Universidade Estadual Paulista
“Julio de Mesquita Filho™
Faculdades de Ciéncias Farmacéuticas
Campus Araraquara

SINTESE E AVALIACAO DA CAPACIDADE DE
DOACAO DE OXIDO NITRICO DE
NOVOS COMPOSTOS COM ATIVIDADE
ANTI-AGREGANTE PLAQUETARIA UTEIS NO

TRATAMENTO DE ANEMIA FALCIFORME

Nathalia Ist6folis de Paula Silveira

Araraquara, 2011.



Universidade Estadual Paulista
“Julio de Mesquita Filho”
Faculdades de Ciéncias Farmacéuticas
Campus Araraquara

SINTESE E DOACAO DE OXIDO NiTRICO DE NOVOS
COMPOSTOS COM ATIVIDADE ANTI-AGREGANTE PLAQUETARIA

UTEIS NO TRATAMENTO DE ANEMIA FALCIFORME

Trabalho de Conclusdo de Curso apresentado ao
Curso de Graduacdo em Farmacia-Bioquimica da
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Araraquara, da
Universidade Estadual Paulista para obtencdo do grau de

Farmacéutico-Bioquimico.

Nome: Nathalia Ist6folis de Paula Silveira

Orientador: Prof. Dr. Jean Leandro dos Santos

Araraquara, 2011



AGRADECIMENTOS

Agradeco primeiramente & Deus, por guiar-me sempre, iluminando meus atos e
minhas escolhas.

Aos meus pais, Ivone e José Carlos, que, por muitas vezes, deixaram de seguir seus
sonhos para me ajudar a conquistar 0s meus.

A minha irm4 Carla que sempre se fez presente em todos os momentos da minha vida,
até mesmo quando estava distante.

Aos meus familiares, principalmente aos meus avés, que sempre rezaram pelo meu
sucesso.

A0S meus amigos, que sempre me ajudaram e apoiaram nesse periodo. Em especial ao
Guilherme, pelo seu carinho e companheirismo.

E, por fim, ao meu orientador Jean que, com seus conhecimentos e incentivo, me
ajudou a concretizar esse sonho.

Muito obrigada!



SUMARIO

RESUMO

LISTA DE FIGURAS

LISTA DE ESQUEMAS

LISTA DE TABELAS

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

1-

2-

3-

4-

5-

INTRODUCAO 11
REVISAO BIBLIOGRAFICA 13
2.1- EPIDEMIOLOGIA E ORIGEM DA ANEMIA FALCIFORME 13

2.2- FISIOPATOLOGIA DA ANEMIA FALCIFORME 14

2.3- RELAGAO DA ANEMIA FALCIFORME COM O AUMENTO DE FATOR DE NECROSE
TUMORAL ALFA 16
2.4- TRATAMENTO DA ANEMIA FALCIFORME 17
OBJETIVOS 19
3.1- OBJETIVOS GERAIS 19

3.2- OBJETIVOS ESPECIFICOS 19
PLANEJAMENTO ESTRUTURAL 20
MATERIAIS E METODOS 22
5.1- MATERIAIS 22

5.2- METODOS 23

[0 Metodologia de sintese: 23

[0  Metodologia analitica: 24

[1  Detecgdo quantitativa de nitrito 25



6- RESULTADOS E DISCUSSAO 27

6.1- IDENTIFICAGAO POR ESPECTROMETRIA NO INFRAVERMELHO (1.V) 27
6.1.1-Composto 1 27
6.1.2-Composto 2 28
6.1.3-Composto 3 29

6.1.4-Tabela comparativa de deslocamento na regido do infra-vermelho entre os

trés compostos. 30

6.2- IDENTIFICAGCAO POR RESSONANCIA MAGNETICA NUCLEAR (RMN) 31
6.2.1-Composto 2 31

6.3- DOACAO DE OXIDO NIiTRICO 312

6.4- PONTOS DE FUSAO 312

7- CONCLUSAO 33
8- REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS 34

ANEXO | -PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS 40



RESUMO

A anemia falciforme é uma doenca genética caracterizada por uma anemia hemolitica
cronica e fenbmenos vaso-oclusivos, que levam a crises dolorosas e a lesdo tecidual crénica e
progressiva. Tem sido relatado que pacientes com anemia falciforme apresentam aumento dos
niveis circulantes de citocinas, incluindo fator de necrose tumoral-o (TNF-a).

O principal farmaco utilizado no tratamento dessa anemia € a hidroxiuréia (HU), fonte
exogena de oxido nitrico (NO) e responsavel pela inibicdo da agregacdo de plaquetas e
aumento dos niveis de hemoglobina fetal (HbF). Trabalhos prévios tém demonstrado a
importancia da subunidade 1,2,5-oxadiazol-N-6xido como doadora de 6xido nitrico.

