AE calculado C,H,,N,Os: C (59,99), H (6,29), N (8,74); en-
contrado: C (60,02), H (6,25), N (8,67).

o-(Acetiloxi)-N-cicloexil-2-bromo-benzenoacetamida (9).
Solido levemente amarelado; P.F. =129-133 °C; IV (KBr) v,,,, 3273,
2927, 1745, 1656, 1558, 1228, 1037 cm™'; RMN 'H (500 MHz, CDCl,)
67,58 (d,J=7,9 Hz, 1H), 7,53 (dd, J= 1,3 e 7,6 Hz, 1H), 7,35 (t, J
=7,6 Hz, 1H), 7,22 (td, J= 1,6 ¢ 7,7 Hz, 1H), 6,31 (s, 1H), 5,96 (d,
J =73 Hz, 1H), 3,76-3,81 (m, 1H), 1,93-1,97 (m, 1H), 1,80-1,85
(m, 1H), 1,58-1,71 (m, 3H), 1,08-1,40 (m, 5H); RMN "*C (125 MHz,
CDCl,) 6 169,6, 166,3, 135,1, 133,0, 130,3, 129,5, 127,9, 1233,
74,4,48,3, 32,7, 32,6, 25,4, 24,5, 24,6, 20,8; EMBR m/z (%): 274,3
(18,5) [(M-Br)*], 149,1 (100); AE calculado C,(H,,BrNO;: C (54,25),
H (5,69), N (3,95), Br (22,56); encontrado: C (54,24), H (5,69), N
(3,89), Br (23,05).

o-(Acetiloxi)-N-cicloexil-2-metil-benzenoacetamida (10).
Sdlido levemente amarelado; P.F. = 110-113 °C; IV (KBr) v, 3265,
2931, 1739, 1653, 1564, 1232 cm'; RMN 'H (300 MHz, CDCl,) &
7,19-7,33 (m, 54H), 6,29 (s, 1H), 5,92 (d, J = 7,7 Hz, 1H), 3,76-3,86
(m, 1H), 2,46, (s, 3H), 2,17 (s, 3HO, 1,89-1,95 (m, 2H), 1,65-1,72
(m, 3H), 1,10-1,45 (m, 5H); RMN °C (75 MHz, CDCl;) 4 169,3,
167,5,137,2,134,3,130,9, 1289, 127,5, 126,2, 73,0, 48,2,32,9,25 4,
24,7,21,0, 19,4; EMBR m/z (%): 289,1 (0,3) [M*], 104,1 (100); AE
calculado C,;H,;NO;: C (70,56), H (8,01), N (4,84); encontrado: C
(70,58), H (7,81), N (4,64). Traco do material de partida pode ser
verificado nos espectros de RMN 'H e *C do produto; amostra ana-
litica foi obtida apds uma segunda coluna cromatografica (silica gel
70-230 Mesh) com elui¢@o de hexano/AcOEt (1/1).

