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RESUMO

A Quimica Medicinal, uma intersecdo da Quimica e da Farmacologia, envolve a identificacéo,
sintese e desenvolvimento de novas entidades quimicas destinadas ao uso terapéutico. A
conjugacdo de caracteristicas estruturais de duas ou mais classes distintas de compostos em
uma nova molécula, estratégia da Quimica Medicinal chamada hibridizagdo molecular, é a
esséncia da seccdo quimica deste trabalho. Nele, objetivou-se a sintese de novos compostos
contendo trés farmacoforos relatados na literatura como responsaveis por diversas atividades
bioldgicas. Oxadiazolinas, compostos heterociclicos extensamente relatados como
responsaveis por atividades anti-inflamatdria, antineoplésica, dentre outras, compuseram 0
novo scaffold desenvolvido neste estudo. Hidrazonas, classe de moléculas que apresentam
varias atividades relatadas, tais como analgésica, anti-inflamatéria, anticonvulsivante,
antimicrobiana, entre outras. Semicarbazonas, que fazem parte de compostos com atividades
antichagésica, anticonvulsivante e antinociceptiva, formam, junto das hidrazonas e
oxadiazolinas, as partes que deram génese aos hibridos almejados neste trabalho. Para tanto,
foi planejada a obtencéo de novos derivados oxadiazolil-aril-hidrazonas 83 e oxadiazolil-aril-
semicarbazona 84, por meio, inicialmente, de uma cicloadi¢do 1,3-dipolar, na qual se utilizou
a 1-pirrolina 78 como dipolaréfilo, e o éxido de carboetoxiformonitrila (CEFNO) 79 como
dipolo do tipo alenila, sendo este formado in situ. Dessa cicloadi¢do, originou-se um éster em
C3 do novo biciclo pirrolidina[1,2-d][1,2,4]-2-oxadiazolina 80, com rendimento de 75%, que,
em seguida, foi submetido a reducdo por meio de um redutor brando, o boroidreto de sédio,
NaBH,, obtendo o respectivo alcool 81, com 95% de rendimento. A oxidagdo deste foi
realizada por meio da oxidacdo de Swern, ou método do DMSO ativado, produzindo o
aldeido 82 no mesmo sitio C3, com 72% de rendimento. Enfim, foram realizadas reagdes de
condensacdo do aldeido oxadiazolinico 82 com fenil-hidrazinas p-substituidas e a fenil-
semicarbazida, alcancando as desejadas oxadiazolil-aril-hidrazonas p-substituidas 83, em uma
faixa de rendimento de 47-54%, bem como a oxadiazolil-aril-semicarbazona 84 com
rendimento de 55%. Estas foram submetidas a testes biol6gicos, nos quais apresentaram
percentual de protecdo em um intervalo de 44-72% para atividade antinociceptiva, em
concentracdo de 200umol/kg, utilizando o método de contor¢do abdominal induzida por acido
acetico. No método da formalina, protecdo de 64-74% foi observada na primeira fase e de 45-
78% na segunda fase, na dose de 10mg/kg, todos os testes empregando camundongos. No
teste antichagasico, a semicarbazona 84 apresentou ICsy de 27,42 pg/mL, em testes na forma
epimastigota do Trypanosoma cruzi, além de apresentar citotoxicidade muito inferior a dos
farmacos de referéncia, o Benznidazol e o Nifurtimox.

Palavras-chave: Oxadiazolina, cicloadi¢do 1,3- dipolar, hidrazona, semicarbazona, atividade
antinociceptiva, atividade antichagésica.
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ABSTRACT

The Medicinal Chemistry, an intersection of Chemistry and Pharmacology, involves the
identification, synthesis and development of new chemical entities intended to the
therapeutical use. The conjugation of structural characteristics of two or more distinct classes
of compounds in a novel molecule, a Medicine Chemistry strategy called molecular
hybridization, is the essence of the chemical section of this work. Herein, it has been aimed
the synthesis of new compounds bearing three pharmacophores, reported in literature as
responsible for several biological activities. Oxadiazoline, heterocyclic compound extensively
related as responsible for activities such as anti-inflammatory, antitumor, among others, was
the building block of the new scaffold developed in this study. Hydrazones, class of
compounds that present several reported activities, such as analgesic, anti-inflammatory,
anticonvulsant, antimicrobial, among others. Semicarbazones, which make part of compounds
with activities such as antichagasic, anticonvulsant and antinociceptive, together with
oxadiazoline and hydrazone, are the building blocks of the new hybrids aimed in this work.
Ad hoc, it was planned the obtention of derivatives oxadiazolyl-aryl-hydrazones 83 and
oxadiazolyl-aryl-semicarbazone 84, through, initially, a 1,3-dipolar cycloaddition, in which 1-
pyrroline 78 was the dipolarophile, and the carboethoxyformonitrile oxide (CEFNO) 79 was
the dipole, afforded in situ. From the cycloaddition, it was originated an ester in C3 of the
new bicycle pyrrolidine [1,2-d][1,2,4]-2-oxadiazoline 80, with yield of 75%, that, afterwards,
was submitted to reduction by a mild reducing agent, the sodium borohydride, producing the
respective alcohol 81, with yield of 95%. Oxidation of 81 was executed by Swern’s oxidation,
or DMSO “activated” method, bringing forth an aldehyde 82 in C3, with a yield of 72%.
After all, condensation reactions of the aldehyde 82 with phenyl-hydrazines p-substituted and
phenyl-semicarbazide were carried out, being achieved the desired oxadiazolyl-aryl-
hydrazones p-substituted 83, in an interval of yield of 47-54%, as well the oxadiazolyl-aryl-
semicarbazone 84 with a yield of 55%. These molecules were submitted to biological
evaluation, utilizing the method of abdominal contortion induced by acetic acid, in which
presented percentage of protection in an interval of 44-72% to antinociceptive activity, at a
concentration of 200 umol/kg. In the formalin test, protection of 64-74% has been observed in
the first phase, and protection of 45-78% in the second phase, at a dosage of 10mg/kg, all the
tests employing mice. In the antichagasic evaluation, the semicarbazone 84 presented ICs, of
27,42 pg/mL, tested in the epimastigote form of Trypanosoma cruzi, besides, presenting
cytotoxicity much inferior than the one caused by the reference drugs, Benznidazole and
Nifurtimox.

Keywords: Oxadiazoline, 1,3-dipolar cycloaddition, hydrazone, semicarbazone, antinocicep-
tive activity, antichagasic activity.
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1. INTRODUCAO

Os compostos heterociclicos fazem parte de uma classe de substancias de extrema
importancia na Quimica Medicinal, abrangendo mais da metade de todos os compostos
organicos conhecidos”. Quase todos 0s compostos que conhecemos, tais como drogas
psicoativas (benzodiazepinicos), anestésicos locais (articaina, bupivacaina, cinchocaina),
alcaldides (cafeina, morfina, nicotina), a maioria das vitaminas (biotina, riboflavina, tiamina)

e muitos outros produtos naturais sao todos compostos heterociclicos.

Visando este fato, parte do desenvolvimento da Quimica Medicinal tornou-se
peremptoriamente insustentavel sem que existam estudos que visem a obtencdo de novas

moléculas dessa natureza.

Por meio de modificacbes moleculares, tais como o bioisosterismo classico e a
hibridizacdo molecular, é escopo deste trabalho o delineamento de um scaffold inédito que
venha servir de base para a sintese de varios compostos com atividades bioldgicas

semelhantes.

Lancando méo de tais estratégias, visa-se a otimizacdo da atividade farmacoldgica de
um composto-protétipo, derivado do scaffold, obtendo-se farmacos com elevada seletividade
e toxicidade reduzida, condicdes desejadas para qualquer candidato a farmaco®. Para tanto,
novas moléculas sdo planejadas de forma que possuam grupos farmacofoéricos semelhantes,
ou mesmo iguais, aos de moléculas com atividade comprovada e relatada na literatura. A
comprovagdo de que temos um novo andlogo com atividade semelhante e, desta maneira,

candidato a farmaco, se da por meio de protocolos farmacolégicos in vivo®.

A conjugacdo de caracteristicas estruturais definidas de dois compostos bioativos
distintos em uma nova molécula representa a estratégia de hibridacdo molecular de um
composto prototipo. Dessa forma, atraves da modificacdo molecular, é possivel fazer uso do
grupamento farmacoforico essencial e obter farmacos que apresentem propriedades mais
desejaveis que o prototipo, em poténcia, especificidade, duracdo de acdo, menor toxicidade e
maior estabilidade. Assim, a estratégia da hibridizacdo molecular entre os nucleos
oxadiazolinicos (Fig. 1) e hidrazonas (Fig. 2), funcionalidades que apresentam inimeras

atividades bioldgicas relatadas, é um dos principais objetivos deste trabalho®.
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Figura 1 — Nacleos Oxadiazolinicos

Artigos cientificos relatando moléculas contendo o ndcleo oxadiazolinico que
apresentam atividade bioldgica s&o numerosos e consideraveis. Dentre tais atividades
podemos  citar  antineoplasica®, anti-HIV®,  antimicética”,  anti-inflamatéria®,

anticonvulsivante® entre outras.

Fato semelhante acontece em os derivados hidrazénicos, ja que a literatura relatando
estes compostos com pronunciadas atividades bioldgicas é vasta. A atividade anti-inflamatéria
é também observada com derivados hibridos de hidrazonas com diversos heterociclos®® .
Inimeras outras atividades ainda sdo citadas, tais como anticonvulsivante®?, sinérgica anti-

(13) (14) (15) (16)

inflamatdria/antinociceptiva antiplaquetéaria antidepressiva“, analgésica*™”,

antimalarica®”, antileishmania™® e antimicrobiana®®.

R, N Rq
\( \T/
R, R,
4

Figura 2 — Fung¢éo Hidrazona
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Neste trabalho também € almejada a sintese de um derivado semicarbazonico, farma-
coforo amplamente relatado na literatura, apresentando atividades que englobam antineopla-
sica®®, anticonvulsivante®?, antibacteriana®®, antichagéasica®" *®, antinociceptiva®?, entre

outras (Fig. 3).

O
R R
1YN\N)kN/ 5
I I
R, Rs R,

5

Figura 3 — Funcdo Semicarbazona

Com base no que foi supracitado, foi vislumbrada a oportunidade de, com a utilizagdo
do meétodo da hibridizacdo molecular, obter novas moléculas contendo o ndcleo
oxadiazolinico 3, a formacdo de um novo biciclo 2 e, conseqlientemente um novo scaffold.
Partindo-se deste, foram executadas reacdes de condensacdo com hidrazidas e semicarbazida
com o intuito de gerar novas moléculas contendo a funcdo hidrazona 4 e a funcéo

semicarbazona 5.

Através da sintese das moléculas pretendidas, com modifica¢fes na posi¢do 3 do novo
biciclo 2, pretende-se observar em testes bioldgicos in vivo, atividades semelhantes, mais
pronunciadas, e até mesmo discrepantes, que as de moléculas relatadas na literatura. Enfim, €
almejado unir as atividades destes trés grupos farmacoforicos que extensamente contribuem

para o desenvolvimento da Quimica Medicinal.
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2. REVISAO DA LITERATURA
2.1 - OXADIAZOLINAS

Oxadiazdis e oxadiazolinas sdo compostos organicos heterociclicos formados por um
anel de cinco membros, sendo trés deles heterodtomos, um oxigénio e dois nitrogénios.
Embora as oxadiazolinas sejam conhecidas a mais de um século, seu nimero na literatura é
bem limitado em relacdo aos bem conhecidos oxadiazois. Eles sdo classificados de acordo
com o grau de oxidacao do heterociclo, posigdo da ligagao w, bem como dos heteroatomos, no

anel de cinco membros® (Fig. 4).

R SN Ra -\ Ru,,,
<7 o0 O Y
N_<Rl R;“_(Rl “_L “‘(

D el

6 7a Ib 8
' /( OYRl Ru, R
> < R / R /( 7\R
\ / 3 N—N 3 —N 2
R R1 RS
9 10a 10b

Figura 4 — Oxadiazois, oxadiazolinas e oxadiazolidinas

Por causa dessas trés variaveis quimicas, estas moléculas possuem peculiaridades que
as diferenciam quanto as suas propriedades quimicas, como por exemplo, a reatividade. Os
oxadiazois, 6 (1,2,4 oxadiazol) e 9 (1,2,5 oxadiazol), sdo totalmente oxidados e aromaticos; as
oxadiazolidinas, 8, sdo totalmente reduzidas; j& as oxadiazolinas, 7a (A%1,2,4-oxadiazolina),
7b (A*1,2,4-oxadiazolina, 10a (A*-1,3,4-oxadiazolina) e 10b (A%-1,3,4-oxadiazolina) sdo

parcialmente oxidadas.

Neste trabalho, o nicleo-alvo foi a A*1,2,4-oxadiazolina, 7a. Os compostos contendo
0 este nucleo despertam grande interesse em estratégias sintéticas que visam a obtencdo de

substancias com potenciais atividades bioldgicas.
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2.1.1 — ATIVIDADE BIOLOGICA E APLICACAO TERAPEUTICA

Sdo relatados na literatura indmeros exemplos de compostos contendo o nucleo
oxadiazolinico que exibem atividades bioldgicas, podendo ser citadas desde atividade anti-
inflamatdria/analgésica, até estimulante do Sistema Nervoso Central, agindo como um

analéptico respirat6rio®”.

O nucleo oxadiazolinico 11 serviu de arcabouco para a sintese de varios compostos
com diversas atividades biologicas, tais como broncodilatadora, anticolinérgica, hipertensiva,
analgeésica, sedativa, anti-inflamatoria, diurética, antiulcerativa, vasodilatadora e analéptica
respiratoria. Na estrutura 11, R; pode ser um grupo hidrogénio, fluoro ou nitro; Ry,
hidrogénio ou trifluorometila; R3, hidrogénio, fluoro, metoxila ou nitro; R4, hidrogénio,

hidroxila, metoxila ou nitro; e Rs, hidrogénio ou metoxila®®.

O—N R,

Dois compostos, 12 e 13, em destaque, foram descritos como responsaveis por tais

atividades.

MeQ,
\

=Z

Me

MeO

Hormann et al. relataram, em patente, a sintese de ligantes oxadiazolinicos

responsaveis por modular a expressao de genes exdgenos por meio de um complexo receptor

5
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de ecdisona. Estes compostos sdo Uteis em aplica¢des, tais como, terapia génica, producéo de
proteinas e anticorpos em larga escala, ensaios de HTS baseados em células, protedmica,

(21)

metabolémica e regulacdo de caracteristicas em organismos trangénicos Para estes

compostos foi esquematizado a formula geral 14.

O—N
e
R3 | Re
N\
I—/ Ri

14

O termo “complexo receptor de ecdisona” se refere a um complexo protéico
heterodimérico que consistem de dois membros da familia de receptores esterdides: receptor
de ecdisona (EcR) e ultraspiracle (USP). Este complexo pode ser ativado por um
ecdiesteroide ativo ou um ligante ndo-esteroidal, ligado a uma das proteinas do complexo. Os
ligantes ndo-esteroidais que mostraram resultados superiores em ensaios de expressao génica

na espécie Choristoneura fumiferana estdo esquematizados em 15, 16 e 17.

J— _ MeO
o T o '\\‘ O—N
N N
! o |
\H N N\
H H
7N
MeO MeO
15 16 17

Derivados oxadiazolinicos foram sintetizados e avaliados, objetivando a atividade
antifngica, como potencias inibidores da quitina sintase, enzima responsavel pela biossintese
da quitina em fungos®?. Estas moléculas suplantaram a inibicdo do controle positivo, o0
antifangico j& bem sucedido Nikkomicina Z. As substancias 18 e 19 apresentaram uma

porcentagem de inibicéo de 91 e 86% respectivamente.
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R G Y

O o O Cl

Oxadiazolinas foram também descritas como indutoras de analgesia e com atividade
anti-inflamatéria, sendo esta comparada & da aspirina, segundo patente de Warkentin et al.®®.
Aqui, o grupo de pesquisa sintetizou um conjunto de derivados oxadiazolinicos que possuiam
contiguamente ao nucleo heterociclico, um radical benzilidenohidrazono. Em testes de
analgesia, alcancaram 82 e 80% de inibicdo, em concentra¢es ndo toxicas, com os derivados
20 e 21, respectivamente.

s aas it case]

20 21

Coley et al. sintetizaram uma série de complexos de platina (Il), contendo ligantes
oxadiazolinicos, com atividade antitumoral. Os testes in vitro foram realizados com células
cancerosas ovarianas, testiculares e colorretais. O tratamento para estes males € realizado
predominantemente através de quimioterapia combinada com cisplatina e carboplatina, e,
mais recentemente, oxaliplatina, no caso da neoplasia colorretal metastatica. Nesse estudo, 0s
compostos 22 e 23 mostraram atividade comparavel a da cisplatina e carboplatina na linha de
celulas ovarianas. Ja no caso da linha de células colorretais, foi observada atividade bem
superior das novas moléculas, principalmente 22, que se mostrou sete vezes mais potente que

o padréo cisplatina®”.
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22 23

Atividade anti-inflamatoria foi também constatada por Rajak et al. em um estudo de
sintese de compostos contendo o ndcleo oxadiazolinico substituido com radicais acila, arila e
naftalen-1-iloxila®). Nesse trabalho foi realizado um comparativo entre aldeidos aromaticos
para-substituidos, reagentes da etapa anterior a da formacdo da oxadiazolina, que possuem
grupos retiradores e doadores de elétrons. Foi constatado que estes Gltimos propiciaram maior
indice de protecdo, no método de edema de pata em ratos, que foi da ordem de 47% para o

composto 24, e 35% para 0 composto 25.

