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RESUMO

Doencas cardiovasculares como infarto do miocardio e acidente vascular encefalico ainda
representam a principal causa de morte no Brasil. A aterosclerose € uma doenca
progressiva e silenciosa classificada como fator de risco para o desenvolvimento de
doencas cardiovasculares. E caracterizada pelo aumento dos niveis de colesterol no plasma
0s quais sdo oxidados por radicais livres originando a lipoproteina de baixa densidade
oxidada (LDL.). A fagocitose de LDL., por macrofagos permite a transformagao destes em
células espumosas, que sao depositadas na camada intima dos vasos. Apds o rompimento
do endotélio ha o extravasamento do conteido da placa aterosclerética para a circulacéo
levando a formacdo de trombo. Este interrompe o fluxo sanguineo em artérias e vasos,
levando ao desenvolvimento de doencgas cardiovasculares como infarto do miocardio e
acidente vascular encefalico. A terapia preventiva contra eventos aterotrombdticos é
realizada com farmacos antiagregantes plaquetarios. O acido acetilsalicilico (AAS) é um dos
farmacos mais utilizados na prevencao de aterotrombose, mas apresenta limitagbes como
inducdo de ulceragdes gastricas e bloqueio de somente uma via de agregagao plaquetaria.
Neste sentido, e em continuidade com a linha de pesquisa visando a busca de novos
farmacos antiagregantes plaquetarios obtidos por estratégia de modificagdo molecular
implantados no Laboratério de Pesquisa e Desenvolvimento de Farmacos (Lapdesf —
UNESP Araraquara), realizou-se a hibridagao molecular das subunidades presentes no AAS
e furoxanos sendo ambas partes espacgadas pela subunidade N-acilhidrazona. O furoxano é
conhecido por suas propriedades doadoras de 6xido nitrico (NO) responsavel pelo efeito
antiagregante plaquetario. Assim, o objetivo deste trabalho é a sintese de novos compostos
derivados do AAS, mais potentes e seguros para serem usados como antiagregantes
plaguetarios. Os compostos foram sintetizados usando rota divergente para obteng¢ao dos
derivados furoxanicos, espacadores N-acilhidrazonas, e os compostos hibridos finais. Todos
os compostos foram purificados e caracterizados por métodos analiticos como,
espectrofotometria de absorcdo no infravermelho, espectrometria de massas de alta
resolucdo e ressonancia magnética nuclear. Para os espagadores N-acilhidrazonas foi
possivel realizar a deteccdo quantitativa de nitrito na presenca de cisteina. Os compostos
inibiram a agregacao de plaquetas induzidas por ADP com maior potencia em relagcdo ao
controle positivo, e com menor tempo de sangramento comparado com o AAS. A poténcia
destes compostos juntamente com a auséncia dos efeitos adversos, oferecem aos
espagadores N-acilhidrazonas uma maior eficacia em relagdo aos antiagregantes

plaquetarios disponiveis na terapéutica.



ABSTRACT

Cardiovascular diseases such as myocardial infarction and stroke still represents the leading
cause of death in Brazil. Atherosclerosis is a silent progressive disease classified as a risk
factor for developing cardiovascular diseases. It is characterized by increased levels of
plasma cholesterol which are oxidized by free radicals resulting in oxidized low density
lipoprotein (oxLDL). The oxLDL phagocytosis by macrophages allows for transformation into
foam cells, which are deposited in the intima of vessels. After the disruption of the
endothelium occurs the leak plaque’s contents into the circulation driving to thrombus
formation. This blocks the blood flow in arteries and vessels, leading to the development of
cardiovascular diseases such as myocardial infarction and stroke. The preventive therapy
against atherothrombotic events is performed with antiplatelet drugs. Acetylsalicylic acid
(ASA) is a drug commonly used to prevent atherothrombosis, but it has limitations such as
induction of gastric ulcer and blocking only one route of platelet aggregation. Continuing
goals finding new antiplatelet drugs obtained by molecular modification strategy implemented
in the Laboratory of Drug Research and Development (Lapdesf - UNESP Araraquara), held
the molecular hybridization of subunits present in AAS and furoxans being spaced by subunit
N-acylhydrazone. The furoxano is known for its donor properties of nitric oxide (NO)
responsible for the antiplatelet effect. The objective of this work is the synthesis of new
compounds derived from AAS, most powerful and safe to use as antiplatelet agents.
Compounds were synthesized using divergent route for obtaining derivatives furoxans, N-
acilhidrazones spacers and the hybrid compounds. All compounds were purified and
characterized by analytical methods such as, Infrared Absorption Spectroscopy, Mass
Spectrometry and Nuclear Magnetic Resonance. N-acilhidrazones spacers was possible to
perform the quantitative detection of nitrite in the presence of cysteine. These compounds
inhibited platelet aggregation induced by ADP with greater potency compared to positive
control, and less bleeding time than ASA. The potency of these compounds together with
the absence of adverse effects, provide to spacers N-acilhidrazonas greater effectiveness in

respect of the antiplatelet therapy available.
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Introdugéao

INTRODUCAO

1.1 Epidemiologia

As doencgas cardiovasculares s&o umas das maiores causas de morte em todo o
mundo e em 2009 representaram 31% de todos os o6bitos, sendo que infarto do miocardio foi
responsavel por 38-46% e doencgas cerebrovasculares representaram 34-37%. Paises como
Brasil, Bolivia, Uruguai e Argentina apresentaram taxa de mortalidade de aproximadamente
240-360/100.000 habitantes (para homens) e 180-280/100.000 habitantes (para mulheres).
Russia e alguns paises da africa lideraram a taxa de mortalidade com 440-860
mortes/100.000 habitantes (para homens) e 370-711/100.000 habitantes (para mulheres)
(WHO, 2011).

No Brasil, as doengas cardiovasculares ainda representam a principal causa de morte,
sendo que em 2007 foram registrados 1.157.509 de internacdes no Sistema Unico de Saude
(SUS) devido a infarto do miocardio e acidente vascular encefalico, das quais 308.466
pessoas foram a obito. Em 2009 ocorreram 91.970 internacbes em servicos de maior
complexidade no SUS levando a um custo total de R$ 165.461.644,33 (DBH, 2010).

Pesquisa realizada por Lozano e colaboradores (2012), apontou que de 1990-2010 a
taxa de mortalidade global causada por infarto do miocardio e doengas cerebrovasculares
aumentou de 17 para 28% (LOZANO et al., 2012).

1.2 Aterosclerose: fator de risco para o desenvolvimento de aterotrombose

O processo aterosclerético se desenvolve apds desregulardo na via biossintética do
colesterol, o qual se encontra em niveis alterados no plasma. O colesterol pode ser
adquirido na dieta, mas todas as células do corpo s&o capazes de produzir colesterol, sendo
que a maior parte é biossintetizada no figado (Nelson e Cox, 2011). A etapa crucial para a
formagao do colesterol é a conversdao de HMG-CoA em mevalonato, catalisada por HMG-
CoA redutase, para a produgao de colesterol intracelular (Figura 2). Uma vez o colesterol
formado, este segue diversos caminhos: 1) o colesterol formado em tecido extra-hapaticos &
utiizado para compor membranas, formagdo de horménios e armazenado apds a
esterificacdo pela acil-CoA-colesterol-aciltransferase (ACAT); 2) o colesterol hepatico é
esterificado pela ACAT e transportado no plasma até os tecidos extra-hepaticos por

lipoproteinas de baixa densidade, a LDL (Nelson e Cox, 2011) (Figura 1).
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Figura 1. Biossintese de colesterol catalisado por HMG-CoA redutase

A LDL circulante é reconhecida por receptores de LDL encontrados na superficie
celular, e apods este processo ambos sdo transferidos para o interior da célula, evento
conhecido como endocitose. Os ésteres de colesterol no interior celular sdo hidrolisados em
colesterol livre, e os receptores de LDL retornam a superficie para atuar novamente na
captacao de LDL. Niveis ideais de colesterol intracelular regulam a sua biossintese inibindo
a atividade da HMG-CoA redutase. Por outro lado, altos niveis de colesterol intracelulares
ativam ACAT, que aumentam a formacao de ésteres de colesterol para armazenamento. No
entanto, niveis de colesterol aumentados na célula inibem a transcricdo do gene que
codifica o receptor de LDL, o qual reduz a producdo do receptor € a captacdo de LDL
plasmatica, levando a um estado de hipercolesterolemia isolada. Através de reacdes
induzidas por radicais livres, 0 colesterol em excesso no plasma € oxidado em lipoproteina
de baixa densidade oxidada (LDL.) e pode ser acumulada na camada intima dos vasos
iniciando o processo de aterosclerose (PENG et al., 1991). O colesterol livre também pode
ser oxidado na camada subintima dos vasos pelas enzimas PLA, (fosfolipase A;) e por
Lp-PLA2 (lipoproteina associada a fosfolipase A,) (CHARO e TAUB, 2011).

Um fator importante para a formacdo da placa aterosclerdtica é o processo de
expressao de molécula de adesdao (VCAM-1) e selectina E. Essas moléculas sao
encontradas no endotélio vascular e sdo responsaveis por promover adesdao de mondcitos
circulantes. Apds a adesao, os monécitos migram para a camada subintima das artérias e
vasos transformando-se em macréfagos, que fagocitam LDL,, através de receptores de

varredura (scanvenger receptors), transformando-se em células espumosas (foam cells) que

15



Introdugéao

sao depositadas na parede de artérias e vasos. As células espumosas secretam TNF-a e
citocinas pré-inflamatorias, como interleucina 1-$, as quais promovem aumento da
expressao de VCAM-1 e selectina E endotelial, dando inicio a um processo inflamatorio
crbnico (LIBBY, 2002).

Outra interleucina secretada pelas células espumosas € a IL-6 que tem a fungado de
ativar linfocitos T. Apds ativacao, os linfécitos T se ligam especificamente em selectina E
endotelial e migram para a camada intima. LDLs oxidadas se ligam a linfécitos T por
receptores de antigeno, e este processo permite que a célula libere diversas citocinas, como
IFN-y, capaz de reduzir o colesterol intracelular agindo nos receptores de varredura
presente em macrofagos (DOUGLAS, 2000).

As células musculares lisas (ou miofibroblastos) participam do processo de formacao
do ateroma de modo que estas podem migrar da camada média para a intima dos vasos e
dar inicio a um processo de proliferacdo. Os miofibroblastos na intima podem acumular
lipideos devido a presenca de receptores de LDL (apo B/E), adquirir aspecto de célula
espumosa e ser acumulado no local de formacdo do ateroma. Além disso, as células
musculares lisas produzem colageno, e ambos formam uma capsula fribrosa que revestem
a placa aterosclerotica (LIBBY, 2011).

O crescente acumulo celular na camada intima se estende para outras camadas até
atingir a luz do vaso, podendo diminuir seu calibre e acarretar na ruptura da placa
aterosclerética. Apds o rompimento do endotélio ha o extravasamento do conteudo da placa
para a circulacdo que pode levar a formagao de trombo através do processo de agregacgao
plaquetaria. A formagao de trombo no local da lesdo endotelial interrompe o fluxo sanguineo
em artérias e vasos, levando ao desenvolvimento de doencas cardiovasculares como infarto
do miocardio e doengas cerebrovasculares (MARTINELLI et al., 2010; LIBBY, 2011).

1.3 Hemostasia: agregacdo plaquetéria, coagulacéo e formacéo do trombo

O rompimento da integridade do endotélio acarreta no extravasamento do conteudo da
placa que contém proteinas de adesdo plaquetaria, como colageno e fator de von
Willebrand (fvW). A adeséo de plaquetas no local da lesédo se torna estavel, uma vez que a
célula altera sua topografia, passando de um estado discoide para esférico, promovendo a
expansao de sua superficie na area lesada formando um pseudo-endotélio, reativo para o
recrutamento de novas plaquetas circulantes (DOPHEIDE et al., 2001) (Figura 2).

O fvwW é produzido e liberado pelo endotélio sendo crucial para a agregagao
plaquetaria, sendo que este se liga ao receptor GP Ib-IX-V na superficie plaquetaria

promovendo a adesdo. A interagao do colageno com seus receptores especificos GPVI e
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GPla-lla (integrina a,pB1) também promove a adeséao, ativagao das plaquetas e agregagao.
(Figura 3) (WAGER E BURGER, 2003).

A sinalizacdo gerada apds a interagao celular de colageno e fvW com seus receptores
acarreta na agregacao plaquetaria mediada por outros dois agonistas: 1) Difosfato de
Adenosina (ADP), o qual é sintetizado pelas plaquetas e quando liberado se liga a
receptores P,Y, encontrados na superficie plaquetaria, promovendo agregacao; 2)
Tromboxano A, (TXA,) obtido pela via do acido araquidénico. O TXA, é formado nas
plaguetas em duas etapas. Na primeira a enzima cicloxigenase-1 (COX-1) catalisa a
biotransformacao do acido araquidénico em prostaglandina H, (PGH.), sendo esta ultima,
em uma segunda etapa, metabolizada pela tromboxano sintase (TXAS) das plaquetas para
originar TXA,. O TXA; é um indutor da agregacéao plaquetaria que age nos receptores TP na
superficie de plaquetas aumentando as concentragdes intracelulares de calcio e ativando a
agregacao plaquetaria (NIESWANDT e WATSON, 2003) (Figura 2). Apés a ativacao
plaquetaria pelos agonistas em receptores especificos, a interacdo de fibrinogénio com o
receptor a,,B; de outra plaqueta € aumentado. O complexo fibrinogénio- ay,3; promove a
interacao cruzada plaqueta-plaqueta amplificando o agregacgao plaquetaria (Figura 2).

Além da agregacgao plaquetaria no endotélio lesado, este expde o fator tecidual (FT)
que inicia o sistema de coagulacao. As plaquetas potencializam o sistema da coagulagéo ao
secretar os fatores de coagulacdo armazenados, levando a geragdo de trombina. Na
primeira etapa, o fator Vlla circulante se liga ao FT para ativar os fatores X e IX,
convertendo-os em fatores IXa e Xa. No interior das plaquetas, o fator X também é substrato
da enzima Vllla para levar a formagao do fator Xa. Este juntamente com o fator Va cliva
duas ligagbes peptidicas na protombina (fator Il), convertendo-a em trombina (fator lla)
(Figura 2).