Teste de atividade antimicrobiana

A atividade antibacteriana das o-acetiloxi-N-cicloexilamidas
1-10 foi investigada empregando-se o método de microdiluicdo, de
acordo com as diretrizes da CLSI de M7-A6. O ensaio foi realizado
com quatro espécies bacterianas diferentes: Escherichia coli ATCC
1109219 (American Type Culture Collection), Bacillus cereus MIP
96016, Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 e Staphylococcus au-
reus ATCC 6538. Agar e caldo Mueller-Hinton (Difco Laboratories,
Detroit, EUA) foram utilizados para o crescimento bacteriano. O
indculo foi feito a partir de culturas de cada um dos micro-organismos
crescidos em caldo Mueller-Hinton, durante a noite, a temperatura
de 37 °C. O in6culo foi diluido no mesmo meio até uma concentra-
¢do final de aproximadamente 108 UFC/mL. Os compostos foram
dissolvidos em DMC e diluidos com caldo Mueller-Hinton até uma
concentracdo de 30-25 mmol L. Outras diluigdes em série 1:2 fo-
ram realizadas por adi¢do de caldo Mueller-Hinton para atingir uma
concentracdo final de 30 a 0,234 mmol L"'. Em seguida, um volume
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de 100 pL de cada diluicdo foi distribuido em placas de 96 pocos e
em cada poco foi inoculado 5 puL. de uma suspensio bacteriana (108
UFC/mL). Para o controle do crescimento e da esterilidade utilizou-se
apenas meio sem adicdo do composto e solvente. Como controle da
toxicidade do solvente foi utilizado cultura com DMC. Utilizou-se
ampicilina (Sigma-Aldrich; 0,288-0,0023 mmol L) como controle
antibacteriano positivo. Todos os experimentos foram realizados
em triplicata e as placas de microdiluicio foram incubadas a 37 °C
durante 18 h. Os valores de CIM (Concentracdo Minima Inibitdria)
foram definidos como a menor concentrag¢do de cada composto ca-
paz de inibir completamente o crescimento dos micro-organismos
testados. Os resultados para MIC de 1-10 estdo expressos em mmol
L' e descritos na Tabela 4.

Estudos de atividade leishmanicida

A avaliacdo da atividade leishmanicida in vitro foi realizada se-
gundo metodologia descrita por Maia e colaboradores,*” com algumas
modifica¢des. Formas promastigotas de L. amazonensis foram culti-
vadas em meio 199 (Sigma-Aldrich) suplementado com 10,0% (v/v)
de soro fetal bovino (Gibco) e 1,0% de penicilina (10.000 Ul/mL)/
estreptomicina (10,0 mg/mL) (Sigma-Aldrich). Os parasitas coletados
na fase log de crescimento foram contados em camara de Neubauer e
a concentrac@o do indculo ajustada para 2x10° parasitas/mL. Entdo,
40 pL da solucdo contendo os parasitas foram plaqueados em placas
de 96 pogos na presenga ou auséncia de diferentes concentracdes
(diluigdo seriada) das o-acetiloxi-N-cicloexilamidas 1-10. A diluicio
seriada dos compostos foi realizada em 6 passos de dilui¢dao sendo
que cada passo foi preparado em duplicata, cobrindo uma varia¢ao
de concentragdo de 0,3 a 0,00937 mmol L' para cada composto.
Ap6s 48 h de incubagdo a 26 °C, as placas foram inspecionadas em
microscopio Optico invertido tanto para verificar o crescimento dos
parasitas como para avaliar auséncia de contaminagdo. Em seguida,
a viabilidade celular foi verificada adicionando 10 pL de solugdo de
resazurin (PrestoBlueTM, Life Technologies, Carlsbad, CA, USA)
em cada pogo e as placas incubadas por 2 h a 26 °C. A leitura das
placas foi realizada em espectrofluorimetro (Biotek, Instruments,
Inc., Winooski, VT, USA) com excitagdo de 560 nm e emissao de 590
nm. Os dados foram analisados usando o software GraphPad Prism
(La Jolla, CA, USA). A diminuicdo da fluorescéncia (inibi¢do) foi
expressa como porcentagem da fluorescéncia das culturas controles
(sem adicdo de compostos) e este valor considerado a porcentagem
da viabilidade celular. A ICs, foi calculada a partir de uma curva
de inibicdo sigmoidal na qual o eixo Y corresponde a porcentagem
da viabilidade celular e o eixo X o log da concentragdo dos novos
andlogos. Anfotericina B e pentamidina foram adicionadas a cada
placa para utilizacdo como drogas de referéncia. Os resultados de ICs,
para 1-10 estdo expressos em mmol L' e apresentados na Tabela 4.

MATERIAL SUPLEMENTAR

Espectros de Ressonancia Magnética Nuclear de 'H e de "*C
das o-acetiloxi-N-cicloexilamidas 1-10 deste estudo encontram-se
disponiveis em http://quimicanova.sbq.org.br, na forma de arquivo
PDF, com acesso livre.
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