Nesse contexto, o presente trabalho tem como objetivo sintetizar um novo derivado
hibrido do 1,2,5-oxadiol-N-6xido para a formacdo de um composto Util para o tratamento dos

processos preventivos contra agregacdo plaquetaria exacerbado em pacientes falciformes.
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1- INTRODUCAO

A anemia falciforme € causada por uma mutacdo pontual no gene da B-globina,
originando uma hemoglobina anormal, denominada hemoglobina S (HbS). Em ambientes
com baixa tensdo de oxigénio, estas moléculas de HbS podem sofrer polimerizacdo, com
falcizacdo das hemécias. O grau de polimerizacdo é dependente da concentracdo de HbS na
hemécia. A hemoglobina fetal (HbF) ndo participa do processo de polimerizacdo. Estudos
permitem demonstrar que quanto maior a porcentagem de hemoglobina fetal, menor é a

polimerizagdo da HbS (ZAGO et al., 1983).

Figura 01: Distor¢do da hemécia falciforme em relacdo as hemécias normais

(retirado de http://anemia-sintomas.blogspot.com/2010/02/anemia-falciforme.html acessado em 30/08/11)

As hemécias em forma de foice (Figura 1) tém dificuldade de passar pelas arteriolas e
vénulas, ocasionando seu “entupimento” . Esta situa¢do culmina em quadros isquémicos que
tem como resultado clinico crises dolorosas intensas. Além disso, outros fatores também estdo
envolvidos na sintomatologia da doenca falciforme, como por exemplo reacdes inflamatorias.
O aumento dos niveis sanguineos da citocina pré-inflamatoria TNF-a, comum em pacientes

falciformes, pode agravar as crises vaso-oclusivas e levar ao aparecimento de episédios


http://anemia-sintomas.blogspot.com/2010/02/anemia-falciforme.html%20acessado%20em%2030/08/11
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infecciosos e inflamatorios (CROIZAT, 1994; DUITS et al 1996; MALAVE, et al 1993;
WUN, et al 1997).

Sabe-se que a talidomida, farmaco teratogénico usado como hipnético e sedativo nas
décadas de 50 e 60, possui a capacidade de modular a sintese do TNF-a, o que poderia
melhorar o quadro sintomatico da anemia falciforme. Estudos de relacdo estrutura-atividade
demonstraram que a subunidade ftalimida da talidomida (Figura 02) é o farmac6foro dessa

inibicdo (LIMA, 2001).

O

N O
NH

0/0

Figura 02: Subunidade ftalimidica da talidomida

N&o existe tratamento especifico para a anemia falciforme, porém, existem no
mercado farmacos Uteis ao tratamento sintomatico. Atualmente o recurso terapéutico mais
utilizado é a hidroxiuréia (HU), farmaco antineoplasico, que atua como fonte exdgena de
oxido nitrico, auxiliando na manutencdo do fluxo e da pressdo sanguinea normal, aléem de
também estimular a producédo de HbF (KING, 2004).

Estudos recentes mostram que um tratamento que gere um aumento do 6xido nitrico
associado com a inibigdo da citocina pré-inflamatoria TNF-o, poderia gerar um maior
equilibrio das propriedades anti e pro-coagulantes, além de estimular a sintese de gama
globina, aumentando a produgdo de HbF (SANTOS,2007; SANTOS & CHUNG,2011;

SANTOS et al, 2011).
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2- REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1- Epidemiologia e origem da anemia falciforme

A anemia falciforme é uma das doencas hematolégicas mais comuns em todo o
mundo, atingindo expressiva parcela da populacdo dos mais diferentes paises. Os
distarbios falciformes sdo conhecidos ha tempos na Africa, e estima-se que tenham
surgido nos paises do centro-oeste africano, da india e do leste da Asia, ha cerca de 50
a 100 mil anos (WHO, 1982).

A doenca falciforme afeta milhGes de pessoas no mundo e ocorre em 1 a cada
500 nascimentos afro-americanos e em 1 a cada 4000 nascimentos hispanoamericanos
(GONCALVES et al., 2003).

Embora haja uma maior incidéncia na raga negra, estudos epidemiolégicos tém
demonstrado a presenca de hemoglobina S em pessoas descendentes de populagdes do
Mediterraneo (gregos e italianos), Caribe, América Central e do Sul, Arabia e india
(SALOOJEE, 1999).

No Brasil, que apresenta populacdo com diferentes origens raciais e
diversificado grau de miscigenacdo, a doenca tornou-se problema de salde publica
(PAIVA & SILVA, RAMALHO & CASSORLA, 1993). Zago, Figueiredo e Ogo
(1992), afirmam que o Brasil possui de 1 a 6% de portadores do gene da HbS (ZAGO,

FIGUEIREDO e OGO, 1992).
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A grande presenca do traco falciforme em regi6es endémicas para maléria tem
sido associada como uma forma de protecédo seletiva contra as formas mais letais da
doenca, porém o mecanismo dessa protecdo ainda é pouco entendido. Segundo Hebbel
(2003), essa protecdo se deve a instabilidade da hemacia falcémica, pois, as proteinas
de membrana se modificam permitindo a remocdo das células por fagocitose. Estudos
in vitro mostram que h& uma diminuicdo da invasdo, do crescimento e do
desenvolvimento de P. falciparum em hemécias com baixa tensdo de oxigénio
(WILLIAMS et al, 2005).

Aidoo & Terlow (2002) demonstraram através de dados de mortalidade de um
grupo de criancas do Quénia na Africa que viviam em regibes endémicas que
individuos homozigotos para o0 gene HbS na faixa etaria entre 2-16 meses apresentava
reducdo significativa da infeccdo por malaria quando comparadas as criangas sem a

doenca.