A formagao de trombina converte fibrinogénio em fibrina, o qual é caracterizado por
uma ‘rede’ que reforca o agregado plaquetario e o prende ao endotélio (Figura 2). A
trombina ainda age como um potente agonista da agregacdo plaquetaria ao ativar os
receptores ativados por proteases (PARs) elevando as concentragdes de calcio intracelular.
As plaquetas humanas expressam PAR1 e PAR4, sendo que PAR1 gera respostas
plaquetarias em baixas concentragdes de trombina, enquanto que PAR4 ¢ ativado em altas
concentragdes (SAVAGE, 2001) (Figura 2).

Paralelamente a formagéao de fibrina, o processo de fibrindlise é ativado para degradar
fibrina através da acao de plasmina. O ativador de plasminogénio tecidual (t-PA) é secretado
pelo endotélio e converte plasminogénio em plasmina. Na presenca de fibrina, a plasmina se
liga aos residuos de lisina (dominios kringle) para promover a sua degradagdo. A
degradacéao de fibrina pode ser contida pela a,-antiplasmina (secretada no figado), o qual

esta se liga a fibrina impedindo a atividade da plasmina.
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Figura 2. (A) processo de adesao e agregacao plaquetaria; (B) formacao trombina e fibrina
através dos fatores de coagulagao; (C) degradacgéao de fibrina por plasmina e (D) formagao
de trombo (adaptado de Charo e Taub, 2011)

1.4 Terapia preventiva para aterotrombose
1.4.1 Farmacos fibrinoliticos

Os farmacos fibrinoliticos sao proteinas capazes de degradar fibrina aumentando
concentragdes de plasmina. Esse mecanismo de agao permite dissipar o trombo formado e
reestabelecer o fluxo sanguineo. A exemplo desses farmacos podemos citar:
estreptoquinase, um proteina secretada por varias espécies de streptococcus que cliva o
residuo de Arg®®
2012).

A alteplase e ruteplase sdo administrados intravenosamente e s&o farmacos

no sitio ativo do plasminogénio, convertendo-o em plasmina (Rang et al.,

compostos pelo ativador de plasminogénio tecidual (t-PA). Altas doses desses farmacos
levam a grande producgao de plasmina. A plasmina € uma protease inespecifica que além de
degradar fibrina no processo trombdético, pode dissipar outras proteinas plasmaticas como
fatores de coagulagao. A redugao das concentracdes dos fatores de coagulagao prejudica a

capacidade para a formagao de trombina, que pode levar ao sangramento. Devido a este
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efeito, os farmacos fibrinoliticos produzem hemorragias como seu principal efeito adverso
(Range t al., 2012).

A a,-antiplasmina inibe cerca de 50% a atividade de plasmina, desde que o sitio ativo
desta ultima n&o esteja ocupado pela fibrina. Ao contrario, o inibidor sofre deplecdo e a
plasmina compromete a hemostasia com degradacao de fibrina e fibrinogénio, fatores que

aumentam o sangramento (Brunton eo al., 2012).

1.4.2 Farmacos anticoagulantes

Os farmacos anticoagulantes sao divididos em duas classes terapéuticas, parenterais,
que incluem heparina e seus derivados e derivados de hirudina, anticoagulantes orais, como
varfarina, etexilato de dabigatrana e rivarobaxana.

A heparina e seus derivados como heparina de baixo peso molecular (HBPM) e o
fondaparinux, sdo compostos que ativam a antitrombina. A antitrombina € um polipeptideo
glicosilado que degrada os fatores da coagulacao, levando a redugédo da concentragdo de
trombina. Como resultado final, tém-se uma reducdo atenuada na formagéo de fibrina e
dissipacao do trombo formado. O sangramento € o principal efeito colateral presente nestes
farmacos (Brunton et al., 2012).

A lepirudina, desirudina, e bivalirudina sdo farmacos derivados da hirudina, um
polipeptideo encontrado nas glandulas salivares da sanguessuga. Esses compostos inibem
a coagulacao por atuar como antagonistas de trombina e apresentam altas taxas de
sangramento como efeito adverso (Brunton et al., 2012).

A vitamina K encontrada em frutas e hortalicas constitui um papel importante na
coagulagédo sendo fundamental para a sintese hepatica da pro-trombina e fatores da
coagulagao (VII, IX e X). Durante o metabolismo a vitamina K é reduzida para sua forma
ativa (hidroquinona) pela enzima vitamina K redutase. A varfarina € um anticoagulante oral
derivado de cumarinas e antagonista da vitamina K. A varfarina inibe a enzima vitamina k
reduatase bloqueando a redugdo do epdxido em hidroquinona, sua forma ativa. O
sangramento também o principal efeito adverso da varfarina (Range et al., 2012).

O etexilato de dabigatrana (antagonista de trombina) e rivaroxabana (inibidor do fator
Xa) sao anticoagulantes orais destinados para prevengdo de trombose em pacientes
submetidos a cirurgias de quadril e joelho. Estudos mostraram que os farmacos foram
superior a varfarina na prevencdo de acidente vascular cerebral com menor risco e

sangramento (Range t al., 2012).
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1.4.3 Farmacos antiagregantes plaquetarios

A terapia antiagregante plaquetaria € composta por diversas classes de farmacos que
incluem antagonistas de integrina allbB3, antagonistas de trombina, inibidores da
biossintese de tromboxanos e antagonistas de receptor P,Y q..

A classe de inibidores de integrina allb@, receptor do fibrinogénio e do fvW, agem
inibindo agregacgao plaquetaria induzida por qualquer agonista e, por isso, essa classe é
constituida pelos antiplaquetarios mais potentes disponiveis, como o tirofibano (1). Esses
farmacos apresentam baixa biodisponibilidade oral limitando a utilizagdo por via parenteral.
Apresentam ainda e efeitos adversos graves como elevadas taxas de sangramento (Figura
3) (HAMILTON, 2009).

O ximelagatran (2) € um antagonista dos receptores de trombina que se mostra mais
potente que o AAS, mas apresenta elevada taxa de hepatotoxicidade (Figura 3) (HO e
BRIGHTON, 2006). Um inibidor reversivel de receptores de trombina foi descoberto, o
vorapaxar (3) (Figura 3). No periodo de 2007-2009 este composto passou por estudos de
fase clinica Ill financiado pela Merck®, onde um total de 26.449 pacientes com histérico de
eventos cardiovasculares foram tratados. Nestes pacientes, o vorapaxar diminuiu os ricos de
eventos isquémicos, mas apresentou elevada taxa de sangramento quando comparado com
pacientes que receberam placebo (CHACKALAMANNIL et al., 2008; MORROW et al.,
2012).

Entre os antagonistas do receptor de ADP (P,Y,) disponiveis na terapia temos: a
ticlopidina (4), clopidogrel (5), prasugrel (6) e cangrelor (7) (Figura 3). A ticlopidina inibe
irreversivelmente esse receptor e seu uso clinico esta restrito devido ao surgimento de
neutropenia e trombocitopenia em alguns individuos. O clopidogrel e prasugrel sao
pertencentes a classe das tienopiridinas, e sado utilizados como agentes antitrombdéticos
(HAMILTON, 2009). O cangrelor é um analogo de adenosina trifosfato, um antagonista
natural de receptores P,Y,. Este farmaco é administrado intravenosamente, exibindo um
rapido inicio de agédo (2 horas). No periodo de 2010-2012, o cangrelor foi submetido a
estudos de fase clinica lll, avaliando um total de 11,145 pacientes com riscos de doencgas
cardiovasculares, o qual demonstrou uma diminuicdo no desenvolvimento de eventos
isquémicos e trombose (DEEPAK et al., 2013).

O AAS (8) é um dos farmacos mais utilizados na aterotrombose para inibicdo da
agregacéo plaquetaria. Estima-se que somente nos Estados Unidos, mais de 50 milhdes de
pessoas, que correspondem a 36% da populagdo adulta, administrem cerca de 10-20

bilhdes de comprimidos regularmente por ano (Figura 3) (CAMPBELL et al.,2007).
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O AAS inibe irreversivelmente a enzima COX-1 impedindo a formagao de TXA, nas
plaguetas ativadas. Especificamente, o AAS realiza uma acetilagdo a um residuo de serina
(Ser529) presente na COX-1 das plaquetas impedindo a ligagdo do acido araquidénico ao
sitio catalitico (Tyr385) (TANTRY et al., 2009).

O AAS apresenta efeitos colaterais como ulceragdo gastrica e sangramento devido
seu uso em longo prazo. Tais efeitos colaterais sdo atribuidos a capacidade fibrinolitica,
sendo que o AAS diminui as concentragdes dos inibidores de plasminogénio-1, aumentando
a atividade de plasmina (BUCZKO, et al., 2003). Estudos ainda apontam que o risco de
eventos cardiovasculares em pacientes que usam AAS ¢ alto, em torno de 8-18%. Esse
dado sugere que o efeito antiagregante plaquetario do AAS pode nao ser equivalente em
todos os pacientes e que a diminuicdo na resposta a terapia com AAS esta associado com
aumento dos riscos de eventos aterotrombéticos (PORTNARY et al., 2005).

A auséncia de resposta a terapia com antiagregantes plaquetarios tem sido
denominada na literatura como “resisténcia”’. Varios estudos corroboram que muitos
individuos apresentam ‘resisténcia” ao AAS, nao respondendo a terapia adequadamente
(SHARMA et al.,, 2009). Evidéncias indicam que pacientes “resistentes” ao acido
acetilsalicilico tem entre quatro a cinco vezes mais chances de apresentar um evento
aterotrombdético (BRISTER e BUCHANAN, 2009).
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Figura 3. Farmacos utilizados na terapia antiagregante plaquetaria
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1.4.4 Espacador N-acilhidrazona usado como antiagregante plaquetério

A subunidade N-acilhidrazona é considerada uma estrutura privilegiada devido o
amplo espectro de atividades biolégicas como, por exemplo, anticonvulsivante,
antimicrobiana, antitumoral, antitrombdética, analgésica, anti-inflamatéria e antiagregante
plaquetaria (ROLLAS e KUCUKGUZEL, 2007; LIMA et al., 2008; BARREIRO et al., 2002).
Diversos estudos tém demonstrado que a presenca desta subunidade confere aos
compostos aumento na atividade antiagregante plaquetaria em ensaios de indugdo de
agregacéo por acido araquidénico e fator de agregacgao plaquetaria (BARREIRO e FRAGA,
1999; SILVA et al., 2002; MIRANDA et al., 2003; ZAPATA-SUDO et al., 2003).

Alguns farmacos sao comercializados contendo em sua estrutura a subunidade N-
acilhidrazona, a exemplo do dantroleno (10) e nitrofural (11) (WARD et al., 1986; CHUNG et
al., 2003). Entretanto, na literatura podemos encontrar diversos exemplos de moléculas
contendo essa subunidade.

Derivados de dantroleno foram sintetizados a fim de se avaliar a capacidade da
inibicdo de agregacgao de plaquetas, e 0 composto LASSBi0-1221 (12) apresentou-se como
potente inibidor da via do AA para esta atividade (Figura 4). A investigacdo da contribuicdo
da subunidade N-acilhidrazona como antiagregante plaquetario levou a obtengcdo da
estrutura LASSBio 785 (9) com agado potencializada desta atividade, uma vez que o
composto inibiu a formagdo de TXA, na cascata do AA e a agregacdo de plaquetas
induzida por colageno (KUMMERLE, 2005; BRITO, 2005).

O provavel mecanismo proposto para a atividade antiagregante dessa subunidade
farmacoférica tem sido relacionado ao melhor reconhecimento pela COX-1 e
consequentemente melhor perfil de inibicdo da enzima reduzindo a formacdo de TXA,
(FRAGA et al., 2000). Outra proposta mecanistica baseia-se na propriedade quelante da
subunidade N-acilhidrazona que tem sido associada com o sequestro de calcio intracelular
das plaquetas interferindo no processo de ativagcdo e agregacgido. Essa foi a proposta
mecanistica para descrever a atividade antiagregante das moléculas como LASSBio-2 (13)
e LASSBIio-160 (14) (Figura 4) (TODESCHINI et al., 1998).
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Figura 4. Compostos antiagregantes plaquetarios contendo o espacador N-acilhidrazona

1.4.5 Heterociclicos aromaticos: 1,2,5-oxadiazol-2-N-6xido doadores de 6xido nitrico

Compostos heterociclicos aromaticos de anéis de cinco membros contendo um atomo
de oxigénio e dois de nitrogénio sdo chamados de oxadiazdis. Os oxadiazbis sao
encontrados na forma de quatro isbmeros, 15, 16, 17 e 18 (Figura 5). O isdmero 1,2,5-
oxadiazol (17), ou também conhecido como furazana, teve seu estudo iniciado na quimica
organica em 1857 quando Kekulé sintetizou o primeiro composto contendo esta subunidade
(GASCO e BOULTON, 1981; ARORA et al., 2013).
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1,2,3-oxadiazol  1,2,4-oxadiazol 1,2 5-oxadiazol 1,3,4-oxadiazol
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Figura 5. Formas isoméricas de oxadiazois

A furazana é encontrada como uma molécula planar e possui sua densidade eletrénica
concentrada sobre os heteroatomos (Figura 6A). O efeito indutivo permite que os atomos de
carbono tenham menor densidade eletrébnica, fornecendo a molécula maior reatividade
frente a nucledfilos (SLIWA, 1984).

Os furoxanos sao analogos de furazanas com a presenca de um N-6xido em sua
estrutura, sendo entdo conhecidos quimicamente como 1,2,5-oxadiazol-2-N-6xido. Assim

como as furazanas, apresentam baixa reatividade frente a eletréfilos, e podem sofrer reagao
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de substituicdo nucleofilica aromatica dependendo da substituicdo na cadeia lateral
(GASCO e BOULTON, 1981).

Diferentemente das furazanas, os furoxanos apresentam capacidade de isomerizacao,
também conhecido como equilibrio tautomérico, e este fenbmeno tem sido estudado
utilizando-se técnicas como RMN de 'H, "*C, N e cristalografia (Figura 6). O tautomerismo
envolve o 1,2-dinitroso como intermediario, sendo que os furoxanos requerem alta energia
para sua interconversdo (CERECETTO e PORCAL, 2005).

