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Resumo

RESUMO

O Mycobacterium tuberculosis (MTB), principal agente da tuberculose (TB), é responsavel
pela morte anual de 1,5 milhdes de pessoas no mundo. Atualmente, uma das grandes
preocupacdes mundiais € o aumento do numero de casos de TB multirresistente a farmacos
(MDR-TB) e TB extensivamente resistente a farmacos (XDR-TB) devido a elevada taxa de
mortalidade, dificuldade de tratamento e os altos custos envolvidos nessas condi¢fes. A
bedaquilina foi o ultimo farmaco aprovado pela agéncia norte americana - Food and Drug
Administration (FDA) - para tratamento da MDR-TB e XDR-TB, ap6s um intervalo de mais
de 50 anos sem novos farmacos. Todos estes fatos justificam a descoberta de farmacos mais
seguros e efetivos contra formas sensiveis e resistentes do MTB. Entre os farmacos utilizados
no tratamento da tuberculose, a isoniazida (INH) € um dos principais representantes da
primeira linha de tratamento. Além disso, compostos contendo a funcdo N-O0xido como 0s
furoxanos e as quinoxalinas tém sido descritos como protétipos para descoberta de novos
farmacos anti-TB. O objetivo deste trabalho foi o planejamento, sintese e avaliacdo
antituberculose de novas moléculas hibridas entre furoxanos e INH (série 1) e quinoxalinas e
INH (série 2). Nesse contexto, sintetizamos e caracterizamos onze moléculas hibridas finais
da série 1 e sete derivados quinoxalinicos da série 2 e avaliamos a atividade anti-TB contra
cepas de MTB Haz7Rv e isolados clinicos multirresistentes. As moléculas apresentaram valores
de concentrac¢do inibitéria minima (CIM) entre 1,03 — 101 uM. Quatro moléculas da série 1 se
mostraram promissoras e foram avaliadas quanto a sua citotoxicidade (ICso) em células MRC-
5e J774A.1. As moléculas da série 2 ndo foram consideradas promissoras devido aos baixos
valores de indice de seletividade (IS). O indice de seletividade das moléculas da série 1
variaram de 3,78 - 52,74 em células MRC-5 e 1,25 — 34,78 em células J774A.1. Além disso,
as moléculas da série 1 apresentaram atividade em diversas cepas multirresistentes, com
valores de CIM variando de 1,44 a 23,53 pM. Os derivados furoxanicos da série 1 foram
capazes de liberar éxido nitrico em uma faixa de 0,16 — 44,23%. Verificou-se que a atividade
antituberculose das moléculas desta série estd relacionada em parte com esta liberacdo de
oxido nitrico. A molécula mais promissora da série 1 foi estavel em diferentes pHs (5.0 e 7.4)
em estudos de estabilidade quimica. Alem disso, foi caracterizado que os valores de logPow
das moléculas de ambas variaram entre 0.7 a 2.9. Em concluséo, os novos derivados
furoxanicos identificados neste trabalho apresentam-se como compostos promissores Uteis

para o tratamento da tuberculose, incluindo MDR-TB.
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Abstract

ABSTRACT

Mycobacterium tuberculosis, the main agent of tuberculosis, is responsible for the annual
death of 1.5 million people worldwide. Currently, one of the major global concerns is the
increasing number of cases of multi drug-resistant tuberculosis (MDR-TB) and extensively
drug resistant tuberculosis (XDR-TB) due to the high mortality rate, difficulty of treatment
and the high costs involved. Bedaquiline was the last drug approved by the north american
agency - Food and Drug Administration - to treat MDR-TB and XDR-TB after a gap of more
50 years without new drugs. All these facts justify the need for discovery of new drugs for
treatment. Isoniazid is one of the main first line drugs used to treat tuberculosis. Compounds
containing the N-oxide functions, such as furoxans and quinoxalines, have been described as
prototypes for discovery novel anti-TB drugs. The aim of this work was the planning,
synthesis and biological evaluation of novel hybrid molecules between furoxan and INH
(Series 1) and quinoxaline and INH (Series 2). In this context, we have synthesized and
characterized eleven hybrid molecules of series 1 and seven molecules of series 2. Moreover,
we have evaluated the anti-TB activity of these molecules against MTB Hs7Rv strains and
multidrug-resistant clinical isolates. The compounds exhibited minimum inhibitory
concentration ranging from 1,03 to 101 pM. Four molecules from series 1 have shown
promising antitubercular activity and were evaluated regarding their cytotoxicity against
J774A.1 and MRC-5 cells. The molecules of series 2 were not considered promising due to
their low selectivity index values. The selectivity index of these four molecules ranged from
3.78 t0 52.74 in MRC-5 cells and 1,25 - 34,78 in J774A.1 cells. Furthermore, the molecules
have shown activity against several multidrug-resistant strains, with MIC values ranging
between 1.44 — 23.53 uM. The furoxan derivatives were capable to release nitric oxide at
levels ranging from 0,16 - 44,23%. It was observed that the antitubercular activity of these
molecules seems to be related in part to the nitric oxide release. The most promising
compound of series 1 was stable at different pHs (5.0 and 7.4) evaluated through chemical
stability studies. Furthermore, it was characterized that logPo/w values from both series
ranged from 0.7 to 2.9. In conclusion, the new furoxan derivatives have shown promising

antitubercular activity useful for the treatment of tuberculosis, including MDR-TB.
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1 INTRODUCAO

A tuberculose é uma doenca infecciosa causada por micobactérias do complexo
Mycobacterium, entretanto, a espécie responsavel pelo maior nimero de casos de morbidade e
mortalidade é o Mycobacterium tuberculosis. Geralmente, a micobactéria afeta os pulmdes
(TB pulmonar), mas também pode afetar outros 6rgdos, como 0ssos, sistema nervoso central e
sistemas urinario e reprodutor (TB extrapulmonar). A doenca é transmitida pelo ar quando
pessoas infectadas com TB pulmonar na forma ativa, expelem as particulas contendo as
micobactérias, principalmente atraves da tosse (WORLD HEALTH ORGANIZATION,
2014a).

Ocupando o ranking mundial como a principal causa de morte por doencas
infecciosas, a tuberculose encontra-se a frente da infeccdo causada pelo virus da
imunodeficiéncia humana (HIV). Estima-se que um terco da populacdo mundial esteja
infectada pela forma latente da tuberculose. O ultimo levantamento realizado em 2013
apontou 9 milhdes de novos casos no mundo e 1.5 milhGes de mortes causadas pela doenca
(WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2014a). No Brasil, dados do Ministério da Saude

relataram 71 mil novos casos apenas no ano de 2013 (BRASIL, 2014).

Somado a esses dados, o surgimento e aumento de cepas de M. tuberculosis
multirresistente aos farmacos e extensivamente resistente aos farmacos vém alarmando as
autoridades de todo o mundo. Essas formas de tuberculose apresentam baixas taxas de cura e
maiores taxas de mortalidade devido as dificuldades de tratamento (SANTOS et al., 2012;
LAPAUSA; PAREJA; ASENSIO, 2013). Alem disso, ja foram relatados no ambiente clinico
casos de tuberculose totalmente resistente aos farmacos (TDR-TB), no entanto, a definicédo
ainda gera discussdes no meio cientifico (KLOPPER et al., 2013; SLOMSKI, 2013).

Em 2013 cerca de 480 mil novos casos de MDR-TB foram diagnosticados no mundo,
representando 3,5% de todos os casos de TB. Somado a isso, 100 paises ja relataram casos
envolvendo XDR-TB em 2013. Estima-se ainda que em média, 9,0% de todos casos de MDR-
TB sejam na verdade de XDR-TB (STOP TB PARTNERSHIP, 2014; WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2014a, 2014b). Esses dados alarmantes justificam a urgéncia na

descoberta de novos farmacos para tratamento da TB e suas formas resistentes.
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Os medicamentos utilizados no tratamento da tuberculose sdo geralmente classificados
como farmacos de primeira (Grupo 1) e de segunda linha (Grupo 2, 3 e 4) (SCHITO et al.,
2015; ZUMLA et al., 2015). Os medicamentos de primeira linha para tratamento da
tuberculose sdo utilizados hd cerca de cinquenta anos. O regime recomendado pela
Organizagdo Mundial de Saude para novos casos de tuberculose ¢é altamente eficaz, com taxas
de cura de cerca de 90% em pacientes HIV negativos. No entanto, o regime ainda é
prolongado e requer seis meses de tratamento com medicamentos de primeira linha
(combinacdo de rifampicina, isoniazida, etambutol e pirazinamida por dois meses, seguido
por uma fase de continuagdo de quatro meses de rifampicina e isoniazida). Além disso, esses
medicamentos apresentam diversos efeitos adversos, o que leva muitas vezes ao abandono do
tratamento (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2014a).

A isoniazida é um dos farmacos mais importantes no tratamento da tuberculose.
Apresenta acdo bactericida sobre os bacilos de multiplicacdo rapida, mas tem acdo restrita
sobre os bacilos de crescimento lento e aqueles de multiplicacdo intermitente (ZHANG,
2005a).

Nos casos de MDR-TB, é utilizado uma combinacdo de farmacos de primeira e
segunda linha. Essa quimioterapia é menos eficaz, mais cara e tdxica do que a terapia de
primeira linha, e requer maior tempo de tratamento, podendo durar de 20 a 28 meses. A XDR-
TB requer um tempo de tratamento ainda maior que a MDR-TB e ainda exige o uso de
farmacos de terceira linha (Grupo 5). Esses farmacos nao tém eficacia comprovada e sdo mais
onerosos que os de primeira e segunda linha (SANTOS et al., 2012; ZUMLA; NAHID;
COLE, 2013).