OH OMe

Ensaios utilizando oxadiazolinas como amebicidas foram realizados por Asato e

Berkelhammer®?, que, em patente, descreveram a sintese de novas A%-1,2 4-oxadiazolinas

8
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bem como, sua atividade in vivo contra Entamoeba histolytica. Nesse trabalho, as atividades
foram expressas em porcentagem de supressao de um grupo de ratos ADI (Average Degree of
Infection), comparando-se um grupo teste ADI com um grupo controle nao-tratado ADI. Os
resultados mostraram melhor atividade da oxadiazolina 26, exibindo 74% de supresséo, frente

a um analogo oxadiazol 27, com 68%%.

| N—Q | N—O
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2.1.2 - METODOS DE OBTENCAO DE OXADIAZOLINAS

Oxadiazolinas sdo principalmente obtidas por reacGes de cicloadicdo 1,3-dipolar,
anélogas a reacdo de Diels-Alder [n4s + 12], que consiste na adi¢do de um dipolardfilo a um
dipolo®®® 2", sendo estas reacdes o sustentaculo da maioria dos procedimentos preparativos de

sintese de heterociclos de cinco membros.

O 1,3-dipolo e definido como uma espécie que é representada por uma estrutura
zwiteridnica, que sofre cicloadicbes com um sistema dipolaro6filo. Basicamente, o 1,3-dipolo
pode ser classificado em dois diferentes tipos: tipo &nion alila e tipo anion alenila. O 1,3-
dipolo do tipo anion alila é caracterizado pela presenca de quatro elétrons em trés orbitais p,
paralelos e perpendiculares ao plano do 1,3 dipolo, que é angular. O 1,3-dipolo do tipo anion

alenila tem um orbital 7 extra, localizado no plano ortogonal, e ¢ linear® (Fig. 5).

Tipo Alenila Tipo Alila

—_t s
} }

+

b

+
—i— X

EE

Figura 5 — Geometria do 1,3-dipolo

s a

Existem diversos 1,3-dipolos do tipo alila e alenila que sdo utilizados em reacgdes de

cicloadicéo 1,3-dipolar. Alguns exemplos séo apresentados na figura 6.

10
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1,3-dipolos do Tipo Alenila 1,3-dipolos do Tipo Alila

+ - +

_ . ~ N ~- ¢ ~
—C=N—0: =——> —C=N= =N— C—N=C
= C_I N=0O /C N C\ <> ¢ ~
N-Oxido de Nitrila llideos de Azometinos
+ - - + + - -+
— 7~ e~ ~N ~ —
=N— N=N=C = N— <> C—N=0
N=N C\ -—> ~ /C N—O P
Diazoalcanos Nitronas
+ - -+ + - - .
NEN—N— <«—> N=N=N—_ O=N—O0 - 0—N=0
Azidas

Compostos Nitro

Figura 6 - Dipolos do tipo alenila e do tipo alila

As reacBes de cicloadicdo 1,3-dipolar do dipolo com alquenos ou alguinos
(dipolardfilos) envolvem quatro elétrons m do 1,3-dipolo e dois elétrons w do dipolardfilo.
Estas reacOes sé@o regidas pelos Orbitais Moleculares de Fronteira HOMO e LUMO do 1,3-
dipolo e do dipolaréfilo. A teoria dos Orbitais Moleculares de Fronteira é utilizada para
explicar a regiosseletividade desta cicloadigdo®®.

A cicloadicdo 1,3-dipolar entre o0xidos de nitrila (dipolos), derivados de cloretos de
hidroxiiminoila, com ilideno-hidrazinas (dipolaréfilos)®”, é uma das principais reacées para a
obtengdo de A-1,2,4-oxadiazolinas (Esq. 1).

T i
cl +
N\oH |Z| ﬂi Y

* N

HN
o
O
K,CO3/ H,0 /
CHClj HoN
40°C
Esquema 1
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Se forem utilizadas iminas como dipolardéfilos (Esq. 2), é possivel observar uma rea-
cdo semelhante, porém sem a presenca do substituinte amino no nitrogénio da posicdo 4 do

heterociclo, observado no esquema 1. Percebe-se nesta figura a formacdo da mistura racé-

mica.

R
N)\N/
\o——.k

)R\ ) Ff_ < 7

cl \r|\1 —_— | - | + I
R

\

Esquema 2

Na literatura, diversos métodos de obtencdo de oxadiazolinas sdo descritos. Nos

préximos paragrafos serdo discorridos alguns dos principais.

Hormann et al. obtiveram uma série de derivados oxadiazolinicos por meio da
cicloadicdo de ilideno-hidrazinas, com cloretos de hidroxiiminoila, que in situ geram o N-
oxido de nitrila. Neste exemplo, o dipolaréfilo é a ciclopentilideno-hidrazina, 28, e o dipolo, 0
Oxido de fenilformonitrila, 29, derivado do cloreto de benzohidroxiiminoila, 30, resultando no

cicloaduto 3-fenil-1-oxa-2,4-diaza-espiro[4,4]non-2-en-4-ilamina 31® (Esq. 3).

e O Q)
YT+ D=
& &= NH,

I Il
N+ N +

5 I 28
30 - 29 -
O,
O( Y 1
K,CO3/ H,0 / 2=
CHyCl, Hzl\(
25°C
Esquema 3
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Nesse mesmo trabalho, foi explorada a utilizacdo de dipolaréfilos obtidos a partir de
hidrazidas, proporcionando a sintese de cicloadutos contendo diversos substituintes no
carbono da posicdo 5, bem como, no nitrogénio da posi¢do 4 do nucleo oxadiazolinico, que
neste exemplo, sera na prépria por¢édo hidrazida do dipolaréfilo. O primeiro passo foi a reacao
da hidrazida aromatica 32 com a 2-tetralona 33, obtendo a hidrazida com o radical 3,4-diidro-
1H-naftalen-2-ilideno 34. Esta foi submetida a reacdo com o cloreto de hidroxiiminolila 35,
utilizando dimetilformamida (DMF) como solvente, obtendo, enfim, a A-1,2,4-oxadiazolina

36 com substituintes nas posicdes supramencionadas®” (Esq. 4).

(0] 0]

NH2 o N
N AcOH N~
||_| + — > |
CH,OH H
o)
33 4 34
36

7 a2

HO\N
Cl
35

o
Y
o] N ] EtsN
N/ -
;: y DMF
H
/o
Esquema 4

Em outra patente, foi descrita a sintese de nitroimidazolil-A%-1,2,4-oxadiazolinas, na
qual a hidroxilamina foi condensada com a nitrila substituinte do anel imidazélico 37, para a
formagéo da carboxamidoxima 38 (Esg. 5), que sob aquecimento em refluxo, foi reagida com
aldeidos de cadeia curta, tais como acetaldeido e butiraldeido. O produto resultante dessa
reacao foi agitado com éter, no qual a oxadiazolina, contendo o radical 5-nitro-imidazoila 39

no carbono da posicdo 3, precipitou®?.

13
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OH OH

H H o
0, N4 NHOH ——» ©2 %NHZ
37

N
38

OH o
H I AH A =
OZN\&%T)\ refluxo
H

39
Esquema 5

A cicloadicdo [3+2] dipolar foi também a estratégia utilizada na sintese de uma série
de moléculas que apresentaram diversas atividades biologicas, como foi descrito, em patente,
por Delalande®®®. Neste trabalho, 0 autor utilizou o processo de cloragdo para obtencdo da a-
cloro-benzaldoxima 40, que, na presenca de trietilamina, foi convertida no N-éxido de nitrila
41. Este composto reagiu, entdo, com a bezilidenoanilina 42 solubilizada em éter, produzindo
a 3-(3-fluorofenila)-4-fenila-5-(3-metoxifenila)-A2-1,2,4-oxadiazolina 43 (Esg. 6).

F F G F i
C|2 Et3N
C C
N N 1] Il
| c | N+ N+
OH OH I Il
O- (@]
40 - 41 -
O—N E
o\ , o
Et3N / Eter O
-— N
43 0°C / refluxo 42
H
_-0
Esquema 6

14



Dissertacdo de Mestrado Parte | - Capitulo | - Introducdo

Naidu e Sorenson propuseram a sintese de 1,2,4-oxadiazolinas a partir de nitrilas em
solucdo aquosa®. A metodologia utilizada consistiu no tratamento de alquil ou
arilamidoximas com acetilenodicarboxilato de dietila (DEAD). Esse processo envolve uma
dupla adicdo de Michael seqiiencial de amidoximas com um alquino. Na primeira etapa, a
adicdo do grupo hidroxila da amidoxima 44 a dietila acetilenodicarboxilato 45 gera um
intermediério 46, que em seguida sofre uma segunda adicdo de Michael, s6 que agora,
intramolecular, no NH da amidoxima. Dessa dupla adicédo resultaram as 1,2,4-oxadiazolinas
2,3,5 substituidas 47 (Esq. 7).

CO,Et
H NaLCO HN o
— at0s
Q)=+ =, e o+
OH EtOH / H,0 \
CO,Et
44 45
EtO,C ——CO,Et B NH ]
0
\ ) < g CO,Et
N
\ | CO,Et
4ar 46
Esquema7
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2.2 - DERIVADOS HIDRAZONICOS

Como foi exordialmente citado neste trabalho, uma das mais poderosas e mais
comumente utilizadas estratégias de sintese de novos compostos com atividade bioldgica é a
hibridizacdo molecular, em que se realiza a conjugacdo covalente de duas moléculas com
atividades bioldgicas distintas. Lancando-se méo deste fato, € permitido ao pesquisador obter
moléculas com atividades semelhantes, ou até mais pronunciadas que as moléculas originais,
elucidar a relacdo estrutura-atividade do novo candidato a fa&rmaco; bem como empregar 0s

mesmos metodos de ensaios bioldgicos utilizados para as moléculas geradoras.

Dessa maneira, através desta estratégia de modificacdo molecular, existe a
possibilidade da descoberta do grupamento farmacoforico desejavel, da obtencdo de farmacos
que apresentem propriedades requeridas ao escopo pretendido e que sejam mais eficientes que
0 prototipo. Dentre tais propriedades, é analisada principalmente a poténcia do novo
candidato, sua estabilidade, especificidade, lipofilicidade, duracdo de acdo, bem como, custo

de producio®.

Diante destes fatos, foi delineada a sintese de oxadiazolinas biciclicas pirrolidinicas
com modificacdo molecular no radical éster do biciclo, derivado da cicloadicdo 1,3 dipolar,
que, ap0Os conversdo aos respectivos aldeidos, foi executada a insercdo de funcdes hidrazidas,
resultando no produto final, as hidrazonas.

Ha& consideravel interesse no desenvolvimento de novos compostos com atividades
anti-inflamatoria, antitumoral, analgésica, antiviral, anticonvulsivante, dentre outras.
Hidrazonas que possuem um proton azometinico constitui uma importantissima classe de

compostos para o desenvolvimento de novas drogas com as atividades supra-elencadas®®.

Barreiro et al. relataram a sintese de novas aril-hidrazonas® e acil-arilhidrazonas®*?,
sendo observados excelentes resultados concernentes a atividade analgésica. A analgesia
proporcionada pela aril-hidrazona 48 foi muito proxima da obtida com a dipirona, ja a acil-
aril-hidrazona 49 mostrou superioridade concernente a esta atividade, em comparacao a este

farmaco de referéncia.
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Gokhan-Kelekgi et al. sintetizaram hidrazonas contendo 5-metil-benzoxazolina. Os

efeitos analgésicos de 50 e 51 foram constatados como sendo superiores aos da morfina e

aspirina™®. Em certas dosagens, compostos deste estudo também mostraram atividade anti-

inflamatoria.

-

50

o
cl
//K NH/N\/O/

//z NHY
csSiacd

51

Propriedades anticonvulsivantes também tém sido relatadas para hidrazonas.

Dimmock et al. sintetizaram vérias N-acetilhidrazonas 52, oxamoilhidrazonas e
semicarbazonas, como possiveis candidatas a agentes anticonvulsivantes. Os resultados
obtidos revelaram que N-acetilhidrazonas sd@ mais promissoras para atividade

anticonvulsivante 2 3%32),

Cl

Em um trabalho de sintese de derivados 2-quinoxalinona-3-hidrazona, utilizando
técnica de irradiacdo por microondas, foram constatadas atividades antibacteriana e
antiftngica dos mesmos®. Nos testes antimicrobianos, utilizando patégenos ordinérios, tais
como Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginona, Escherichia coli e Candida

albicans, as novas moléculas foram comparadas com a estreptomicina, no caso do teste

17



Dissertacdo de Mestrado Parte | - Capitulo | - Introducdo

antibacteriano, e com nistatina, para o teste antifingico. As hidrazonas 53 e 54 mostraram-se

mais pronunciadas, concernentes as atividades antibacteriana e antifungica, respectivamente.

N | cl N NY
H H

2.2.1 - METODOS DE OBTENCAO DE HIDRAZONAS

A quimica da ligacdo dupla carbono-nitrogénio das hidrazonas tem se tornado a
espinha dorsal de reacdes de condensacdo de heterociclos que estdo fundidos por
heterodtomos, principalmente o nitrogénio. No que concerne a sintese de novas drogas, a
principal classe de compostos contendo a funcdo hidrazona € a que possui prétons

azometinicos®,

Reacdes de fenil-hidrazinas, o primeiro derivado de hidrazinas caracterizado por Emil
Fischer, em 1875, com isatinas®®, acido mercaptoacético®”, 2-bromobenzaldeido®®,
derivados 1,2-benzotiazol®®, cumarina 3-carboxilato®” e 4-azido-3-acil-2-quinolona,“?
foram relatadas por fornecerem as respectivas hidrazonas com rendimentos que vao de
moderados a elevados. A sintese em uma etapa de tetrahidroquinolonas contendo um
estereocentro quaternario foi também relatada como resultado de reacGes que utilizaram

hidrazonas como precursores“?.

A obtencdo de hidrazonas é relativamente simples, consistindo basicamente na con-
densagdo de hidrazidas ou hidrazinas com aldeidos ou cetonas. Devido & importancia biolo-

gica de hidrazonas, elas sdo extensivamente descritas na literatura.

Em um trabalho recente, procedendo modificagio do método de Obafemi e
Pfeiferer®®, 1,2,3 4-tetrahidroquinoxalina-2,3-diona 55 foi reagida com hidrato de hidrazina,
sendo obtido o principal precursor deste estudo, a 3-hidrazinoquinoxalin-2(1H)-ona 56%%
(Esq. 8).
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|
NH N OH o}
2 o] o] S
HCI
+ —_— >
HO p
NH, HO OH N OH | ¢}
H
55
H
I
(0]
NH,NH, ¢ H,0
56 -
p NH;
N T/ A
H
Esquema 8

Este foi tratado com diversos reagentes de modo a obter hidrazonas com variagdes na
cadeia lateral. Partindo do precursor acima descrito, foram submetidas a irradiacdo de
microondas cetonas aciclicas, ciclopentanona, 3-acetilcumarinas, isatinas e ciclohexanonas,

sendo as trés ultimas substituidas nas posicdes seis, cinco e dois, respectivamente (Esg. 9).

N\H
~0 ’ & ©
l (o]
; gt
(4
@:Z N, / " \ | o
N N R
T e
H R; l @:N/ N/N:O

(1) Isatinas; (2) ciclopentanona; (3) 3-acetilcumarinas; (4) cetonas aciclicas; (5) ciclohexanonas
Esquema 9

Derivados pireno-hidrazonas, aplicadas como sensores fluorescentes para deteccdo de
fons Zn*? intracelular, foram obtidos a partir do 1-bromopireno®®. Este foi convertido no 1-

metoxibenzopireno 57, por meio de reacdo de acoplamento com metoxila em iodeto de cobre
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(1), sendo este método usual em reacdes de acoplamento carbono-carbono e carbono-
heteroatomo, tais como as reacdes classicas de Heck, Stille, Suzuki e Ullman. Em seguida foi
realizada uma adicdo de carbonila proveniente da dimetilformamida, por meio do reagente

organometalico n-butillitio (n-BuL.i), obtendo-se o derivado carbonilado 58 (Esg. 10a).

@) H
Br OMe OMe
1) n-BulLi
Na, CH;OH TMEDA
Cul, refluxo 2) DMF
57 58

Esquema 10a

O derivado 58 foi reagido com um acido de Lewis, obtendo-se o intermediario 59, que
foi logo convertido a hidrazona 60 pela reacdo com hidrazina, sob refluxo, utilizando etanol

como solvente (Esg. 10b).