R2 R1 R2 R1 R R R2 R1
2 1

X ) \<|\T — . =< T

NN N.gN-or ON NO 0NN

(A) (B)

Figura 6. Estrutura de furazana (A) e equilibrio tautomérico de furoxanos (B) (Cerecetto e
Porcal, 2005).

Os furoxanos sao estruturas de grande interesse na Quimica Farmacéutica &
Medicinal, e nos ultimos anos tem sido muito utilizados como protétipos para obtencéo de
novos compostos ativos. Um amplo espectro de atividades biolégicas foi relatado por
compostos contendo a subunidade 1,2,5-oxadiazol-2-N-6xido como atividade antimalarica
(GALLI et al., 2005), antimicrobiana (CALVINO et al., 1980), antichagasica (CERECETTO et
al., 1999), antineoplasica (BOZZO et al., 2009), antiagregantes plaquetarios (CENA et al.,
2003) e propriedades vasodilatadoras (DEL GROSSO et al., 2005; FRUTTERO et al.,1997;
CENA et al.,, 2004). Essas atividades farmacoldgicas sao relacionadas em parte a
capacidade de doagéao de 6xido nitrico (NO) pelo anel furoxanico (CERECETTO e PORCAL,
2005).

A investigagcao da propriedade antiagregante plaquetaria de furoxanos (20) (Figura 7)
foi realizada por Civelli e colaboradores, os quais relataram a inibicdo da agregagao induzida
por ADP, colageno, fator de ativacao de plaquetas, além de aumentar os niveis de GMPc
(CIVELLI et al., 1994). Apds esses dados, diversos outros compostos derivados do anel
furoxanico foram obtidos e avaliados como antiagregante plaquetarios, como 21 (SORBA et
al., 1996), 22 e 23 (CENA et al., 2002) e 24 (Figura 7) (DELL GROSSO et al., 2005).

A sintese de pro-farmacos entre acido acetilsalicilico e furoxanos (25 e 26) é descrita
na literatura. Esses compostos inibiram a agregacao plaquetaria em plasma humano e
apresentaram atividade anti-inflamatéria sem os efeitos gastroulcerativos presentes no AAS
(Figura 7) (CENA et al., 2003; LAZZARATO et al., 2011).
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Figura 7. Compostos derivados de 1,2,5-oxadiazol-2-N-6xido antiagregantes plaquetarios

1.5 Hibridagdo molecular na obtenc&o de novos compostos antiagregantes

plaquetérios

Entre os métodos de descoberta de novos farmacos a modificagdo molecular se
mostra como uma das mais promissoras (WERMUTH, 2004). Entre os processos de
modificagdo molecular destacam-se: hibridacao, latenciagao, bioisosterismo entre outros
(SANTOS, 2009). A hibridagdo € um processo de modificagdo molecular caracterizado pela
conjugacgao de caracteristicas estruturais definidas de dois compostos bioativos distintos em
uma unica molécula. Essa estratégia tem sido empregada para obtencdo de diversos
farmacos disponiveis no mercado e mostra-se atraente e promissora para identificacdo de
novos protétipos (STRUPEZEWSKI, 1991).

Os farmacos disponiveis atualmente como antiagregantes plaquetarios inibem apenas
uma via de ativacao de plaquetas, entretanto outros mediadores atuam ativando o efeito
agregante como, por exemplo, adenosina difosfato (ADP), trombina, colageno, TXA, e fator
de agregacao plaquetaria (PAF). Como as vias para ativacao da agregacao plaquetaria sao
multiplas, a estratégia farmacoldgica que atua inibindo apenas uma uUnica via ndo podera

prevenir a ocorréncia de todos os eventos trombdéticos (TRANTRY et al., 2009). Assim,
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estratégias terapéuticas que atuam simultaneamente em mais de um alvo dentro das
plaguetas possuem maior probabilidade de apresentar a acdo multipla desejada.

Lima e colaboradores (2008) sintetizaram uma série de compostos obtidos por
hibridagdo molecular entre o ximelagatran e arilsulfonatos com importantes propriedades
antitrombadticas e antiagregante plaquetaria. O tratamento prévio com dois dos compostos
(27 e 28) (Figura 8) avaliados em modelo de trombose in vivo foi capaz de aumentar a
sobrevivéncia de camundongos em 80% (LIMA et al., 2008).

Usando a estratégia de hibridagdo molecular, em nosso grupo de pesquisa Rosseto
(2011) sintetizou uma série de novos derivados do AAS espacgados pela subunidade N-acil
hidrazona com propriedades doadoras de NO (29 e 30). Esses compostos demonstraram
pequena capacidade de doacdo de oxido nitrico, entretanto, foram capazes de inibir a
agregacao de plaquetas induzidas pelo ADP, além de demonstraram atividade analgésica e

anti-inflamatdria sem efeito gastroulcerante (Figura 8) (resultados ndo publicados).
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Figura 8. Compostos antiagregantes plaquetarios obtidos por hibridagdo molecular
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2 PLANEJAMENTO ESTRUTURAL

Utilizando a estratégia de hibridagdo molecular, foi planejada uma nova série de

compostos derivados do acido acetilsalicilico contendo trés subunidades farmacofdéricas: a)

do farmaco acido acetilsalicilico utilizado como antiagregante plaquetario, o qual é um

inibidor da formacao de TXA,, representado pela subunidade A; b) espacador contendo a

subunidade N-acilhidrazona, descrita como antiagregante plaquetaria (B); c¢) e o nucleo

furoxanico C como doador de oxido nitrico, capaz de inibir a agregacdo de plaquetas

(Esquema 1).
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Esquema 1. Compostos planejados por hibridagdo molecular

O objetivo do planejamento estrutural é obter compostos derivados do acido

acetilsalicilico, mais potentes e seguros para serem usados como antiagregantes

plaquetarios.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Este trabalho visa o desenvolvimento de novos compostos para tratamento e
prevencao da aterotrombose através do planejamento, sintese e avaliagao farmacolégica de
novos candidatos a farmacos derivados do acido acetilsalicilico com propriedades doadoras

de 6xido nitrico, contendo a subunidade N-acilhidrazona.

3.2 Objetivos especificos

e Sintese, isolamento e caracterizac&o estrutural dos compostos hibridos (a-i);
¢ Avaliagao da capacidade doadora de éxido nitrico pelos compostos hibridos (a-i);
¢ Avaliagado da atividade antiagregante plaquetaria induzida por ADP

pelo compostos hibridos (a-i);

¢ Avaliagao do tempo de sangramento dos compostos hibridos (a-i);
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Reagentes e solventes

Os reagentes e solventes utilizados no procedimento de sintese e purificagdo foram
adquiridos comercialmente da Sigma Aldrich® e Merck®. Os reagentes e solventes foram:
tiofenol, acido monocloracético, NaOH, agua destilada, tetrahidrofurano, NaH, acetato de
etila, etanol, acido acético, peroxido de hidrogénio 30%, acido nitrico fumegante, 2-hidroxi-
benzaldeido, 3-hidroxi-benzaldeido, 4-hidroxi-benzaldeido, trietilamina, DBU, diclorometano,

hexano, dimetilsulféoxido hexadeuterado e cloroférmio deuterado.

4.2 Métodos Analiticos

4.2.1 Cromatografia em Camada Delgada (CCD)

Para realizagao da cromatografia em camada delgada analitica (CCD) foram utilizadas
cromatoplacas de gel de silica em folhas de aluminio de 250 um (Whatman®), e a fase
movel foi estabelecida para cada composto analisado. Apds eluicdo das cromatoplacas,
estas foram visualizadas em camara de luz ultravioleta, nos comprimentos de onda 254 e
365 nm.

4.2.2 Cromatografia em Coluna de Fase Normal (CC-FN)

Na purificacdo por cromatografia em coluna de fase normal, empregou-se como
suporte cromatografico gel de silica com tamanho de particula de 40-60 um (“Flash”),
(Across Organics®), sendo esta suspensa em hexano e em seguida transferida para uma
coluna de vidro, mantendo-se o fluxo até sua estabilizacido e empacotamento completo do

suporte cromatografico.

4.2.3 Ressonéancia Magnética Nuclear (RMN)

Os compostos tiveram suas estruturas moleculares determinadas por meio das
analises dos espectros de Ressonéncia Magnética Nuclear unidimensional de 'H, BC e
HOMODEC, e bidimensional, HETCOR e HETCOR-LR. Os espectros foram obtidos em

espectrometro Varian® INOVA 11,7 T operando a 300 MHz para os nucleos de 'H e 75 MHz
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para *C. Os solventes utilizados na solubilizacdo das amostras para a obtencdo dos
espectros foram dimetilsulféxido hexadeuterado (DMSO — dg) e cloroférmio deuterado
(CDCl5).

4.2.4 Espectrometria de Massas

Os compostos foram analisados via espectrometria de massas com ionizagdo por
eletrospray. Os espectros foram obtidos no modo positivo através do espectrémetro modelo
micrOTOF ESI-TOF (Bruker Daltonics, Billerica, MA, EUA). Os compostos foram
introduzidos no espectrémetro através de bomba de infusdo modelo Cole Parmer, a um
fluxo de 300 uL/h. Os espectros foram adquiridos na faixa de 200 a 800 m/z e acumulado
por 60 segundos. As condicbes gerais do equipamento durante as analises foram voltagem
do capilar de 4,5 kV, voltagem do cone de 120 V, temperatura de dessolvatagdo 180°C. O

equipamento foi previamente calibrado utilizando se uma solugdo de NA-FTA 100 mg/mL.

4.2.5 Espectrofotometria no Infravermelho

Os compostos tiveram seus grupos funcionais identificados por analises realizadas por
espectrofotometria na regido do infravermelho. Os espectros foram adquiridos em
Espectrofotdmetro Shimadzu® Prestige-R, os quais foram gerados em % Transmitancia x
Frequéncias de absorgao na regido de 400-4000 cm™. Pastilhas de KBr foram utilizadas no

preparo de amostras para o obtengao dos espectros.
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4.3 Metodologia sintética

Os compostos foram obtidos conforme representado no esquema geral da sintese
divergente proposta (Esquema 2). Esta sintese pode ser dividida em trés métodos gerais: 1)
sintese dos derivados furoxanicos funcionalizados; 2) sintese do espacador N-
acilhidrazénico; 3) acoplamento com acido acetil salicilico para obtencdo dos compostos

hibridos finais. A seguir é detalhada cada uma destas etapas.

1) Sintese dos derivados furoxanicos

O n /O/ O\\
S a S\)J\ H b -S- \)J\OH c S S
) O ) ) /r \I \/ A\

2) Sintese do espacador N-acilhidrazona l d)

e)

(0] o O\\S
_NH, - A
| X H H\n)© 7—</ \ +O
Y&~ N\ ,N~o—
HO o,m,p O omp (0]

3) Sintese dos compostos hibridos finais

oy f i R
) ) N N’N\ O
| H N.N-o
on P H omp O
o,m,p
0
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| X SN Ns N7/ \<N+O
U, H omp o O
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a = tiofenol, NaOH, H,0, ac. monocloroacético, refl., 2h; b) = ac. feniltioacético, ac. acético, H,0,, t.a, 48h;
¢) = ac. fenilsulfonilacético, ac. acético, ac. nitrico fumegante, refl., 1h; d) = hidroxi-benzaldeidos, DBU, DCM,
bisaril-sulfonilfuroxano, t.a., 2h; e) = derivados furoxanicos, HAc, EtOH, hidroxi-benzidrazidas, t.a., 12h;

f) = 1: AAS, DCM, EDC, DMAP, 0° C., 20min; 2: espagador N-acilhidrazona, 0° C, 8h

Esquema 2. Metodologia geral para obtengdo dos compostos hibridos finais
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4.3.1 Sintese do furoxano (3,4-bisaril-sulfonilfuroxano)

O 3,4-bisaril-sulfonilfuroxano (34) foi sintetizado em trés etapas segundo metodologias
descritas por Farrar (1964): a) obtencdo do acido feniltioacético (32) através de tiofenol e
acido cloroacético em meio basico; b) oxidagédo do acido feniltioacético em acido fenilsulfonil
acético (33) por peroxido de hidrogénio 30% na presenga de acido acético; c) obtencéo do
furoxano 3,4-bisarilsulfonilfuroxano (34) a partir do acido fenilsulfonil acético na presenca de

acido acético e acido nitrico fumegante (Esquema 3).
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a) tiofenol (31), NaOH, H,0, ac. cloroacético, t.a., 2h; b) ac. feniltioacetico (32), ac. acético, perdxido de hidrogénio 30%,
t.a., 48h; c) ac. fenilsulfonil acético (33), ac. acético, ac. nitrico fumegante, t.a., 1h

Esquema 3. Etapas sintéticas para preparagao do furoxano (3,4-bisaril-sulfonilfuroxano)

a) Em baldo reacional, adicionou-se 9,3 mL de tiofenol (31) (90,7 mmol) em 40 mL de
agua destilada. Em seguida, adicionou-se 7,6 g de hidroxido de sédio (190,60 mmol) e
agitou-se por 5 minutos- Posteriormente, adicionou-se 9,4g de acido monocloroacético
(99,84 mmol). A mistura reacional foi mantida sob agitagdo e aquecimento a 110°C por
duas horas. Apos, esse tempo, o precipitado branco formado (32) foi filtrado a vacuo e

lavado com agua gelada.

b) Em um baldo reacional, 5,0 g do acido feniltioacético (32) (29,75 mmol) foram
adicionados em 40 mL de acido acético e 12 mL de peréxido de hidrogénio 30% (4
equivalentes). A mistura reacional foi mantida sob agitagdo a temperatura ambiente
por 48h. Apds esse tempo, a mistura reacional foi extraida com acetato de etila (5 x 30
mL), e sobre a fase orgéanica obtida foi adicionado NaSO, anidro, o qual foi submetido
a filtracdo simples. O filtrado foi reduzido por evaporador rotatério para obtencéo de

um precipitado branco, o acido fenilsulfonil acético (33).
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c) Em um baldo reacional, 3,2 g do acido fenilsulfonilacétido (33) (16 mmol) foram
adicionados em 10 mL de acido acético mantendo a temperatura a 0° C. Em seguida,
5 mL de acido nitrico fumegante a 0 °C foram adicionados gota a gota. A reacao foi
mantida sob agitacdo por 5 minutos a 0 °C, e em seguida foi mantida sob agitacao por
1h sob aquecimento a 110 °C. Apds esse tempo o0 meio reacional foi resfriado em
banho de gelo, e o precipitado formado foi filtrado a vacuo e cristalizado em etanol. O
produto obtido foi novamente filtrado a vacuo e lavado com agua gelada para obter o

3,4-bisaril-sulfonilfuroxano (34).