Apobs um intervalo de mais de 50 anos sem novos medicamentos para o tratamento da
TB, a bedaquilina foi aprovada em 2012 pela agéncia norte-americana U.S. Food and Drug
Administration (FDA) para o tratamento de MDR-TB. Atualmente, diversos candidatos a
farmacos estdo em etapas de estudos clinicos, como por exemplo Q203, sutezolida (PNU-
100480), posizolida (AZD-5847), delamanida (OPC-67683) e pretomanida (PA-824) (MA et
al., 2010a; ZUMLA; NAHID; COLE, 2013; FERNANDES et al., 2015).

Além das formas resistentes da TB, outra grande dificuldade no tratamento da
infeccdo é a forma latente, pois atualmente ndo existem farmacos especificos para tal. O
estado latente é alcancado apds formacdo dos granulomas que sdo estruturas formadas por

macrofagos ativados e outros componentes do sistema imunoldgico do hospedeiro,

Guilherme Felipe dos Santos Fernandes



Introducdo 18

principalmente linfocitos, que cercam o tecido pulmonar infectado, isolando as células
infectadas em uma estrutura organizada, levando a formacdo de um ambiente anaerdbio que
suprime a replicacdo do M. tuberculosis (MUTTUCUMARU et al., 2004; RUSTAD et al.,
2008; PATEL; JHAMB; SINGH, 2011).

Os macrofagos desempenham um papel central na infeccdo por MTB. Entre as
inimeras funcbes desempenhadas por essa célula, podemos destacar a producdo de 6xido
nitrico. O NO é um importante mediador quimico produzido pelos macrofagos durante a
infeccdo e reconhecidamente um potente antimicobacteriano capaz de causar danos
irreversiveis ao M. tuberculosis (VOSKUIL et al., 2011).

Interessantemente, diversos trabalhos publicados na literatura demonstram o potencial
do NO na terapia anti-TB. Firmani & Riley (2012) demonstraram que o NO pode apresentar
efeito bactericida contra MTB (FIRMANI; RILEY, 2002). Alem disso, o NO pode ainda
induzir apoptose em macrofagos, impedindo em Ultima instancia a replicacdo intracelular da
micobactéria (HERBST; SCHAIBLE; SCHNEIDER, 2011).

Diversas moléculas organicas sdo relatadas como doadores de NO, entre estes,
podemos citar os furoxanos. Esta classe de moléculas apresenta diferentes propriedades
quimicas e atividades bioldgicas incluindo antimicrobiana, antichagasica, antifungica,
antimicobacteriana entre outros. E sabido que parte dessas atividades sdo atribuidas &
capacidade de doacdo de NO pelos furoxanos (CERECETTO; PORCAL, 2005). Hernandez e
colaboradores (2013), por exemplo, relataram efeito anti-TB de diversos derivados
furoxanicos com valores de concentracdo inibitéria minima contra cepas de TB sensiveis e
resistentes inferiores a isoniazida (HERNANDEZ et al., 2013).

Além do 6xido nitrico, outras espécies reativas de nitrogénio (ERN) e oxigénio (ERO)
podem provocar danos ao DNA bacteriano e consequentemente levar a micobactéria a morte
(VOSKUIL et al., 2011; KURTHKOTI; VARSHNEY, 2012). As quinoxalinas 1,4-di-N-0xido
(QdNO) representam um exemplo de classe de moléculas que aumentam essas espécies
reativas no meio intracelular. As QdNO sdo compostos heterociclicos aromaticos
biorredutiveis seletivamente toxicos em condigdes de hipoxia, capazes de produzir ERN e
ERO apds bioativacdo e consequentemente causar danos aos microrganismos invasores
(CARTA; CORONA,; LORIGA, 2005; HUANG et al., 2010; LIU et al., 2012).

Considerando o ambiente intracelular anaerdbio que as micobactérias sobrevivem e o

mecanismo de bioativacdo das QdNO em ambientes de baixa tensdo de oxigénio, pode-se
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presumir a aplicabilidade dessa classe de compostos para a descoberta de novos farmacos com
potencial atividade contra as formas ativas e latentes da TB. Diversos trabalhos descritos na
literatura tém demonstrado o efeito anti-TB das quinoxalinas em micobactérias na forma ativa
e latente (VICENTE et al., 2008b; VILLAR et al., 2008).

Assim, através da estratégia de hibridacdo molecular, foram planejadas duas séries de
moléculas hibridas entre furoxano-isoniazida e QdNO-isoniazida, ambas as séries conectadas
por um espacador N-acilhidrazona (NAH). O objetivo foi obter moléculas com atuacédo
sinérgica; através da liberacdo de Oxido nitrico e geracdo de ERO, pelos derivados
furoxénicos e QdNO, respectivamente e, inibicdo da biossintese de acidos micélicos pela
isoniazida.
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2 REVISAO DA LITERATURA

21 TUBERCULOSE

2.1.1 Definicao

Tuberculose é uma doenga respiratdria infeciosa transmitida principalmente pelo
bacilo Mycobacterium tuberculosis. A tuberculose geralmente afeta os pulmdes, mas pode
afetar outros 6rgdos do organismo, como cérebro, pericardio, ossos e rins (WORLD
HEALTH ORGANIZATION, 2013).

Estima-se que um terco da populagdo mundial esteja infectada pelo MTB. A
micobactéria pode permanecer em um estado dormente por meses ou anos sem induzir
sintomas nos pacientes. Esse estado é denominado tuberculose latente. Entretanto, uma em
cada dez pessoas infectadas por MTB desenvolve a doenca ativa (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2014a).

Tuberculose multirresistente a farmacos é definida como a TB causada por cepas de
MTB com resisténcia a pelo menos isoniazida e rifampicina, dois dos principais farmacos
utilizados contra TB. Tuberculose extensivamente resistente a farmacos € definida como a
TB causada por cepas que sdo resisténcia ndo somente a isoniazida e rifampicina, mas
também a fluoroquinolonas e pelo menos um farmaco injetavel de segunda linha (WORLD
HEALTH ORGANIZATION, 2010a; SANTOS et al., 2012).

2.1.2 Historia da Tuberculose

A tuberculose é uma das doengas mais antigas do mundo. Evidéncias da presenca da
doenca ja foram encontradas em documentos antigos no Egito, india e China & 5.000 A.C.,
3.300 A.C. e 2300 A.C., respectivamente. Além disso, anormalidades esqueléticas
tipicamente causadas por TB ja foram encontradas em muamias egipcias (DANIEL, 2006).
Acredita-se que a fonte original do MTB para os seres humanos foram as criagGes de gado
domésticos por volta de 10.000 — 15.000 anos atras (DONOGHUE et al., 2004).

No entanto, foi somente em 460 A.C. na Grécia, que Hipocrates desmistificou a

doenca que passou a ser conhecida como tisica pulmonar, um termo derivado do grego que
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significa consumacéo ou definhando. Aristoteles foi um dos primeiros estudiosos a considerar
a doenca como contagiosa, enquanto que a maioria dos autores gregos acreditavam ser
hereditaria. Galeno definiu tisica pulmonar como uma ulceracdo dos pulmdes, peito ou
garganta, febre baixa e definhamento do organismo devido ao pus. Durante esses primeiros
tempos, os esforgos para tratar e curar a doenga eram empiricos baseados na tentativa e erro.
Dependendo do tempo e pais, pacientes eram encorajados a descansar ou a praticar exercicios

fisicos, comer ou abster-se de comida (FRITH, 2014a).

A epidemia de TB na Europa, conhecida como "A Praga Branca”, comecou
provavelmente no comeco do século 17 e foi somente no século 21 que a descri¢do precisa da
fisiopatologia da doenca surgiu. Girolamo Fracastoro explicou em 1546 a natureza contagiosa
da TB. Em 1679, Franciscus Sylvius descreveu os caracteristicos nddulos pulmonares como
"tubérculos" e observou a sua evolucdo para cavidades. Richard Morton confirmou que os
tubérculos estdo sempre presentes no pulméo de pacientes com TB e Gaspart Laurent Bayle
provou definitivamente que os tubérculos ndo sdo os produtos ou resultado, mas a causa da
doenca. Em 1720, Benjamin Marten relatou que a TB poderia ser causada por "criaturas de
vida curta”, que poderiam gerar as lesGes e sintomas da tisica pulmonar e poderia ser
adquirida por uma pessoa saudavel. Ndo obstante, a evidencia da natureza infecciosa da TB s6
foi esclarecida por Villmenin em 1868 (DANIEL, 2006; FRITH, 2014a).

Em 1882, Robert Koch realizou uma apresentacdo a Sociedade de Fisiologia de
Berlim descrevendo o bacilo causador de TB, que ficou conhecido como bacilo de Koch. A
partir dai, este bacilo foi caracterizado como sendo a causa da doenca. Koch publicou quatro
critérios, conhecidos como postulados de Koch, concebidos para estabelecer uma relacao
causal entre um microrganismo causador e a doenca, a citar: a) 0 organismo deve estar
presente em todos 0s animais que estejam sofrendo da doenca mas ndo em animais saudaveis;
b) o organismo deve ser isolado de um animal doente e crescer em um cultura pura; c) a
cultura do organismo deve causar a doenga quando introduzida em um animal saudavel; e, d)
0 organismo deve ser re-isolado de animais infectados experimentalmente. Em 1890, Koch
anunciou que um composto, a tuberculina, curava a doenca; entretanto, estudos posteriores
descaracterizaram este efeito. Apesar disso, a tuberculina provou ser valiosa para o
diagndstico da TB (DANIEL, 2006; FRITH, 2014b).

No século 19, os sanatdrios podiam ser considerados como a primeira estratégia para o
tratamento da TB pois apresentavam uma funcdo dupla. Primeiro, eles protegiam a populagéo

em geral isolando as pessoas doentes; e segundo, eles ofereciam aos pacientes descanso,

Guilherme Felipe dos Santos Fernandes



Revisdo da Literatura 22

atividades fisicas, ar fresco e boa alimentagdo. Finalmente, durante os anos 1960, muitos
sanatdrios comecaram a fechar e o tratamento da TB foi substituido por terapias ativas
(PALOMINO; LEAO; RITACCO, 2007; FRITH, 2014b)

A introducdo de antibidticos, como estreptomicina (SM), isoniazida e &cido para-
amino salicilico (PAS), levaram a uma revolugdo na quimioterapia da TB e as taxas de

mortalidade foram reduzidas consideravelmente gracas a estes agentes (DANIEL, 2006).