2.2- Fisiopatologia da anemia falciforme
A anemia falciforme ¢ caracterizada por uma simples substituicdo do
nucleotideo adenina (GAG) pelo nucleotideo timina (GTG) no sexto codon do gene B-

globina, codificando valina ao invés de &cido glutamico na superficie da cadeia f-

S
globina variante (B -globina) (SAFO et al 2004).
A substituicdo do glutamato por uma valina tem consequéncias profundas na
estrutura tridimensional da hemoglobina, pois o é&cido glutamico é carregado

negativamente e a valina € um aminoacido neutro, o que permite a aproximacao das
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moléculas de hemoglobina e, consequentemente, a polimerizagdo, quando
desoxigenada.

A polimerizacdo da HbS é a principal causa do processo de vaso-oclusdo e
responsavel por alterar a estrutura das células para forma de foice (BUNN, 1997). A
etapa determinante da velocidade de agregacdo estd atribuida a formacdo dos
tetrdmeros de HbS, que se agregam e arranjam-se em fibras maiores, denominadas
tactoides (GALKIN & VEKILOV 2004; ADACHI et al 1988).

A falcizacdo das hemécias estd associada as alteragbes reversiveis da
membrana, porém repetidos ciclos de falcizacdo/desfalcizacdo deixam essas células
alteradas para a forma de foice (LEE et al 1998).

As hemacias falciformes demonstram uma aderéncia anormal ao endotélio
vascular, monocito e macréfagos, sendo, por isso, a principal causa da vaso-ocluséo
em pacientes falciformes (DUITS et al, 1996; OKPALA et al, 2002). Massas de
hemaécias falciformes “entopem” repetidamente os vasos da microcirculacéo, levando
a dolorosas crises de oclusdo vascular. De 5% a 10% das criancas ou adultos jovens
falcémicos apresentam acidente vascular cerebral, derrame ou hemorragia resultante
de estenose ou dilatacdo aneurismatica de artérias cerebrais importantes (SANTOS,
2007).

Sabe-se que os sintomas da anemia falciforme apareciam em criancas logo
apos a diminuicdo dos niveis de HbF, sugerindo que o aumento de hemoglobina fetal
poderia ser benéfico ao paciente, aumentando sua sobrevida e diminuindo os episodios

de dor (CHARACHE et al 1992).
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2.3- Relacdo da anemia falciforme com o aumento de fator de necrose tumoral
alfa (TNF-a)

Recentemente, foi relatado um aumento significativo dos niveis circulantes de
citocinas, incluindo o TNF-a, em pacientes com anemia falciforme (MALAVE, et al
1993). Sabe-se que 0 TNF-a exerce efeitos pro-inflamatorios devido ao aumento de
moléculas de adesdo, aumentando as propriedades quimiotaticas e a aderéncia de
neutréfilos ao endotélio vascular, estimula a producdo de radicais livres, e a sintese de
outros mediadores inflamatorios como IL-1 e PGE2 (SANTQOS, 2007).

Além disso, existe uma correlacdo inversa entre a porcentagem de HbF e a
concentracdo sérica de TNF-a, demostrando que pacientes com altos niveis
plasmaticos de TNF-a apresentam consequente diminuicdo dos niveis de HbF, fato
que potencializa os sintomas associados a anemia falciforme (MALAVE, et al 1993).

Portanto, 0 aumento dos niveis sanguineos de TNF-a, em pacientes portadores
de anemia falciforme, pode agravar as crises vaso-oclusivas e levar ao aparecimento
de episodios infecciosos e inflamatdrios (MALAVE et al 1993; FRANCIS et al 1992;
BUCHANAN, et al 2004).

O primeiro protétipo de farmaco inibidor do TNF-a foi a talidomida, farmaco
utilizado como sedativo, anti-emético e hipnético nas décadas de 50 e 60, e retirado do
mercado devido ao seu perfil teratogénico. Entretanto, em 1965, Jacob Shesin, médico
israelita, observou melhora significativa do processo inflamatorio e doloroso em
pacientes com hanseniase tratados com talidomida. Esse efeito ocorria devido a

capacidade do farmaco de modular a sintese de TNF-o. Estudos de relagdo estrutura-
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atividade demostraram que o farmacoforo para inibicdo dessa citocina pro-

inflamatoria era a subunidade ftalimida da talidomida (Figura 2) (LIMA, 2001).

2.4- Tratamento da anemia falciforme

Ainda ndo existe tratamento especifico para anemia falciforme porém, existem
farmacos e outras substancias Uteis ao tratamento sintomatico, que melhoram a
qualidade de vida dos portadores desta enfermidade. Dentre eles: desferrioxamina,
hidroxiuréia, vacinas anti-pneumocdcicas, penicilina (profilatica), acido folico (doses
diarias), decitabina, acidos graxos de cadeia curta, inibidores do co-transporte de
K*/CI" e inibidores dos canais de Gardo (clotrimazol, L-arginina, dipiridamol)
(SANTOS & CHUNG, 2011).

A hidroxiuréia (HU), no entanto, é a mais utilizada. Conhecida como um
inibidor da ribonucleotideo redutase, é usada no tratamento de uma série de desordens
mieloproliferativas, e tem sido usada para tratar os sintomas da anemia falciforme
(LIMA et al 2003).