NH,NH, / EtOH

refluxo

Esquema 10b

A aminopiridina foi utilizada como material de partida em sintese de aril-hidrazonas,
executada em apenas 3 etapas. Por meio de uma halogenacéo, foi obtido o derivado 2-bromo
piridinico correspondente, que em seguida foi tratado com hidrato de hidrazina, sob refluxo,
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sendo obtida a 2-piridino-hidrazina 61. Esta foi levada a reacOes de condensagdo com

aldeidos aromaticos, em meio &cido, obtendo-se as respectivas hidrazonas 62 (Esq. 11).

7 ~ 7~
| Br, N,H,.H,0 |
~ > ~ — ~
NH, HBr Br refluxo NHNH,
0°C
61
@) H
]
N N H
- R
H EtOH
62 HCI 10%
refluxo, 2h
Esquema 11

A porcdo aldeidica de um derivado da xantona (9H-xanten-9-ona) 63 foi utilizada
como aceptor de uma substituicdo nucleofilica, por parte de uma hidrazina aromatica, em
meio &cido (Esg. 12). Estes foram agitados em etanol por cerca de quinze minutos até a
adicdo do &cido acético, que age como catalisador, deixando sob refluxo por 2 horas até

obtencéo da aril-hidrazona 64“°.

_ArNHNH, N
EtOH AcOH
O
63 64

Esquema 12

N-aril/alquilideno-butanoilhidrazonas 67 foram obtidas através da reagdo de uma
hidrazida 66, derivada do acido y-aminobutirico (GABA) e conjugada com o anidrido ftélico,
com varios aldeidos e cetonas substituidos apresentando rendimentos que variaram entre 32%
e 38%“® (Esq.13).
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Esta hidrazida foi gerada a partir do conjugado GABA-anidrido ftalico 65, por meio
de uma reacdo com hidrato de hidrazina, na presenca do agente ativante N,N’-diciclohexil
carbodiimida (DCC). A porcdo amino do principal neurotransmissor do sistema nervoso
central dos mamiferos, GABA, foi protegida por meio da reacdo deste com o anidrido ftalico,

em meio basico, sob refluxo.

o) (@]
o Tolueno, EtzN &
N N"NcooH ——>
refluxo, 3h
GABA
anidrido O o COOCH
fitalico
NH,NH,.H,0
DCC, CH,Cl,
0°C, 6h
0 0
67 66
R1 AcOH, EtOH
N :
/ < R;CHO / R;COR,
© N R 0 CONHNH,
O H

Esquema 13

22



Dissertacdo de Mestrado Parte | - Capitulo | - Introducdo

2.3 — DERIVADOS SEMICARBAZONICOS

Semicarbazonas estdo inclusas em uma classe de moléculas que apresentam um ex-
tenso perfil farmacoldgico. Constituem uma importante classe de compostos cujas proprieda-
des tém sido amplamente estudadas na Quimica Medicinal, no que concerne & manifestacdo
de atividades especificas. Estes compostos agem como inibidores de enzimas, através da
complexacdo de metais enddgenos ou através de reacdes do tipo redox, como também por

meio de interagdes com o ADN ou por inibicéo de sua sintese “7.

A possibilidade de modular o carater lipofilico dessas moléculas assim como suas
interacbes com receptores bioldgicos, atraves da escolha dos substituintes da cadeia, € uma
maneira tradicional de se alcancarem as diversas atividades biologicas apresentadas por essa

versatil classe de compostos.

Das mais variadas aplicacfes terapéuticas das semicarbazonas, indubitavelmente, as
mais proeminentes sdo as atividades anticonvulsivantes, antichagasica e antinociceptiva.
Investigagdes recentes com aril-semicarbazonas mostraram seu potencial como agentes
anticonvulsivantes, sem, entretanto, exibir atividade sedativo-hipnética, e ainda possuindo
neurotoxicidade inferior a de compostos que exibem esta Ultima atividade®®. A explicacdo
para tal fato € que aril-semicarbazonas ndo possuem o grupo dicarboximida, encontrado em
drogas convencionais, como barbituratos, hidantoinas e oxazolidinona, que pode estar

associado a toxicidade e efeitos colaterais desses farmacos®.

Shalini et al. propuseram a ciclizagdo de aril-semicarbazonas, que resultou na forma-
cdo de 1,2,4-triazbis, para verificar os efeitos concernentes a sua atividade anticonvulsi-
vante“® (Esq. 14).

H
I
O\[/N\N/ H\N/N\ R

_—
\ PR

( :E R
Ri 4,5-difenil-2H-1,2,4-

Aril semicarbazonas .
triazol-3(4H)-ona

Esquema 14
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As 2,6-dimetil-fenil semicarbazonas foram relatadas em outro trabalho® como sendo
as mais eficientes dentre as aril-semicarbazonas dissubstituidas. Nesse trabalho, a ciclizagédo
diminuiu a atividade de alguns compostos com essa configuracdo dissubstituida, como por
exemplo, os compostos 68 e 69, que possuem um substituinte p-anilina na posi¢do 3 do anel
triazolico (Esq. 15). Dentre as varias moléculas originadas desse estudo, as subelencadas
foram escolhidas por serem isentas de neurotoxicidade.

|
o) H, N
YN\N/ 4% NaOH N~ \>_©7NH
_— 2
N\H NH, A, refluxo N

Esquema 15

Em outro estudo, Yogeeswari et al. planejaram a sintese de derivados do acido vy-
aminobutirico (GABA), visando a combinacdo deste farmacoforo com aril-semicarbazonas, e
assim, gerando substdncias multifuncionais utilizadas no tratamento de disfuncdes
neuroldgicas, tais como epilepsia e dor neuropatica®. Nesse trabalho, a aspirina foi utilizada
como padrdo, com 97% de inibicdo para contor¢Bes induzidas pelo acido acético. Parte das
novas semicarbazonas testadas apresentou inibicdo acima dos 90%, com énfase para o

derivado 70, com 94%, e os derivados 71 e 72, ambos apresentando 93% de inibicéo.

COOH
H o] O 70 H o]

COOCH COCH

_—N
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Estudos in vivo e in vitro foram realizados por Cabrera et al. concernentes a atividade
de semicarbazonas contra formas amastigotas e tripomastigotas de Trypanosoma cruzi. Para a
forma tripomastigota, semicarbazonas 73, 74 e 75 testadas tiveram perfil semelhante ao
Nifurtimox (Nfx), reduzindo e mantendo o nivel dessa forma no sangue ao fim de cinco
semanas de tratamento. No musculo liso, o derivado 73 apresentou maior eficiéncia que o

Nifurtimox, porém no cardiaco, este se mostrou superior(56).

0
/\
ozN/Q\/\//N\T)k,l\,/\/\/\

H H
73
O _ O
OZN/@O\\//N\T*T,/\/\ oZN/Q\/)klN)kT/\/OMe
H H H
74 75
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3 - OBJETIVOS

3.1 - Objetivos Gerais

= Sintetizar e explorar quimicamente o novo heterociclo pirrolidina[l1,2-d][1,2,4]-2-

oxadiazolina;
R
n)\
5 4 3 2/N
6 7a) 10

= Sintetizar e realizar testes biol6gicos com seus derivados, as oxadiazolil-aril-

hidrazonas, 83a e 83b, e a oxadiazolil-aril-semicarbazona, 84.

R
(@)
H\ H\ /IL
| rN
N RN H
83a (R = Cl) I
84
83b (R = OCH 84
—Na 3\2/N R ’ 5\ 3\2/'\I
6 7a 10 6 ; 7 10
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3.2 - Objetivos Especificos

= Sintetizar os materiais de partida, o trimero 77 da A-pirrolina 78 e o

clorooxiimidoacetato de etila 86;

AL O

1 8 86

= Sintetizar o éster oxadiazolinico 80 através de reacdo de cicloadicio 1,3-dipolar da A'-

pirrolina com o 6xido de carboetoxiformonitrila;

Q. @)
\/
5 \4 3\ZN
6 ; 7a 10/
80

» Reduzir a funcdo éster em C3 do éster oxadiazolinico 80 ao correspondente alcool
oxadiazolinico 81;

OH

\N
L
@]
81

= Oxidar o alcool oxadiazolinico 81 ao respectivo aldeido oxadiazolinico 82;

O, H

Ny

(4

82
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Condensar o aldeido oxadiazolinico 82 com hidrazinas aromaticas p-substituidas com

escopo de sintetizar as oxadiazolil-aril-hidrazonas 83a e 83b;

Condensar o aldeido oxadiazolinico 82 com a fenil-semicarbazida 92 com o intuito de

sintetizar a oxadiazolil-aril-semicarbazona 84;

Purificar, determinar as propriedades fisico-quimicas (ponto de fusdo e Rf) e elucidar
a estrutura dos compostos obtidos por analise de RMN de *H, RMN de *C, GC-MS,
LCMS-IT-TOF e IV.

Avaliar a atividade antinociceptiva dos novos hibridos oxadiazolil-aril-hidrazonas, 83a
e 83b, e oxadiazolil-aril-semicarbazona, 84, bem como a atividade antichagéasica desta

altima.
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4 - METODOLOGIA

O presente trabalho teve a finalidade de realizar a sintese de um biciclo inédito,
derivado de materiais de partida ordinariamente manuseados pelo nosso grupo de pesquisa, a
pirrolidina e o clorooximidoacetato de etila. Para tanto, foi lancado méo de uma metodologia
utilizada em sinteses de outros biciclos®* *, que possuem como base as isoxazolinas, sendo

obtido o novo heterociclo pirrolidina[1,2-d][1,2,4]-2-oxadiazolina.

Partindo desse novo heterociclo, foi planejada a sintese de hidrazonas e
semicarbazonas por meio de reacdes classicas de reducdo e de oxidacdo e, enfim, para

obtencdo dos produtos finais, reaces de condensacao.

Como foi supracitado na literatura, oxadiazolinas, hidrazonas e semicarbazonas sao
fungBes-chave no que concerne a atividade bioldgica de inumeras moléculas, ou seja, essas
entidades quimicas tém funcdo de farmacdforos desses derivados. Por essa razdo, 0 novo
heterociclo foi utilizado como base para a sintese de novas moléculas contendo fragmentos
hidrazdnicos e semicarbaz6nicos em sua estrutura, com o propdsito de posterior avalia¢do

bioldgica para atividades antinociceptiva e antichagéasica (Fig. 7).

R Fragmento Hidrazonico

Pirrolidina[1, 2-d][1, 2, 4]-2-oxadiazolina
/ .
0 (Nucleo base de novas drogas)
O
y )k Fragmento Semicarbazdnico

SN N
| |
H N H

N
N /N Pirrolidina[1, 2-d][1, 2, 4]-2-oxadiazolina
o (Nucleo base de novas drogas)

Figura 7 — Novas drogas contendo o novo heterobiciclo A-1,2,4-oxadiazolina
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Para a concepcdo das novas hidrazonas foram utilizadas hidrazinas p-substituidas, uma
contendo um grupo ativante forte, e a outra contendo um desativante moderado. Para a sintese

da semicarbazona, foi utilizada uma semicarbazida contendo um grupo ativante moderado

(Esq. 16).
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Esguema 16 — Rota sintética de obtencéo das novas hidrazonas e semicarbazona

oxadiazolinicas
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Este esquema representa uma visdo geral das reacdes envolvidas nesse trabalho,
visando a obtencdo do novo heterociclo pirrolidina[l1,2-d][1,2,4]-2-oxadiazolina, e dos

derivados hidrazonicos e semicarbazonico.

O éster oxadiazolinico inédito (cicloaduto) 80 foi obtido partindo da A'-pirrolina 78,
que por sua vez, foi proveniente do seu respectivo trimero 77 derivado da pirrolidina 76
(etapas a, b e c). A génese deste nicleo base deu-se por meio de cicloadicdo [3+2] entre a A’
pirrolina e o éxido de carboetoxiformonitrila (CEFNO) 79, que é um derivado gerado in situ,
qguando se adiciona no meio reacional o clorooxiimidoacetato de etila 86 (etapa c), este

sintetizado previamente, a partir do cloridrato da glicina esterificada 85.

Uma vez que o estér oxadiazolinico 80 foi sintetizado, foi procedida sua reducdo, via
borohidreto de sodio (NaBH;), com o propoésito da obtencdo do respectivo alcool
oxadiazolinico 81 (etapa d). O aldeido correspondente 82 foi sintetizado seguindo o método
de oxidagdo de alcodis por meio de DMSO “ativado”®? (etapa e).

De posse deste composto, reagdes de condensacdo foram realizadas, utilizando
hidrazinas aromaticas p-substituidas, com o escopo de obter as oxadiazolil-aril-hidrazonas
83a e 83b (etapas f e g). Para a sintese da semicarbazona, foi utilizada a 4-fenilsemicarbazida,

reagente essencial que levou a génese da oxadiazolil-4-fenilsemicarbazona 84 (etapa h).
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5 - RESULTADOS E DICUSSAO

5.1 - PREPARACAO DO TRIMERO DA 1-PIRROLINA 777

L

A Al-pirrolina 78, material de partida na sintese do novo heterobiciclo de cinco
membros, foi obtida através da oxidacdo catalitica da pirrolidina 76 (adquirida
comercialmente), pelo perssulfato de s6dio, em meio bésico, utilizando nitrato de prata como
catalisador (Esqg. 17).

Devido a sua grande reatividade e instabilidade, 0 monémero 78 trimeriza no meio
reacional, formando o respectivo trimero 77, que é isolado por extracdo com cloreto de

metileno®®.

Nazszos, 25%
NaOH(aq)

AgNOj; cat.
LLCL V(D) p—— Cf
0°%c N 65%
H,0

I
H
Esquema 17

5.2 — SINTESE DO CLOROOXIIMIDOACETATO DE ETILA®®

O Oxido de carboetoxiformonitrila (CEFNO) 79, utilizado na reacdo de cicloadicdo

1,3-dipolar, foi gerado in situ através do seu precursor, o clorooxiimidoacetato de etila 86.
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O precursor do N-Oxido de nitrila, o clorooxiimidoacetato de etila, foi preparado
através da oxidagdo da glicina esterificada, pelo nitrito de sodio, em meio acido (HCI conc.)
(Esq. 18).

(@] HCI conc. O
+ - NaNO
O)k/NHS Cl 2 N
Et 0°C Et OH
45% Cl
85 86
Esquema 18

Devido a sua grande estabilidade, ele pode ser armazenado em grandes quantidades
por longo periodo e utilizado conforme necessidade. O precursor do dipolo foi obtido por

cristalizacdo em hexano, levando a um produto branco, com um rendimento de 45%.

5.3 — SINTESE DO ESTER OXADIAZOLINICO - CICLOADICAO 1,3-DIPOLAR

As reacdes de cicloadicdo 1,3-dipolar, ou [3+2], de um dipolo, neste trabalho o N-
oxido de nitrila, com alquenos (dipolarofilos) envolvem quatro elétrons © do 1,3-dipolo,

distribuidos por trés atomos, e dois elétrons 7 do dipolaréfilo (Fig. 8).

b
+ - - + a// \C
a—b—C=<—> a=—h—c -+ d=—=¢e —_— \e d/
Dipolo do tipo alenila Dipolaréfilo
P P P Cicloaduto

Figura 8 — Reacdao dipolo/dipolardfilo para obtencéo do cicloaduto

Estas reacOes sdo regidas pelos Orbitais Moleculares de Fronteira, HOMO e LUMO,
do 1,3-dipolo e do dipolarofilo. A teoria dos Orbitais Moleculares de Fronteira e utilizada

para explicar a regiosseletividade desta cicloadicéo.

Uma proposta de mecanismo para as reacOes de cicloadi¢do 1,3-dipolar, entre o
dipolo, N-6xido de nitrila (6xido de carboetoxiformonitrila), e A*-pirrolina, como dipolaréfilo,

é apresentado no Esquema 19.
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u Y

Esquema 19 — Mecanismo da reagéao de cicloadi¢ao 1,3-dipolar
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Este modelo qualitativo reflete a via mecanicoquantica mais conveniente no
tratamento dos orbitais moleculares; o método da combinacdo linear de orbitais atémicos
(CLOA). Este método é definido como uma sobreposi¢cdo quantica de orbitais atbmicos, que
consiste na adicdo de amplitudes de onda por interferéncia. Na mecanica quantica, as
configuragBes eletronicas dos atomos sdo descritas como fungbes de onda, que
matematicamente sdo representadas pelos orbitais atdmicos, estes sendo centrados nos
atomos, como exemplo, os orbitais p, que é descrito como um par de funcBes centradas em
dois lobos. Em reacdes quimicas, as funcbes de onda sdo modificadas, ou seja, a forma da
nuvem eletrdnica é alterada, de acordo com os tipos de atomos participantes da ligacdo

quimica a ser formada.

Vejamos a seguir uma descricdo matematica de um modelo de orbital molecular.
0i = Ciiyn + Caoi o+ Cai ya + - + Cyyi xn

ou
Qi — Zr Cri)(r

onde, @j ¢ um orbital molecular representado como a soma de “n” orbitais atdbmicos )y, cada

um multiplicado pelo coeficiente correspondente C,. Os coeficientes sdo os pesos das

contribui¢des dos “n” orbitais atbmicos ao orbital molecular.