2.1.3 Complexo Mycobacterium tuberculosis

O género Mycobacterium é composto por mais de 100 espécies, sendo algumas
patogénicas e a grande maioria ndo. As espécies patogénicas compdem o Complexo
Mycobacterium tuberculosis e possuem a maior importancia médica. O Complexo M.
tuberculosis refere-se ao grupo das espécies: M. tuberculosis, M. bovis, M. africanum, M.
microttii, M. caprae e M. pinnipedii (PALOMINO; LEAO; RITACCO, 2007; FORRELLAD
et al., 2013). Estas espécies compartilham uma similaridade genética superior a 99%. No
entanto, demonstram diferencas significativas na morfologia, bioquimica, gama de
hospedeiros e as caracteristicas da doenca em modelos de animais experimentais (COSMA,;
SHERMAN; RAMAKRISHNAN, 2003).

O M. tuberculosis € a espécie mais importante e conhecida, infectando mais de um
terco da populagdo mundial; também é capaz de infectar animais que tem contato com o
humano (FORRELLAD et al.,, 2013). A descricdo detalhada das caracteristicas do M.

tuberculosis serdo apresentadas nos capitulos posteriores.

O M. bovis pode ser considerado como a segunda causa de TB em humanos. O
principal hospedeiro do M. bovis sdo 0s animais bovinos, mas este microrganismo também
pode infectar outros mamiferos incluindo o homem, tornando-se assim, a principal causa de
tuberculose zoon6tica em humanos. Entretanto, apds a introducdo do leite pasteurizado, houve
um evidente impacto na reducdo do numero de mortes de criangas de até cinco anos de idade
causadas pela infeccdo com M. bovis (PALOMINO; LEAO; RITACCO, 2007).

M. africanum encontra-se predominantemente na Africa e é considerada como a

principal causadora de TB pulmonar em algumas regides daquele continente. Considerando as
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caracteristicas bioquimicas, dois subgrupos foram relatados, sendo um mais similar ao MTB e
outro ao M. bovis (JONG; ANTONIO; GAGNEUX, 2010).

O M. microttii foi isolado pela primeira vez em 1937 e foi considerado avirulento para
humanos, bovinos e animais de laboratorio. Por isso, foi considerado um atraente
microrganismo para o desenvolvimento de vacina contra a TB. Sua eficacia foi avaliada em
ensaios clinicos e mostrou eficacia similar ao "Bacillus Calmette-Guérin” (BCG). Entretanto,
o0 M. microttii foi identificado posteriormente como o agente causador de casos de TB
pulmonar em humanos imunodeprimidos e imunocompetentes (PALOMINO; LEAO;
RITACCO, 2007).

O M. caprae ja foi identificado na Espanha, Italia, Austria e Republica Checa e é
considerada a principal causa de TB em bovinos e o0 agente predominante de TB em humanos
em regides da Europa central (PALOMINO; LEAO; RITACCO, 2007).

O M. pinnipedii foi encontrada na Nova Zelandia, Australia e América do Sul. Em
2003, foi relatada a sua habilidade em causar a doenca em porquinhos-da-india e coelhos.
Além disso, tem sido sugerido que esta espécie pode causar infeccdo em uma ampla gama de
hospedeiros. Entretanto, ainda ha poucos estudos sobre esta espécie (PALOMINO; LEAO;
RITACCO, 2007).

Além disso, estudos ja relataram a descoberta de novas espécies causadoras de TB em
chimpanzés selvagens no continente Africano (COSCOLLA et al.,, 2013). Portanto, o

complexo M. tuberculosis ndo se restringe somente as espécies conhecidas até o0 momento.

2.1.4 Epidemiologia

De acordo com o ultimo relatorio publicado pela OMS, estima-se que em 2013
houveram aproximadamente 9,0 milhdes de novos casos de TB em todo o mundo (WORLD
HEALTH ORGANIZATION, 2014a). Por outro lado, dados de 2012 apontaram 8,6 milhGes
de casos de TB (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2013). Esses dados revelam que o
numero absoluto de novos casos estd aumentando ligeiramente a cada ano, embora uma
reducdo nas taxas de incidéncia (1,5% ao ano 2000-2013 e 0,6% entre 2012 e 2013) possa ser
observada devido ao crescimento da populacdo global. De fato, a incidéncia global estimada
aumentou de 122 casos por 100.000 habitantes em 2012 para 126 casos por 100.000

habitantes em 2013. Dos 9,0 milhGes de casos incidentes, cerca de 1,1 milhdo (13%) eram
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HIV-positivos e, a maioria dos casos ocorreram na Asia (56%) e Africa (29%) (Figura 1)
(WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2014a).

Figura 1- Estimativas da taxa de incidéncia de tuberculose, por pais, 2013.
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Fonte: retirado de WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2014a.

Dados de 2013, estimam que aproximadamente 1.5 milhGes de pessoas morreram
devido a TB em 2013, sendo 1.1 milhGes de casos de HIV-negativo (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2014a).

Atualmente, existem 22 paises com alta carga que respondem por aproximadamente
82% de todos 0s novos casos que surgem a cada ano. Os seis paises com maior nimero de
casos em 2013 foram india, China, Nigéria, Paquistdo, Indonésia e Africa do Sul. A india
sozinha foi responsavel por cerca de 24% de todos os casos de TB no mundo e a China por
cerca de 11% (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2014a). No Brasil, dados do
Ministério da Saude apontaram 70 mil novos casos no ano de 2013 (BRASIL, 2014).

Quanto a tuberculose resistente, no ano de 2013 estimou-se em 480 mil novos casos de
MDR-TB e aproximadamente 210 mil mortes. Além disso, dados sugerem que 3,5% de todos
0s novos casos de TB no mundo sejam na verdade MDR-TB. Paises do Leste Europeu e Asia
central apresentam as maiores taxas de MDR-TB. Os quatro paises que apresentaram o maior

namero estimado de casos envolvendo MDR-TB em 2013, foram, india, China, RUssia e
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Paquistdo. Cerca de 100 paises ja reportaram casos envolvendo XDR-TB em 2013, e alguns
autores apontam que em média, 9,0% dos casos de MDR-TB sejam na verdade de XDR-TB,
similar a estimativa de 2012 (9,6%) (STOP TB PARTNERSHIP, 2014; WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2014a, 2014b).

2.1.5 Estratégias globais para o combate da tuberculose

Em 1993, a OMS declarou a tuberculose como uma emergéncia de salde publica
global. Esta retomada de atencdo pelas autoridades tem sido atribuida a diversos fatores, como
por exemplo 0 aumento de casos de TB com resisténcia aos farmacos disponiveis, a pandemia
do HIV, mudangas na estrutura social, o aumento de imigrantes de na¢Ges com alta taxa de
prevaléncia para os paises desenvolvidos, e o envelhecimento da populagdo mundial
(DUCATI et al., 2006).

A Stop TB Partnership foi criada em 2000 pela OMS como um movimento global para
acelerar a acdo social e politica no combate a TB em todo o mundo. Ele fornece uma
plataforma para organizac@es internacionais, paises, doadores, organiza¢Ges governamentais e
ndo governamentais, organizacdes de pacientes e individuos para conduzir uma campanha
coletiva a fim de eliminar a TB (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2010b, 2010c).

Em 2006, a Stop TB Partnership langou o Plano Global de Combate a TB 2006-2015,
uma estratégia de dez anos que define a aplicacdo e pesquisa necessaria para atingir dois
objetivos principais, a saber: a) reduzir pela metade a prevaléncia e mortes provadas pela TB
até 2015, em comparacdo aos niveis de 1990; e, b) eliminar a TB como uma ameaca global a
salde publica até 2050. Para atingir estes objetivos, o Plano Global requereu investimentos
em Pesquisa e Desenvolvimento de aproximadamente $ 890 milhdes de dolares por ano para
0 desenvolvimento de novos meios de diagnostico, medicamentos e vacinas (FRICK;
JIMENEZ-LEVI, 2013).

No final de 2010, uma atualizacdo para o Plano Global de Combate a TB 2011-2015
foi publicado levando em consideracdo os progressos realizados desde 2006. Para alcancar o
objetivo da parceria, o Plano Global de Combate a TB 2011-2015 apresenta seis objetivos e
metas associadas, apresentadas a seguir: a) garantir o diagnostico precoce dos casos de TB; b)
garantir o tratamento de todos os casos diagnosticados de TB; c¢) reforcar a monitorizacéo e

avaliacdo; d) fortalecer o desenvolvimento de recursos humanos para o controle da TB no
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contexto do desenvolvimento global dos profissionais de saude; e) a¢gdes para o aumento da
escala e garantir o controle adequado da infec¢do; e, f) coordenar os esforcos a nivel mundial
do Grupo de Trabalho para Expansdo do Tratamento Diretamente Observado (WORLD
HEALTH ORGANIZATION, 2010c). Além disso, a atualizacdo do Plano Global elevou os
gastos necessarios em P&D para $ 2 bilhGes de dolares anuais a fim de atingir os seus
objetivos (FRICK; JIMENEZ-LEVI, 2013).

Na ultima década, grandes esforcos nacionais e internacionais foram feitos para
financiar e implementar o controle adequado da TB para alcancar metas de 2015. As acOes
incluiram a criacdo do Fundo Global de Combate a Aids, Tuberculose e Malaria em 2002, e
UNITAID em 2006, como novos mecanismos de financiamento para abrigar trés das
principais doencas infecciosas causadores de morte nos paises em desenvolvimento. No
entanto, os paises financiadores vém enfrentando problemas econdmicos desde 2007, o que
tem gerado pressdo e maior rigor sobre o0s recursos destinados aos paises em desenvolvimento
(FLOYD etal., 2013).