4.3.2 Planejamento para sintese dos derivados furoxanicos

Os derivados furoxanicos foram sintetizados de acordo com metodologias descritas
por Fang e colaboradores (2007). Oito procedimentos foram otimizados com diversos
catalisadores e solventes organicos, a fim de estabelecer a melhor condicdo reacional para
obtengdo dos derivados furoxanicos. Para todos os procedimentos, os reagentes de partida
e condi¢bes reacionais foram: 4-hidroxi-benzaldeido (37), 3,4-bisaril-sulfonilfuroxano (34), 2h

e t.a (Esquema 4; Tabela 1).

O
\\
" \O
o m,p (0] O
O O (35-37) 0, m,p
34 (38-40)

Esquema 4. Esquema geral de sintese na obten¢éo dos derivados furoxanicos

Tabela 1. Procedimentos utilizados para a sintese dos derivados furoxanicos

Procedimentos  Catalisador Solvente
1 NaOH THF
2 NaOH DCM
3 NaH THF
4 NaH DCM
5 Et;N THF
6 Et;N DCM
7 DBU THF
8 DBU DCM
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1)

3)

5)

7)

ou 2) Em um baldo reacional, 500mg (4,1 mmol) de 2-, ou 3-, ou 4-hidroxi-
benzaldeido (37) foi adicionado em 15 mL de THF ou diclorometano (DCM) na
presenca de uma solucdo NaOH 50% (4,1 mmol). A reacdo foi agitada por 15
minutos a temperatura ambiente. Em seguida 1,464g (4,1 mmol) de 34 foram
adicionados e a reagdo mantida sob agitagdo a temperatura ambiente por 1h. Apdos
esse tempo, o solvente foi removido em evaporador rotatério e a mistura reacional
analisada por CCD utilizando-se como fase uma proporcdo de hexano:acetato de
etila 8:2.

ou4) Em um baldo reacional, 500mg (4,1 mmol) de 2-, ou 3-, ou 4-hidroxi-
benzaldeido (37) foi adicionado em 15 mL de THF anidro ou DCM na presenca de
NaH (4,1 mmol). A reacgao foi agitada por 15 minutos a temperatura ambiente em
atmosfera de N,. Em seguida 1,5 g (4,1 mmol) de 34 foram adicionados e a reagao
mantida sob agitacdo a temperatura ambiente por 1h sob atmosfera de N,. Apds
esse tempo, o solvente foi removido em evaporador rotatério e a mistura reacional
analisada por CCD utilizando-se como fase uma propor¢gao de hexano:acetato de
etila 8:2.

ou 6) Em um balao reacional, foram adicionados 400 mg (3,3 mmol) de 2-, ou 3-, ou
4-hidroxi-benzaldeido (37) em 15 mL de THF ou DCM na presenca trietilamina (3,3
mmol), e a reagdo mantida sob agitagdo por 15 minutos. Em seguida, foi adicionado
19 (2,73 mmol) de 34 e a reagao mantida sob agitacdo por 2h em temperatura
ambiente. Apds esse tempo, o meio reacional foi diluido em 50 mL de DCM e lavado
com solugdo saturada de K,CO; (5 x 30 mL). Logo, adicionou-se NaSO, anidro a
fase orgénica, e em seguida a mesma foi filtrada e removida em evaporador
rotatério. O produto obtido foi analisado por CCD utilizando-se como fase moével
DCM:hexano (5:5).

ou 8) Em um balao reacional, foram adicionados 400 mg (3,3 mmol) de 2-, ou 3-, ou
4-hidroxi-benzaldeido (37) em 15 mL de THF ou DCM na presenc¢a DBU (3,3 mmol),
€ a reagado mantida sob agitacao por 15 minutos. Em seguida, foi adicionado 1g (2,73
mmol) de 34 e a reagdo mantida sob agitagdo por 2h em temperatura ambiente.
Apds esse tempo, o meio reacional foi diluido em 50 mL de DCM e lavado com
solugédo saturada de K,CO; (5 x 30 mL). Logo, adicionou-se NaSQO, anidro a fase

organica, e em seguida a mesma foi filtrada e removida em evaporador rotatério. O
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produto obtido foi analisado por CCD utilizando-se como fase uma proporcao de
DCM:hexano 5:5.

4.3.3 Purificacao dos derivados furoxanicos

Os meios reacionais (1,3 g) obtidos pelos procedimentos sintéticos de 1-8 (item
4.6.3.2) foram submetidos a purificacdo por CC-FN (5 x 3 cm), utilizando-se um gradiente de
eluicdo de DCM:hexano nas proporgdes 5:5, 6:4, 7;3, 8:2, 9:1 e DCM 100%. O volume de
cada eluente foi de 3 x o volume morto calculado, o qual foi eluido com auxilio de ar
comprimido, e as fragbes foram coletadas com volume de 30 mL. As fragbes foram
analisadas por CCD e reunidas de acordo com o grau de pureza e o fator de retencéo (Ry),
além de serem reveladas com o reagente Brady (2,4-dinitrofenilhidrazina), revelador para

compostos carbonilicos, a exemplo do grupo funcional aldeido.

4.3.4 Sintese dos espagadores N-acilhidrazonas

Uma série de seis espacadores N-acilhidrazonas foi sintetizada através da reacao de
condensacao dos derivados furoxanicos 39 e 40 e 2-, ou 3-, ou 4-hidroxi-benzidrazidas (41-

43) em meio etandlico catalisado por acido (LIMA et al., 2008; Esquema 5).
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Esquema 5. Esquema geral para obtenc&o dos espacadores N-acilhidrazonas

Em um balao reacional, 300 mg dos derivados furoxanicos 39 ou 40 (0,86 mmol) foram
solubilizados em 15 mL de EtOH na presenga de acido acético (5 gotas), e a mistura foi
agitada por 15 minutos a temperatura ambiente. Em seguida adicionou-se 105 mg de 2-, ou
3-, ou 4-hidroxi-benzidrazidas 41-43 (0,86 mmol) e a reagédo foi agitada por 12h em
temperatura ambiente. Apds esse periodo, a solugéo foi resfriada em banho de gelo e o
precitado foi filtrado a vacuo para obter os compostos de 44-49. Os compostos foram

analisados por CCD utilizando como fase movel hexano:acetato de etila (5:5.
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4.3.5 Sintese dos compostos hibridos finais

Dois compostos hibridos finais foram sintetizados a partir de uma reacdo de

esterificacdo entre o acido acetilsalicilico (50) e os espag¢adores N-acilhidrazonas 45 e 49,

segundo metodologias adaptadas de Hassner e Alexanier (1978) (Esquema 6).
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Esquema 6. Esquema geral para obtengdo dos compostos hibridos 51 e 52

Em um baldo reacional, 65 mg de AAS (50) (0,36 mmol) foram solubilizados em 10 mL

de diclorometano destilado a 0° C. Em seguida, 56 mg de EDC (0,36 mmol) foram

adicionados, e a reagao permaneceu em agitagdo 0° C por 20 minutos. Apds esse tempo, a

reagao foi monitorada por CCD (hexano:acetato de etila 5:5). Logo apds, 4,4 mg de DMAP

(0,036 mmol) foram adicionados e a reacgéao foi agitada a 0° C por 10 minutos. Em seguida,

os espacgadores N-acilhidrazonas 45 ou 49 (0,36 mmol) foram acrescentados e a reagao

permaneceu sob agitagdo a 0° C por 8 horas. Ao final, o meio reacional obtido foi seco em

evaporador rotatério e submetido a purificagcdo em gel de silica C-18, utilizando-se como

fase movel gradientes de metanol:agua nas proporgdes 5:5, 6:4, 7:3, 8:2 ¢ 9:1.
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4.3.6 Purificacdo dos compostos hibridos 51 e 52

Os meios reacionais (170 mg) contendo os compostos 51 e 52 foram submetidos a
purificacdo por cromatografia em coluna de fase reversa (CC-FR, 15 x 2 cm), utilizando-se
como fase estacionaria gel de silica C-18, e como fase moével, um gradiente de
metanol:agua nas proporgdes 6:4, 7:3, 8:2 e 9:1.0 volume de cada eluente foi de 3 x o
volume morto calculado, o qual foi eluido com auxilio de sistema de vacuo, e as fragdes
foram coletadas com volume de 12 mL. As fragcdes foram analisadas por CCD utilizando
como fase mével uma proporgado de hexano:acetato de etila 1:1, as quais foram reunidas de
acordo com o grau de pureza e o fator de retencéo (R;). Para as fragdes reunidas, o excesso
de metanol foi removido em evaporador rotatério, e a fragdo aquosa submetida a extracéo
liquido-liquido com diclorometano (5 x 25 mL). Na fracdo organica obtida, foi adicionado
NaSO, anidro, e a solugéao foi filtrada por filtragdo simples. Logo apés, o diclorometano foi

removido em evaporador rotatério para obtengdo dos compostos 51 e 52.

4.4 Avaliacdo inibitéria da agregacdo plaguetaria

O ensaio de inibicdo da agregacao plaquetaria foi realizado em colaboragao com a
Prof. Sisi Marcondes e a Dra. Maria Elisa Lopes Pires, na Faculdade de Medicina da

Universidade Estadual de Campinas — Unicamp, Departamento de Farmacologia.

4.4.1 Obtencédo das plaguetas lavadas

O sangue dos ratos controles ou tratados com LPS foi coletado em ACD-C (citrato de
sédio 12.4 mM, &cido citrico 13 mM e glicose 11 mM) (9:1 v/v). Primeiramente o PRP foi
obtido por centrifugagdo do sangue total a 200 g em temperatura ambiente por 15 min. Em
seguida, o tampao de lavagem (NaCl 140 mM, KCI 0.5 mM, citrato trisédico 12 mM, glicose
10 mM e sacarose 12.5 mM, pH 6) na proporgado 7:5 (tampao/plasma) foi adicionado ao
PRP e centrifugados por 13 min a 800 g. O precipitado plaquetéario foi ressuspenso em
tampao de lavagem e novamente centrifugado a 800 g por 13 min. Finalmente, as plaquetas
foram ressuspensas em solugdo de Krebs-Ringer desprovida de Ca* e o numero de
plaquetas foi ajustado para 1,2 x 10 plaquetas/ml através de contagem manual utilizando-se
camara de Neubauer. Ao final, foi adicionado cloreto de calcio a suspenséao plaquetaria para

uma concentragao final de TmM.
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4.4.2 Agregacao Plaquetéaria

A solucdo de plaquetaria (400ul) foi transferida para a cubeta de agregacao e levada
ao agregdbmetro de 2 canais (Chrono-log Lumi-Aggregometer model 560-Ca, Havertown, PA,
EUA). O aparelho foi calibrado para 0% (suspenséo de plaquetas lavadas) e 100% (solugéo
de Krebs-Ringer). As plaquetas foram incubadas com os compostos 44-49 (10uM) ou com
DMSO 0,1% por 3 minutos antes da adicdo de ADP (10uM). A agregacéo foi monitorada por

10 min.

4.5 Avaliacdo do tempo de sangramento

O tempo de sangramento dos espagadores N-acilhidrazona 44-49 foram avaliados
utilizando-se método de Kung et al., 1998. Uma incisdo de 2 mm na cauda de camundongos
machos (Swiss) foi realizada e o sangue foi coletado em papel de filtro em intervalos de 10
segundos até a parada do sangramento.

Os camundongos foram previamente anestesiados antes da incisdo por cetamina
(150mg/Kg). Os compostos sintetizados e o acido acetilsalicilico (controle positivo) foram
administrados por via oral 60 min. antes da incisdo em uma concentragdo de 100umol/Kg,
utilizando-se como veiculo gel de carboximetilcelulose (CMC). Como controle negativo foi

utilizado somente CMC.

4.6 Avaliacao indireta da capacidade doadora de 6xido nitrico

Os espacadores N-acilhidrazonas 44-49 foram avaliados quanto a sua capacidade de
doagao de 6xido nitrico. A metodologia utilizada segue a descrita por SORBA et al., 1997,
pela quantificacdo de nitrito liberado. O NO em solugado apresenta um curto tempo de meia-
vida devido sua rapida oxidacdo em nitritos e nitratos, por isso a quantificacdo de nitrito é
uma forma indireta de mensurar a capacidade de doacao de 6xido nitrico pelos compostos.

Solugéo dos respectivos compostos (20 pyL) em DMSO foi adicionada a tubos
contendo 2 mL de tampao fosfato 50 mM (pH 7,4) na auséncia e na presenga de 5 mM de
cisteina. Estas solugdes foram mantidas sob temperatura de 37 °C durante 1 hora.
Posteriormente, essas solug¢des foram tratadas com 500 uL do reagente de Griess. Apos 10
minutos a temperatura ambiente, mediu-se a absorbancia em 540 nm. Os experimentos
foram realizados em ftriplicata e repetidos 5 vezes em dias distintos. Os resultados foram
expressos como porcentagem nitrito (NO»-) mol/mol £ erro padrao da média, calculados pela
relacdo entre nimero de mol de NO, detectado e numero de mol dos respectivos

compostos em estudo, multiplicado por 100.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Sintese do furoxano (3,4-bisaril-sulfonilfuroxano)

O 3,4-bisaril-sulfonilfuroxano (34) foi obtido atraves de trés etapas sintéticas, no qual a
primeira tem-se a formacdo do acido feniltioacético por uma reacdo de substituicdo
nucleofilica bimolecular (SN;) entre tiofenol e acido cloroacético. A reagao ocorre quando o
nucledfilo (tiofendxido) ataca o carbono que sustenta o haleto de alquila, levando a formacéao
do estado de transigdo com ligacdo S-C parcialmente formada, e ligagdo CI-C parcialmente
rompida. A medida que a ligagdo S-C que forma, o grupo abandonador deixa a estrutura
levando o par de elétrons (Esquema 7). O &cido feniltioacético € obtido como sdlido branco

com rendimento de 97% e faixa de fusao entre 60-61° C.