A combinagdo de orbitais atbmicos somente sera efetiva, ou seja, o orbital molecular
sera apreciavelmente mais estavel que os orbitais atdbmicos, se os orbitais atdmicos

obedecerem a certas condigdes:
1. se sobrepuserem mutuamente numa consideravel extensao;
2. se forem de energia comparavel;
3. se tiverem a mesma simetria relativamente ao eixo de ligacao.

Em suma, se ndo houver sobreposicdo consideravel, a energia do orbital molecular serd
semelhante a energia de um dos orbitais atbmicos; se as energias dos orbitais atdbmicos forem

muito diferentes, a energia do orbital molecular assemelhar-se-a ao do orbital atbmico mais
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estavel. Em qualquer dos casos, ndo havera estabilizacdo significante, e, portanto, a ligacéo

quimica ndo se formara.

As reacOes de cicloadicdo dipolares séo classificadas em 3 tipos, dependendo das
energias relativas dos orbitais moleculares de fronteira do dipolo e do dipolaréfilo: 1) Reacdes
controladas pelos orbitais HOMO do dipolo/ LUMO do dipolaréfilo, 2) Reacdes controladas
pelos orbitais LUMO do dipolo/ HOMO do dipolaréfilo e 3) ReacBes controladas pelos
orbitais HOMO e LUMO de ambos. Portanto, uma anélise dos coeficientes e dos niveis de
energia dos orbitais HOMO e LUMO do dipolo e do dipolaréfilo, nos indicara a possivel

reatividade e seletividade do sistema.

As iminas ciclicas, tais como a A’-pirrolina 78, possuem ligacdo dupla rica em
elétrons, e em razdo disso, 0s respectivos orbitais HOMO sdo assimétricos e mais instaveis,
possuindo maior energia. Em contrapartida, nos N-éxidos de nitrila, especialmente no 6xido
de carboetoxiformonitrila 79, que possui grupamento elétron retirador (carbonila), o orbital
LUMO esta mais estabilizado, possuindo baixa energia relativa, fazendo com que a diferenca
de energia (AE;) entre esses orbitais seja menor do que o que aconteceria no inverso (HOMO
dipolo/ LUMO dipolaréfilo) (AE;). Dessa maneira, a demanda eletrdnica normal
provavelmente sera HOMO (dipolar6filo) / LUMO (dipolo) (Fig. 9).

A anadlise das energias relativas de orbitais de fronteira indica que a reacdo de
cicloadicdo 1,3-dipolar da A'-pirrolina com o N-6xido de nitrila sera regida pelo HOMO da
A'-pirrolina e LUMO do N-6xido de nitrila, levando assim a um estado de transicdo de menor

energia.

1 8_8 LUMO

1 . .
A — pirrolina

i LUMO 8_8__8 N

Energia —1T— . . I l

N-6xido de nitrila AE;
ev) _|_ 8_8 omo |/

Al pirrolina
20 888
N-6xido de nitrila

Estado Fundamental

r AEo

T

Figura 9 — Estados de energia dos orbitais de fronteira do dipolo (N-6xido de nitrila)

e do dipolardfilo (A'-pirrolina)
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Na reacdo esquematizada acima (Esq. 19), é provavel que ocorra inicialmente a interacao
frontal do orbital atbmico do nitrogénio do dipolaréfilo (HOMO) com o orbital atbmico do
carbono do dipolo (LUMO), obedecendo as trés condicdes exigidas, formando a ligacéo
sigma carbono-nitrogénio, apos efémera passagem pelo estado de transi¢do. Na figura 6, nota-
se principalmente a observancia das condicdes 2 e 3, ja que existe de fato a simetria relativa
ao eixo de ligacdo, representada pela linha tracejada vermelha, como também se percebe a
comparabilidade das energias dos orbitais, visto os coeficientes semelhantes dos orbitais dos

participantes da ligacdo, que na aproximacao, estdo em simetria de funcao de onda.

Neste mecanismo, existem dois fatores que desfavorecem a formacdo simultanea das
duas ligacbes sigma desta cicloadi¢do 1,3-dipolar. A assimetria dos coeficientes orbitalares
tanto do dipolo como do dipolaréfilo, priorizam a formacdo da ligagcdo carbono-nitrogénio,
que possuem coeficientes mais pronunciados, e assim, aproximacao facilitada. A linearidade
do dipolo € outro fator determinante, ja que no posicionamento para a realizacdo da primeira
ligacdo, os orbitais atbmicos dos participantes da segunda ligacdo ficam afastados, ou seja, a
condicdo 3 ndo ¢ atendida, ja que seus participantes ndo possuem simetria em relacdo ao eixo

da ligacdo a ser formada.

Apos a formacdo da primeira ligacdo, e origem de um intermediério iminio dipolar,
ocorre a mudanga da hibridizacdo do nitrogénio do dipolo, de sp para sp?, 0 que vem a
favorecer a aproximacdo do oxigénio do dipolo, rico em elétrons, com o carbono do
dipolarofilo, deficiente em elétrons. Neste momento, a segunda ligagdo sigma do cicloaduto é
formada, ja que ha novamente a observancia das condi¢fes necessarias para a combinagéo do
orbital atbmico do carbono, que utilizard o LUMO, e do orbital atbmico do oxigénio, que
utilizar& o HOMO, gerando um centro assimétrico no carbono da posicdo 5 do heterobiciclo

oxadiazolinico.

Estes fatos sdo determinantes para a existéncia da regiosseletividade desta reacéo, ja que,
pelo que foi exposto, apenas dois isOmeros (uma mistura racémica) sdo formados, e ndo

quatro como de fato nao se esperaria, caso houvesse a formacao de regioisomeros (Esg. 20).
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Esquema 20

A reacdo de cicloadicdo 1,3-dipolar da A'- pirrolina com o 6xido de
carboetoxiformonitrila (CEFNO) foi bem sucedida neste trabalho, devendo-se este fato
provavelmente a grande reatividade e propriedades eletrénicas do dipolo N-6xido de nitrila,
bem como a alta reatividade da ligacdo dupla da imina e da assimetria dos coeficientes

orbitalares dos atomos participantes da ligagao m.

A inédita reacdo de cicloadicdo [3+2]-dipolar entre a Al-pirrolina e o 6xido de
carboetoxiformonitrila constitui a etapa chave do processo. Até o presente momento, ndo

havia relatos na literatura de reacdes de cicloadicdo 1,3-dipolar envolvendo tais substancias.

Em suma, a cicloadi¢do desenvolvida neste estudo se processa da seguinte maneira:

O, OEt
i o I/ In situ T I{ -
EtO)k(N\O—H + \/N\‘ - +||11| + \/NH\I cl

|
Cl -0
Cloroximidoacetato TEA Oxido de Cloreto de
de etila carboetoxiformonitrila Trietilamobnio
Esquema 21

Este esquema mostra a reacdo, largamente utilizada, de formacdo do N-Oxido de

nitrila, in situ, partindo-se do ataque nucleofilo da trietilamina (TEA) ao clorooxiimidoacetato

42



Dissertacdo de Mestrado Parte Il - Capitulo IV — Resultados e Discussio

de eitla 86, havendo, ao final, precipitacdo do sal cloridrato de trietilam6nio no meio (Esg.
21).

o OFEt |

Y O OEt o) OEt
N: C refluxo
ll B
@ _|_ +N THF \ N LLIYTTR \ N

| / /

-0 TEA +—O II,.}—O
— — 75% i T
78 79
Par de enantibmeros
80
Esquema 22

A medida que o N-Oxido de nitrila vai se formando no meio reacional, ocorre
prontamente o ataque nucleofilico pela Al- pirrolina, de acordo com o modelo quantitativo
descrito no esquema 19, havendo formacdo do novo heterociclo pirrolidina[1,2-d][1,2,4]-2-

oxadiazolina racémico, contendo a porcao éster em C3 (Esq. 22).

O rendimento desta reacao de cicloadicdo € drasticamente sensivel ao tempo de adicao
do clorooxiimidoacetato de etila. A adicdo da solucdo deste, em tetraidrofurano, sobre o meio
reacional, é feita lentamente gota a gota. No baldo reacional, o trimero da A- pirrolina sofre
destrimerizacdo em temperatura de refluxo, produzindo-se 3 mol de mondémero para cada mol
de trimero. O dipolo N-6xido de nitrila é formado in situ, paulatinamente, assim que seu
precursor, o clorooxiimidoacetato de etila, entra em contato com a trietilamina (Esq. 21). A

partir deste momento, inicia-se a cicloadigéo entre o dipolo e o dipolarofilo.

A adicdo do precursor deve ser lenta, pois a medida que o dipolo é formado, ocorre
uma reacao secundaria de dimerizacdo do N-Oxido de nitrila (Esq. 23). A adicdo rapida do
precursor leva a formacdo de uma grande quantidade do dimero, havendo perdas na
concentracéo do dipolo no meio reacional, acarretando em uma diminui¢do no rendimento da
reacdo. Para que este problema fosse amenizado, adicionamos ao meio reacional dois
equivalentes do precursor, realizando-se as adi¢cGes de cada equivalente em momentos

diferentes do decorrer da reacéo.
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Esquema 23

Utilizou-se o solvente aprotico tetraidrofurano (THF) para execucdo desta reacdo por
este ser um solvente moderadamente polar e, portanto, apto a solubilizar uma grande
variedade de substancias organicas polares e nao-polares, bem como por ser de facil remogéo

do meio reacional ap0s o término da reacdo, ja que possui baixo ponto de ebulicdo (= 66°C).

Os resultados foram confirmados a partir da identificagdo do novo biciclo
oxadiazolinico pirrolidinico pelos métodos espectrométricos de RMN de °C e de H, IV e
LC/MS-IT-TOF. Os sinais “diagnosticos”, bastante caracteristicos do novo heterociclo, séo
respectivamente 5,88 ppm em RMN de *H e 102,3 ppm em RMN de **C, que determinam a

formacao do cicloaduto e a regioquimica da reacao.

Na figura 10, é apresentado o éster oxadiazolinico 80 com os dados espectrométricos

(RMN de *H e de *C). Os deslocamentos quimicos estdo em ppm.

1,69-1,82

Figura 10 — Pormenorizagdo dos deslocamentos quimicos do éster oxadiazolinico 80.
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Nas figuras 11, 12 e 13 sdo mostrados os espectros de RMN de *H, RMN de *C e IV-

FT do éster oxadiazolinico 80.

7 G 5 4 3 2 1 ppm

Figura 11 - Espectro de RMN de *H — 300MHz do éster oxadiazolinico 80. Solvente CDCl;,
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Figura 12 - Espectro de RMN de **C — 75MHz do éster oxadiazolinico 80. Solvente CDCl,
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Figura 13 - Espectro no infravermelho (Janela de KBr, cm™) do éster oxadiazolinico 80.

Na analise espectrométrica de massas (GCMS-EI) foi evidenciado o pico base em m/z
111, bem como o pico do ion-molecular em m/z 184, corroborando a massa do novo éster

oxadiazolinico.

Todos estes resultados primeiramente foram confirmados experimentalmente, através
do acompanhamento das reac@es por CCF, onde se percebe a formacédo de apenas um produto.
Isto confirma todo o estudo teorico da reacdo (Esg. 19), evidenciando a alta regiosseletividade

esperada.
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5.4 - SINTESE DO ALCOOL OXADIAZOLINICO 81 ©9

o) OEt OH
NaBH,
AN > AN
/ MeOH /
O Ooc O
80 81
Esquema 24

Em trabalhos anteriores do nosso grupo de pesquisa, tentou-se a redugdo direta do
éster em C3 ao respectivo aldeido, porém néo se logrou éxito®?. Utilizando-se DIBAL-H ou
superhidreto [(EtsAIH)Li], o éster permaneceu intacto no meio reacional. Uma possibilidade

para contornar este problema, seria a reducdo do éster ao respectivo alcool em C3.

Para tanto, foi utilizado o borohidreto de s6dio, NaBH,4, com o qual foi obtido o alcool
com 6timos rendimentos (Esg. 24). Inicialmente tentou-se a utilizacdo do metanol sem que
este sofresse secagem prévia, o que levou a obtencdo de um rendimento moderado de 54%.
Porém, apds um processo de otimizacdo desta reacdo, por utilizacdo do solvente alcoolico
seco em presenca de magnésio e iodo, na propor¢do de 10:1 (m/m), alcancaram-se

rendimentos que sofreram incremento a cada reacao realizada.

A primeira reacdo executada utilizando metanol seco resultou num rendimento de
89%, ou seja, 1,6 vezes maior que o da reacdo onde ndo se processou secagem do solvente.
Em reacdes subsequentes, buscando ainda aperfeicoar o rendimento, foi alcangado 90%, e
posteriormente, 95% de rendimento, com surpreendente incremento que Se aproximou ao

guantitativo.

A temperatura foi outro parametro que também influenciou na melhoria do rendimento
da reacdo, de modo que, a elevacdo de 0°C até a temperatura ambiente provocou 0 consumo
mais rapido de todo o material de partida, necessitando de menor quantidade de tempo para

finalizar esta reacéo.

Na figura 14, é apresentado o alcool oxadiazolinico 81 com os dados espectrometricos

(RMN de *H e de *C). Os deslocamentos quimicos estdo em ppm.

47



Dissertacdo de Mestrado Parte Il - Capitulo IV — Resultados e Discussio

2,96 - 3,60

1,67-1,74

Figura 14 — Pormenorizacdo dos deslocamentos quimicos do alcool oxadiazolinico 81.

Nas figuras 15, 16 e 17 sdo mostrados os espectros de RMN de *H, RMN de *C e IV-
FT do alcool 81.

Figura 15 - Espectro de RMN de "H — 300MHz do élcool oxadiazolinico 81. Solvente CDCl;
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Figura 16 - Espectro de RMN de **C — 75MHz do &lcool oxadiazolinico 81. Solvente CDCls.
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Figura 17 - Espectro no infravermelho (Janela de KBr, cm™) do &lcool oxadiazolinico 81.

Os hidrogénios metilénicos do grupamento hidroximetila do alcool 81 foram
evidenciados em um singleto no RMN de H, em 4,31 ppm, enquanto o hidrogénio da
hidroxila mostrou-se como um singleto largo em 3,34 ppm. O alcool 81 também apresentou,

no espectro de IV-FT, a banda caracteristica em torno de 3355 cm™, relativamente larga e
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intensa, caracterizando o estiramento da ligacdo O-H do grupamento hidroximetila em C3.
Outra regido do IV também corrobora a conversdo do éster 80 no alcool, com o
desaparecimento da banda intensa em 1732 cm™, referente & carbonila do éster em C3.

A massa do alcool foi confirmada por analise em GCMS-EI, onde nota-se o pico base

em 58 m/z e o pico do ion-molecular em 142 m/z.
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5.5 - SINTESE DO ALDEIDO OXADIAZOLINICO 82

OH O H

cloreto de oxalila
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TEA
CH,Cl,
—78°C

\J

Esquema 25

Para a execucdo da reacdo de oxidagdo do alcool oxadiazolinico 81 ao respectivo
aldeido 82, foi utilizado 0 método do DMSO “ativado”, ou, como ¢é mais conhecido, oxidagao
de Swern (Esq. 25). Neste método, o DMSO ¢ “ativado” pelo cloreto de oxalila 87 a baixas
temperaturas, em cloreto de metileno, que reage rapidamente com alcoois para produzir sais
alcoxisulfénio 90, conversiveis a carbonilas (aldeidos) com rendimentos de moderados a

elevados, sob a adicgo de trietilamina (Esq. 26).”

A oxidacdo de Swern é uma oxidacdo branda, que nos permitiu chegar ao aldeido
oxadiazolinico 82 com 6timos rendimentos, sem que exista a possibilidade de se formar o
correspondente acido carboxilico, o que poderia acontecer se fosse utilizado outro tipo de

oxidacéo, tal como a oxidagdo de Jones.®?

A oxidacdo do alcool oxadiazolinico ao respectivo aldeido se processou segundo o

mecanismo descrito no esquema 26.
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Esquema 26
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A primeira etapa da oxidacéo de Swern é a reagdo do dimetilsulfoxido (DMSO) com o
cloreto de oxalila 87. O primeiro intermediario 88 rapidamente se decompde liberando
diéxido e mondxido de carbono, produzindo o cloreto de dimetilclorosulfénio 89. Apos a
adicdo do alcool oxadizolinico 81, o cloreto reage com o alcool para formar o intermediario-
chave, catidnico, alcoxisulfonio 90. Com a adicdo de dois equivalentes de trietilamina, o
intermediario sera desprotonado, havendo liberacdo de dimetilsulfeto e resultando no aldeido
desejado 82, apds passagem por um estado de transicdo ciclico de cinco membros, que se
apresenta como um ilideo. Apds esta ultima reacdo, ainda se forma no meio o cloreto de

trietilamo6nio como produto secundario.