Em 2012, 85 doadores entre empresas privadas, organizagcdes governamentais e néo
governamentais, organizac@es filantropicas, entre outras, relataram investir mais de $ 627
milhGes em P&D para TB, um decréscimo de 4,63% em relacdo a 2011. Com este reveés, 0s
investimentos totais em P&D para TB em 2012 representaram apenas 31,4% da meta de $ 2
bilhGes anuais estabelecidos pelo Plano Global 2011-2015. Mais da metade deste
investimento se destina a P&D de novos medicamentos e pesquisa basica, compreendendo 38
% e 21 % do total investido, respectivamente. A outra parte se destina a P&D de vacinas
(14%), métodos operacionais (12%), diagnosticos (7%) e infraestrutura/inespecificos (8%)
(FRICK; JIMENEZ-LEVI, 2013).

2.1.6 Tuberculose, doenca negligenciada?

Doengas negligencias podem ser definidas como doengas que afetam principalmente
populacbes pobres nos paises em desenvolvimento, onde intervencGes de saude, bem como a
pesquisa e o desenvolvimento s&o inadequadas para a necessidade. As doengas negligencias
sd0 um grupo de doengas medicamente diversificada, no entanto, compartilham a
caracteristica de estarem fortemente ligadas a pobreza (HOTEZ et al.,, 2007; U.S.
DEPARTMENT OF HEALTH AND HUMAN SERVICES, 2014).
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Essas doencas também apresentam papel importante na promocdo da pobreza,
considerando o seu impacto na salde e desenvolvimento de criangas e na produtividade do
trabalhador. As doengas negligencias ocorrem principalmente em areas rurais nos paises em
desenvolvimento. Elas representam uma das principais razfes do porqué pessoas pobres nao
conseguem sair da pobreza e paises de baixa renda, onde essas populagdes vivem, ndo
conseguem avangar economicamente. Portanto, uma luta global com o objetivo de combater
as doencas negligencias, poderia ser uma aplicacdo altamente produtiva da ciéncia médica e

da satde publica para contribuir no desenvolvimento global.

Histéricamente, a TB permaneceu classificada por longo tempo no grupo das doengas
consideradas negligenciadas. Essas doencas sdo consideradas pela industria farmacéutica
como possuindo baixo potencial comercial e por isso, ndo tem recebido investimentos em
pesquisa e desenvolvimento. Entretanto, a TB vem atraindo a atengdo de organizagdes e
projetos globais durante as ultimas décadas, e devido a isso, deixou de ser considerada uma
doenca negligenciada nos ultimos anos por diversos autores, inclusive a OMS (WORLD
HEALTH ORGANIZATION, 2010d). Apesar disso, alguns autores ainda insistem em
considerarem a TB como uma doenca negligenciada (COHEN; STURGEON; COHEN,
2014).

Por outro lado, deve se considerar que muitas vezes nao € a falta de ferramentas, mas a
falta de infraestrutura adequada dos sistemas de salde e a capacidade de implementacdo
destas que blogueiam os centros de controles de doencas. Determinantes bioldgicos, sociais,
econbmicos e comportamentais, sistemas de salde, além de outros fatores, sdo de vital
importancia no controle efetivo dessas doencas e esses fatos devem definir as estratégias
adequadas para o combate a tuberculose, que ndo é somente um problema de saide publica
mundial, mas também um problema social (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2014a).

Assim, ha uma necessidade urgente de uma abordagem coordenada envolvendo redes
multidisciplinares de pesquisadores, bem como parcerias entre a industria e o setor publico

em paises desenvolvidos e em desenvolvimento.
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2.1.7 Tuberculose - Mycobacterium tuberculosis

Caracteristicas gerais do MTB

O reservatorio natural do MTB € o ser humano. O MTB ¢ classificado como
fracamente gram positivo, acido-resistente, e parasita intracelular facultativo que sobrevive e
cresce em fagosomas de fagdcitos mononucleares. Tipicamente, 0 microrganismo aparece na
forma de bastonetes retos ou ligeiramente curvado, com dimensdes 1-10 uM de comprimento
e 0,2 - 0,6 UM de largura (Figura 2). A temperatura e as condi¢des de pH em que o bacilo é
capaz de se multiplicar sdo relativamente estreitas, sendo como condi¢do 6tima 37 °C de
temperatura e pH neutro. Sdo bacilos aerdbios obrigatdrios, crescendo com mais sucesso em
tecidos com alta concentracdo de oxigénio. O crescimento do MTB é muito lento, em
condicGes favoraveis, por exemplo, ele se divide a cada 18 horas. A estrutura macromolecular
e capacidades fisiol6gicas do microrganismo resultam em uma alta adaptacdo ao ambiente
especifico. Portanto, como o ambiente se altera, o bacilo é capaz de trazer a tona diferentes
vias fisiologicas, a fim de sobreviver (PALOMINO; LEAO; RITACCO, 2007).

Figura 2 - Mycobacterium tuberculosis: microscopio eletrénico de transmissao.
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Fonte: retirado de http://phil.cdc.gov/phil/details.asp?pid=8438; Acesso em 28/10/2015
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Parede celular do MTB

A estrutura da parede celular do MTB consiste de uma membrana plasmatica, que é
suportada por uma camada de peptidoglicano que fornece protecdo osmdtica. Anexado ao
peptidoglicano, estd uma camada de arabinogalactano, na qual estdo esterificados acidos
micdlicos. Associado a parede celular, estdo uma série de lipidios livres, proteinas e
glicolipideos (LEE; BRENNAN; BESRA, 1996).

A bicamada lipidica da membrana citoplasmatica é estruturalmente de vital
importancia para a micobactéria, e atua como uma barreira de separagdo entre o citosol do
interior celular e o espaco "periplasmatico” entre a membrana plasmatica e a camada de
peptidoglicano rigida. Além disso, a membrana € um local ativo do anabolismo celular,
principalmente biossintese da parede celular, e permite a entrada de nutrientes para o interior
da micobactéria (Figura 3) (LEE; BRENNAN; BESRA, 1996; BARRERA, 2007).

A membrana encontra-se cercada por uma parede celular que protege o conteddo
intracelular, proporciona suporte mecéanico e é responséavel pela forma caracteristica do bacilo.
A parede é constituida por uma camada interna de peptidoglicano, a qual parece ser
responsavel pela forma e integridade estrutural da bactéria. A camada de peptidoglicano
contem é&cido N-glicolil-neuraminico em vez do 4&cido N-acetilneuraminico habitual,
encontrado na maioria das outras bactérias. Covalentemente ligado, por uma ligacdo
fosfodiéster, ao peptidoglicano estd um polissacarideo, o arabinogalactano, cujas
extremidades exteriores sdo esterificadas com acidos graxos de alto peso molecular,
denominados acidos micdlicos. Esses acidos micdlicos sdo tipicamente cadeias longas e
ramificadas contendo de 60 a 90 atomos de carbono (Figura 3) (BRENNAN; NIKAIDO,
1995; DUCATI et al., 2006).

A camada externa do envoltério da micobactéria apresenta lipidios livres que estdo
dispostos por todo o envoltorio, alguns glicolipideos, como os monosideos fosfatidil-mio-
inositol, lipoarabinomanan e lipomanan, estdo ligados de forma ndo covalente & membrana
plasmatica através de ancoras GPI, que se projetam para o exterior da parede celular. A
parede da micobactéria também apresenta proteinas intercaladas, algumas em processos para
serem exportadas, e algumas sdo residentes. Muitas dessas proteinas sdo responsaveis pela
construcdo da parede celular (BRENNAN; NIKAIDO, 1995; FUKUDA et al., 2013). Além

disso, existem proteinas denominadas porinas, que formam canais hidrofilicos que permitem a
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passagem passiva de solutos aquosos através da camada de &cido micdlico (Figura 3)
(NIEDERWEIS, 2003).

Figura 3 - Representacdo esquematica da parede celular do Mycobacterium tuberculosis.
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Fonte: elaborado pelo autor.

Genoma do MTB

A pesquisa envolvendo TB fez grandes progressos com a descricdo completa do
genoma da cepa MTB Hs7Rv, uma referéncia laboratorial no mundo. A MTB Hz7Rv possui
uma sequéncia de 4.411.529 de pares de bases e cerca de 4.000 genes. A maioria dos c6digos
genéticos sdo de enzimas envolvidas na lipolise para sobrevivéncia da bactéria dentro do
hospedeiro, e lipogénese, para a sintese da parede celular (COLE et al., 1998; KAUFMANN,
2001).

A sequéncia do genoma e a sua comparacdo com as sequencias de outros
microrganismos permitiu a atribuicdo das funcGes precisas de 40% das proteinas previstas. A
identificacdo de 44% de genes ortologos, genes de diferentes espécies que apresentam a
mesma funcgdo, devido a terem evoluido a partir de um gene ancestral comum, e 16% de
proteinas desconhecidas (DEL PORTILLO et al., 2007).
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Metabolismo MTB

A micobactéria pode utilizar uma grande variedade de compostos como fonte de
carbono para o seu crescimento; podendo assimilar carboidratos, lipideos e proteinas (EHRT,;
RHEE, 2013).