A eficacia da HU é atribuida a sua capacidade de aumentar os niveis de HbF,
uma hemoglobina genéticamente distinta que inibe a polimerizacdo de HbS
deoxigenada, diminuindo a concentracdo da HbS e, consequentemente, 0s sintomas
relacionados a esta patologia (RODGERS, 1990). Alem disso, outros mecanismos de
acdo também sdo descritos, entre eles a alteracdo dos eritrocitos, a melhora nos
aspectos reoldgicos das células vermelhas. Grande parte desses efeitos parecem ser
relacionados ao 6xido nitrico, ja que é sabido que in vivo HU sofre biotranformacéo

nesse mediador. (SPACE et al, 2000; STEINBERG et al, 2003; SANTOS, 2007).
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Baseado nos efeitos benéficos associados ao uso de NO substancias que atuam
como com potenciais doadores poderiam beneficiar o tratamento da doenga (HUANG,
2004, SANTOS & CHUNG, 2011). Os aspectos benéficos da aplicagdo do Oxido
nitrico no tratamento da anemia falciforme tém gerado muito interesse. Atualmente, os
derivados N-0xido-1,2,5-oxadiazol vem sendo muito utilizados devido a capacidade
de doacdo de NO pela sua unidade furoxanica, porém ainda nao se sabe ao certo o
mecanismo exato pelo qual se da essa doacdo (CERECETTO & PORCAL, 2005).

Cerecetto e colaboradores propdem como mecanismo a liberacdo de NO pelo

furoxono como sendo cisteina-dependente (Esquema 01).

)
S-Cys
4 3 4 3 4 3 4+ S-Cys subprodutos
1A\ - 5\ 0® >J( )
(\L\* oN. ~x—~9 N~ N 4 O o ©
\O/ (6] \O’ N \\0 N Nee™ )\
2 (OB s0p (r S-Cys 07 sy N—5-Cys
Q
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Esquema 01: Mecanismo sugerido para liberacdo de NO pelos derivados furoxanicos (RETIRADO DE

CERECETTO & PORCAL, 2005).

Observando o Esquema 01, percebemos que o ataque do enxofre da cistéina ao
nitrogénio N-0xido é o gatilho que inicia o processo de doagdo de NO, acarretando na
abertura do anel furoxanico. Apos essa abertura, o carbono alfa sofre um ataque
nucleofilico de um residuo de cisteina, formando subprodutos que possuem a

capacidade de liberar NO (CERECETTO & PORCAL, 2005).
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De fato, doadores de 6xido nitrico podem aumentar a expressdo génica de gama
globina, representando uma promissora terapéutica para reduzir a vaso-oclusdo em
pacientes falciformes (COKIC et al, 2003). Santos (2009) demonstrou que derivados
furoxanicos sdo capazes de promover aumento dos niveis de hemoglobina fetal em cultura

de células K562 (resultados ndo publicados).

3- OBJETIVOS

3.1- Objetivos gerais
Este trabalho visa o planejamento e a sintese de um novo composto com possivel

atividade anti-agregante plaquetaria atil no tratamento da anemia falciforme.

3.2- Objetivos especificos
e Planejamento de um composto hibrido, desenhado pela estratégia de hibridacao
molecular com propriedades duais de acdo: inibidor do TNF-a e doador de
oOxido nitrico.
e Sintese dos intermediarios (composto 1 e composto 2);
e Sintese do composto hibrido (composto 3);

e Avaliacdo da atividade de doacdo de NO do composto 3.
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4- PLANEJAMENTO ESTRUTURAL

O novo composto foi planejado como inibidor de TNF-o e doador de NO, a partir da
hibridagdo molecular da subunidade ftalimidica da talidomida e de um derivado N-Oxido-
1,2,5-oxadiazol, usando como agente espacador uma subunidade N-acil-hidrazona.

A hibridacdo é um processo de modificagdo molecular que combina duas subunidades
farmacoféricas em uma unica molécula. Apesar de apresentar vantagens farmacocinéticas
sobre a administracdo concomitante de dois farmacos distintos (Esquema 02), a hibridizagédo
molecular pode levar a obtengdo de um composto inativo, sendo de fundamental importancia
se conhecer a relacdo estrutura-atividade dos compostos e dos receptores que serdo utilizados

(BALDWIN et al 1979; BARREIRO et al, 2002 WERMUTH, 1996).

N >
\/‘ i O

Farmaco A Receptor A
& 28 Receptor B

Receptor B

Esquema 02: Estratégia de hibridacdo molecular (RETIRADO DE SANTOS,2007)
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Analisando o Esquema 02, percebemos que o farmaco A interage apenas com o
receptor A, que o farmaco B interage apenas com o receptor B e que o composto hibrido
formado pela juncdo das subunidades farmacoforicas dos dois farmacos em questdo tem a
capacidade de interagir tanto com o receptor A quanto com o receptor B, desencadeando 0s
respectivos efeitos farmacolégicos (SANTOS, 2007).