Como a reacgdo de obtencéo do alcool 81, esta foi da mesma maneira, uma reacao onde
se aperfeicoou o rendimento no decorrer de varias repeticdes. Na primeira tentativa, obteve-se
um modesto rendimento de 54%. Com a mudanca do tempo de adi¢do da trietilamina, o
rendimento foi elevado para 62%, e em outra tentativa, foi conseguido ainda um incremento
para 76%.

Na figura 18, é apresentado o aldeido oxadiazolinico 82 com o0s dados

espectrométricos (RMN de *H e de **C). Os deslocamentos quimicos estdo em ppm.

@) Ho.3s

183,0

2,85-340 H

H 159,3

1,43-1,65

Figura 18 — Pormenoriza¢do dos deslocamentos quimicos do aldeido oxadiazolinico 82.
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Nas figuras 19, 20 e 21 sdo mostrados os espectros de RMN de *H, RMN de **C e IV-
FT do aldeido 82.

P Nl oo i e o ot Nsne L (S S

- 3
Al 9.88 12.01 13.27

Figura 19 - Espectro de RMN de *H — 300MHz do aldeido oxadiazolinico 82.
Solvente CD3;CN.
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Figura 20 - Espectro de RMN de **C — 75MHz do aldeido oxadiazolinico 82.
Solvente CD;CN
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Figura 21 - Espectro no infravermelho (Janela de KBr, cm™) do aldeido oxadiazolinico 82.

Nas analises espectroscopicas de RMN de *H e de **C, foram evidenciados os picos
caracteristicos em 9,38 ppm para o hidrogénio da carbonila e 183 ppm para o carbono da
carbonila. No IV-FT, o aldeido apresentou uma banda intensa em 1727 cm™, caracteristica do
estiramento da carbonila do aldeido, inexistente no IV-FT do alcool de partida.
Diferentemente das duas substancias anteriores, 80 e 81, a espectrometria de massa do aldeido
foi realizada em HRMS-IT-TOF, em que foi corroborada a sua massa com valor de M* + 1 de
141,0636, frente ao valor teorico calculado de 140,0586.

Um fato curioso que despertou atengdo surgiu quando se comparou 0s espectros de
RMN de *3C das trés moléculas iniciais, o éster 80, o &lcool 81 e o aldeido 82. Quando
analisamos o carbono da posicao trés do heterociclo oxadiazolinico, foi percebida a gradativa
desprotecdo deste a medida que se alteram as funcGes orgénicas ligadas diretamente a ele
(Fig. 22). Este fato se deve provavelmente a modificacdo da vizinhanca eletronica deste
carbono, ja que o grau de oxidacdo do carbono vizinho altera-se quando se comparam essas
substancias.
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Figura 22 — Aumento da desprotecdo do carbono 3 do anel oxadiazolinco
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5.6 — SINTESE DAS OXADIZOLIL-ARIL-HIDRAZONAS 83
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Tabela 1 — Substituintes e rendimentos das oxadiazolil-aril-hidrazonas
COMPOSTO SUBSTITUINTE | RENDIMENTO (%)

o]
QO

3 (R=CI) 54

(0]
o

3 (R=OMe) 47

As oxadiazolil-aril-hidrazonas 83 foram obtidas a partir da condensacdo do aldeido
oxadiazolinico 82 com fenil-hidrazinas p-substituidas 91, adquiridas comercialmente (Esq.
27). A reacdo se processou rapidamente, ocorrendo precipitacdo da hidrazona no meio
reacional em cerca de 1 hora. Apoés a filtracdo e lavagem do precipitado, as oxadiazolil-aril-
hidrazonas 83 foram obtidas como solidos (amarelo/castanho), que foram purificados e
identificados por espectrometria de RMN de *H e *C RMN, IV-FT e HRMS-IT-TOF.

O rendimento da reacdo de condensacgdo para a obtencdo da hidrazona 83b (Tab. 1)

apresentou-se um pouco abaixo do intervalo relatado na literatura,™> **

que se mostra em
torno de 50%-60%, para condensacdes similares com outros aldeidos. Este fato encontra sua
explicacdo no processo de purificacdo das amostras, que envolveu sucessivas filtragdes,

extracdes e realizacdo de cromatografia em coluna, levando a extensa perda de produto.

Houve formacgéo de um unico produto de condensacéo, conforme CCD e analise dos
espectros de RMN, levando a crer que apenas a hidrazona diasteroisomeérica de configuragdo
“E” tenha sido formada. Como ainda ndo existem relatos de 1,2,4-oxadiazolil-aril-hidrazonas
biciclicas na literatura, a analise comparativa de deslocamentos quimicos dos hidrogénios

azometinicos, RiN=CR;H, principal sinal que evidencia a sintese de hidrazonas, torna-se
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inexequivel. Fato importante € que, tais hidrogénios tém seus sinais geralmente coincidentes
com 0s sinais dos hidrogénios aromaticos, no caso deste produto, perto de 7,33 ppm para 0

azometinico, sendo detectada a presenca dos mesmos pela integracao dos sinais.

A hidrazona oxadiazolinica 83a apresentou um singleto proximo a 9 ppm na RMN de
'H, correspondendo ao hidrogénio NN—H da func&o hidrazona. Os espectros de RMN de 'H e
de *C da hidrazona 83b apresentaram inconsisténcias em relagdo aos deslocamentos quimi-
cos do carbono da juncdo do anel, bem como do hidrogénio ligado a ele, utilizando CDCl;
como solvente, quando comparado ao espectro da hidrazona 83a. No entanto, os sinais refe-
rentes aos outros hidrogénios e carbonos nos espectros de RMN de *H e de *3C de 83b foram
coerentes, assim como as analises no IV-FT e em HRMS-IT-TOF. Como a analise de RMN
da hidrazona 83a foi realizada em CD3;CN, planeja-se repetir as analises espectrométricas de
83b com este solvente, visando dirimir ddvidas quanto a influéncia do solvente nos desloca-
mentos quimicos. No IV-FT, uma banda pouco intensa em 3380 cm™ denotou estiramento
N—H, ja outra bastante intensa proximo de 3000 cm™, evidenciou o estiramento C—H alifético,
sendo este o hidrogénio azometinico. A espectrometria de massas das hidrazonas, realizadas
em HRMS-IT-TOF, corroboraram suas massas, com valores de M* + 1 de 265,0840 para 83a
e de 261,1372 para 83b, frente a valores tedricos calculados de 264,0778 para 83a e 260,1273
para 83b.

Na figura 23, é apresentada a oxadiazolil-aril-hidrazona 83a com os dados

espectrométricos (RMN de *H e de *C). Os deslocamentos quimicos estdo em ppm.

7,21

Cl
7,00
126,0
911 H 144.6 o1
l‘\l 7,00
733H _— N
118,5
317-371 H‘—__ 1587
- \ N
'H RMN
BCRMN

1,63-1,74

Figura 23 - Pormenorizagdo dos deslocamentos quimicos da oxadiazolil-aril-hidrazona 83a.
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Nas figuras 24, 25, 26, 27, 28 e 29 sd0o mostrados os espectros de RMN de ‘H, RMN
de **C e IV-FT das oxadiazolil-aril-hidrazonas 83a e 83b.

Charles

Amostra C3M-04
Solicitacao N. 10129_4
29.01.10 UFPE
Pulse Seguence: sZpul

Solvent: CD
Temp. 25.0 C i,'\

UNITYplus-300 ~“UFPEU300"
Pulse 45.0 degrees
Acg. time 3.641 sec

6 r i
OBSERVE  H1, 299.8484666 WHZ
DATA PROCESSING
FT size 32768
Total time 0 min, S8 sec

Figura 24 - Espectro de RMN de 'H — 300MHz da oxadiazolil-aril-hidrazona 83a. Solvente CD3;CN,

Charles

Amostra C3M-04
Solicitacao N. 10129_4
29.01.10 UFPE

Pulse Sequence: sZpul
Solvent: CDICN

emp. 25.0 C / 298.1 K
UNITYplus-300 “UFPEu300"

c

3, 75.4219878 MHz
DECOUPLE H1, 299.9499383 MHz
Power 33 dB

on during acquisition

of f_during dela

WALTZ-16 modulated

DATA PROCESSING

Line broadening 1.0 Hz

F size 65536

Total time 17 min, 15 sec

130.574

125.988

144,615

158.664

118.784

115.443

102.164

34.446
4.617
2
0.968

f # 4 Fephann

180 160 140

120

80 60 40 20 ppm

Figura 25 - Espectro de RMN de 3¢ — 75MHz da oxadiazolil-aril-hidrazona 83a. Solvente CD3;CN,
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Figura 26 - Espectro no infravermelho (Pastilha de KBr, cm"l) da oxadiazolil-aril-hidrazona 83a.

Charles Mendes

Amostra C3M_06

Solicitacao N. H1124_24 |
21.12.09 UFPE |

Pulse Sequence:

Solvent: CDI
Ambient temperature
UNITYplus=300 "UFPEu300"

16 repetitions
OBSERVE  HI, 299.9469175 MHz
DATA PROCESSING
FT size 32768
Total time 0 min, 58 sec

9 8 7 6 5 a 3 2 1 ppm

0.35 0.88 1.00 _4.08 0.40

Figura 27 - Espectro de RMN de 'H — 300MHz da oxadiazolil-aril-hidrazona 83b. Solvente CDCls.
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Charles mpnq s
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Ambient temperature |
UNITYplus-300 “UFPEu300" }
PIIISC 30.1 degrees ‘
cq. time 1.000 sec
Wl(illl 18859.0 Hz
1024 repetitions |
OBSERVE €13, 75.4217146 MHz |
DECOUPLE H1, 299.9483516 MHz
Power 33 dB
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Figura 28 - Espectro de RMN de ¥C — 75MHz da oxadiazolil-aril-hidrazona 83b. Solvente CDCl;,
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Figura 29 - Espectro no infravermelho (Pastilha de KBr, cm™) da oxadiazolil-aril-hidrazona 83b.
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5.7 — SINTESE DA OXADIZOLIL-ARIL-SEMICARBAZONA 84

t. a.

N
82 92 Q_/
(@]

Esquema 28

N\ T' Q HCl ,L I
oy - A0 e T
Lo

A oxadiazolil-aril-semicarbazona 84 foi obtida pela condensagdo da 4-fenil-
semicarbazida 92, adquirida comercialmente, com o aldeido oxadiazolinico 82, em reacdo que

utilizou um equivalente de cada regente (Esg. 28).

Lancando méo da metodologia preconizada por Gligorijevic et al.®Y, em um trabalho
com selenossemicarbazonas, utilizando &cido cloridrico como catalisador e etanol como
solvente, foi procedida a reacdo em 45 minutos, havendo formacédo de um precipitado amarelo
intenso. A purificagdo deste se deu por meio de sucessivas lavagens e centrifugacoes, e,
enfim, recristalizacdo em etanol a temperatura ambiente, resultando em um solido bege, com

rendimento de 55%.

Esse resultado se mostrou muito abaixo do que o relatado na literatura®” 2

, para
reacOes de condensagdo analogas envolvendo semicarbazidas e aldeidos, onde se reportam

rendimentos que se enquadram em um intervalo de 79%-89%.

O processo de purificagdo escolhido para esta substancia foi a centrifugacdo e
sucessivas lavagens, com posterior recristalizacdo. Notou-se gque este processo necessita ser
aperfeicoado, ja& que, ele influenciou sobremaneira a quantidade final de produto puro, e
assim, o rendimento. Como no caso das hidrazonas, foram exigidas repetidas sessbes de
centrifugacdo, totalizando 35, para que a pureza desejada fosse alcancada, sendo esta

evidenciada por sucessivas cromatografias em camada delgada.

Na analise espectrométrica de RMN de *H da semicarbazona 84, o sinal diagndstico

do hidrogénio da fusdo dos ciclos é notado em 5,86 ppm, e o carbono, na RMN de *C, é
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exibido em 101,5 ppm. Para o hidrogénio da ligacdo N—H, e o hidrogénio azometinico,
RiN=CR;H, temos os deslocamentos quimicos em 10,92 ppm (rotdmero em 10,62 ppm) e
7,62 ppm (rotdmero em 7,54 ppm) respectivamente, denotando a obtencdo da semicarbazona.
Ainda analisando a RMN de 'H, em 8,06 ppm (rotdmero em 8,22 ppm), é observado o
hidrogénio do nitrogénio ligado ao grupo arila, corroborando o fragmento derivado da
semicarbazida de origem 92. No IV-FT, a banda em 3374 cm™ indica presenca do estiramento
N—H, j& outras no intervalo de 3100 a 3200 cm™, evidenciaram o estiramento C—H alifético,
sendo este o hidrogénio azometinico. Em 1694 cm™, uma banda caracteristica mostra o
estiramento C=0 amidico, denotando presenca da porcao semicarbazida. A espectrometria de
massas da semicarbazona foi realizada em HRMS-IT-TOF, em que foi confirmada sua massa

com o valor de M* + 1 de 274,1297, frente ao valor teérico calculado de 273,1226.

Na figura 30, é apresentada a molécula da oxadiazolil-aril-semicarbazona 84 com os
dados espectrométricos (RMN de *H e de 3C). Os deslocamentos quimicos estdo em ppm. Os

nameros entre colchetes indicam picos de rotameros.

7,11
129,0

7,34

Figura 30 - Pormenorizagdo dos deslocamentos quimicos da oxadiazolil-aril-semicarbazona 84.
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Nas figuras 31, 32 e 33 sdo mostrados os espectros de RMN de *H, RMN de **C e IV-
FT da oxadiazolil-aril-semicarbazona 84.

Figura 31 - Espectro de RMN de 'H — 300MHz da oxadiazolil-aril-semicarbazona 84. Solvente CDCls.

Charle Mendes

Amostra C3m_07 .

Solicitacao N. H1124_:

21.12.09 UFPE e
SCoowme

Pulse Sequence: s2pul s oomoo

Solvent: CDC13

Ambient temperature

UNITYplus-300 "UFPEu300"

Pulse 30.1 degrees

Acq. time 1.000 sec

Width 18859.0 Hz

1024 repetitions

OBSERVE €13, 75.4217065 MHz ‘

DECOUPLE H1, 299.9483516 MHZ

Power 33 dB

on during acquisition

off during delay [ |

WALTZ-16 modulated | {1
| [

|

[
|
u
[
|

—77.420

———77.000

—76.573

DATA PROCESSING
Line broadening 1.0 Hz
FT size 65536

Total time 17 min, 15 sec

23.437

~156.592
153.517
137.125
129.242
119.375
101.511
-52.748
88.175

—-137.469
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Figura 32 - Espectro de RMN de **C — 75MHz da oxadiazolil-aril-semicarbazona 84. Solvente CDCl,
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Figura 33 - Espectro no infravermelho (Pastilha de KBr, cm'l) da oxadiazolil-aril-semicarbazona 84.
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6 - PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS

6.1 - MATERIAIS E METODOS

As reacgdes de cicloadigdo [3+2] dipolar, de sintese do alcool e obtencdo do aldeido
sdo extremamente sensiveis a umidade e foram realizadas sob atmosfera de argénio, em
aparato previamente seco, em estufa, por 4h, a 110°C. Por outro lado, tais cautelas foram
prescindiveis no momento que antecedeu as reacdes de condensacdo para obtencdo das
hidrazonas e da semicarbazona.

O solvente aprético tetraidrofurano foi tratado com sodio/benzofenona, a trietilamina,
bem como o diclorometano, com hidreto de célcio e o metanol com Mg°/l, na proporc¢édo 10:1
(m/m), todos sendo destilados imediatamente antes do uso. O DMSO foi seco em peneira
molecular, com poros de 4 angstrom, previamente seca em estufa por 24 h.

Nas reagdes de condensacdo do aldeido com as fenil-hidrazinas p-substituidas, bem
como, com a fenil-semicarbazida, foi dispensada a pré-secagem do etanol absoluto utilizado
como solvente.

O acetato de etila e o n-hexano, utilizados nas colunas cromatogréficas como
componentes do sistema eluente, foram bidestilados.

Quando ndo mencionado, reagentes e solventes foram utilizados sem prévio
tratamento.

As analises realizadas por cromatografia em camada delgada (CCD) foram efetuadas
em cromatofolhas de aluminio (gel de silica 60), com espessura de 0,2 mm, contendo
indicador para radiacdo ultravioleta, no comprimento de onda de 254 nm (UVas4). A
visualizagdo das manchas foi efetuada com ldmpada de U.V. ENF — 2400 C/F, &cido
fosfomolibdico 7% em etanol, seguido de aquecimento ou por absor¢éo de vapor de iodo.

As colunas cromatograficas foram empacotadas com silica gel 60 (230-400 mesh
ASTM Macherey-Nagel) e eluidas sob pressao (Flash).

As centrifugacdes foram realizadas em um Centrifugador Excelsa 2, 205N de 7
rotagbes - Fanem LTDA.Os produtos solidos tiveram seu ponto de fusdo aferidos em
aparelhos POLAX WRS — 1.

Os espectros de massas de alta resolucdo foram obtidos em aparelho Shimadzu
LCMS-IT-TOF, bomba LC 20AD, Injetor SIL-20 A, tendo como fonte de ionizacao
electrospray (ESI).
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Os espectros no infravermelho (IV-FT) foram obtidos em aparelhos Bruker IFS 66
(transformada de Fourier), com as frequéncias das bandas de absor¢do sendo expressas em
cm’?, utilizando pastilhas ou janelas de KBr.