0 O

_ _ acido feniltioacético
acido cloroacético estado de transicéo

Esquema 7. Mecanismo de reagdo por SN? para formac&o do &cido feniltioacético

Na segunda etapa sintética (Esquema 3, item 4.6.1), o acido feniltioacético (32) é
oxidado a sulfona (33) utilizando-se perdxido de hidrogénio 30% em excesso, com
rendimento de 90% (ponto de fusdo de 112° C). Santos (2009) demonstrou que a relacao
estequiométrica 1:1 de perdxido de hidrogénio 30% e acido feniltioacético levava a formacgao
de sulfoxido, explicando a necessidade do excesso de perdxido no meio reacional (Santos,
2009).

Em uma terceira etapa, o furoxano (3,4-bisaril-sulfonilfuroxano) (34) é obtido a partir
do acido fenilsulfonilacético (33) utilizando-se mistura de acido acético e acido nitrico
fumegante, com rendimento de 50%, e faixa de fusdo entre 140-142° C (Esquema 3, item
4.6.1).
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5.2 Planejamento para a sintese dos derivados furoxanicos

A presenca de trés heteroatomos no anel furoxanico permite que os carbonos C; e Cy
tenham menor densidade eletrénica podendo apresentar maior reatividade frente a
nucledfilos (Esquema 8). A presenca de substituintes com carater abandonador nas
posicoes C; e C4 permite que furazanas e furoxanos possam sofrer reagdes de substituicao
nucleofilica aromatica (SyAr). O ataque nucleofilico nessas posicdes leva ao rompimento de
uma ligacdo n e delocalizacao do par de elétrons, o qual é estabilizado pelo atomo de
nitrogénio presente nas posigcdes 2 e 5. No momento em que a aromaticidade é
reestabelecida o grupo abandonador é eliminado (Esquema 8).

Especificamente em furoxanos, o carbono que sustenta o grupo N-6xido é mais
blindado eletronicamente pelo efeito de ressonancia, efeito este que permite o ataque
nucleofilico ao carbono que ndo sustenta o N-Oxido (Esquema 8). Este efeito pode ser
comprovado por RMN de "*C, sendo que o carbono mais blindado apresenta &c 115,16 e o
carbono menos blindado 6¢ 155,67 ppm (Tabela 4, anexos 1 e 3) (FRUTTERO et al., 1997).
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+ —_—

Complexo de
Meisenheimer

Esquema 8. Mecanismo de SyAr em furoxanos

As reagbes de SyAr em furoxanos sdo bem estabelecidas na literatura, seja por
compostos alifaticos ou fendlicos (SORBA et al., 1996; FRUTTERO et al., 1997;). Fang e
colaboradores (2007) realizaram uma SyAr em 3,4-bisaril-sulfonil-furoxano (34) com

4-hidroxi-benzilalcool na presenga de solucdo de NaOH 50% para formacao do derivado
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furoxanico. Nesta reacdo a hidroxila fendlica é preferencialmente desprotonada devido seu
carater acido e maior estabilidade do ion fendéxido formado quando comparado com a
hidroxila do grupo alcool. Dessa forma, o ataque no sistema furoxanico ocorre pela hidroxila
fenolica (FANG et al., 2007).

A utilizagdo de NaOH 50% nos procedimentos 1 e 2 (item 4.6.3.2), levaram a formagéao
de um produto maijoritario que nao foi identificado como sendo o derivado furoxanico 40
(Figura 9). Aldeidos na presenca de NaOH (pH>13) pode levar a formacao de benzilalcoois
e acido benzéico por uma Reacdo de Adigdo Nucleofilica a Carbonila (Reacdo de
Canizzaro) (BRUICE, 2006), porém esses dados ndo foram confirmados por RMN de 'H.
Além disso, sugere-se a possivel formacao de um produto de decomposicdo devido o
ataque do hidréxido ("OH) ao nucleo furoxanico, conforme resultados observados por Santos
(2009). O espectro de RMN de "H ndo apresentou sinais caracteristicos que confirmariam a
existéncia do derivado 40, como por exemplo, o triplo-tripleto em &y 7,92 ppm de H-9, e 0
singleto em &y 10,0 referente ao hidrogénio do grupo aldeido. Esses dados confirmam a
inexisténcia do composto 40 pelos procedimentos 1 e 2 (Figura 9).

Hidreto de sodio (NaH) foi utilizado como base (procedimentos 3 € 4), e o produto
majoritario foi purificado e analisado por RMN de 'H, sendo que seu espectro também nao
apresentou o triplo-tripleto em 64 7,92 referente ao H-9, e o singleto 84 10,0 do grupo aldeido
(Figura 10).
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Figura 9. Espectro de RMN de 'H obtido pelos procedimentos 1 e 2
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Figura 10. Espectro de RMN de "H obtido pelos procedimentos 3 e 4

A utilizagdo de trietilamina (Et;N) como base no procedimento 6 (item 4.6.3.2)
juntamente com diclorometano, favoreceu a formagdo do derivado furoxanico 40 com
rendimento de 10%. No procedimento 5, o qual utilizou THF como solvente de reagao, nao
foi possivel observar a formacdo do produto. O composto foi identificado utilizando as
técnicas de RMN de 'H, '™C, Espectrofotometria de Absorcdo no Infravermelho e
Espectrometria de Massas (item 5.3).

O baixo rendimento obtido no procedimento 6 levou a substituicado de Et;N por DBU no
procedimento 8. O uso de DBU na presenga de DCM favoreceu a formagao do derivado
furoxanico 40 com rendimento de 57% (Tabela 2; Figura 11). No entanto, o procedimento 7,
0 qual utilizou THF como solvente de reagédo, ndo favoreceu a formagdo do composto
desejado. Logo, os derivados furoxanicos 38 e 39 também foram sintetizados a partir do
procedimento 8, os quais foram obtidos com rendimentos de 20 e 30% respectivamente
(Tabela 2). Os compostos de 38-40 tiveram suas estruturas confirmadas por RMN de 'H,
'3C, Espectrofotometria de Absorgdo no Infravermelho e Espectrometria de Massas (item
5.4).
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Tabela 2. Rendimentos obtidos na sintese dos derivados furoxanicos de 38-40

Derivado Rendimento R¢* P.F(°C)
furoxanico %
H
o)
o @ 20 03  104-108
o 5
N/ \N+o
\O/ \O-
38
o [
o) S 57 0,1 102-104
I ©
o) N_ N2
H o0
39

q o L)
>_©70 g 30 0,2 118-120

* Fase movel: 50% DCM: 50% hexano

Figura 11. Sinais no espectro de RMN de "H na formagéo do derivado furoxanico 40
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5.3 Sintese dos espacadores N-acilhidrazonas

Os compostos contendo os espagadores N-acilhidrazonas 44-49 (Figura 12) foram

obtidos através da reagao de adicao nucleofilica a carbonila, segundo metodologia sintética

adaptada de Lima e colaboradores (2008) com rendimentos de 70-90% (Tabela 3).

A subunidade N-acilhidrazona pode ser formada através da reacdo entre uma amina

primaria e aldeido. O processo é reversivel, catalisado por acido, com adi¢ao nucleofilica de

uma amina primaria ao grupo carbonila de um aldeido. A transferéncia de um préton do

nitrogénio para o oxigénio leva a formagcdo de um aminoalcool, a carbinolamina. A

protonacdo do oxigénio da carbinolamina por um catalisador acido converte o0 —-OH em um

melhor grupo de saida (—OH,"). A perda de agua produz o grupo iminio (Esquema 9)

(MCMURRY, 2005).
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Esquema 9. Mecanismo de reagao para formagao do grupo iminio presente em N-

acilhidrazonas
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Figura 12. Espacgadores N-acilhidrazonas obtidas por adicdo nucleofilica a carbonila

Tabela 3. Rendimentos de N-acilhidrazonas 44-49

N-acilhidrazona Posicédo Rendimento Rf** P.F(°C)
%
44 meta 90 0,1 230-233
45 meta 85 0,1 120-124
46 meta 60 0,1 206-210
47 para 90 0,1 185-190
48 para 60 0,1 200-205
49 para 90 0,1 142-145

** Fase movel: 50% hexano: 50% acetato de etila
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5.4 Sintese dos compostos hibridos

Os compostos hibridos 51 e 52 (Esquema 10) foram sintetizados através da Reacao
de Esterificacdo do acido acetilsalicilico com os espacadores N-acilhidrazonas 45 e 49
,segundo metodologias descritas por Hassner e Alexanier (1978) e Valeur e Bradley (2008).
A dificil purificacdo dos respectivos compostos forneceu a estes baixos rendimentos, de 28 e
10% respectivamente (Figura 13).

A reacado de esterificacdo ocorre em duas etapas (Esquema 10): 1) formagao de
acilpiridina como um intermediario de reagédo através de um acido carboxilico, o agente
acoplante N-(3-Dimetilaminopropil)-N*-etilcarbodimida (EDC) e o catalisador dimetil-
aminopiridina (DMAP); 2) o ataque nucleofilico a carbonila da acilpiridina por um ion
alcoxido ou fendxido conduz na obtencdo do grupo éster juntamente com o catalisador
(DMAP) reestabelecido.
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Esquema 10. Mecanismo reacional de esterificacao para obtengcao dos compostos hibridos
(adaptado de Hassner e Alexanian, 1978; Valeur e Bradley, 2009)
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Figura 13. Estruturas quimicas dos compostos hibridos 51 e 52

5.5 Identificagdo Estrutural

5.5.1 3,4-bisaril-sulfonil-furoxano (34)

10 11 17__ 16

/O @)
/ \\
s 70 O
N5 2N*
\O/ O_
1
34

O composto 34, obtido como um poé branco foi caracterizado por Ressonancia
Magnética Nuclear de C e 'H, Espectrofotometria de Absorcdo no Infravermelho e
Espectrometria de Massas. O espectro de massas de alta resolugao (micrOTOF ESI-TOF)
no modo positivo apresentou picos relativos ao [M+Na]" com valor de de m/z de 388,9874,
que sao consistentes com os valores de 366 calculados com base na férmula empirica
C14H10N206S," (Anexo 1).

O espectro de RMN de ’C apresentou dez sinais, para os quais se destaca os
deslocamentos em &c 115,16 e dc 155,67 ppm atribuidos aos carbonos C-3 e C-4
respectivamente. A blindagem de C-3 pode ser explicada através do efeito de ressonanica
presente no anel heterociclico aromatico de cinco membros (FRUTTERO, et al., 1997).
Esses dois sinais juntamente com multipleto em &y 7,72 ppm referente aos H-9 e H-15
observados no espectro de RMN de 'H, permite caracterizar a substancia 34 como

pertencente a classe de 1,2,5-oxadiazol-2-N-6xido (Tabela 4; Anexos 1 e 3).
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Tabela 4. Dados de RMN de 'H (300 MHz) e RMN de >C (75 MHz) de 34 (CDCl,)

Posicao Oc dy; mult.; J (H2)
1 — —
2 — —
3 115,16 -
4 155,67 -
5 — —
6 137,16 -
7ell 130,18 8,10/ dd; 3,0e 9,0
8e10 129,19 7,60/ m;
9 136.18 7,72/ m;
12 136,26 _
13 e 17 129,83 8,10/ dd; 3,0e 9,0
14 e 16 129,56 7,60/ m;

15 135,84 7,72/ m;
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5.5.2 Derivados furoxanicos 38-40

Os compostos de 38-40 sao estruturas inéditas e foram identificados por Ressonancia
Magnética Nuclear de 'H e "*C, espectrofotometria de absorgao no infravermelho e

espectrometria de massas de alta resolugao.

5.5.2.1 Derivado furoxanico 38

O composto 38 foi obtido como um pdé amarelo. Seu espectro de massas de alta
resolugdo (micrOTOF ESI-TOF) apresentou picos relativos aos ions [M+H]" e [M+Na]® com
valores de m/z de 347,0340 e 369,0165, concordantes com o valor calculado 346,0265 com
base na férmula a empirica C4sHoN2.OgS para o ion molecular (Anexo 5). As bandas de
absorcdo observadas no espectro de Infravermelho (IV) em 2.852 cm™, 2.922 cm™ e 1.689
cm”, juntamente com os sinais obtidos nos espectros de RMN de C e 'H em ¢ 188,05 e
dy 10,20, puderam confirmar a presenga de um grupo aldeido no derivado furoxanico 38
(Anexos 6, 7 e 9). A banda no espectro de IV em 1.355 cm™ sugere a presenca do grupo N-
éxido no composto 38, e as bandas em 1.161 e 1.452 cm™ sugerem a presenga do grupo
sulfona (Anexo 6).

O espectro de RMN de '*C apresentou treze sinais, para os quais se destacaram em §
114,6 e & 152,7, atribuidos aos C-3 e C-4 respectivamente. Estes sinais juntamente com o
triplo-tripleto em &y 7,80 (J = 3,0 e 9,0 Hz; H-9) no espectro de RMN de H sugerem a
obtengao do composto 38 (Anexo 9) (Tabela 5).
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Tabela 5. Dados de RMN de 'H (300 MHz) e RMN de "*C (75 MHz) de 38 (CDCl,)

Posicéao dc dys mult.; J (H2)
1 — —
2 - —
3 114,6 -
4 152,6 -
5 — —
6 137,7 -
7ell 129,8 8,15/ dd; 3,0e 9,0
8e10 129,0 7,69/ m
9 136,0 7,80/ tt; 3,0 € 9,0
12 135,9 -
13 158,6 -
14 121,6 7,49/ dd; 3,0e 9,0
15 127,5 7,69/ m
16 127,3 7,49/ dd; 3,0e 9,0
17 132,4 7,97/ dd; 3,0e 9,0
2COH 188,0 10,20/ s
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5.5.2.2 Derivado furoxanico 39
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O espectro de massas de alta resolugédo do derivado 39 (p6 branco) obtido pelo modo
positivo apresentou picos relativos aos ions [M+H]" e [M+Na]" com valores de m/z de
347,0333 e 369,0154, (calculado 346,0265) concordantes com a férmula a empirica
C15H1oN2OgS para o ion molecular (Anexo 10). As bandas observadas no espectro na
regido de IV em 1.697 cm ', 2.762 e 2.850 cm™” (Anexo 11), juntamente com o sinal do
espectro de RMN de "H em & 10,03, confirmaram a presenca de um grupo aldeido (Anexo
14). As bandas no espectro de IV em 1.165 e 1.442 cm™1 confirmam a presenga do grupo N-
6xido, e a banda em 1.357 cm™1 é referente ao grupo sulfona. O espectro de RMN de *C
apresentou sinais em 6c 110,68 e 8¢ 153,38, referentes aos C-3 e C-4 respectivamente
(Anexo 13).