Além disso, 0 MTB pode obter a maioria dos seus proprios aminoéacidos, nao por
sintese de novo, mas pela aquisicdo a partir do seu hospedeiro (NIDERWEIS, 2008;
WARNER, 2014). De fato, parece que esses aminoacidos séo a principal fonte de NH3 para a
sintese de todos os outros compostos nitrogenados que a bactéria necessite. No entanto,
acredita-se que o MTB pode usar nitrato como fonte de nitrogénio e/ou terminais aceptores de
elétrons, na auséncia de oxigénio. Os bacilos possuem uma enzima ligada a membrana celular
que reduz rapidamente o nitrato e leva ao acumulo de nitrito (BARRERA, 2007;
NIDERWEIS, 2008)

A micobactéria necessita de grandes fontes de carbono e nitrogénio para sua
sobrevivéncia, no entanto, oligoelementos possuem um papel importante no funcionamento e
estrutura da célula. O magnésio e o ferro sdo essenciais para a vida do bacilo (BARRERA,
2007). A deficiéncia nesses elementos frequentemente reduz a viruléncia de patdgenos
bacterianos. Como o ferro ndo é sollvel na presenca de oxigénio e pH neutro, sistemas
especiais para transporte de ferro sdo necessarios para incorporar esse elemento para o interior
da célula (RATLEDGE, 2004; BANERJEE et al., 2011). Exochelinas sdo peptideos
hidrofilicos secretados para 0 meio extracelular para a captura de ferro e micobactinas séo
compostos hidréfobos localizados dentro da parede celular que atuam no transporte do ferro
para dentro do citoplasma (GOBIN; HORWITZ, 1996). Quando o0 MTB enfrenta condigdes
de restricdo de ferro, o bacilo ajusta o seu metabolismo para um nivel de manutencéo da

funcéo celular essencial e aumenta a absorcéo de ferro (RODRIGUEZ, 2006).

2.1.8 Oxido nitrico e tuberculose

O o6xido nitrico € um importante mediador produzido pelos macrofagos durante a
infeccdo por MTB. Todo o papel do NO na infec¢do por MTB ainda ndo é completamente

entendido, mas é sabido que baixas concentracbes de NO inibem a respiracdo do MTB
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levando a inibicdo de processos anabdlicos como sintese de DNA, RNA e proteinas. A
inibicdo do crescimento do MTB pode promover um estado persistente de ndo responsividade
aos farmacos (VOSKUIL et al., 2003). Por outro lado, moderadas e altas concentracfes de
NO apresentam efeito bacteriostatico e bactericida, respectivamente. Além disso, a exposi¢ao
de MTB ao NO induz uma resposta genetica similar aquela em condicfes de hipoxia
(FIRMANI; RILEY, 2002). A fim de eliminar o microrganismo, 0 NO pode induzir ainda
apoptose em macrofagos para impedir o crescimento e a replicagdo do bacilo (HERBST;
SCHAIBLE; SCHNEIDER, 2011).

Apo6s a infeccdo por MTB, células de defesa como os mondcitos aumentam a
producdo da enzima Oxido nitrico sintase induzida (iNOS) e consequentemente de éxido
nitrico produzido por essas células (JAGANNATH; ACTOR; HUNTER, 1998). Foi
demonstrado em um estudo que pacientes que inalaram altas concentracbes de NO
apresentam maiores niveis de atividade de iNOS e consequentemente maior efeito bactericida
contra 0 MTB (WANG et al.,, 1998). Experimentos in vivo demonstraram que em
camundongos, INOS ¢ induzida por interferon-y (IFN-y), essa via também parece ser
importante em humanos j& que mutacdes nos receptores de IFN-y e polimorfismos do
promotor IFN-y aumentam a susceptibilidade de infec¢ao por MTB (ROSSOUW et al., 2003).
Além disso, sendo o NO um importante segundo mensageiro celular, pode ocorrer modulacéo
da resposta imune adaptativa e da funcdo das células fagociticas (BOGDAN, 2001; WINK et
al., 2011). Tem sido relatado que a suplementacdo da dieta com arginina, aminoacido
precursor do 6xido nitrico, em pacientes com TB ativa, melhoraram os resultados clinicos
associados a doenca (SCHON et al., 2003).

Baseado nisso, levantou-se a hipétese de que a exposicdo do MTB a fontes exdgenas
de oxido nitrico, auxiliaria na farmacoterapia da TB (LONG; LIGHT; TALBOT, 1999;
LONG et al., 2005).

2.1.9 Espécies reativas de oxigénio e nitrogénio e tuberculose

Durante a infecgdo, a micobactéria esta exposta a uma série de fatores que promovem
0 estresse Oxido-redutivo, como as espécies reativas de oxigénio e nitrogénio, pH acido,
limitacdo de nutrientes e hipoxia. A exposicdo do MTB a esses fatores provoca mudancas em

seu metabolismo que permitem ndo apenas sua sobrevivéncia dentro do hospedeiro, mas
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também a expressdo de fatores de viruléncia responsadveis pela sua patogenicidade
(KURTHKOTI; VARSHNEY, 2012).

As modificacdes fisiologicas no MTB frente ao ambiente redox determinardo o estado
replicativo ou latente do MTB. Apds infeccdo, macréfagos alveolares aumentam a expressdo
de uma série de enzimas responsaveis por causar estresse oxidativo na tentativa de eliminar o
parasita. Entre essas enzimas podemos citar: NADPH oxidases, mieloperoxidases, catalases e

hidrolases.

A enzima NADPH oxidase transfere elétrons ao oxigénio durante o metabolismo,
levando a formacéo dos radicais superoxidos. Esses por sua vez, levam a formacao de outras
ROS como H20», hipoclorito e radical hidroxil. Entre os efeitos das ROS podemos citar: a)
inibicdo do crescimento da MTB; b) danos a componentes celulares como lipidios, proteinas e
material genético; c) ativacdo da resposta inflamatéria/antimicrobiana dos macréfagos e; d)
modulacdo da apoptose (PERSKVIST et al., 2002; BEHAR et al., 2011; KURTHKOTI;
VARSHNEY, 2012).

A micobactéria por sua vez possui uma série de mecanismos e enzimas protetores
contra ROS que incluem: superéxido dismutase, catalase (KatG), alquil hidroperoxidase,
peroxiredoxinas entre outros que protegem o MTB contra o in6spito ambiente intracelular.
Além disso, 0 MTB mantém o potencial redox intracelular usando micotiol (conjugado de N-
acetilcisteina com pseudo dissacarideo de glucosamina e mioinositol) como tampédo redox
intracelular (NEWTON et al., 1996).

Os niveis de ROS tém importante papel na patogénese da TB. Pacientes com doenca
granulomatosa cronica (defeito genético na producdo de ROS) por exemplo, sdo mais
susceptiveis a infeccao por varias espécies do género Mycobacterium (ALLEN; CHNG, 1993;
OHGA etal., 1997).

2.1.10 Transmissao: tuberculose latente e tuberculose ativa

A tuberculose € uma doenca contagiosa transmitida pelo ar. As bactérias sdo
transmitidas diretamente de pessoa para pessoa através de aerossois, que, quando inalados,
levam 0o MTB imediatamente para o local de entrada e crescimento no tecido pulmonar
(WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2014a). Apenas pessoas com a tuberculose na forma
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ativa podem transmitir os bacilos, e estima-se que, sem o devido tratamento, cada pessoa com
a TB ativa ira infectar, em média, entre 10 e 15 pessoas a cada ano. No entanto, nem todas as
pessoas infectadas com o bacilo da tuberculose tornam-se doentes. Como resultado, duas

condicdes relacionadas a TB existem: tuberculose latente e tuberculose ativa (Tabela 1).

Estima-se que cerca de 5 a 10% das pessoas infectadas irdo desenvolver a tuberculose
ativa durante a vida. Além disso, cerca de metade dessas pessoas irdo desenvolver a forma
ativa da TB nos dois primeiros anos ap6s a infeccdo (U.S. DEPARTMENT OF HEALTH
AND HUMAN SERVICES, 2013; WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2015).

Tabela 1 - Tuberculose latente vs. Tuberculose ativa.

Tuberculose Latente Tuberculose Ativa

Sem sintomas da doenca Pode apresentar sintomas
Né&o contagiosa, ndo pode espalhar os
bacilos da tuberculose

Teste da tuberculina positivo Teste da tuberculina positivo

Pode espalhar as micobactérias da TB

QuantiFERON®-TB Ouro teste positivo QuantiFERON®-TB Ouro teste positivo

Pode apresentar anormalidades na

Radiografia pulmonar normal ) . ,
radiografia de torax

Teste de escarro negativo Pode apresentar baciloscopia positiva ou
cultura

Bactérias sdo inativas, dormentes Bactérias estdo na forma ativa
Tratamento para tratar a tuberculose

uimioprofilaxia )
Q P ativa

Fonte: retirado e modificado de PARK; BENDELAC, 2000.

2.1.11 Patogénese

A tuberculose é uma doenca infecciosa, portanto, a sua progresséo € determinada pela
resposta do sistema imunologico do hospedeiro. Diversos fatores e agentes celulares estéo

envolvido na resposta do hospedeiro, como mostrado na Figura 4.
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Figura 4 - Resposta imunolodgica da tuberculose: (a) cura espontanea; (b) doenca aguda; (c)
contencao e reativacao da infeccao.
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A infeccdo por MTB comega quando as micobactérias sdo inaladas e atingem os
pulmdes. Uma vez no pulmao, as bactérias sdo rapidamente detectadas e fagocitadas por
macrofagos alveolares e provavelmente por células dendriticas (Figura 5-A) (KAUFMANN;
MCMICHAEL, 2005; KNECHEL, 2009). Durante este processo, 0s macrdfagos secretam
uma serie de citocinas e quimiocinas que induzem uma resposta inflamatoria local, levando ao
processo de migracdo de neutrofilos e monocitos da corrente sanguinea para os locais de
infeccdo primaria (RUSSELL, 2007).

Células apresentadoras de antigenos, como linfocitos T e células dendriticas, levam
antigenos de MTB aos nddulos linfaticos, promovendo a migracgdo dos linfocitos para o local
de infeccdo e induzindo a formagao do granuloma. Esta resposta ndo especifica ndo consegue

eliminar os bacilos completamente e as bactérias sdo entdo drenadas para os nodulos
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linfaticos, que em seguida conseguem atingir a corrente sanguinea (KAUFMANN, 2001).
Uma vez na circulagdo, as bactérias podem atingir diferentes partes do corpo; mas,
geralmente, esses bacilos sdo destruidos e ndo conduzem a focos secundarios (KNECHEL,
2009).