Os espectros de RMN de ‘H e de **C foram obtidos em aparelhos Varian Unity 300
MHz, sendo os deslocamentos quimicos (&) expressos em ppm, tendo como padrdo interno o
tetrametilsilano (TMS). Os solventes utilizados para as andlises foram o cloroférmio
deuterado, CDCls e a acetonitrila deuterada, CDsCN. Os sinais dos espectros de RMN de *H
sdo descritos da seguinte forma: deslocamento quimico (ppm), multiplicidade (s = singleto, d
= dubleto, dl = dubleto largo, t = tripleto, tl = tripleto largo, q = quarteto, dd = duplo dubleto,
dt = duplo tripleto, ddl = duplo dubleto largo, m = multipleto, ml = multipleto largo, sl = sinal
largo), constante de acoplamento (Hz) e integracdo dos sinais, indicando o numero de

hidrogénios por sinal.
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6.2 — SINTESE DO TRIMERO DA A'-PIRROLINA 77

P I — A4

76 18 ”

Uma solucdo aquosa de perssulfato de sédio 25% (33,82 g; 144 mmol; 90 mL &gua)
foi adicionada lentamente sob vigorosa agitacdo, sobre uma solucédo de pirrolidina 76 (11,6
mL; 144 mmol), hidroxido de sddio (11,50 g; 288 mmol) e nitrato de prata (0,118 g; 0,65
mmol) em 90 mL de agua a 0°C. Ao término da adi¢do, a solucdo foi deixada em agitacdo por
mais 1 hora a 0°C e, em seguida, por mais 3 horas a temperatura ambiente.

A solucdo escura resultante foi extraida com diclorometano (3 x 40 mL). A fase
organica foi seca com sulfato de sodio anidro e, apds remocédo do solvente, obteve-se 6,34 g
de um liquido amarelado viscoso, correspondendo a um rendimento de 65% do trimero 77.

O trimero 77 foi utilizado sem qualquer purificacdo adicional na reacdo de cicloadi¢do

[3+2] dipolar, o mais rapido possivel, devido a sua instabilidade.

Propriedades Fisicas do composto 77

- Oleo amarelo viscoso;

- Sensivel a solventes proticos.

Dados Espectrométricos do composto 77

RMN de 'H [CDCl3 & (ppm), 300 MHz, t.a.]
(parte do monémero esté presente devido ao equilibrio).
1,75 (m); 2,28 (m); 2,50 (m); 2,99 (m); 3,82(m); 7,59 (s).
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6.3 — SINTESE DO CLOROOXIIMIDOACETATO DE ETILA 86

0 0
+
EtOJK/NHBCl : Eto)J\(N\OH
Cl
85 86

Em um baldo de 250 mL foi adicionado o cloridrato do éster etilico da glicina 85 (10,2
g; 73 mmol), agua estilada (15 mL) e acido cloridrico concentrado (6,3 mL; 73 mmol). Em
seguida, essa solucéo foi resfriada em banho de gelo/NH4CI. Sob forte agitacédo e mantendo a
temperatura do banho sempre abaixo de 0°C, foi adicionado lentamente, via funil de adicéo, a
solucdo de nitrito de sodio (5,1 g; 73 mmol; 9 mL de agua). Ao término desta adicao, o pro-
cesso foi repetido, sendo adicionado mais um equivalente de HCI e de nitrito de sédio. A so-
lucdo resultante foi deixada em agitacdo por mais 15 minutos a mesma temperatura. Em se-
guida, o produto foi extraido com diclorometano (4 x 40 mL) e seco sob sulfato de sodio ani-
dro.

Apdbs remocdo do solvente, seguido de adicdo de hexano, ocorreu a precipitacdo de
cristais brancos, que foram lavados com hexano e secos sob vacuo. Ao término do processo

foi obtido 5 g do produto identificado como 86, correspondendo a um rendimento de 45%.

Propriedades Fisicas do composto 86

- Ponto de Fuséo 80°C, conforme literatura®.
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6.4 — SINTESE DO ESTER ETILICO DO ACIDO 5,6,7,7a-TETRAIDRO-
PIRROLOJ[1,2-d][1,2,4]OXADIAZOL-3-CARBOXILICO 80

Q .0 n
@/D \

17 8 80

Aproximadamente 60 mL de THF foi adicionado ao bal&o de 250 mL contendo 1,62 g
(7,826 mmol) do trimero 77 sob agitacdo magnética. Este baldo foi entdo acoplado ao
microdestilador e colocado em banho de silicone, a temperatura de aproximadamente 80°C,
sendo dado inicio a codestilacdo, que se estendeu por 1,5 hora. Findo este periodo, o baldo
onde foi recolhido o destilado homogéneo, foi acoplado a um condensador, onde permaneceu,
sob refluxo, por 30 minutos. Apos este intervalo, foi adicionado a trietilamina (1,984 mL,
14,234 mmol), previamente destilada, e em seguida, a solu¢do do clorooxiimidoacetato de
etila 86 (1,98 g, 13,095 mmol) em 5 mL de THF, de maneira lenta e periddica, por um
intervalo de aproximadamente 20 minutos. Imediatamente, foi notada a formacdo de um
precipitado branco, evidenciando a reacdo do clorooxiimidoacetato de etila 86 com a
trietilamina, produzindo cloreto de trietilaménio, insolivel em THF.

Ap0s o término da adi¢do do precursor do CEFNO, o sistema foi deixado em refluxo e
agitacdo por mais 90 minutos, quando entdo o aquecimento foi desligado, deixando apenas
sob agitacdo por 24 horas. No dia seguinte, o conteudo do baldo foi filtrado com funil
sinterizado para a remocao do sal inorganico, e subsequentemente, o THF foi removido no
evaporador rotatdrio, restando ao fim um liquido bege viscoso.

O produto bruto foi submetido a cromatografia em coluna “flash” (silica gel,
AcOEt/Hexano 15%), de onde foi obtido 3,08 g do cicloaduto 80 puro, correspondendo a um
rendimento de 75%.

Todas as etapas foram executadas em atmosfera de argonio.
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Propriedades Fisicas do éster 80

- Liquido bege claro
- Rf = 0,41 (AcOEt/hexano 3:7)

Dados Espectrométricos do éster 80

RMN de *H [300 MHz; CDCls; & (ppm); J (Hz); t.a.]

1,35 (t; J=7,0; 3H); 1,69 (m, 1H); 1,82 (m, 1H); 2,11 (m, 2H); 3,08 (m, 1H);
3,61 (m, 1H); 4,33 (q; J=7,0; 2H); 5,88 (t; J=3,6; 1H)

RMN de **C [75 MHz; CDCls; & (ppm); t.a.]

13,9 (CH3); 23,3 (CH,); 33,3 (CHy); 52,5 (CH,): 62,4 (CH,); 102,3 (CH);
151,9 (C=N); 158,0 (C=0)

IVFT (Janela de KBr; cm™, principais sinais)

2981, 1732, 1569, 1383, 1257, 1146, 926

GCMS - El (m/z) M 184; pico base: M* 111 Massa calculada: 184,0848

6.5 — SINTESE DO (5,6,7,7a-TETRAIDRO-PIRROLOJ[1,2-d][1,2,4]OXADIAZOL-
3-1L) METANOL 81

A uma solugéo do éster 80 (2,6 g; 14,1 mmol) em metanol (180 mL), foi adicionado
NaBH,; (1,6 g; 42,3 mmol) em pequenas porcdes, estando o sistema a 0°C e sob vigorosa
agitacdo por cerca de 1 hora, depois mais 40 minutos a temperatura ambiente. A reacéo foi
acompanhada por CCD, onde foi visualizado o inicio da formacdo do alcool cerca de 15
minutos apo6s a adi¢do do NaBH,. Apos completo consumo do éster 80, remogéo do metanol e
solubilizacdo do produto em 45 mL de acetato de etila, foi adicionado 30 mL de solucdo

saturada de NaCl. A extracao foi procedida utilizando acetato de etila (3 x 40 mL).
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As fases organicas foram reunidas e secas com Na,SO, anidro. Apds filtracdo e
remocdo do solvente, foi obtido um d&leo incolor e bastante viscoso, do qual, apés
cromatografia em coluna “flash” (silica gel, AcOEt/Hexano 1:1), resultou 2,6 g do alcool 81,

com um rendimento de 95 %.

Propriedades Fisicas do alcool 81

- Oleo incolor viscoso
- Rf = 0,15 (AcOEt/hexano 1:1)

Dados Espectrométricos do alcool 81

RMN de *H [300 MHz; CDCls; & (ppm); J(Hz); t.a.]

5,74 (dd, J = 4,5; J = 3,3; 1H); 4,31 (s, 1H); 3,60 (m, 1H); 3,34 (sl, 1H);
2,96 (m, 1H); 2,01 (m, 2H); 1,74 (m, 1H); 1,67 (m, 1H)

RMN de **C [75 MHz; CDCl3 & (ppm), t.a.]

158,5 (C); 99,7 (CH); 55,1 (CH5); 50,0 (CH,): 33,1 (CH,); 23,1 (CH,)
IVFT (Janela de KBr; cm™, principais sinais)

3355, 2941, 1608, 1454, 1385, 1065

GCMS — El (m/z) M* 142; pico base: M* 58 Massa calculada: 142,0742

6.6 — SINTESE DO 5,6,7,7a-TETRAIDRO-PIRROLO[1,2-d][1,2,4]OXADIAZOL-3-
CARBALDEIDO 82

Em um bal&o, foi adicionado 1,98 mL de cloreto de oxalila (23,448 mmol) e 42,9 mL
de CH,CI; seco, sistema que foi deixado sob agitacédo, temperatura de —78°C e atmosfera de

argonio. Paralelamente, foram preparadas duas solucdes; a primeira (solucdo 1) contendo 3,31
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mL de DMSO seco (46,64 mmol) em 10 mL de CH,CI, e a segunda (solucéo 2) contendo o
alcool 81 (2,67 g; 18,78 mmol) em 11,6 mL de CH,CI,.

A solucdo 1 foi adicionada ao baldo reacional e deixada sob agitacdo por 2 minutos.
Em seguida, a solucéo 2 foi adicionada lentamente durante 5 minutos, e deixada sob agitacéo
magnética por 15 minutos adicionais. Logo apo6s, a trietilamina (13,27 mL; 95,24 mmol) foi
adicionada, deixando o sistema em agitacdo por mais 5 minutos. Através de CCD verificou-se
que todo o alcool foi consumido e foi evidenciada a formacéo do aldeido 82.

Apds remocdo do solvente, o produto bruto foi submetido a cromatografia em coluna
“flash” (silica gel, AcOEt/Hexano 1:4), da qual foi obtida 2,01 g do aldeido 82,

correspondendo ao rendimento de 76%.

Propriedades Fisicas do aldeido 82

- Oleo amarelo claro
- Rf = 0,54 (AcOEt/hexano 1:1)

Dados Espectrométricos do aldeido 82

RMN de 'H [300 MHz; CD3CN; 6 (ppm); J(Hz); t.a.]

1,43 (m, 1H); 1,65 (m, 1H); 1,91 (m, 2H); 2,85 (m, 1H); 3,40 (m, 1H);

5,76 (dd, J=5,1; J=1,8; 1H); 9,38 (s, 1H)

RMN de 3C [75 MHz; CDsCN & (ppm), t.a.]

23,7 (CHy); 33,8 (CHy); 52,3 (CHy); 104,6 (CH); 159,3 (C = N); 183,0 (C =0O)
IVFT (Janela de KBr; cm™, principais sinais)

2922, 2852, 1727, 1695, 1635, 1434, 1376, 1118, 1066

HRMS — IT — TOF (electrospray): M*+ 1: 141,0636 Massa calculada: 140,0586
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6.7 — SINTESE DA N-(4-CLORO-FENIL)-N’(5,6,7,7a-TETRAIDRO-PIRROLO
[1,2-d][1,2,4]OXADIAZOL-3-ILMETILENO)-HIDRAZINA 83a

Cl
o e
|_|\
SO —
© 83a
Cl NN
82 %3 d

Em um baldo de 50 mL, foi adicionado 155,23 mg (0,867 mmol) de 4-clorofenil-
hidrazina 93, solubilizada em 9,6 mL de etanol absoluto. Apds completa solubilizacéo, sob
agitacdo e a temperatura ambiente, foram adicionadas duas gotas de HCI concentrado e, em
seguida, 121,5 mg do aldeido 82 (0,867 mmol), solubilizado em 5 mL de etanol. A solucéo
foi deixada sob agitacdo por cerca de 50 minutos, quando por meio de CCD, foi detectado
total consumo do material de partida, e formacao da hidrazona 83a.

Ao baldo reacional, foi adicionada agua gelada almejando precipitacdo do produto,
que, ao ser filtrado em funil sinterizado, se mostrou como um solido castanho pastoso,
produzindo um filtrado amarelo claro. O solido foi, em seguida, lavado com acetato de etila
aquecido a 60°C, o que levou a sua completa solubilizacdo e producdo de um filtrado
castanho.

A extracdo do filtrado amarelo claro foi realizada com acetato de etila (3 x 30 mL).
Em seguida, a fase organica foi submetida a CCD, quando foi notado que se poderia reunir
esta fracdo, com a fracéo resultante da lavagem do solido castanho, o que foi entdo realizado.

Apos a remocdo completa do acetato de etila da solucéo resultante, foi obtido um
solido castanho avermelhado que foi submetido a cromatografia em coluna “flash” (silica gel,
AcOEt/Hexano 1:3), da qual foi obtida 123,7 mg da hidrazona 83a, correspondendo a um

rendimento de 54%.
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Propriedades Fisicas da hidrazona 83a

- Solido amarelo cristalino
- Rf = 0,46 (AcOEt/hexano 1:1)
- Ponto de fusdo: 139 — 141 °C

Dados Espectrométricos da hidrazona 83a

RMN de *H [300 MHz; CD3CN; 6 (ppm); J(Hz); t.a.]

1,63 (m, 1H); 1,74 (m, 1H); 1,91 (m, 1H); 2,07 (m, 1H); 3,17 (m, 1H); 3,71 (m, 1H);
5,71 (m, 1H); 7,00 (m, 2H); 7,21 (m, 2H), 7,33 (s, 1H); 9,11 (s, 1H)

RMN de *3C [75 MHz; CDsCN & (ppm), t.a.]

24,6 (CH,); 34,4 (CH,); 53,7 (CH,); 102,2 (CH); 115,4 (CH); 118,5 (N=CH);

126,0 (C-Cl); 130,6 (CH); 144,6 (N-C); 158,7 (N-C=N)

IVFT (Pastilha de KBr; cm™, principais sinais)

3380, 2945, 1702, 1556, 1400, 1190, 1061, 994, 930, 878

HRMS — IT — TOF (electrospray): M* + 1: 265,0840 Massa calculada: 264,0778
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6.8 — SINTESE DA N-(4-METOXI-FENL)-N’-(5,6,7,7a-TETRAIDRO-PIRROLO

[1,2-d][1,2,4]OXADIAZOL-3-ILMETILENO)-HIDRAZINA 83b

OMe

|_l\

|
> _N
83b
OMe NN
2 s (-

Procedimento experimental idéntico ao do item 6.7.

4-metoxifenil-hidrazina 94 (366,7 mg; 2,1 mmol), 23 mL de etanol, aldeido 82 (294,3

mg; 2,1 mmol). O produto foi submetido a processo de purificagdo semelhante ao da reacéao

anterior. Foi realizada cromatografia em coluna “flash™ (silica gel, AcOEt/Hexano 3:7),

resultando em 256,7 mg da hidrazona 83b, correspondendo a um rendimento de 47%.

Propriedades Fisicas da hidrazona 83b

- Sélido cristalino castanho
- Rf = 0,24 (AcOEt/hexano 1:1)
- Ponto de fusdo: 131 — 133 °C

Dados Espectrométricos da hidrazona 83b

IVFT (Pastilha de KBr; cm™, principais sinais)
3260, 2935, 1736, 1644, 1510, 1462, 1404, 1249, 1193, 934, 833
HRMS — IT — TOF (electrospray): M* + 1: 261,1372 Massa calculada: 260,1273
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6.9 — SINTESE DA N-(FENIL)-N’-(5,6,7,7a-TETRAIDRO-PIRROLO[1,2-D]
[1,2,4]OXADIAZOL-3-ILMETILENO)HIDRAZINA-CARBOXAMIDA 84

O[]
O _H
RI H O H\N/“\
o B D) e I
N+H/N\N)j\
- N
82 92 Q_O/

Em um baldo de 50 mL, foi adicionado 262,13 mg (1,734 mmol) de 4-fenil-
semicarbazida 92, solubilizada em 10 mL de etanol absoluto. Apds completa solubilizagéo,
sob agitacdo a temperatura ambiente, uma gota de HCI concentrado foi adicionada e, em
sequida, 243 mg do aldeido 82 (1,734 mmol), solubilizado em 9,5 mL de etanol. A solucéo
foi deixada em agitacdo por cerca de 45 minutos, quando por meio de CCD, foi detectado
total consumo do material de partida, e formacao da semicarbazona 84.