O espectro de RMN de 'H apresenta um dubleto em & 8,10 ppm relativo aos H-7 e H-
11. Os demais sinais 'H na regido de aromaticos apresentam-se coalecidos, mas a
integracdo mostra a proporgdo referente a nove hidrogénios, sugerindo a obtencédo do

composto 39 (Tabela 6).
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Tabela 6. Dados de RMN de 'H (300 MHz) e RMN de "*C (75 MHz) de 39 (CDCl,)

Posicao Oc dn; mult.; J (H2)

1 — —

2 — -

3 110,6 -

4 153,3 -

5 — —

6 138,2 -
7ell 129,8 8,10/ d; 8,0
8e10 128,6 7,83/t

9 135,8 7,83/t

12 137,8 -

13 119,8 7,86/ m

14 157,8 -

15 125,7 7,66/t

16 130,9 7,66/t

17 128,3 7,66/t

18 COH 190,5 10,03/ s

5.5.2.3 Derivado furoxanico 40
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O espectro de massas de alta resolu¢ao do derivado 40 (pd branco) obtido pelo modo
positivo apresentou picos relativos aos ions [M+H]" e [M+Na]® com valores de m/z de
347,0319 e 369,0137, que sao consistentes com os valores calculados 346,0265 coma base
na formula na empirica C45H1oN2OeS™ (Anexo 15).

O espectro de RMN de °C apresentou onze sinais, para os quais se destacam em &¢
112,95 e 6¢c 158,65 atribuidos aos carbonos C-3 e C4 respectivamente (Anexo 17). Esses
dois sinais juntamente com o triplo-tripleto em 3y 7,92 (H-9), e as bandas em 2.852 cm’ e

2.922 cm™ no espectro de IV, sugerem a obtencdo do composto 40 como um derivado

52



Resultados e Discusséao

furoxanico contendo o grupo aldeido livre. O espectro de IV apresentou bandas de absorgao
em 1.161 e 1.450 cm™ referentes ao grupo N-6xido, e 1.357 cm™ para a sulfona (Tabela 7;
Anexos 16 e 19).

Tabela 7. Dados de RMN de 'H (300 MHz) e RMN de "*C (75 MHz) de 40 (DMSO-d)

Posicao dc ou; mult.; J (Hz)
1 - -
2 _ _
3 112,9 :
4 158,65 _
5 _ _
6 138,2 B
7ell 1316 8,03/ m
8e10 130,1 7,75/ ;9,0
9 137.8 7,92/1;3,0€ 9,0
12 135,6 -
13 e 17 133,2 8,03/ m
14 € 16 121,3 7,66/ d; 9,0
15 158,9 -
H-C=0 193,5 10,03/ s
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5.5.3 Espacadores N-acilhidrazonas 44-49

Os compostos com espacadores N-acilhidrazonas 44-49 s&o estruturas inéditas e
foram identificadas por ressonancia magnética nuclear uni ('H, *C e HOMODEC) e
bidimensional (HETCOR e HETCOR-LR), espectrofotometria de absor¢gdo no infravermelho

e espectrometria de massas de alta resolucéo.

5.5.3.1 N-acilhidrazona 44

A N-acilhidrazona 44 foi obtida como um pé branco. Seu espectro de massas de alta
resolugcdo (micrOTOF ESI-TOF) no modo positivo apresentou picos relativos aos ions
[M+H'] e [M+Na"] com valores de m/z de 481,0812 e 503,0631 respectivamente, que s&o
consistentes com o valor de 480,0745 calculado com base na formula empirica C,H1gN4O-S
(Anexo 20). O espectro de RMN de '*C apresentou 20 sinais, no qual os sinais em &¢
111,35 e o 158,54 foram atribuidos para os C-3 e C-4 respectivamente (Tabela 8; Anexo
22).

As bandas observadas no espectro de IV em 1.531 cm” e 3.250 cm” sdo
caracteristicas de ligagdes C=N e N-H respectivamente (Anexo 21) (BHOLE e BHUSARI.,
2011). Estas juntamente com os sinais nos espectros de RMN de "*C e 'H em & 147,19 (C-
18), 64 8,48 (s; H-18) e correlacbes no mapa de contornos HETCOR, indicaram a presenca
de um grupo iminio na molécula (Anexos 22, 24 e 25). O grupo iminio péde ser confirmado
através das correlagdes observadas no mapa de contornos HETCOR-LR entre C-12 e H-18,
C-16 e H-18 (Anexo 27). A banda no espectro de IV em 3.448 cm™1 e os sinais em 6y 11,92
e &c 164,79 nos espectros de RMN de 'H e "*C evidenciaram uma hidroxila na estrutura. O
grupo N-Oxido foi confirmado pela presenga de duas bandas no espectro de IV, 1.357 e
1.309 cm™, e as bandas em 1.163 e 1.456 cm™ sdo referentes ao grupo sulfona.

Irradiagbes incididas sobre o sinal em &y 7,93/tt; (J = 1,2 e 9,0 Hz; H-9) no espectro de
HOMODEC indicaram acoplamentos com os sinais em 6y 8,08/dd (J = 6,0; H-7 e H11) e 64
7,81/m ( H-8 e H-10). Logo, irradiagdes sobre o sinal em &y 8,08 forneceram resultados de
acoplamentos entre 6y 7,93 e oy 7,81 (Anexo 26; Tabela 8). Esses dados foram confirmados
através das correlagcbes observadas no mapa de contornos HETCOR-LR entre C-7/C-11e H-
9, C-9 e H-7/H-11 (Anexo 27; Figura 14).

O sinal em 8y 7,51 (dd; J = 1,2 e 1,2 Hz) no espectro de RMN de H (Anexo 35) foi
atribuido ao H-13 devido o acoplamento com o sinal em &y 7,60 (t; 9,0 Hz; H-15) observado
no espectro de HOMODEC (Anexo 26), além da correlagdo no mapa de contornos

HETCOR-LR entre C-13 e H-17 (Anexo 27; Figura 14). As correla¢des observadas no mapa
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de contornos HETCOR-LR entre o C-21(5¢ 158,67) com H-26 (6 7,45; dd; J=1,2 € 9,0) e H-
24 (6y 7,81; m), permitiram definir as posi¢cdes exatas do carbono quaternario e dos

respectivos hidrogénios.

15

17 11
4 O\\ 8
f
13 O S\\(e’) -

Figura 14. Principais correlagbes observadas no mapa de contornos HETCOR-LR para
N-acilhidrazona 44
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Tabela 8. Dados de RMN de 'H (300 MHz) e RMN de *C (75 MHz) para 44 (DMSO-ds)

POSICAO 3¢ 3, mult.; J (Hz) HOMODEC (3;)  HETCOR-LR (3y)

1 — — — —

2 — — — —

3 111,3 - - -

4 158,5 - - -

5 — — — —

6 136,9 - - 7,81
7ell 128,6 8,08/ dl; 9,0 7,81;7,93 7,93
8el0 130,1 7,81/ m - -

9 136,3 7,93/t;1,2e 9,0 7,81; 8,08 8,08

12 136,4 - - 7,60; 8,48

13 121,5 7,51/dd;1,2e1,2 - 7,70

14 152,9 - - 7,60

15 130,8 7,60/ t; 9,0 7,51;7,70 7,51

16 117,7 7,81/ m - 8,48

17 126,1 7,70/ d; 9,0 — —

18 1471 8,48/ s - -

19 - 11,72/ s - -

20 164,7 - - 11,92

21 158,6 - - 7,45; 7,81

22 116,2 - - 6,97

23 117,3 6,97/t 9,0 - -

24 128,8 7,81/ m - -

25 119,1 6,97/, 9,0 - 6,97

26 147 1 7,45/t,1,2€9,0 6,97 7,81
22-OH - 11,92/ s - -
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5.5.3.2 N-acilhidrazonas 45 e 46

Para as estruturas quimicas 45 e 46, o anel aromatico sulfénico, o anel heterociclico
aromatico de cinco membros e o0 anel que carrega o grupo iminio, foram identificados de
muito semelhante ao discutido para N-acilhidrazona 44. Os espectros de IV e RMN uni e

bidimensionais encontram-se nos Anexos 28 a 43, e seus dados nas Tabelas 9 e 10.

5.5.3.2.1 N-acilhidrazona 45

O espectro de massas de alta resolugcao obtido no modo positivo para N-acilhidrazona
45 (p6 branco) apresentou picos relativos aos ions [M+H’] e [M+Na’] com valor de m/z de
481,0822 e 503,0631 respectivamente, sendo consistente com o valor de 480,0745
calculado com base na férmula empirica C,,H1sN4O-S (Anexo 28).

O espectro de RMN de "*C apresentou 20 sinais, logo o C-21 apresentou correlagdes
no mapa de contornos HETCOR-LR com o sinal em &y 7,32/m [H-24, H-25 e H-26
(hidrogénios nao equivalentes)], podendo indicar a posigdo do carbono quaternario e dos
respectivos hidrogénios (Anexos 30 e 35; Figura 15). O sinal em &y 6,99/dd (J = 3,0 Hz) no
espectro de RMN de 'H foi atribuido para o H-22 (Anexo 32), o qual péde ser confirmado
através do acoplamento com o sinal em &y 7,32/m (H-24, H-25 e H-26), observado no
espectro de HOMODEC (Anexo 34; Tabela 9).

A banda no espectro de IV (Anexo 29) em 1.537 cm™, juntamente com o sinal em §;
8,46 (s; H-18) no espectro de RMN de 'H indicaram a presenca do grupo iminio (BHOLE e
BHUSARI., 2011). O mapa de contornos HETCOR-LR confirma a presenca da imina através
da correlagdo de C-12 com H-18 (Anexo 35; Figura 17). As bandas em 1.355 cm™ (N-6xido),
1.163 e 1.446 cm™ (sulfona) confirmam a presenca dos respectivos grupos na estrutura. De
maneira semelhante em 44, a banda larga no espectro de IV em 3.327cm™ e o sinal em §;

11,88 confirmou o grupo hidroxila em 45.
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21
25

Figura 15. Principais correlagbes observadas no mapa de contornos HETCOR-LR para
N-acilhidrazona 45
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Tabela 9. Dados de RMN de 'H (300 MHz) e RMN de "*C (75 MHz) para 45 (DMSO-ds)

POSICAO dc oy mult.; J (Hz) HOMODEC (3) HETCOR-LR ()

1 — — — —

2 — — — -

3 111,2 - - -

4 158,5 - - _

5 - - - -

6 136,9 - - -
7ell 128,5 8,07/ dd; 3,0e 9,0 7,78; 7,93 7,93
8el0 130,0 7,78/ m - 7,93

9 136,2 7,93/ t;3,0e 9,0 8,07;7,78 8,07

12 136,7 — — 7,78; 8,46

13 121,3 7,51/dl; 1,2 7,58 -

14 152,8 - - 7,58

15 130,7 7,58/ t; 9,0 7,51; 7,67 7,67

16 117,5 7,78/ m - -

17 125,8 7,67/d;9,0 7,51; 7,58 -

18 146,2 8,46/ s - -

19 - 9,77/ s - -

20 163,4 - — 11,88

21 157,4 - - 7,32

22 118,8 6,99/ dd; 3,0 7,32 -

23 134,6 - - -

24 114,5 7,32/ m - —

25 118,2 7,32/ m - 6,99; 7,32

26 129,6 7,32/ m - -

23-OH - 11,88/ s - -
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5.5.3.2.2 N-acilhidrazona 46

O espectro de massas de alta resolugdo (modo positivo) para N-acilhidrazona 46 (p6
branco) apresentou picos relativos aos ions [M+H'] e [M+Na’] com valores de m/z de
481,0822 e 503,0631 (calculado 480,0745), concordantes com a férmula empirica
CxH1sN,O;S para ion molecular (Anexo 36). Os espectros de RMN de ™C e 'H
apresentaram sinais em 6¢ 115,07 (C-23 e C-25) e 6y 6,87 (d; J = 9,0 Hz; H-23 e H-25), que
foram confirmados através das correlagdes obtidas no mapa de contornos HETCOR, e com
0 acoplamento observado no espectro de HOMODEC com sinal em 6y 7,81 (m; H-22 e H-
26) (Anexos 38, 40, 41 e 42). Além disso, o sinal em ¢ 160,81 (C-20) apresentou correlagdo
no mapa de contornos HETCOR-LR com o sinal em &y 7,81/m, confirmando H-22 e H-26
como um multipleto (Anexo 43; Tabela 10; Figura 16).

Os sinais observados no espectro de RMN de "H em &y 8,44/s ( H-18) e 84 11,70/s
indicaram a presenga do grupo iminio e hidroxila respectivamente no composto 55. Esses
dados confirmados através das bandas de absorgao no espectro de IV em 1.537 cm™ (C=N),
3.224 cm™ (N-H) e 3.427 cm™ (OH) (Anexo 37). O grupo N-6xido pdde ser confirmado pela
banda de absorgao presente no espectro de IV em 1.348 cm-', e a sulfona apresentou duas
bandas, em 1.165 e 1.454 cm™.