Estudos demonstram que a subunidade N-acil hidrazona poderia auxiliar na atividade
antiagregante plaquetéria,, apesar de ndo se saber ao certo qual 0 mecanismo desse aumento.
Duas propostas estdo sendo estudadas, uma se relaciona ao melhor reconhecimento do
composto pela COX-1, melhorando o perfil de inibicdo dessa enzima e reduzindo a formacéo
de tromboxano Az, enquanto que a outra se baseia na propriedade quelante dessa subunidade,
uma vez que o calcio interfere tanto na ativacdo quanto na agregacao das plaquetas (CUNHA
et al 2003; FRAGA et al 2000; SILVA et al 2004; TODESCHINI et al 1998).

Portanto, utilizando a estratégia de hibridacdo molecular planejou-se um composto
hibrido espacado pela subunidade N-acil hidrazona. Este composto representa uma nova
abordagem no tratamento dos sintomas da anemia falciforme ja que atuaria por mecanismo de

acdo diferenciado em relacdo ao que se conhece da terapia.



5- MATERIAIS E METODOS

5.1- Materiais

e Reagentes:

acetato de etila

acido acético

anidrido ftalico
dicloroexilcarbodiimida
diclorometano
furoxano fenilico oxidado
glicina

hexano

hidrato de hidrazina
metanol

sulfato de sédio anidro
tolueno

trietilamina

22
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5.2- Métodos

e Metodologia de sintese:

Utilizando a metodologia descrita por Usifoh e colaboradores (2001), foi
realizada a condensacdo do anidrido ftalico com a glicina, levando a formacéo da
respectiva ftalimida, primeiro intermedidrio para obtencdo do composto hibrido
sintetizado.

O derivado ftalimidico entdo reagiu com hidrato de hidrazina e com
dicloroexilcarbodiimida (DCC), formando uma hidrazida de glicina (Usifoh et al
2001; Ragavendran et al 2007).

O produto final foi sintetizado a partir da reacdo de condensacdo da hidrazida
da glicina com a funcgéo aldeido do derivado furoxano para formacéo das respectivas

hidrazonas (Esquema 3) (JIN et al 2006).

o 0
HaN -H:z0
—_—
o+ Y N—,
O)’C“DH Tolueno, trielamina ,C:C'
Anigrido 0 o Composto1 O HO
. ICina
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0
2 DCC, CHzClz
N
©¢ch=0 C-NHNH,
OHOI NHzNH:z 0o 0

Composto 1 Composto 2 o

N g
“

0 N,OH\N.‘.O. \g:p.i

N L CH:OH, H+ CH

~ _—
C—NHNH, HOC O N
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4
(o R @) Furoxal N NH
i ] Ny
Fenilico C Composto 3
Composto 2 Oxidado »

Esquema 03: Metodologia de sintese do novo composto hibrido
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Metodologia analitica:

Cromatografia em camada delgada (CCD)

Como método de analise qualitativo para acompanhamento da
reacdo, foram feitas cromatografias em camada delgada (cromatofolhas

de aluminio 20x20 cm Silica gel 60 F254 0,2 mm de espessura - Merck),

utilizando acetato de etila puro como fase movel. A visualizacdo das
substancias foi realizada em lampada ultravioleta (254-365 nm), e/ou
por exposicdo a iodo pulverizado, seguida ou ndo de revelacdo com

ninidrina.

Espectrometria de RMN **C e *H

Os espectros de RMN 13C e 1H serdo realizados na Central
Analitica do Instituto de Quimica da Universidade de Sao Paulo (USP),
utilizando-se espectrometro, Briker, modelo Advance DPX300 - 300

MHz.

Espectrofotometria de absorcdo no infravermelho (1.V.)

-1
Os espectros de absorcdo no 1.V., na regido de 4.000 a 400 cm
foram obtidos em pastilhas de KBr no espectrofotdmetro de

infravermelho FTIR-8300 da Shimadzu
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- Faixa de fusdo

A faixa de fus@o dos produtos foi determinada em aparelho de ponto

de fuséo capilar modelo SMP3 da Bibby Stuart Scientific.

e Deteccdo guantitativa de nitrito

Primeiramente foram preparadas as amostras pesando-se 0,0001 mol da hidrazona e do
padrdo utilizado, dinitrato de isossorbida, solubilizando-os em 1 mL de dimetilsulfoxido,
cada um em um tubo de ensaio.

Para construcao da curva de calibracdo foram preparadas solu¢6es-padréo de nitrito de
sodio nas concentracdes de 10%° x 10*M (SORBA et al 1997). Apés adicdo de reagente de
Griess, a mistura foi mantida em repouso a temperatura ambiente por 10 minutos. Decorrido
este tempo, os valores de absorvancia foram medidos em espectrofotometro UV/visivel
Shimatzu no comprimento de onda de 540 nm.

Uma solucdo do respectivo derivado furoxanico e padrdes (20uL) em DMSO foi
adicionado a tubo contendo 2 mL de tampao fosfato 50mM (pH 7,4) contendo 5 mM de
cisteina, e ainda na auséncia de cistefna. A concentracio final do composto foi 10™*M. Apés 1
hora a 37°C, 1 mL dessa solucdo foi tratada com 250uL do reagente de Griess. Apds 10
minutos a temperatura ambiente, a absorbancia foi medida a 540 nm em espectrofotdmetro
UV/visivel. Os experimentos foram realizados em triplicata. Os resultados foram expressos

como porcentagem nitrito (NO?) mol/mol + E.P.M
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Preparo de Solucdes

(1) Tampéo fosfato 50mM (pH 7,4): solubilizou-se 0,689 de fosfato
de potassio monobasico em 80 mL de agua destilada. O pH da
solucéo foi ajustado, com auxilio de equipamento, para valor de
7,4 com hidroxido de sodio 10% ou &cido cloridrico 10%.
Completou-se o volume em baldo volumétrico para 100 mL com
agua destilada. O baldo foi protegido da luz.