Logo apds o término da reacdo, o etanol foi removido, havendo formacdo de um
precipitado amarelo intenso. Este foi purificado por meio de sucessivas lavagens com etanol
utilizando o processo de centrifugacgéo e recristalizacéo, resultando ao final em 260,48 mg da
semicarbazona 84, correspondendo a 55% de rendimento.

Propriedades Fisicas da semicarbazona 84

- Solido cristalino bege
- Rf = 0,26 (AcOEt/hexano 1:1)
- Ponto de fuséo: 176 — 177 °C

Dados Espectrométricos da semicarbazona 84

RMN de *H [300 MHz; CDCCls; & (ppm); J(Hz); t.a.]

1,80 (m, 2H); 2,16 (m, 2H); 3,22 (m, 1H, rotdmero 3,09); 3,67 (m, 1H, rotdmero 3,36); 5,86
(t; J = 3,2; 1H; rotdmero 5,76); 7,11 (t; J = 7,5; 1H); 7,34 (t; J = 7,5; 2H); 7,50 (d; J = 7,5;
2H); 7,62 (s, 1H; rotamero 7,54); 8,06 (s, 1H; rotamero 8,22); 10,92 (s, 1H; rotdmero 10,62)
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RMN de **C [(75 MHz; CDCCl; 6 (ppm), t.a.)]

23,4 (CH,, rotamero 23,0); 33,2 (CHy; rotdmero 32,9); 52,7 (CH,);

101,5 (CH; rotdamero 99,6); 119,6 (CH); 123,7 (CH); 129,0 (CH);

129,2 (N=CH); 137,1 (C-N); 153,5 (C=N); 156,6 (C=0)

IVFT (Pastilha de KBr; cm™, principais sinais)

3374, 3198, 3125, 2959, 1694, 1596, 1540, 1446, 1316, 1276, 1153, 924, 755
HRMS — IT — TOF (electrospray): M*+ 1: 274,1297 Massa calculada: 273, 1226
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7. —ESTUDO BIOLOGICO
7.1 — Atividade antinociceptiva

7.1.1 — Nocicepcao
A dor é uma designacdo para um espectro de sensacdes de carater e intensidade

altamente divergentes. Os estimulos e as condi¢des que causam a dor podem variar e
dependem em parte do tecido especifico e da natureza, intensidade e duracdo do estimulo. Em
geral, os estimulos que sdo percebidos como dolorosos tém o potencial de causar dano aos
tecidos® 59

Estimulos dolorosos sdo detectados por receptores fisiolégicos tais como 0s
nociceptores, que conduzem impulsos por axonios amielinizados (fibras C), que respondem a
estimulos quimicos, como por bradicinina ou prostaglandina; bem como por axénios
mielinizados (fibras A8), que respondem a estimulos de pressao intensa ou térmicos'’?). Essas
fibras se inserem na raiz dorsal da medula espinhal, e entdo sdo conduzidas ao cérebro (Fig.

34).

Sistema Limbico
Cerebro

Espinha

Cord3do Espinhal

P Trato Espinotaiamico

Sinapse
Substancia
Gelatinosa

Ganglio
Dorsal

\Y

: e oy 3

Fibra Nervosa j
Aferente

Fibras C
Amielinicas - Lenta

Fibras A
Mielinicas - Rapida

Figura 34 — Via de conducao de estimulos dolorosos por nociceptores.

Fonte: <http://www.medicinageriatrica.com.br/wp-content/uploads/2008/03/dor.JPG>
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Os nociceptores representam as terminacdes livres do axénio periférico do Neurdnio
Aferente Primario (NAP), e muitos deles sdo “silenciosos” em condi¢des normais, sendo
ativados apenas em condicOes patoldgicas (por exemplo, em processos inflamatorios). Estdo
localizados em todo o corpo (superficie cutanea e mucosa), exceto no cérebro, tecido 6sseo, e
figado.

Eles podem ser inibidos por opidides e estimulados por prostaglandina E, ou
bradicinina, liberada em resposta a um processo inflamatdrio. Opiodides enddégenos, como a
endorfina, sdo inibidores da sintese de prostaglandina, que consequentemente causam o alivio
da dor(64, 65, 66).

Os terminais periféricos dos NAPs (nociceptores) sdo sensibilizados pela acdo de
substancias quimicas, denominadas algiogénicas, presentes no ambiente tecidual. Entre elas
destacam-se a bradicinina (receptores tipo B), prostaglandinas dos tipos I, (prostaciclinas) e
E,, opiodides (receptores tipos | € d), histamina, serotonina, noradrenalina (receptor tipo [32),
tromboxano, substancia P, interleucinas e acetilcolina, substancias que podem ser liberadas
em tecidos lesados durante a inflamacdo, o que acaba por facilitar a geracdo local de

estimulos (fendmeno de hipersensibilizacdo ou hiperalgesia periférica)®©”.

7.1.2 — Farmacologia dos antinociceptivos

O tratamento da dor aguda e da crénica € multimodal e envolve o uso de intervengdes
farmacoldgicas, psiquicas, fisicas, a utilizacdo de bloqueios anestésicos regionais e métodos

neurocirirgicos®®.

A sensacdo de dor (nocicepcao) pode ser afetada por inimeros fatores, tais como:

inibicdo da percepcédo da dor (pelo uso de opidides e anestésicos gerais);

= supressao da transmiss@o de impulsos pela medula espinhal (opidides);

= alteracdo da resposta emocional a dor (antidepressivos);

= interrup¢do da conducdo nociceptiva em nervos sensoriais (anestésicos locais);

= diminuicdo da sensibilidade de nociceptores (analgésicos antipirétcos).

A figura 35 mostra um apanhado geral dos mecanismos que levam a sensacao

dolorosa, e o local de acéo de algumas classes de farmacos.
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Figura 35 — Mecanismo da dor, caminhos dos estimulos nervosos por meio de

nociceptores e farmacologia aplicada.
Fonte: Lullmann, H. et al.; Color Atlas of Pharmacology © 2000, Ed. Thieme

Nesta figura percebe-se que uma das principais classes de substancias
antinociceptivas, os opidides, é utilizada tanto em nivel central (inibindo a percepgdo da dor),
como em nivel periférico (suprimindo a transmissao do impulso nervoso em nivel medular).

Outra classe importantissima de substancias analgésicas, 0s inibidores da
ciclooxigenase, € mostrada enfatizando sua acao sobre a producéo de prostaglandinas, classe

reconhecidamente indutora de sensibilidade das fibras nervosas, frente a estimulos dolorosos.
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Fato digno de nota € que os nociceptores estdo envolvidos em praticamente todos o0s
caminhos que levam os estimulos nervosos do &mbito periférico ao central, tornando-os alvos
de numerosos estudos concernentes a farmacologia que os envolve, caracteristica precipua

que impulsionou sobremaneira o desenvolvimento deste trabalho.

7.1.3 - Avaliacéo da atividade biologica

Os ensaios bioldgicos foram realizados no Laboratorio de Bioensaios para Pesquisa de
Farmacos (LBPF) do Departamento de Antibidticos, da Universidade Federal de Pernambuco,
sob a responsabilidade da Professora Dra. Teresinha Gongalves da Silva.

Os experimentos foram realizados de acordo com as normas aprovadas pela Comissao
de Etica para Experimentacdo com animais, da Universidade Federal de Pernambuco
(Processo n° 040743/2007-19).

7.1.4 - Materiais

Para determinacéo da atividade antinociceptiva das oxadiazolil-aril-hidrazonas 83a-b e
oxadiazolil-aril-semicarbazona 84, foram utilizados os seguintes materiais: balanca analitica;
seringas descartaveis tuberculina; solucdo salina a 0,9%; Tween 80 (MERCK); acido acético
(VETEC) e éter dietilico (VETEC).

7.1.5 - Animais

Foram utilizados Camundongos albinos Swiss (Mus musculus), machos, com
aproximadamente 60 dias de vida, variando de 25 + 30 gramas, oriundos do Biotério do
Departamento de Antibioticos da Universidade Federal de Pernambuco, registrado no
COBEA (Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal) sob n® 18. Os animais foram
divididos em grupos e mantidos em caixas plasticas a temperatura 23 + 2°C com ciclos
claro/escuro de 12 em 12 horas, recebendo ragdo padréo (Purina) e dgua ad libitum. Todos 0s
animais utilizados para determinacdo da atividade analgésica foram mantidos em jejum de 4

horas antes do experimento, com agua ad libitum.
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7.1.6 — Modelos experimentais de Nocicepcao
7.1.6.1 - Nocicepcéo induzida por acido acético™

A atividade antinociceptiva foi verificada através do teste de contorgdo abdominal
induzida pelo &cido acético. Os animais foram arranjados aleatoriamente (n= 8 camundongos
por grupo), pré-tratados por via intraperitoneal 60 minutos antes do teste com as oxadiazolil-
aril-hidrazonas 83a-b e oxadiazolil-aril-semicarbazona 84.

A doses utilizadas nos ensaios foram 100 e 200 pmol/kg, escolhidas de acordo com
estudos prévios®. O grupo controle recebeu o veiculo (solucéo salina 0,9% e Tween 80 2%).
O acido acético 1% foi injetado dentro da cavidade peritoneal dos animais, para induzir
contracbes da musculatura abdominal e/ou alongamento dos membros posteriores. Dez
minutos apos a injecdo do acido acético, os camundongos foram colocados individualmente
em caixas transparentes, registrando-se o nimero de contor¢des abdominais durante 20
minutos.

Os percentuais de inibicdo foram calculados através da formula: Percentagem de
inibicdo = (1-Vt/Vc) x 100, onde Vt e Vc representam, respectivamente, a média das
contorcdes dos grupos tratados e a do controle.

7.1.6.2 - Nocicepcéo induzida pela Formalina!®

Este modelo consiste na injecdo via oral de substancias testes. No teste da Formalina
ha uma resposta nociceptiva denominada bifasica, onde a primeira fase, que ocorre durante 0s
primeiros 5 minutos apds a injecdo de Formalina é denominada dor de origem neurogénica.
Essa dor é causada pela estimulacdo quimica direta dos nociceptores das fibras sensoriais
aferentes, principalmente fibras do tipo C. A segunda fase, que ocorre entre 15 a 30 minutos
apos a administracdo da Formalina, representa a resposta tonica a dor, acompanhada de uma

resposta inflamat6ria. Ambas as fases estéo relacionadas a liberagdo de mediadores*".
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7.1.6.3 — Resultados e discussdo — Acido acético

A analgesia induzida por administracdo intraperitoneal de acido acético em
camundongos € um modelo de efeito periférico e ndo-especifico, envolvendo a liberacdo de
prostaglandinas, serotonina, bradicinina, substancia P e mediadores do sistema simpético!®.
Os farmacos que produzem efeitos analgésicos podem atuar a nivel periférico e central, seja
modulando ou inibindo a sintese de substancias mediadoras da inflamac&o®.

As oxadiazolil-aril-hidrazonas 83a-b e oxadiazolil-aril-semicarbazona 84,
administradas por via intraperitoneal, inibiram significativamente as contorgdes abdominais
induzidas por éacido acético em relacdo ao controle, quando administradas na dose de 100
umol/Kg. Na concentracdo, 200 pmol/Kg, observou-se um expressivo incremento da protecéo
exibida pelas substancias 83a-b. Fato semelhante ndo ocorreu com 84, cujo grau de aumento
de protecédo foi moderado.

Os percentuais de protecdo dos derivados testados estdo sumarizados na Tabela 2 e

representados graficamente na figura 36.

Tabela 2: Efeito antinociceptivo das hidrazonas no modelo experimental de
contor¢des abdominais induzidas por acido acético 1%

Substancia Dose (umol/kg) Média** £ EPM Protecao (%)
Controle - 71,0+ 2,63 -
Dipirona* 100 18,20 + 1,95 65,40

83a 100 455+ 4,13 35,92
83a 200 25,6 + 4,06 63,94
83b 100 50,8 + 3,32 28,45
83b 200 19,6 + 2,69 72,39
84 100 47,3+ 3,04 33,45
84 200 39,4 +1,62 44,51

*Dado de Almeida, V. M. — Tese de Doutorado, 2008, p.142.

**Média das contor¢des abdominais.

85




Dissertacdao de Mestrado Parte IIl - Capitulo VI — Estudo Bioldgico

Percentual de proteg¢ao dos derivados no teste de
contor¢des abdominais induzidas por acido acético (1%)
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Figura 36 - Efeito das hidrazonas 83a e 83b e semicarbazona 84 sobre a
nocicepcao, induzida por acido acético (1%), em camundongos.

Cada grupo representa a média de 8 animais. Os dados representam a média das
contorgdes abdominais + EPM (Erro Padrdo Médio). Todos os resultados apresentaram
significancia estatistica em relagdo ao grupo controle, ao nivel de p<0,05 (ANOVA,

Dunnett’s test).
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7.1.6.4 - Resultados e discussdo — Formalina

Os percentuais de inibicdo dos derivados hidrazénicos 83a e 83b, no teste da

nocicepc¢do provocada pela Formalina, estdo sumarizados tabela 3 e graficamente nas figuras

37 e 38.

Tabela 3 — Percentual de protecéo das hidrazonas no teste de inducéo
de nocicepcéo pela Formalina

Substancia Dose Média** | Média** | Protecéo (%) | Protecao (%)
(umol/kg) | (13fase) | (22 fase) (1@ fase) (22 fase)
Controle — 0,90 0,57 — —
83a 200 0,25 0,12 68,88 78,59
83b 200 0,29 0,31 64,55 45,86

**As médias se referem ao tempo médio (em minutos) de lambidas da pata.

A hidrazona 83a, apresentou um expressivo resultado em ambas as fases, sugerindo
um mecanismo duplo, envolvendo acdo central e periférica, entretanto, outros estudos devem

ser realizados para corroborar esta hipotese.
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Figura 37 — Percentual de inibicdo das hidrazonas no teste da Formalina (12 fase)

A fase neurogénica (12 fase) é provavelmente um resultado direto da estimulacdo da
dor e reflete a dor centralmente mediada com liberagdo de substéncia P, enquanto que a
segunda fase é devido a liberacdo de histamina, serotonina, bradicinina e prostaglandinas.

87



Dissertacdao de Mestrado

Parte IIl - Capitulo VI — Estudo Bioldgico

Este teste € um método bastante 0til para ndo somente avaliar drogas com agédo

antinociceptivas, mas também auxiliar na elucidacdo do mecanismo da acdo. Os farmacos que

atuam principalmente no sistema nervoso central inibem ambas as fases

(71)
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Figura 38 — Percentual de inibicdo das hidrazonas no teste da Formalina (22 fase)
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7.2 - Atividade Antichagasica
7.2.1 — Doenca de Chagas

Em 1909, Carlos Chagas, pesquisador assistente do Instituto Oswaldo Cruz (10C),
descobriu uma nova doenca humana, a tripanossomiase americana ou doenca de Chagas,
causada pelo o agente etiologico Trypanosoma cruzi, protozoario hemoflagelado (familia
Trypanosomatidae, da classe Kinetoplastea) transmitido normalmente pelo inseto-vetor
Triatoma infestans, conhecido como “barbeiro”">7®,

O T. cruzi infecta uma gama de espécies da subfamilia Triatominae (familia
Reduviidae, da ordem Hemiptera) e mamiferos, inclusive o homem(77’78), e se distribui entre
essas espécies de hospedeiros em toda Ameéricas Central e Sul, chegando ao México e ao sul e
sudeste dos Estados Unidos da América’”). Todos os triatomineos podem ser vetores do T.
cruzi, mas 0s mais importantes sdo aqueles adaptados as habitacGes humanas e tem um curto
intervalo entre a alimentacdo e a defecacdo®. No Brasil, sdo conhecidas acima de
65 espécies transmissoras da doenca de Chagas.

O ciclo de vida do parasita envolve trés fases morfoldgicas distintas, entre hospedeiros
vertebrados e invertebrados: epimastigota, encontrado no vetor e em cultura axénica;
tripomastigota, comum na circulagdo sanguinea e considerada a mais infectante; e
amastigota, forma replicante intracelular(®.

A transmissdo para 0s humanos ocorre quando, logo apds a refeicdo, o parasita, nas
fezes do inseto contaminado e na membrana das mucosas da boca, nariz e conjuntiva, instala-
se nas células macrocitarias e outras células do hospedeiro®. O parasita se multiplica
intracelularmente comprimindo a célula do hospedeiro, lisando-as e se espalhando pela
corrente sanguinea. Esses novos protozoarios infectam as células adjacentes ou se propagam
através de tecidos linfaticos e sanguineos distantes. O ciclo € completo quando os
triatomineos ingerem sangue contaminado®™®.

Outras rotas de transmissdo também sdo encontradas: transfusdo sanguinea,
transplantes, transmisso vertical e ingestdo de alimentos contaminados‘’”.