A eliminacdo das micobactérias virulentas requer a ativagdo dos macréfagos
alveolares infectados. Isso acontece através de uma reacdo mediada por células, permitindo
que os macrofagos contenham os bacilos fagocitados. A interacdo entre o antigeno
apresentado por macrofagos e células T especificas, estimulam os macréfagos a secretar
interleucinas que induzem a proliferacdo de células T CD4" e CD8". A resposta imunoldgica
mediada por estas células apresenta duas fungdes: CD4" e CD8" ativam macroéfagos e
secretam interferon-y que por sua vez, tem um papel importante como agente de ativacdo,
produzindo efeitos antimicobacterianos (FLYNN; CHAN, 2001; KAUFMANN, 2001,
O’GARRA et al., 2013).

Figura 5 - Fisiopatologia da tuberculose.
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Além disso, células CD8" também estdo envolvidas na lise de macréfagos infectados,
através de um processo mediado por perforinas e granulisinas. O fator de necrose tumoral-alfa
(TNF-a), secretado por linfocitos T CD4", parece ser ineficaz sozinho, entretanto, apresenta
sinergismo com IFN-y. Outro mecanismo responsavel pela atividade antimicobacteriana de
IFN-y e TNF-0, ¢ a inducdo da producao de espécies reativas de oxigénio e nitrogénio pelos
macrofagos através da acdo da enzima Oxido nitrico sintase induzivel. Portanto, os
macrofagos ativados aumentam o numero de lisossomos e enzimas hidroliticas e, como
consequéncia, ocorre a diminuicdo do crescimento e multiplicacdo celular dos bacilos. O
resultado desta acumulagdo excessiva de macréfagos € a formacdo dos granulomas ou centro
caseoso, conhecidos como tubérculos (FLYNN; CHAN, 2001; KAUFMANN, 2001;
O’GARRA et al., 2013). (Figura 5-B)

O granuloma consiste de uma &rea central do tecido necrosado contendo bacilos que
foram fagocitados por macrofagos, que por sua vez, sdo envolvidos por linfécitos,
principalmente por células T CD4* e CD8" (Figura 5-C). Os bacilos aerébios ndo conseguem
se multiplicar dentro do granuloma, devido ao ambiente hostil. O granuloma é um ambiente
caracterizado por limitar o crescimento da micobactéria por diferentes vias, incluindo baixos
niveis de oxigénio (hipoxia) e nutrientes, condicBes acidas de pH e a producdo de éxido
nitrico, levando os bacilos ao estado de laténcia (RUSTAD et al., 2008; PATEL; JHAMB,;
SINGH, 2011; O’GARRA et al., 2013). O MTB dentro dos granulomas pode persistir durante
anos e eventualmente, escapar e disseminar durante um quadro clinico de reativacdo devido,

por exemplo, a situagdes de imunossupressao (ELKS et al., 2013).

Durante o estado de laténcia, pode ocorrer a reativacdo da doenca ou TB secundéria
em um pequeno ndmero de individuos (aproximadamente 5%). Alteracdes no sistema
imunologico devido ao envelhecimento, subnutricdo, medicagdes imunossupressoras ou co-
infeccdo pelo HIV s@o os responsaveis por esta reativagdo. Como resultado, o granuloma
perde a sua estrutura deixando de conter as micobactérias viaveis, 0 que permite a sua

multiplicacdo e disseminacdo da doenca (VERVER et al., 2005).

Apos a reativacdo da TB, o sistema imunoldgico ndo é capaz de conter a infeccdo e o
centro caseoso liquidifica, conduzindo a formacéo de uma cavidade onde 0 oxigénio consegue
penetrar, permitindo que os bacilos aerobios se multipliqguem (Figura 5-D). Nesse ambiente,
0s macréfagos ndo conseguem sobrevier, tornando-se ineficazes no controle da multiplicagédo
das micobactérias. Os bacilos podem atingir nUmeros muito elevados nessa fase, elevando

consideravelmente o risco de contagio (MIRANDA et al., 2012).

Guilherme Felipe dos Santos Fernandes



Revisdo da Literatura 38

A liquefacdo do granuloma continua até que ocorra a ruptura da parede do bronquiolo
e 0s bacilos sdo disseminados por todo o pulmao e, em seguida, para os sistemas circulatorio e
linfatico (Figura 5-E). Assim, devido a disseminacdo dos bacilos, milhares de novos
tubérculos podem aparecer pelo corpo, e a doenca entra na fase generalizada, o que pode levar
a danos em érgdos vitais e causar a morte (RUSSELL, 2007; MIRANDA et al., 2012).

2.1.12 Tuberculose — Manifestagdes clinicas

A tuberculose pulmonar é a forma mais comum da doenca se manifestar em regides
onde a TB apresenta uma alta taxa de incidéncia. Em regides onde a TB secundéaria
(reativacao) € mais dominante, a distribuicdo de como a TB se manifesta é diferente, com uma
proporcdo mais elevada da forma extrapulmonar. Uma breve descricdo dos locais mais
comuns que a TB extrapulmonar pode se manifestar é considerado a seguir (GOLDEN;
VIKRAM, 2005; BARKER, 2008):

o Tuberculose pulmonar: é a forma mais importante da doenca, devido a sua frequéncia e
por ser a forma mais infecciosa.

o Tuberculose ganglionar: os nédulos ficam geralmente assimétricos no pescogo e podem
apresentar dor; apesar de ndo estarem associados com sintomas sistémicos.

o Tuberculose pleural: parece ser uma manifestacdo precoce da TB. Um derrame pleural
unilateral é geralmente observado.

o Tuberculose esquelética: envolve as articulagdes e 0ssos; sua incidéncia aumenta com a
idade.

o Tuberculose vertebral: também conhecida como doenga de Pott.

o Tuberculose do sistema nervoso central: A meningite é a forma mais frequente da
tuberculose no sistema nervoso central e constitui uma pequena porcentagem da TB

clinica, no entanto, requer grande atencdo, devido a sua alta taxa de mortalidade.
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2.1.13 Sintomas e diagnosticos

2.1.131 Sintomas

Os sintomas fisicos na TB pulmonar geralmente ndo sdo particularmente Uteis. No
primeiro estagio da doenca, ndo é possivel observar sintomas ou estes podem até mesmo ser
confundidos com um resfriado comum. Entretanto, quando a doenca avanca, 0 paciente
comeca a mostrar sinais clinicos da tuberculose, tais como perda de apetite, fadiga, perda de
peso, sudorese noturna, tosse persistente, e finalmente, expectoracdo com sangue (KRITSKI,
MELO, 2007; BARKER, 2008).

Nos casos em que a TB se encontra disseminada, 0s sinais e sintomas sdo geralmente
inespecificos, como febre, perda de peso, anorexia e fraqueza. Outros sintomas dependem da
gravidade da doenca em relagdo aos orgaos afetados. Tosse constante e falta de ar sdo sinais
comuns, dores de cabeca e alteracfes do estado mental sdo menos frequentes, normalmente

associados com o envolvimento das meninges (KRITSKI; MELO, 2007).

2.1.13.2 Diagnostico

Na atualidade, as principais técnicas laboratoriais de diagnoéstico para TB sdo o teste
da tuberculina, microscopia e cultura, especialmente nos paises de baixa renda. No entanto,
em paises desenvolvidos, a radiografia do pulmdo é uma das principais técnicas de
diagnostico para TB e, embora seja possivel observar anormalidades em diferentes areas do
pulm&o, sugerindo a presenca de TB pulmonar, a técnica envolvendo raios-X ndo é usada

como método conclusivo de diagnostico (BARKER, 2008).

Métodos mais sofisticados ja estdo disponiveis, como 0s ensaios envolvendo a
liberacdo de IFN-y. Estes ensaios realizam a quantificacdo in vitro da resposta imune celular
pela deteccdo de INF- y sensibilizadas pelo estimulo com antigenos especificos do MTB.
Outros testes disponiveis comercialmente incluem o ELISPOT T-SPOT®-TB,
QuantiFERON®-TB e QuantiFERON®-TB Gold. Entretanto, esses métodos de diagndstico
apresentam elevado custo, profissionais altamente treinados e amostras de sangue frescas
(SINGH; ESPITIA, 2007; SAUZULLO et al., 2011). Contudo, novos métodos focados na

deteccdo de acido nucleicos e na deteccdo de mutagBes genéticas relacionados com a
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resisténcia aos farmacos anti-TB, tém sido desenvolvidos nos ultimos anos (TORTOLI;
PALOMINO, 2007; SCHITO et al., 2015).

O protocolo de diagnostico apresenta uma grande variabilidade, pois diversos fatores
devem ser considerados, como as caracteristicas do paciente, como idade, imunossupressao,
possibilidade da forma latente ou ativa da TB, diferentes formas da TB e limitagdes do
sistema de salde, entre outros. Por essas razoes, o teste da tuberculina, a microscopia e a
cultura continuam a ser quase as Unicas alternativas para diagnostico em diversas regifes
endémicas. Atualmente, a utilizacdo da tecnologia GeneXpert® vem sendo empregada em
larga escala laboratorial para o diagndstico da tuberculose sensivel e resistente. Esta
tecnologia utiliza técnicas de biologia molecular através da reacdo da polimerase em cadeia
para detectar simultaneamente a presenca de MTB e diagnosticar a resisténcia a rifampicina

como um marcador alternativo de multirresisténcia (BRASIL, 2011).

2.1.14 Tratamento

Os medicamentos utilizados no tratamento da tuberculose sdo geralmente classificados
como farmacos de primeira e de segunda linha. No entanto, esta classificacdo esta mudando,
devido a diminuicdo do uso de alguns medicamentos de primeira linha nos ultimos anos
(SCHITO etal., 2015; ZUMLA et al., 2015).

Farmacos de primeira linha: possuem acdo bactericida culminando em elevado grau de
eficacia e relativa toxicidade ao paciente durante o tratamento. O grupo de farmacos de
primeira linha inclui isoniazida, rifampicina (RIF), etambutol (EMB) e pirazinamida (PZA)
(Figura 6).