(2) Tampéo fosfato 50mM (pH 7,4) solubilizou-se 0,68g de fosfato
de potassio monobasico e 600 mg (5mM) de cisteina em 80 mL
de agua destilada, conforme procedimento adotado. O pH da
solucdo foi ajustado para 7,4 com hidroxido de sédio 10% ou
acido cloridrico 10%. Completou-se o volume em baldo
volumétrico para 100 mL com 4&gua destilada. O baldo foi
protegido da luz.

(3) Reagente de Griess (agente colorimétrico): em um baldo
volumétrico de 100 mL adicionou-se 4g de sulfonamida, 0,2g de
dicloridrato de N-naftiletilenodiamina, 20 mL de agua destilada
e 10 mL de é&cido fosférico. O volume final do baldo foi

completado para 100 mL.
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Os procedimentos experimentais para sinteses dos compostos estdo descritos no

ANEXO I.

6.1- Identificacédo por Espectrometria no Infravermelho (1.V)

6.1.1-Composto 1

150

1004

= 5

4000

aoto

T
2000
Wavenumbers

1000

Espectro 02: Espectro no infravermelho do composto 1 (pastilha de KBr)

Marcador| v (cm™) | Grupo Funcional Tipo de~
Deformacao
3558,67 ¢ -OH (Ligacéo .
A 3500,80 Intramolecular) Axial
B 1770,65 | €70 (Carbonila da Axial
Imida)
c 1716,65 | C7O (Carbonilada Axial
Imida)
C=0 (Carbonila do .
D 1608,63 | Acido Carboxilico) s
E 738,74e Erl;p;ﬁslu:rsg::‘lgggg Angular
715,59 g

nas posicoes 1,2

Tabela 02: Atribuigcdes do espectro de absorcdo no infravermelho relativo ao composto 1
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6.1.2-Composto 2

N
@ C-NHNH;
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4000

3000

1000

Espectro 02: Espectro no infravermelho do composto 2 (pastilha de KBr)

Marcador| v (cm™) | Grupo Funcional Tipo de~
Deformacéo
3547,09- .
A 3259.70 -CONHNH; Axial
2827,94 e | C-H CH; simétrico .
B 2850,79 e assimetrico Axial
C 2119,77 jon aménio -
D 177451 | C70 (Carbonilada) i)
Imida)
E 1722.43 |C7O (Carbonilada) o)
Imida)
F 1419,61 C-N (amida) Axial

Tabela 02: Atribuices do espectro de absor¢do no infravermelho relativo ao composto 2.
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6.1.3-Composto 3
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Espectro 03: Espectro no infravermelho do composto 3 (pastilha de KBr)

Marcador | v (cm™) | Grupo Funcional D Tipo de~
eformacao
regido dos -OH (Ligacéo .
A 3000 Intramolecular) Axial
2927,94 e | C-H CH, simétrico .
B 2850,79 e assimetrico Axial
c 1772,58 | €70 (Carbonilada | 14y
Imida)
D 171858 | C7O (Carbonilada |\ o,
Imida)
E 1627,02 | C=N (Carbonilada | iy
imina)
F 1436,97 C-N (amida) Axial
653.87 ¢ Dupla substltqlgao
G em anel aromatico Angular
640,37 -
nas posicgoes 1,2

Tabela 03: Atribuices do espectro de absorc¢éo no infravermelho relativo ao composto 3.
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6.1.4-Tabela comparativa de deslocamento na regido do infra-vermelho dos 3

compostos
C=0
. C=N C=0
i (Carbonla | (carbonila | (Carbonila (intrar}]%zcular) _CONHNH,
. da imina) | da Imida)
Carboxilico)
O
1770,65¢ | 355857 e
N _ H H -
oo | 160863 1716,65 3500,80
O HO
(6]
th ] ] 177451 ) 3547,09-
C-NHNH, 1722,43 3259,70
O O
BE;
N
;0
X;“ 177258
o N,JCH - 1627,092 1718.58 Regido dos 3000 -
N NH
0 \_CI
o

Tabela 04: Comparacéo entre as principais bandas de absorcdo do espectro no infravermelho relativos aos compostos 1, 2 e 3

Observando a tabela, podemos deduzir que todos esses compostos possuem o
grupamento ftalimidico da talidomida, pois todos apresentam o estiramento da carbonila da
imida em seu espectro. Pode-se reparar também que apenas o0 composto 1 apresenta o
estiramento caracteristico da carbonila do acido carboxilico, apenas o composto 2 apresenta o
estiramento caracteristico da subunidade hidrazida (-CONHNH;) e apenas o composto 3
apresenta o estiramento da ligacdo carbono-nitrogénio da imina, como esperado. Estes fatos

sdo grandes indicadores de que a rea¢do aconteceu.
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6.2- Identificacdo por Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

6.2.1-Composto 2
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Espectro 04: Espectro de Ressonancia Magnética Nuclear H' do composto 2.