A sindrome pode acontecer de forma aguda, que é freglientemente ndo diagnosticada
(66-99%); ou cronica, sO percebida anos ap06s, quando o doente se apresenta com
megaesofago (10%); megacdlon e condicdes anormais do miocérdio (20-30%)®%, provocando
incapacidades no doente, sendo a principal causa de aposentadoria precoce em nosso meio®V.
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Endémica na América Latina, esta doenca acomete aproximadamente de 10-12
milhdes de pessoas, calculando-se que 8,2% das 5.074.000 mortes ocorridas no Brasil, no
periodo de 1977 a 1983, foram provocadas por essa enfermidade.

S&o propostas duas alternativas para erradicacdo desta doenca: a primeira baseia-se na
prevencdo da doenga por erradicagdo do inseto vetor e na esterilizagdo do sangue de
portadores usados para transfusdo. A segunda consiste na quimioterapia de pacientes
infectados com farmacos absolutamente eficientes, eliminado assim o reservatorio humano do
Trypanosoma cruzi, e a0 mesmo tempo curando o paciente®?.

Grandes avancos foram alcancados no controle da transmissao vetorial e transfusional
da doenca nas ultimas décadas, principalmente na América do Sul. Porém, desde a descoberta
desta doenca ha cem anos®, ainda ndo se encontrou uma vacina ou tratamento especifico
disponivel para amplas intervences de satide ptblica®.

O tratamento etiologico atual esta baseado na administracdo do Nifurtimox [N-(3-
metil-1,1-dioxo-1,4-tiazinan-4-il)-1-(5-nitro-2-furil)metanimina] 95 e do Benznidazol [N-
benzil-2-(2-nitro-1H-imidazol-1-il)acetamida] 96, que sdo nitrofuranos com acdo
tripanossomicida® descobertos empiricamente®, e sdo os Ginicos com aplicabilidade clinica

comprovada, apesar de sua relativa eficacia®.

(@) O -
U N
WA i E NO
S 2

H,C H

Por outro lado, apesar de ndo haver surgido nenhuma nova droga de atividade
expressiva para o tratamento especifico da infeccdo chagéasica nos Gltimos anos’®, ha um
grande niimero de estudos a fim desenvolver drogas mais seguras e efetivas®®, com um
namero significativo de publicacbes interessadas no desenvolvimento de novos agentes
quimioterépicos contra o T. cruzi®”.

Para alcancar esta meta, a OMS tem adotado em sua rede de pesquisas do programa
TDR?, um protocolo experimental padrio baseado em uma Gnica cepa do T. cruzi, o que tem

permitido a producdo de resultados de alta qualidade que podem ser comparados pelos

'TDR - Tropical Disease Research — Programa Especial de colaboracéo cientifica da OMS para Pesquisa e
Treinamento em Doengas Tropicais, que ajuda a coordenar, apoiar e influenciar esforcos globais para combater
um portfélio das principais doengas dos paises pobres e desfavorecidos.
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diferentes laboratérios académicos e industriais da rede. Este € um aspecto de grande
relevancia, especialmente na area de doenga negligenciadas, onde existe uma necessidade

premente de aces globais capazes de promover maiores avancos das pesquisas®®.

7.2.2 - Materiais e Métodos

Os ensaios bioldgicos foram conduzidos como sugeridos pela organizacdo Mundial de
Saude (OMS), sendo testes robustos e de elevada exatiddo. Os laboratdrios envolvidos
apresentam condicdes de Biosseguranca (contencdes para NB2) adequadas para execucdo do

trabalho proposto e para trabalho com animais experimentais.
7.2.2.1 - Animais

Foram utilizados camundongos Mus musculus das linhagens isogénicas BALB/c e
C57BI/6, machos, com 6 - 8 semanas de idade, pesando 20 + 2 g, provenientes do biotério da
Fundagdo Oswaldo Cruz/FIOCRUZ, Rio de Janeiro. O protocolo de experimentagdo animal
(processo n° 0266-05), utilizado neste trabalho, j& foi avaliado e aprovado pela Comissao de
Etica no Uso de Animais (CEUA) da FIOCRUZ com registro 0266/05.

7.2.2.2 - Obtencéo de células esplénicas

Células esplénicas foram obtidas de acordo com Pereira et al.®®. Apés sacrificio do
animal em cilindro de CO,, o bago de cada camundongo foi removido em condig¢oes
assépticas e colocado em tubo Falcon contendo meio RPMI 1640° sem SFB (meio
incompleto). No fluxo vertical, cada baco foi transferido para placa de Petri onde foram
macerados. As suspensdes celulares obtidas foram transferidas para tubos Falcon contendo
aproximadamente 10 mL de meio incompleto por baco, centrifugadas a 4°C, 200 x g durante
5 minutos. Apos descarte do sobrenadante, ao sedimento foi adicionada agua destilada para
promover lise das hemacias. O sobrenadante, sem conter os debris celulares, foi coletado e
centrifugado a 4°C, 200 x g durante 5 minutos. O sedimento (contendo as células) foi

ressuspendido em meio RPMI 1640 completo e uma aliquota de cada suspensao celular foi

’RPMI 1640 - E uma mistura de sais inorganicos enriquecidos com aminodcidos, vitaminas e outros componen-
tes essenciais para o crescimento celular. Destina-se a cultura de células humanas e de outros animais.
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separada. Em seguida, foi diluida em azul de Trypan para ser quantificada em camara de

Neubauer, assim como verificar a viabilidade celular.

7.2.2.3 - Avaliacdo da atividade toxica dos compostos em células de

camundongos isogénicos

Para este estudo, células esplénicas (6 x 10°células/poco), obtidas de acordo com item
anterior, foram cultivadas em placas de 96 pocos de fundo plano, contendo meio de cultura
completo. Para o ensaio de citotoxicidade, as células foram incubadas com os compostos em
sete diferentes concentragbes (100, 50, 25, 10, 5 e 1 ug/mL) e com timidina tritiada (1
uCi/poco) durante 24 h, em estufa de CO, a 37°C. Para o controle foram utilizadas células
tratadas com saponina (0,05%), células tratadas com DMSO (1%), e sem tratamento, todos
com timidina tritiada (1 pCi/pogo), associada em paralelo. Cada droga foi testada em
triplicata. Apds 24 h de incubacdo, as células foram coletadas em papel de fibra de vidro e,
posteriormente, a captacdo de timidina tritiada foi determinada através do contador beta de
cintilacdo. O percentual de citotoxicidade foi determinado comparando-se a percentagem de

incorporacdo de timidina tritiada nos po¢os com as drogas em relagcdo aos pog¢os néo tratados.
7.2.2.4 - Cultura de Trypanosoma cruzi

Estima-se que existam catalogadas mais de 35 cepas do T. cruzi, as quais apresentam
diferentes perfis de resisténcia e susceptibilidade aos farmacos padrdes, 95 e 96©. Para este
trabalho, foi utilizada a cepa Y do T. cruzi por ser de facil manuseio, oferecendo parasitas
viaveis em 7-10 dias, além de ser utilizada por varios grupos de pesquisa, para 0 mesmo
prop6sito® &%),

As culturas de formas epimastigotas de Trypanosoma cruzi (cepa Y) foram crescidas a
28°C em meio 3N e expandidas em meio BHI>. Para avaliar a inibicdo de crescimento dos
parasitas, as formas epimastigotas de Trypanosoma foram coletadas da cultura no 7° dia. A
avaliacdo da atividade tripanossomicida foi realizada, partindo de duas lavagens dos parasitas
em solucdo salina tampdo de fosfato, por centrifugagéo a 1000 x g e temperatura ambiente

durante 10 minutos. A contagem dos parasitas foi realizada em camara de Neubauer.

*BHI — Brain Heart Infusion — E um meio de cultura altamente nutritivo utilizado para crescimento de
microorganismos que possuem requerimentos nutricionais complicados. Consiste da recuperacdo de nutrientes
de coracdo e cérebro de gado cozidos, peptona e dextrose.
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7.2.2.5 - Avaliagdo da atividade dos compostos contra o Trypanosoma cruzi

Para determinar o efeito antiproliferativo para T. cruzi, formas epimastigotas (10%/mL)
crescidas em culturas axénicas, na fase logaritmica de crescimento, foram colocadas em
placas de 96 pocos em um volume de 100 pL, sob condigdes de cultura adequadas (26°C). Os
testes foram conduzidos tendo como controle o Benznidazol e culturas de parasitos sem
tratamento. A semicarbazona 84 foi avaliada quanto a concentracdo inibitéria de 50% do
crescimento dos parasitas (ICsp), onde formas epimastigotas e tripomastigotas da cepa Y de T.
cruzi foram cultivadas durante 11 dias e 24 horas, respectivamente, na presenca de diferentes
concentracdes dos compostos, procedendo-se em seguida a contagem de parasitas viaveis. O
calculo da ICsy foi determinada por meio de uma regressdao linear simples utilizando o

software Prisma 4 Graphpad.
7.2.3 — Resultados e Discussao

O valor da ICsy apresentado pela nova oxadiazolil-aril-semicarbazona 84 ¢
considerado alto em relagdo aos apresentados pelo Nifurtimox e Benznidazol (Tab. 4). Porém,
como pode ser visto na tabela, a baixissima citotoxicidade revelada pela semicarbazona 84,
sendo necessarios mais de 100 pg/mL de meio de cultura para provavelmente provocéa-la,
proporciona uma possibilidade de resolucdo para o principal problema dos medicamentos
utilizados para o tratamento da doenca de Chagas, a citotoxicidade, que é da ordem de 25
pg/mL para o Benznidazol e de apenas 1 pg/mL para Nifurtimox.

A toxicidade desses farmacos € evidenciada pelos efeitos colaterais que provocam, tais
como anorexia, célicas intestinais, excitabilidade psiquica e perda de peso para o Nifurtimox,
e edema peri-orbital ou generalizado, linfoadenopatia, neutropenia, agranulocitose, polineurite

e parestesias para o Benznidazol.

Tabela 4 — Citotoxicidades e ICso da oxadiazolil-aril-semicarbazona 84,
Benznidazol e Nifurtimox

Substancias Citotoxicidade (ug/mL)? ICs0 — epimastigotas —
11 dias (ug/mL)
84 >100 27,42
Benznidazol 25 1,73
Nifurtimox 1 0,54

%= maior concentracdo atoxica em células esplénicas de camundongos BALB/c
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Os resultados mostrados na tabela sdo considerados promissores ja que, como foi
supramencionado, a terapéutica para o tratamento deste mal ainda se apresenta longe do
considerado ideal, desde quando surgiram as drogas padrbes no final da década de 1960 e
inicio de 1970.

Para nos aproximarmos dessa idealidade, seria necessario o desenvolvimento de uma
nova droga que ndo induzisse resisténcia parasitéria, fosse eficaz em poucas doses e em custo
prazo, e mais importante, produzisse cura parasitolégica nos casos crénicos e agudos da
doenca.

Porém este processo tem sido lento devido a falta de incentivos econdmicos, embora o
T. cruzi ofereca varios alvos terapéuticos provaveis, tais como: a cisteina protease expressa
por esse parasito, chamada cruzaina, que € a principal responsavel pela atividade proteolitica
em todas as fases do ciclo evolutivo do parasito; a tripanotiona redutase, responsavel pela
manutencdo de niveis reduzidos de radicais livres no ambiente intracelular; enzimas
responsaveis pela biossintese do esterol sintetizado pelo T. cruzi, o ergosterol; além de outras
enzimas responsaveis pelo metabolismo de nucleotideos e carboidratos, necessarios ao
desenvolvimento deste protozoario, como a hypoxantina-guanina fosforibosiltransferase,
dihidrofolato redutase e a gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase.

Ainda ndo se pode precisar por qual mecanismo de acdo a oxadiazolil-aril-
semicarbazona 84 possa agir. No entanto, ha relatos da literatura que comprovam que as
semicarbazonas, como agentes antichagasicos, possuem uma excelente capacidade de ligacao
ao DNA, um bom potencial na liberacdo de oxigénio, desencadeando oxida¢bes agudas no
parasita®, além de serem bons agentes quelantes, podendo coordenar-se a metais existentes
nas estruturas de enzimas, inativando-as”. Entre os de melhor perfil farmacolégico, podem
ser mencionadas semicarbazonas analogas ao Nifurtimox e semicarbazonas derivadas de

heterociclos que contém a fungdo N-6xido®?.
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8 — CONCLUSOES

Neste trabalho, foi desenvolvido o novo heterobiciclo pirrolidina[l,2-d][1,2,4]-2-
oxadiazolina 80, por meio da reacdo de cicloadicdo [3+2] dipolar entre um oxido de nitrila, o
6xido de carboetoxiformonitrila 79, e a A'-pirrolina 78. Como foi pormenorizada no capitulo
IV, a teoria dos orbitais moleculares de fronteira peremptoriamente previu o0 que supusemos,

e, baseados nela, pomos em pratica a génese desse novo scaffold.
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O éster etilico do biciclo pirrolidina[1,2-d][1,2,4]-2-oxadiazolina 80, obtido com
rendimento de 75%, foi devidamente caracterizado e de imediato utilizado como base para
reaces que foram fundadas em metodologias tradicionais. Dentre estas, temos a reducdo ao
alcool 81 e posterior oxidacdo ao aldeido 82, pelo método do DMSO ativado, ou como mais
comumente é conhecida, oxidacdo de Swern, todas levadas a cabo com sucesso e com

excelentes rendimentos, de 95% para o alcool e de 76% para o aldeido.

o OEt OH O H

O aldeido 82, produto chave na sequéncia de reagdes de condensacdo que culminaram
nos produtos finais, mostrou-se um composto bastante versatil, ja que, quando posto em
reacOes com diferentes classes de reagentes, neste caso, uma semicarbazida e duas hidrazinas,

reagiu com rapidez, em temperatura ambiente e sem necessidade de atmosfera inerte.
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As oxadiazolil-aril-hidrazonas, 83a e 83b, foram obtidas com rendimentos moderados,
54% e 47% respectivamente, porém, aproximando-se do que é preconizado na literatura. Em
testes bioldgicos, estas hidrazonas exibiram atividade antinociceptiva nos ensaios utilizando

metodologias em que a nocicepcao é provocada por acido acético e por formalina.
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A oxadiazolil-aril-semicarbazona, 84, obtida com rendimento moderado de 55%,
desempenhou excelente papel em ensaio como tripanossomicida, apresentado baixissima
toxicidade, caracteristica ndo compartilhada com os farmacos padrdo, o Benznidazol e o

Nifurtimox.
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Diante do que foi exposto, a bem sucedida sintese do novo biciclo pirrolidina[1,2-
d][1,2,4]-2-oxadiazolina servird de alavanca para o desenvolvimento de uma série de
metodologias, nas quais se podera utilizar diversos 1,3-dipolos do tipo alenila, como 0s

diazocompostos, ou do tipo alila, como as nitronas.
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9 — PERSPECTIVAS

A obtencdo de derivados hidrazonicos e semicarbazénicos, provenientes do novo
heterociclo oxadiazolinico biciclico pirrolidinico, obtido a partir da cicloadigdo 1,3-dipolar,
traz consigo promissoras possibilidades de uma infinidade de modalidades sintéticas, visando

obtencdo de novas classes de moléculas.

A sintese de biciclos que carregam em sua estrutura dois centros assimétricos, obtidos
por sintese assimétrica, ja é uma realidade em nosso grupo de pesquisa®. O novo biciclo
pode se enquadrar em planejamentos de novas moléculas contendo tais centros, levando, por
exemplo, & formagdo de aminoécidos, importante classe de moléculas biologicamente ativas.
Aqui vemos um possivel derivado do novo biciclo, apresentando inserido em sua estrutura o

a-aminoacido S-prolina, apresentando dois centros quirais.

OH

Huveead

S-Prolina

Hidrazonas fundidas com por¢des contendo o neurotransmissor inibitério por
exceléncia, o acido y-aminobutirico (GABA), ja faz parte da delineacdo de novos derivados
relatados na literatura“®. Diante dessa abordagem, podemos vislumbrar a sintese de novas
moléculas contendo este neurotransmissor, visando aplicagdo destas em ensaios

anticonvulsivantes, atividade principal deste y-aminoacido.
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A ciclizacd0“®, bem como a complexac&o com metais de transicdo como o antiménio
e 0 vanadio™ *, de semicarbazonas e tiossemicarbazonas, ja habita amitide os artigos dos
principais periodicos de Quimica Medicinal, Quimica Organica e Bioquimica, e, por essa
razdo, servem de base para o planejamento de tais reacdes com a semicarbazona relatada

nesse estudo 84.

CICLIZACAO

COMPLEXACAO

H\R/ﬁ\ . d D/YN\ X = Cl ou Br
l
N

\,/YK

Enfim, dar-se-a continuidade a ensaios mais especificos concernentes a atividade
antinociceptiva dos derivados hidrazénicos (83a e 83b), semicarbazénico (84), e de outros
que ainda estdo por purificar. Ainda é pretendida a realizagdo de testes mais robustos para a
atividade antichagasica da semicarbazona 84 e de uma tiossemicarbazona que nao foi relatada

nesse estudo, devido a auséncia de dados espectrométricos para confirmacdo da sua estrutura.
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