Figura 16. Principais correlagdes observadas no mapa de contornos HETCOR-LR para
N-acilhidrazona 46
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Tabela 10. Dados de RMN de "H (300 MHz) e RMN de *C (75 MHz) para 46 (DMSO-ds)

POSICAO dc 5, mult.; J (Hz) HOMODEC (3,)  HETCOR-LR (34)
1 — — - —
2 - - - -
3 111,2 - - -
4 158,5 - - -
5 _ _ _ _
6 135,1 - - 7,77
7ell 1285  8,07/dd;3,0e9,0 7,77, 7,92 7,92
8e 10 130,0 7,80/t; 9,0 - -
9 136,2 7,92/ ;3,0 € 9,0 7,77; 8.07 8,07
12 136,8 - - 7,56
13 121,1 7,49/ dl; 3,0 7,56 7,65
14 _ _ - 7,56
15 152,8 7,56/ t; 9,0 7,49 ;7,65; 7,80 -
16 130,6 7,80/t; 9,0 - -
17 135,16 7,65/ d; 9,0 7,49 ;7,56; 7,80 —
18 125,7 8,44/ s _ -
19 145,3 10,16/ s - -
20 - - _ 7,81
21 160,8 _ _ _
22 e 26 149,3 7,80/t 9,0 - -
23 e 25 117,4 6,87/ d; 9,0 7.80 -
24 115,0 - - -

24-OH 123,7 11,70/s - -
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5.5.3.3 N-acilhidrazona 47

A N-acilhidrazona 47 foi obtida como um pé branco. Seu espectro de massas de alta
resolugdo (micrOTOF ESI-TOF) no modo positivo apresentou picos relativos aos ions
[M+H'] e [M+Na'] com valores de m/z de 481,0812 e 503,0618 respectivamente, que s&o
consistentes com o valor de 480,0745 calculado com base na féormula empirica Co,H1gN4O,S
para o ion molecular (Anexo 44). As bandas de absor¢&o no espectro de IV em 1.537 cm™ e
3.251 cm™, juntamente com os sinais observados nos espectros de RMN de ">C em §¢
147,35 (C-18) e '"H em &4 8,50 (s; H-18) confirmaram a presenca de um grupo imina (C=N)
na molécula (Anexos 45-47). O grupo imina ainda pdde ser confirmado através das
correlagdes observadas no mapa de contornos HETCOR-LR entre C-12 (6¢ 132,40) e H-18
(Anexo 51; Figura 17). A banda em 3.448 cm™ no IV e os sinais em &¢ 117,27 e &, 11,97 nos
espectros de RMN de "C e 'H confirmaram o grupo hidroxila no composto 47. As bandas no
espectro de IV em 1.359 e 1.309 cm™ (N-6xido), 1.446 e 1.163 cm™ (sulfona) confirmam a
presenga dos respectivos grupos.

O espectro de RMN de "*C apresentou 18 sinais, para os quais se destacam em &
111,32 e &y 158,08 referentes aos C-3 e C-4 respectivamente (Anexo 46). O espectro 'H
apresentou o sinal em &y 7,92/tt (J = 1,2 e 9,0 Hz; H-9), o qual pbéde ser observado
acoplamentos no espectro de HOMODEC com os sinais em 64 8,06/dd (3,0 e 9,0 Hz; H-7/H-
11) e dy 7,80/m (H-8/H10) (Anexos 48 e 50). Além disso, C-9 apresentou correlagées no
mapa de contornos HETCOR-LR com H-7/H-11, confirmando o sinal (Anexo 51). O duplo-
dubleto em 6y 8,06 no espectro e RMN de '"H atribuido aos H-7/H-11 puderam ser
confirmados através dos acoplamentos no espectro de HOMODEC entre H-8/H-10 e H-9,
além das correlagdes no mapa de contornos HETCOR-LR entre C-7/C-11 e H-9 (Figura 17;
Tabela 11; Anexos 50 e 51).

O dubleto em 64 7,54 no espectro de RMN de 'H foi atribuido aos H-14/H-16 devido
ao acoplamento com os H-13/H-17 (64 7,90; m) observado no espectro de HOMODEC, e
correlagdes no mapa de contornos HETCOR-LR com C-12. Correlagdes observadas no
mapa de contornos HETCOR-LR entre C-20 e H-26 (64 7,90/m), C-21 e H-26, C-15 e H-
13/H-17 (84 7,90;m) confirmaram as posi¢gdes dos carbonos quaternarios e a multiplicidade
dos respectivos hidrogénios (Figura 17; Tabela 11; Anexos 50 e 51).

O sinal em &y 6,97 (dd; 3,0 e 9,0 Hz) no espectro de RMN de 'H foi atribuido aos H-23
e H-25, dado confirmado através do mapa de correlagcbées HETCOR (Anexo 49). O espectro
de HOMODEC mostrou o acoplamento de H-23 e H-25 com os sinais em 3y 7,45/dd (3,0 e
9,0 Hz; H-24) e 3y 7,90/m (H-26), além das correlagdes no mapa de contornos HETCOR-LR
entre C-25 e H-23 (Tabela 11; Anexos 50 e 51).
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23

Figura 17. Principais correla¢cdes no mapa de contornos HETCOR-LR de N-acilhidrazona 47
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Tabela 11. Dados de RMN de 'H (300 MHz) e RMN de "*C (75 MHz) para 47 (DMSO-d6)

POSICAO d¢ oy; mult.; J (Hz) HOMODEC () HETCOR-LR (3y)

1 — - — —

2 — - — —

3 111,3 - - -

4 158,0 - - -

5 — - — —

6 136,8 - - -
7ell 128,5 8,06/dd; 3,0e9,0 7,77;7,92;7,77 7,92
8e10 130,0 7,77/t 9,0 - -

9 136,1 7,92/ 1;1,2e 9,0 7,77; 8,06 8,06

12 132,4 - - 7,54; 8,50
13e 17 128,9 7,90/ m - -

14 e 16 120,0 7,54;d; 9,0 7,90 -

15 153,8 - - 7,90

18 143,3 8,50/ s - 7,90

19 - - - -

20 164,7 - - 7,90

21 158,9 - - 7,45; 7,90

22 116,0 - - 6,97

23 117,2 6,97/ dd, 3,0 e 9,0 7,45 -

24 133,8 7,45/ dd; 3,0e 9,0 6,97; 7,90 -

25 119,0 6,97/ dd; 3,0 e 9,0 7,45 6,97

26 128,9 7,90/ m - -
23-OH - 11,97/ s - -
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5.5.3.4 N-acilhidrazonas 48 e 49

Os compostos foram identificados de maneira semelhante ao discutido em 47 para o
anel aromatico sulfénico, o anel heterociclico aromatico de cinco membros e o anel que
carrega o grupo iminio. Os espectros de IV e RMN uni e bidimensionais encontram-se nos

Anexos 52 a 67, e seus dados nas Tabelas 12 e 13.

5.5.3.4.1 N-acilhidrazona 48

O espectro de massas de alta resolugdo no modo positivo para N-acilhidrazona 48 (p6
branco) apresentou picos relativos aos ions [M+H'] e [M+Na’] com valores de m/z de
481,0812 e 503,0620 respectivamente, que sdo consistentes com o valor de 480,0745
calculado com base na férmula empirica C,,H1sN4O-S para o ion molecular (Anexo 52). O
espectro de RMN de 'H apresentou o duplo-dubleto em &y 6,98 (J = 3,0 Hz; H-22), que foi
confirmado através das correlacbes obtidas no mapa de contornos HETCOR, e com o
acoplamento observado no espectro de HOMODEC com sinal em 6y 7,32/m ( H-24, H-25 e
H-26) (Anexos 56-58). Além disso, o C-21 em 3 157,5 apresentou correlagcbes no mapa de
contornos HETCOR-LR com o sinal em 8y 7,81, confirmando H-24, H-25 e H-26 como um
multipleto (Figura 18; Tabela 12; Anexos 54 e 59).

Correlagdes no mapa de contornos HETCOR-LR entre o grupo carbonila (C-20; oy
163,3) e hidroxila (8;; 11,83; s), juntamente com as bandas em 1.633 cm™ e 3.387 cm™ no
espectro de IV confirmaram a presenga de ambos os grupos (Anexos 53 e 59). Ainda, as
bandas em 1.541 cm™(C=N) e 3.226 cm™ (N-H) com o sinal em &, 8,47 no espectro de RMN
de "H indicaram o grupo iminio no composto 48 (Anexos 53 e 55). O grupo N-6xido pdde ser
confirmado pela banda no espectro de IV em 1.354 cm™, e o grupo sulfona foi confirmado

pela presenca das bandas em 1.446 e 1.163 cm™.
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Figura 18. Principais correla¢cdes no mapa de contornos HETCOR-LR de N-acilhidrazona 48
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Tabela 12. Dados de RMN de 'H (300 MHz) e RMN de "*C (75 MHz) para 48 (DMSO-d6)

POSICAO d¢ dy; mult.; J (Hz) HOMODEC (3;)  HETCOR-LR (y)

1 - — - -

2 — — — —

3 111,3 - - -

4 158,1 - - -

5 _ _ _ _

6 136,9 - - -
7ell 128,5 8,06/dd; 3,0e 9,0 7,80; 7,90 7,90
8el0 130,2 7,80/ m - -

9 136,2 7,90/ tt; 3,0e 9,0 7,80; 8,06 8,06

12 132,7 - - 7,80; 8,47
13 e 17 1351 7,80/ m - -
14 e 16 120,1 7,52/ d; 9,0 7,80 -

15 153,7 - - 7,80

18 146,4 8,47/ s - -

19 - 9,78/ s - -

20 163,3 — - 11,83

21 128,2 - - -

22 118,8 6,98/ dd; 3,0 7,32 -

23 157,4 - - 7,32

24 114,5 7,32/ m - _

25 129,6 7,32/ m - -

26 118,1 7,32/ m - -
23-OH - 11,83/ s _ -
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5.5.3.4.2 N-acilhidrazona 49

A N-acilhidrazona 49 foi obtida como um pé branco. Seu espectro de massas de alta
resolugdo no modo positivo apresentou picos relativos aos ions [M+H'] e [M+Na’] com
valores de m/z de 481,0811 e 503,0616 respectivamente, que sido consistentes com o valor
de 480,0745 calculado com base na férmula empirica CxH1sN4O;S para o ion molecular
(Anexo 60). O grupo iminio foi identificado através das corelagdes no mapa de contornos
HETCOR-LR entre C-12 (132,92) e H-18 (dy4 8,44;s) (Figura 19), além da presenga das
bandas de absorgdo no IV em 1.539 cm™ (C=N) e 3.253 cm™” (N-H) (Anexos 61 e 67). O
sinal em &, 11,69 no espectro de RMN de 'H, juntamente com banda em 3.410 cm™ nos
espectro de IV permitiram confirmar a presenca de uma hidroxila na molécula (Anexos 61 e
63). A presenca das bandas no espectro de IV em 1.440 e 1.169 cm™ sugeriu a presenca do
grupo sulfona no composto 49, e banda em 1.359 cm™ indicou o grupo N-6xido.

O dubleto observado no espectro de RMN de "H em & 6,86 (J = 9,0 Hz) foi atribuido
aos H-23/H-25 devido ao acoplamento com o sinal em 6y 7,82 (m; H-22/H-26) apresentado
no espectro de HOMODEC, e correlagdes no mapa de contornos HETCOR (Anexos 65 e
66). Correlagdes observadas no mapa de contornos HETCOR-LR entre C-21 (160,74) e o
multipleto em 3y 7,82, confirmaram este sinal como pertencente aos H-22 e H-26 (Tabela 13;
Figura 19; Anexo 67).

Figura 19. Principais correla¢gdes no mapa de contornos HETCOR-LR de N-acilhidrazona 49
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Tabela 13. Dados de RMN de 'H (300 MHz) e RMN de *C (75 MHz) para 49 (DMSO-ds)

POSICAO d¢ d; mult.; J (Hz) HOMODEC (3;)  HETCOR-LR (3y)
1 _ — _ _
2 _ _ _ _
3 111,3 - - —
4 158,1 - - -
5 _ _ _ _
6 136,9 - - 7,82
7ell 128,5 8,05/dd; 1,2e9,0 7,82;7,92 -
8el0 130,0 7,82/ m - 8,05
9 136,2 7,92/ ;3,0 9,0 7,82; 8,05 8,05
12 132,9 - - 7,82; 8,44
13el7 135,2 7,82/ m - -
14 e 16 120,0 7,51/ d; 9,0 7,82 -
15 152,5 - - 7,51
18 145,9 8,44/ s - -
19 - 10,12/ s - -
20 162,9 - - -
21 160,7 - — 7,82
22 e 26 128,6 7,82/ m - -
23e 25 115,0 6,86/ d; 8,7 7,82 -
24-OH - 11,69/ s - 6,86

69



Resultados e Discusséao

5.5.4 Compostos hibridos 51 e 52

Os compostos 51 e 52 sao estruturas inéditas, e devido a dificil purificacdo, a
identificacdo estrutural foi sugestiva diante das técnicas analiticas utilizadas, como
espectrometria de massas de alta resolugdo, espectrofotometria de absor¢ao no

infravermelho e ressonancia magnética nuclear uni e bidimensional.

5.5.4.1 Composto hibrido 51

O composto hibrido 51 foi obtido como um pé branco. O espectro de massas de alta
resolugdo (micrOTOF ESI-TOF) no modo positivo apresentou o pico relativo ao ion [M+H"]
com valor de m/z de 643,0922, o qual é consistente ao valor calculado de 642,1062 com
base na férmula empirica C31H2:N4040S (Anexo 68).

As bandas de absorcdo no espectro de IV em 1.531 (C=N) e 3.230 cm™ (N-H),
juntamente com as correlacbes no mapa de contornos de HSQC entre C-18 (6¢ 147,3) e H-
18 (8y 8,27) confirmaram a presenca do grupo iminio no composto 51 (Anexo 68). Além
disso, o H-18 apresentou correlagdo no mapa de contornos de HMBC com C-12,
confirmando a presenca do respectivo carbono quaternario (Figura 20;). As bandas
observadas no espectro de IV em 1.446 e 1.163 cm™ foram consistentes & presenca da
sulfona (O=S=0), e a banda em 1.359 cm™ confirmou o grupo N-6xido.