O solvente dimetilsulfoxido deuterado (DMSOd6) foi utilizado para obtencdo dos
espectros de Ressonancia magnética Nuclear (RMN H%). A presenca deste solvente pode ser
observada no espectro 4 em 2,5 ppm. Neste espectro podemos observar a correta interacao
dos hidrogénios aromaticos e suas multiplicidades. Entre 7,9 e 7,7 podemos visualizar 0 0s
hidrogénios pertencentes a subunidade ftalimidica da talidomida. Em 5,5 podemos ver a
integracdo entre os trés hidrogénios ligados aos nitrogénios pertencentes a subunidade
hidrazida . E por fim, em 4,93 e 4,42 os hidrogénios do carbono metilénico vizinho da
carbonila.

De acordo com os dados apresentados no espectro 4, podemos inferir que a sintese do
composto 2 foi realizada com éxito, uma vez que se podem visualizar os principais sinais de

deslocamento de hidrogénio da estrutura da molécula proposta.
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O derivado aldeidico ja foi caracterizado previamente por Santos (2009) e por isso seu
espectro de RMN ndo foi adicionado nesta sec¢do. Ja o produto final (composto 3) esta sob

caracterizacdo por RMN até presente momento, por isso nao foi adicionado neste trabalho.

6.3- Doacao de 6xido nitrico

A porcentagem de nitrito formada pelo composto 3 foi de 1,9% (mol/mol) e pelo
padrédo dinitrato de isossorbida de 16,0% (mol/mol). A grande diferenca na porcentagem de
nitrito formada pelo composto 3 e pelo padrdo, deve-se ao fato de que o padrdo utilizado
possui dois nitratos em sua molécula e 0 composto 3 apenas uma, portanto, pode-se afirmar

que esse composto e doador de oxido nitrico.

6.4- Pontos de Fuséao

Anidrido .. Hidrato Furoxano
COMPOSTOS 1 Glicina | Compostol de Composto2 o Composto3
Ftalico . ) Fenilico
hidrazina
190°C — 178°C — 205,8°C -
0 0 - (0] - 0 !
PF 131°C 233°C 193,5°C 60°C 186,1°C 66-67°C 210°C

O ponto de fusdo do composto 1 esta em uma faixa aceitavel, pois encontra-se entre 0s
valores dos compostos que as originaram. Pode-se reparar também uma queda no valor do
ponto de fusdo do composto 1 para o composto 2 e um aumento no valor do ponto de fusdo do
composto 2 para 0 composto 3, indicando que houve realmente a formagdo de compostos

diferentes.
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CONCLUSAO

Este trabalho teve como principal meta a obtencdo de um candidato a farmaco obtido
pela estratégia de modificacdo molecular entre talidomida e furoxano (doador de dxido
nitrico). Um farmaco hibrido pode apresentar uma reducdo de dose e consequentemente de
efeitos adversos quando comparado com a tomada de dois farmacos concomitantemente.

Durante seu desenvolvimento, foi possivel desenvolver metodologias sintéticas para
obtencdo de novas hidrazonas com potencial utilizacdo no tratamento dos sintomas da anemia
falciforme.

Os compostos foram sintetizados com rendimento entre 50,0% e 95,0% e foram
analisados por meio de algumas técnicas analiticas, tais como: Faixa de Fusdo e
Espectrofotometria de Infravermelho (IV). O composto 2 também foi analisado pela
Ressonancia Magnética Nuclear (RMN), para confirmacao estrutural.

Além disso, confirmou-se a capacidade de doacdo de NO pelo composto 3 no ensaio
de doacdo de dxido nitrico utilizando reagente de Griess. Porém, aguardamos até presente
momento o0s dados Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) a fim de caracterizar
inequivocadamente o composto 3.

Como uma abordagem futura, devemos otimizar os métodos de purificacdo do produto
para aumentar o rendimento. Além disso, outros testes farmacolégicos devem ser realizados

para uma comprovacao dos efeitos esperados.
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ANEXO |

PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS

1- Obtencdo do composto 1 (2-(1,3-dioxo-2,3-diidro-1H-isoindol-2-il)4cido acético)

O
o H,N
+ h H20 . N—,
o =G = !C—D
o OH Telueno, trietilamina O HO
0 Glicina Composto 1
Anidrido

Ftalico

Esquema 04 - Esquema sintético para obtengdo do composto 1

A sintese do composto 1 ocorreu em um baldo de fundo redondo de 100 mL,
conectado a um condensador de refluxo Dean-Stark, em banho de déleo sob aquecimento
(130° C) (Esquema 4). Adicionou-se ao baldo reacional 3,89 de glicina e 7,49 de anidrido
ftalico em 300 mL de tolueno e 6,5 mL de trielamina, respectivamente. A reacdo permaneceu
em agitacao vigorosa. O tempo médio de reacdo foi de 3 horas. A reacdo foi acompanhada por
CCD (fase mdvel 6 hexano: 4 acetato de etila). Para identificacdo do novo produto formado a
placa cromatografica foi “revelada” com ninidrina com objetivo de identificacdo de grupos
amina livres presentes na glicina (reagente).