Farmacos de segunda linha: apresentam agdo bacteriostatica e limitada eficicia; séo
geralmente mais caros e toxicos que os de primeira linha. Este grupo inclui, acido p-
aminosalicilico, tioamidas, etionamidas e protionamidas, farmacos da familia da rifampicina,
como rifabutina e rifapentina, cicloserina, capreomicina e diversas fluorogquinolonas, tais

como moxifloxacino, levofloxacino e gatifloxacino (Figura 7).
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Figura 6 - Farmacos de primeira linha para tratamento de TB.
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Figura 7 - Farmacos de segunda linha para tratamento de TB.

OxCOH SaNH;
(0]
OH

|\ HN§—NH
— 2
N (0]

NH,

PAS Etionamida Cicloserina

O o
F
F | OH | OH
(\N N N N
0 oA
NH

Gatifloxacino Moxifloxacino

Fonte: elaborado pelo autor.

Guilherme Felipe dos Santos Fernandes



Revisdo da Literatura 42

2.1.15 Esquemas terapéuticos

Diversos esquemas terapéuticos para o tratamento da tuberculose ja foram descritos,
no entanto, diretrizes publicadas pela Organizacdo Mundial de Saude, podem ser consideras
como referéncia. Em termos gerais, o tratamento de curta duracdo atual para a completa
eliminacdo dos bacilos na forma ativa e latente envolvem duas fases (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2014a; ZUMLA et al., 2015):

o A fase inicial consiste de uma combinacdo efetiva de INH, RIF, PZA e EMB durante

dois meses de tratamento.

o A fase de continuacdo consiste em uma combinacdo de INH e RIF por um periodo de
guatro meses, com 0 objetivo de eliminar quaisquer bacilos remanescentes ou em

estados de laténcia, além de impedir novas ocorréncias.

Esse esquema terapéutico apresenta taxas de cura de aproximadamente 90% nos casos
de pacientes HIV negativos quando o tratamento é completamente aderido. Para manutencéo
dessas altas taxas de cura, € essencial que os pacientes facam avaliaces mensais a fim de
identificar possiveis efeitos adversos causados pelos medicamentos e avaliar a adesdo ao
tratamento. Apesar desse regime padrdo ser amplamente aplicavel, algumas modificacdes
devem ser consideradas em circunstancias especiais, como co-infeccdo pelo HIV, resisténcia
aos medicamentos de primeira linha, uso em grupos especiais como gestantes, idosos e
criangas (SILVA; AINSA, 2007; WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2014a).

Nos casos de pacientes co-infectados com HIV, o periodo de tratamento é de 6 ou 9
meses e consiste de uma fase inicial com INH, PZA, EMB e rifabutina durante dois meses; e,
uma fase de continuagdo com INH e rifabutina durante quatro ou sete meses. Um dos
principais fatores que devem ser considerados, é a questdo da interagdo farmacoldgica, e por
essa razao, a rifabutina deve ser utilizada como uma alternativa a rifampicina que apresenta
interacdo com agentes antirretrovirais (PALMERO, 2007; BARKER, 2008; ZUMLA et al.,
2015).

As estratégias para o tratamento da tuberculose resistente foram atualizadas
recentemente pela OMS (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2014c). O tratamento
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consiste na combinagdo de medicamentos de segunda linha, que geralmente apresentam
elevados efeitos toxicos. O periodo de tratamento minimo recomendado é de pelo menos 20
meses e pode custar 100 vezes mais que o regime de primeira linha (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2014a; ZUMLA et al., 2015). No entanto, mesmo com esse tratamento
prolongado, as taxas de sucesso de cura sdo muito baixas. Uma meta-anélise a partir de dez
estudos avaliando a utilizacdo do esquema terapéutico para tratamento da MDR-TB, mostrou
taxas de cura de apenas 65% (WEISS et al., 2014).

2.1.16 Mecanismos de acdo dos farmacos e os mecanismos de resisténcia aos farmacos

A estreptomicina foi descoberta e isolada em 1943 a partir da bactéria Streptomyces
griseus como o primeiro farmaco com a¢do comprovada contra TB. Apds a sua descoberta,
diversos laboratorios ampliaram seus esforcos na pesquisa de novos farmacos para o
tratamento da TB, e novas moléculas foram descobertas entre os anos 1950 e 1960 (JANIN,
2007; ZUMLA; NAHID; COLE, 2013; STEHR; ELAMIN; SINGH, 2014). A descoberta do
acido p-aminosalicilico em 1948 (LEHMANN, 1946; MARTIN et al., 1948) e a isoniazida
em 1952 (CROFTON et al., 1952), levaram ao primeiro esquema de tratamento para TB que
incluia um regime medicamento combinando estreptomicina, acido p-aminosalicilico e
isoniazida. A rifampicina, descoberta em 1960, foi o ultimo farmaco de primeira linha
introduzido no tratamento da tuberculose (Figura 8) (MAGGI et al., 1966; STEHR; ELAMIN;
SINGH, 2014).

A isoniazida € um dos mais importantes farmacos de primeira linha no tratamento da
tuberculose. Tem funcdo bactericida sobre os bacilos de multiplicacdo réapida, no entanto, tem
acao restrita sobre os bacilos de crescimento lento (geralmente intracelulares) e aqueles de

multiplicacdo intermitente (geralmente extracelulares) (ZHANG, 2005b).

A isoniazida é um pro-farmaco, ativado pela enzima micobacteriana KatG. Apds
ativacdo, o metabdlito produz radicais reativos de oxigénio, como superoxido, perdxido de
hidrogénio e peroxinitrato, além de radicais orgénicos que inibem a formacdo de &cido
micélico da parede celular, causando danos ao DNA e subsequente morte do bacilo. E
tambem o principal farmaco utilizado para tratamento da TB latente, indicada de maneira
profilatica, para grupos de alto risco como HIV positivos e outros individuos
imunossuprimidos (TIMMINS; DERETIC, 2006; PETRI JR, 2011). O mecanismo mais
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comum de resisténcia a isoniazida inclui muta¢es no gene inhA do MTB, responsavel pela
biossintese de &cido micolico e especialmente na enzima KatG. Além disso, mutacGes em
outros genes parece estar associado a resisténcia a isoniazida, como ahpC, KasA e ndh
(BLANCHARD, 1996; JAGIELSKI et al., 2014; SHEKAR et al., 2014).

Figura 8 - Locais de acdo dos farmacos anti-TB de primeira linha.
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http://www.niaid.nih.gov/topics/tuberculosis/understanding/whatistb/scientificillustrations/pages/firstlineillustrat
ion.aspx; Acesso em 28/10/2015

A pirazinamida é outro importante farmaco de primeira linha utilizado no tratamento
da tuberculose, que contribuiu para a reducdo do tempo de tratamento de 12 para 6 meses.
Assim como a isoniazida, a PZA é um pré-farmaco que requer ativagao para ser convertida ao
acido pirazindico (POA) pelas enzimas nicotinamidase/pirazinamidase. POA é inicialmente
formado no ambiente citoplasméatico do MTB e ndo apresenta atividade anti-TB. Em seguida,
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ele é excretado através dos mecanismos de bomba de efluxo da micobactéria e, no meio acido
lisossomal, é convertido no &cido conjugado, que tem a capacidade de entrar e se acumular na
célula, promovendo a acidificacdo e a alteracdo do potencial de membrana, induzindo a morte
do bacilo (ZHANG, 2003; ZHANG; MITCHISON, 2003). Na maioria dos casos, a resisténcia
a PZA é associada em mutacdes no gene pncA (JUREEN et al., 2008).

As rifamicinas (rifampicina, rifabutina, rifapentina) constituem um grupo de
antibidticos macrociclicos complexos, estruturalmente semelhantes. A rifampicina é um
derivado semi-sintético de um desses antibiéticos, a rifamicina B. Embora a atividade
bactericida das rifamicinas seja inferior a da isoniazida, elas sdo 0s mais potentes agentes
esterilizantes disponiveis na quimioterapia da TB, continuando a matar bacilos persistentes
durante toda a terapia. A atividade biologica das rifamicinas é atribuida a sua capacidade de
inibir a transcrigdo ligando-se com alta afinidade a enzima micobacteriana RNA polimerase,
formando um complexo farmaco-enzima estavel, levando a supressdo da iniciacdo da
formacdo da cadeia na sintese de RNA (WEHRLI; STAEHELIN, 1971; PETRI JR, 2011;
KOLYVA; KARAKOUSIS, 2012). A resisténcia a RIF € associada a muta¢fes no gene rpoB,
que codifica a subunidade P da enzima RNA polimerase, resultando em alteragdes
conformacionais na enzima, e diminuindo a afinidade pela RIF (TANIGUCHI et al., 1996;
GOLDSTEIN, 2014).

O etambutol foi relatado pela primeira vez como um agente anti-TB em 1961, e
juntamente com a INH, RIF e PZA, constitui o atual tratamento de primeira linha
recomendado pela OMS. Assim como a INH, o etambutol € ativo principalmente em bacilos
em fase de multiplicacdo, sendo, portanto, tuberculostatico. O farmaco atua bloqueando a
arabinosil transferase, implicada na biossintese de arabinogalactano (PETRI JR, 2011,
KOLYVA; KARAKOUSIS, 2012). Além disso, outros mecanismos celulares induzidos pelo
EMB ja foram relatadas, como por exemplo, a inibicdo do metabolismo do RNA (FORBES;
KUCK; PEETS, 1962, 1965), transferéncia de acidos micolicos para a parede celular
(TAKAYAMA et al., 1979) e sintese de fosfolipidios (CHEEMA; KHULLER, 19853,
1985b). A resisténcia micobacteriana ao farmaco esté associada a alteragdes de aminoacidos
isolados no operon embCAB (BELANGER et al., 1996; TELENTI et al., 1997).