O dubleto em 6y 7,16 (J = 8,4 Hz) foi atribuido ao H-26, uma vez que este apresentou
correlagdes no mapa de contornos HMBC com C-21 (8- 150,8) e carbonila de amida C-20
(6c 162,8) (Figura 20; Anexo 72).

As bandas de absorgdo no espectro de IV em 1.739 e 1.766 cm™ sugeriram a
presenca das carbonilas de ésteres C-27 e C-30 respectivamente (Anexo 68) (PAVIA et al.,
1996). Correlacbes no mapa de contornos de HMBC entre H-31 (6y 2,28/s) e C-30 (6¢
170,4), confirmaram a carbonila do grupo acetil (Figura 20; Anexo 71). Correlagdes
observadas no mapa de contornos de HSQC entre o singleto com &y 2,28 (H-31) e o
carbono com §¢ 20,9 (C-31) puderam confirmar a presenga da metila na estrutura (Anexo
73).
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Figura 20. Principais correlagdes no mapa de contornos HMBC de N-acilhidrazona 51

5.5.4.2 Composto hibrido 52

O composto hibrido 52 foi obtido como um pé branco. O espectro de massas de alta
resolugdo (micrOTOF ESI-TOF) no modo positivo apresentou o pico relativo ao ions [M+H"]
com valor de m/z de 643,1146, o qual é consistente com o valor de 642,1062 calculado com
base na férmula empirica C31H2:N4040S (Anexo 75).

As bandas de absorgdo no espectro de IV em 1.543 (C=N) e 3.226 cm™ (N-H),
juntamente com as correlagbes no mapa de contornos de HSQC entre C-18 (6. 147,3) e H-
18 (0 8,27) confirmaram a presenga do grupo iminio na estrutura (Anexos 75 e 79). O H-18
apresentou correlagdes no mapa de contornos de HMBC com o carbono quaternario C-12
(6¢ 133,0) (Figura 23; Anexo 81). As bandas observadas no espectro de IV em 1.446 e 1.163
cm” foram consistentes & presenca da sulfona (0=S=0), e a banda em 1.365 cm
confirmou o grupo N-6xido (Anexo 75).

Os carbonos quarternarios C-20 (6¢ 163,0) e C-21 (5 150,8) puderam ser identificados
através das correlagdes no mapa de contornos de HMBC com H-22/26 (3 8,19/dd; 7,80 Hz)
(Figura 23; Anexo 80). A banda de absorgdo no espectro de IV em 1.739 cm™ sugeriu a
presenca da carbonila de éster C-30 (Anexo 75). A carbonila ainda péde ser confirmada
através das correlagdes no mapa de contornos HMBC entre H-31 (64 2,30/s) e o carbono C-
30 (8¢ 170,4) (Anexo 80). O grupo metila foi identificado através das correlacées no mapa de
contornos de HSQC entre o H-31 (3 2,30/s) e C-31 (¢ 22,1) (Figura 21; Anexo 78).
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Figura 21. Principais correla¢gdes no mapa de contornos HMBC de N-acilhidrazona 52

5.6 Inibicdo da agregacéo plaquetaria

Os compostos contendo o espacador N-acilhidrazona com propriedades doadoras de
oxido nitrico 44-49 inibiram a agregacdo de plaquetas induzidas por ADP com poténcia
superior ao do acido acetilsalicilico, usado como controle positivo (Figura 24). A capacidade
inibitéria da agregacado plaquetaria por compostos que apresentam a subunidade N-
acilhidrazona é bem estabelecida, mas a posicdo no qual este se encontra pode ser um fator
significante na atividade biolégica. Compostos sintetizados por Lima e colaboradores (2009)
contendo o espacador N-acilhidrazona em posicbes meta foram mais potentes que os
compostos com o espagador em posi¢des orto ou para.

Os compostos de 44-46 com o espacgador N-acilhidrazona em posi¢cdes meta tiveram
maior capacidade na inibicdo da agregacdo plaquetaria do que os compostos com o
espacador em posigbes para (47-49). O composto 44 inibiu 83,3% da agregacao
plaguetaria, enquanto que o 47 inibiu 77,5%. O composto 45 apresentou uma porcentagem
de inibigao significativa em relagao ao 48, levando em consideragdo o desvio padrao deste
ultimo (Figura 23). Ainda pode-se observar que a presenga do grupo hidroxila nas diferentes
posicdes nos compostos 44-46 (meta) e 47-49 (para) nao foi relevante para a atividade

biolégica, uma vez que para os dois grupos a atividade foi similar (Figura 22).
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Figura 22. Porcentagem de agregacao plaquetaria para os compostos 44-49
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Figura 23. Relagao entre as posigdes meta e para na atividade antiagregante plaquetaria

5.7 Avaliacdo do tempo de sangramento

A busca por novos farmacos preventivos de aterotrombose ou infarto agudo do

miocardio ainda é uma desafio na Quimica Farmacéutica Medicinal, uma vez que as classes

de compostos disponiveis provocam sangramentos como uns dos principais efeitos

adversos. Atividade antitromboética dos agentes fibrinoliticos e anticoagulantes é

devido a

degradacgéao e redugao na formacgao de fibrina respectivamente, fatores estes relacionados
ao sangramento (PORTNARY et al., 2005; MORROW et al., 2012).

Na classe dos farmacos antiagregantes plaquetarios o sangramento também é um

sério problema na terapia. Estudos confirmaram que o sangramento ocasionado pelo AAS
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esta relacionado ao efeito fibrinolitico devido a reducao das concentragbes dos inibidores do
ativador de plasminogénio-1 (IAP-1), levando ao aumento na atividade da plasmina.

A avaliagdo do tempo de sangramento teve como objetivo avaliar a inibicdo da
coagulagdo pelos compostos sintetizados, os quais foram desenvolvidos como
antiagregante plaquetarios. Os compostos sintetizados 44-49 apresentaram menor tempo de
sangramento em relagao ao controle positivo (Figura 24). Os espacadores N-acilhidrazonas
44-46 com maior porcentagem de inibicdo da agregagdo de plaquetas apresentaram um
maior tempo de sangramento em relagdo aos compostos 47 e 48, com menor capacidade
de inibicdo da agregacdo plaquetaria. O composto 49 apresentou tempo de sangramento
superior ao controle negativo (CMC), apesar de uma potente capacidade de inibicdo da
agregacao plaquetaria (Figura 24).

A potencial inibicdo da agregacéao plaquetaria e o tempo de sangramento similar ao do
controle negativo (CMC) para os compostos de 44-48 sugerem que estes ndo degradam ou
nao reduzem a formagao do coagulo de fibrina, ao contrario do observado para o controle
positivo (AAS) (Figura 24).
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Figura 24. Avaliagao do tempo de sangramento para os compostos 44-49

5.8 Avaliacédo indireta da capacidade doadora de 6xido nitrico

O 6xido nitrico (NO) € um mensageiro importante envolvido em muitos processos
fisiolégicos e desempenha papel fundamental na neurotransmissao, no controle da pressao
sanguinea e inibicdo da agregacao plaquetaria. O NO é uma molécula gasosa simples,
encontrada na atmosfera em pequenas quantidades, e quando diluido o NO tem curto
tempo de meia vida (menos de 10 segundos) devido a sua rapida oxidagao a nitrito e nitrato
(BARRETO e CORREA, 2005).
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A capacidade doadora de NO por furoxanos foi primeiramente relatada por Gosh e
Everitt (1974), o qual avaliou a atividade vasodilatadora do benzo-difuroxano comparada a
nitroglicerina (GOSH e EVERITT et al., 1974). Apesar da doacdo de NO estar bem
fundamentada na literatura, o mecanismo correto ainda permanece obscuro. O composto
ipramidil (19) foi relatado como um potente vasodilatador, e sua doacdo de NO foi
confirmada através da interagdo com tidis (Esquema 11). Foi possivel realizar a identificacdo
de dois produtos (lll e IV) além de nitrosotiol (V) apds a interacdo de ipramidil com L-
cisteina. Apos esses resultados, o mecanismo de doacao de NO pelo anel furoxanico foi
proposto (Esquema 11) (FEELISCH et al., 1992).

\O/ \O
Re R RS 19
)—< + NO
RS N\\O \
\R4 Rs RS- Ry Rs
ndo identificado —_— —

(0]
// néo identificado l

Ri Rs
N>/ \<N + R S-SR NO
‘oH ©H WY

(1)

Esquema 11. Mecanismo doagao de NO proposto para anel furoxanico (adaptado de
Feelish et al., 1992)

A deteccao do NO representa um desafio na Quimica Farmacéutica Medicinal em
funcédo da meia-vida curta deste composto (DUSSE et al., 2003). Uma das formas de avaliar
a capacidade de doacdo de oxido nitrico por compostos sintéticos € quantificar o nitrito
presente em solugdo. Um dos principais métodos de quantificacao de nitrito para derivados
furoxanicos é descrito por Sorba et al., 1997.

As concentragbes de nitrito foram quantificadas através da preparacdo de curva de
solu¢des padréo de nitrito de sédio em concentragées de 10 a 80 nmol/mL (Figura 25). A
capacidade de doacdao de NO foi expressa em porcentagem de nitrito (NO, mol/mol),
calculada através da relagdo entre numero de mol de NO, detectado, pelo nimero de mol

dos respectivos compostos multiplicado por 100.
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Figura 25. Curva com solugbes padrao de nitrito de sodio (10-80 nMol/mL)

Segundo o mecanismo de doacido de NO descrito por Gosh e colaboradores (1974),
os furoxanos sao capazes de liberar NO na presenca de tiéis. No entanto, através do ensaio
realizado sugere-se que o mecanismo de doagédo de NO pelos compostos segue o descrito
por Gosh e colaboradores (1974), devido a liberagao ser cisteina-dependente. Os resultados

estéo dispostos na Figura 26.
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Figura 26. Porcentagem de doagéo de NO pelos compostos 44-49 na presencga de cisteina

**DNI: Dinitrato de isossorbida
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6 CONCLUSOES

Foi possivel realizar a sintese, purificagdo e caracterizagdo estrutural por RMN de 'H,
3C, e Espectromeria de Massas do furoxano (3,4-bisaril-sulfonilfuroxano) (34), sendo este
escolhido como doador de 6xido nitrico para este trabalho. A selecao deste derivado levou
em consideracgao resultados prévios obtidos em nosso laboratério que demonstraram grande
capacidade de doacgao de 6xido nitrico.

A partir do furoxano (3,4-bisaril-sulfonilfuroxano) (34) foi possivel estudar a melhor
condicao reacional para sintetizar os derivados furoxanicos 38-40. A combinacao de DBU e
DCM como solvente de reagdo (procedimento 8), apresentou maior seletividade na
formacao, bem como maiores rendimentos na obtencgéo dos derivados 38-40. Os compostos
foram identificados por Ressonancia Magnética Nuclear de 'H e *C, Espectrofotometria de
Absorc¢ao no Infravermelho e Espectrometria de Massas de Alta Resolugao.

Uma série seis espacgadores N-acilhidrazonas contendo o nucleo furoxanico (44-49) foi
sintetizada a partir dos derivados 39 e 40, de acordo com planejamento estrutural. Os
compostos foram purificados e caracterizados por Ressonancia Magnética Nuclear Uni e
Bidimensional, Espectrofotometria de Absorcao no Infravermelho, e Espectrometria de
Massas de Alta Resolugéo.

A partir dos espagadores N-acilhidrazonas 46 e 49 foi possivel realizar a sintese de
dois compostos hibridos (51 e 52), os quais contém em sua estrutura a unidade do acido
acetilsalicilico. A determinagao estrutural foi sugestiva de acordo com as técnicas de
Ressonancia Magnética Nuclear Uni e Bidimensional, Espectrofotometria de Absorgdo no
Infravermelho, e Espectrometria de Massas de Alta Resolugao.

Os espacadores N-acilhidrazonas 44-49 mostraram maior potencia na inibicdo da
agregacao plaquetaria em relagdo ao controle positivo (AAS), e tempo de sangramento
similar ao controle negativo. Estes resultados sugerem que os compostos nao interferem no
processo de coagulagdo, o qual € uma propriedade inovadora em relagdo aos farmacos
preventivos aterotrombose disponiveis na terapéutica. Para os mesmos compostos
sintetizados foi possivel quantificar a porcentagem de doacgédo de nitrito na presenca de
cisteina, podendo sugerir um mecanismo de doacdo de NO semelhante ao descrito por
Gosh e colaboradores (1974).
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7 PERSPECTIVAS

1) Avaliagdo da capacidade antitrombética do espagador N-acilhidrazonas 46;

2) Purificagéo por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia dos compostos hibridos 51 e
52;

3) Avaliagao da propriedade antiagregante plaquetaria dos compostos hibridos 51 e 52;

4) Avaliacao da propriedade doadora de éxido nitrico dos compostos hibridos 51 e 52;

5) Avaliagao do tempo de sangramento dos compostos hibridos 51 e 52;

Os espacgadores N-acilhidrazonas com propriedades doadoras de 6xido nitrico obtidos
neste trabalho foram mais potentes na inibicdo da agregacao plaquetaria sem os efeitos
colaterais presente nos farmacos disponiveis na terapéutica. O inetidismo destes compostos
juntamente com os beneficios que apresentam, corroboram para o patenteamento com uma
Industria Farmacéutica para dar segmento nos estudos clinicos, uma vez que os
espacadores N-acilhidrazonas sao candidatos a farmacos para serem utilizados como

antiagregantes plaquetarios e antitrombdticos.
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ANEXO 5
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Figura: Espectro de massas do derivado furoxanico 38

88



Anexos

ANEXO 6

Figura: Espectro de IV do derivado furoxanico 38
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Figura: Espectro de massas do derivado furoxanico 39
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ANEXO 11

Figura: Espectro de IV do derivado furoxanico 39
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Figura: Espectro de IV do derivado furoxanico 40
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Figura: Espectro de IV para N-acilhidrazona 44
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Figura: Espectro de Massas de N-acilhidrazona 45
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Figura: Espectro de IV de N-acilhidrazona 45
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Figura: Espectro de IV de N-acilhidrazona 48
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Figura: Espectro de IV de N-acilhidrazona 49
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