Ao termino da reacdo foi realizada filtracdo a vacuo, e a fase organica foi

lavada com uma mistura contendo 70 mL de agua destilada com 1 mL de &cido cloridrico



41

(HCI) concentrado. Apos a lavagem, o solvente orgénico foi evaporado a pressdo reduzida e o
solido formado foi recristalizado em etanol.

O composto 1 foi obtido como um sélido de cor branca, que apresenta faixa de fuséo
entre 190,0°C e 193,5°C (C19H;NO4; PM = 205g/mol). A reacdo apresentou rendimento em

torno de 95,6%.

2- Obtengdo do composto 2  (2-(1,3-dioxo-2,3-diidro-1H-isoindol-2-

il)acetohidrazida)

0
0 DCC, CH:Cl: m
= M
" IR
m o NHzNH: dF‘NHNH?
O HO' °
Composto 1 Composto 2

Esquema 05: Esquema sintético para obtencdo do composto 2

A sintese do composto 2 (Esquema 5) foi realizada sob temperatura de
aproximadamente 0-3°C. Experimentalmente, adicionou-se ao baldo reacional 0,6g do
composto 1, 0,3mL do hidrato de hidrazina e 0,6g do DCC em 20 mL de diclorometano
(DCM). A reacdo permaneceu em agitacdo vigorosa, por cerca de 8 horas sendo acompanhada
por CCD (fase movel 100% acetato de etila). Para identificacdo do novo produto formado a
placa cromatografica foi “revelada” com ninidrina com objetivo de identificagdo de grupos
amina livres da hidrazida formada.

Apo6s as 8 horas, a mistura reacional foi filtrada a vacuo. Ao filtrado foi
adicionado 25 mL de diclorometano para diluicdo do meio reacional. O filtrado foi

posteriormente lavado com agua (2x10 mL). A fase orgénia foi evaporada a pressao reduzida
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para obrtencdo do composto 2 como um sélido de cor palha, que apresenta faixa de fusdo
178°C e 186,1°C (C10H9N3O03; PM = 219g/mol). A reacdo apresentou rendimento em torno de
53%.

3- Obtencao do furoxano fenilico (4-fenil-1,2,5-oxadiazol-N-6xido-3-carbaldeido)

O
H
b)
@A“/\GH 2 M L — Q\L’Lv
I 0 N-o
N-o

a) NaNO2, HAc, 0°C, 24h b)PCC, DCM, 24h (60%)

Esquema 06: Esquema sintético para a obtencédo do furoxano fenilico

Experimentalmente, reagiu-se 10,89 do alcool trans-cinamico com solucdo saturada
de nitrito de sddio em 16,0mL de acido acético. Em seguida, a reacao foi retirada do banho
de gelo e mantida em temperatura ambiente por um periodo de vinte e quatro horas.

Apos esse procedimento, foi feita uma extracdo com fracoes éter etilico, até que as
mesmas deixassem de ter uma coloracdo amarela intensa e passassem a ser transparentes. A
fase aquosa foi descarta e a fase organica foi lavada com solucdo saturada de NaCl. Usou o
sulfato de sddio anidro como agente secante. Depois de ter o solvente eliminado a pressao
reduzida, o produto foi purificado em coluna silica gel com fase mdvel 5 hexano:5 acetato de
etila como fase moével. O rendimento da reacdo € de aproximadamente 90%.

Posteriormente, reagiu-se 900 mg do derivado obtido com 1,459 de PCC em 30mL
de diclorometano anidro, mantidos sob vigorosa agitacdo sob temperatura ambiente durante

aproximadamente 24 horas. Em seguida, filtrou-se a reacdo em coluna de terra diatomacea
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sob pressdo reduzida, visando & remocao do agente oxidante 6xido. O rendimento encontrado

foi de aproximadamente 60%.

4- Obtencdo do composto 3 (2-(1,3-dioxo-2,3-diidro-1H-isoindol-2-il)-N’-[(1E)-(4-

fenil-1,2,5-oxadiazol-3-il)metilideno]acetohidrazida)

N
R—z ™0
0 i &
P
N N0 CHaOH, He CH
N—, + H S 0 N
C~NHNH, hod R N NH
composto2 © 0 o “—¢ Composto 3
3-metil-4-fenil- W

1.2, 5-0xadiazol

Esquema 07: Esquema sintético para obtencdo do composto 3

Para a sintese do composto 3 (Esquema 7) adicionou-se 2mmol do composto 2, 2
mmol do furoxano fenilico oxidado , 4 gotas de &cido acético glacial e 20 mL de
diclorometano. A reacdo permaneceu em agitacdo vigorosa, por cerca de 24 horas. A reacao
foi acompanhada por CCD (fase movel 7 acetato de etila: 3 hexano), para identificacdo do
novo produto. A placa cromatogréfica foi revelada com ninidrina, para avaliar o consumo de
todo o composto 2 usado como reagente.

Ao termino da reacdo o produto é recristalizado em etanol e, para uma maior
purificacdo, é passado em uma coluna de silica gel com fase mével 7 acetato de etila: 3
hexano. O composto 3 foi obtido como um so6lido de cor amarelo, que apresenta faixa de
fusdo entre 205,8°C e 210°C (C19H13Ns50s; PM = 391g/mol). A reacdo apresentou rendimento

em torno de 619%.
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