Ao longo das ultimas décadas, avangos vem sendo alcancados com o desenvolvimento
de novos farmacos contra a tuberculose (KOUL et al., 2011; ZUMLA; NAHID; COLE,
2013). A bedaquilina é o unico farmaco aprovado recentemente pelo FDA para o tratamento
de MDR-TB apds um periodo de 50 anos sem novos farmacos anti-TB. O farmaco apresenta
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acdo bactericida e esterilizante contra bacilos sensiveis e resistentes a outros farmacos da
terapia. O mecanismo de acdo € através da inibicdo da ATP sintase, uma enzima critica no
processo de sintese de ATP no MTB (ANDRIES et al., 2005). Apesar de ser um farmaco
novo, ja foram relatadas cepas resistentes a bedaquilina. Esta resisténcia esta associada em
mutacdes no gene atpE, que codifica a subunidade C da ATP sintase (PETRELLA et al.,
2006). Além disso, mutacfes em outros genes relacionados a resisténcia, como o Rv0678 que
codifica a proteina transmembranar de transporte MmpS5-MmpL5, ja foram recentemente
relatados (ANDRIES et al., 2014).

2.1.17 Descoberta e desenvolvimento de novos farmacos anti-TB

Embora os investimentos em pesquisa e desenvolvimento tenham crescido, o
desenvolvimento de novos farmacos para o tratamento da TB ndo acompanhou esse aumento
proporcionalmente. No entanto, ao longo dos ultimos anos, temos visto algumas evolugfes no
desenvolvimento de compostos candidatos contra a TB (KOUL et al., 2011; SANTOS et al.,
2014).

Apds um intervalo de mais de 50 anos sem novos medicamentos para o tratamento da
TB, diversas candidatos a farmacos estdo em desenvolvimento, oferecendo uma nova
esperanga para o tratamento, principalmente da TB multirresistente. A bedaquilina (1) foi o
primeiro desta nova geracdo de farmacos a ser aprovada pelo FDA em 2012. Outros,
incluindo PA-824 (2), SQ109 (3), LL-3858 (4) e OPC67683 (5) estdo atualmente nas etapas
de ensaios clinicos (Figura 9) (MA et al.,, 2010b; ZUMLA; NAHID; COLE, 2013;
FERNANDES et al., 2015).

Apesar dos recentes avancos, infelizmente ja foram relatas cepas resistentes a estas
novas moléculas, devido ao fato das bactérias estarem em constante evolugdo (SEGALA et
al., 2012). As mutacOes espontaneas sdo responsaveis pelo surgimento de resisténcias aos
medicamentos, que ocorrem frequentemente em genes que codificam as enzimas responsaveis
pela ativacdo de pré-farmacos ou proteinas-alvo dos farmacos. Em outras palavras, uma unica
mutacdo é capaz de induzir a resisténcia intrinseca ao farmaco (DA SILVA et al., 2011).
Além disso, fatores extrinsecos, como a falha do tratamento, também podem levar a um
aumento da resisténcia bacteriana (PASIPANODYA; SRIVASTAVA; GUMBO, 2012;
WRIGHT; POINAR, 2012).
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Figura 9 - Estrutura quimica da bedaquilina e varios candidatos a farmacos anti-TB.
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Fonte: retirado de FERNANDES et al., 2015.

Portanto, h4 uma urgente necessidade de novos farmacos que possam diminuir e
simplificar o esquema terapéutico da TB sensivel e latente, melhorar a eficicia no tratamento
da MDR-TB e XDR-TB e facilitar o tratamento de pacientes co-infectados com HIV.
Atualmente, diversos métodos sdo utilizados para a pesquisa de novos farmacos contra a TB,

entre estes destacam-se:

o Abordagens genéticas para identificacdo de novos alvos: a disponibilidade do genoma
da micobactéria fornece uma abordagem rapida para encontrar novos alvos. Diversos
alvos potenciais no MTB foram identificados. Alguns exemplos incluem: a) DNA
girase (subunidade gyrB) e topoisomerase | - ambos envolvidos na sintese do DNA; b)
MDbtA - envolvido no metabolismo do ferro na micobactéria; ¢) subunidade B do
citocromo (QcrB) e NADH desidrogenasse Il - envolvidos na producdo de energia; d)

decaprenilfosforil-p-D-ribose 20-epimerase (DprE), &cidos graxos sintases (FASs) e
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policetideo sintases (PKSs) - envolvidos na biossintese da parede celular; e) proteina de
membrana micobacteriana (MmpL) - envolvida no transporte de ions e compostos
organicos através da membrana micobacteriana; f) proteinas ClpP (ClpP1 e CIpP2) -
envolvidas no balango proteico. Entretanto, esta abordagem néo levou a identificacdo de
novos candidatos a farmacos at¢é o momento (SACCHETTINI; RUBIN;
FREUNDLICH, 2008; LAMICHHANE, 2011; FERNANDES et al., 2015;
FERNANDES; CHUNG; SANTOS, 2015).

o Whole cell high-throughput screening: amplamente utilizada pela industria
farmacéutica, esta ferramenta utiliza a célula micobacteriana ou proteinas-alvo, que
apresentam um papel importante no atual processo de descoberta de novos farmacos.
Dois farmacos anti-TB foram descobertos através desta técnica, bedaquilina e SQ-109
(SACCHETTINI; RUBIN; FREUNDLICH, 2008; KOUL et al., 2011).

o Biologia estrutural e triagem virtual: nos Gltimos anos, os avancos da cristalografia de
raios-X levaram a identificacdo de diversas proteinas/enzimas que podem ser exploradas
como potenciais alvos para desenho de farmacos contra TB. A utilizagdo destas
estruturas cristalograficas facilita consideravelmente os esforcos da Quimica
Farmacéutica e Medicinal para planejar racionalmente novos antimicobacterianos. A
abordagem da avaliacdo virtual pode ser utilizada para identificar moléculas que
apresentam grupos farmacéforos inéditos que serdo utilizados como protétipos para o
desenvolvimento de novos candidatos & farmacos (SACCHETTINI; RUBIN;
FREUNDLICH, 2008; LAMICHHANE, 2011).

o Modificagfes moleculares em farmacos existentes: esta abordagem permite introduzir
modifica¢fes quimicas no ndcleo de moléculas com conhecida atividade anti-TB, a fim
de melhorar a eficacia, perfil de resisténcia, seguranca, propriedades farmacocinéticas
e/ou farmacodindmicas. Diversos farmacos anti-TB em estudos clinicos foram
desenvolvidos através desta abordagem, como por exemplo PA-824, OPC-67683, PNU-
100480, moxifloxacino, entre outros (KOUL et al., 2011; SANTOS et al.,, 2012;
FERNANDES et al., 2015).
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2.2  HETERCOCICLICOS AROMATICOS N-OXIDOS

Concernente ao campo da pesquisa e desenvolvimento de novos farmacos, 0s
heterociclicos apresentam um papel central no planejamento de novas moléculas. A variedade
estrutural que estas estruturas apresentam é enorme (DUA et al., 2011), e diversas atividades
bioldgicas, como por exemplo, a atividade anti-TB tem sido relatadas para estes nucleos
heterociclicos (SHARMA et al., 2011; YAN; MA, 2012; FERNANDES et al., 2015).

Os heterociclicos que apresentam em sua estrutura quimica a funcdo N-Oxido,
demonstram distintas propriedades farmacologicas. Com o propdsito de explorar a aplicacédo
de tais nucleos na terapia anti-TB, dois heterociclicos N-Oxidos foram utilizados neste

trabalho; os derivados furoxanicos e os derivados de quinoxalina 1,4-di-N-6xido.

2.2.1 Furoxanos como doadores de 6xido nitrico

Compostos heterociclicos aromaéticos constituidos de um anel de cinco membros
contendo um atomo de oxigénio e dois de nitrogénio sdo chamados de oxadiazdis. Esses
derivados séo encontrados na forma de quatro isémeros, 6, 7, 8 e 9 (Figura 10). O isémero
1,2,5-oxadiazol é geralmente referido pelo seu nome trivial furazano (8); para seu derivado N-
oxido, o 1,2,5-oxadiazol-2-N-6xido, o nome trivial atribuido é furoxano. O primeiro relato
envolvendo o anel furazano € de 1957. (ROMEO; CHIAACCHIO, 2011).

Figura 10 - Formas isoméricas de oxadiazois.

N N N—N
7o\ /R i\ I\
N_ N_ N_ N
0] (0] (0] (0]
1,2,3-oxadiazol 1,2,4-oxadiazol 1,2,5-oxadiazol 1,3,4-oxadiazol

(6) ) (8) (9)

Fonte: elaborado pelo autor

O nucleo furazano € encontrado como uma molécula planar e deve ser considerado
como um heterociclico com excesso de elétrons 7, possuindo seis elétrons distribuidos por um

anel de cinco membros. No entanto, devido ao efeito indutivo, a densidade eletrbnica
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concentra-se sobre os heteroatomos (Figura 11-A). Esse efeito torna os atomos de carbono
deficientes eletronicamente, favorecendo a reatividade frente a nucleéfilos (SLIWA, 1984;
ROMEO; CHIAACCHIO, 2011). Assim como as furazanas, os furoxanos apresentam baixa
reatividade frente a eletrofilos, e podem sofrer reacdo de substituicdo nucleofilica aromatica
dependendo da substituicdo na cadeia lateral (GASCO; BOULTON, 1981; ROMEQ;
CHIAACCHIO, 2011).

O 1,2,5-benzoxadiazol e seu correspondente N-6xido, sdo compostos constituidos de
dois anéis aromaticos fundidos, um anel furazano ou furoxano e um anel benzénico formando
respectivamente, benzofurazano (14) e benzofuroxano (BFX) (15) (Figura 11) (ROMEO;
CHIAACCHIO, 2011).

O anel furoxano apresenta a capacidade de produzir equilibrio tautomérico, como
evidenciado na interconversdo dos isdmeros 2-N-Oxido (11) e 5-N-6xido (13) (Figura 11-B).
A estrutura e a estabilidade dos dois tautbmeros, bem como seu intermediario de cadeia
aberta, ja foi estudada utilizando métodos semi-empiricos e ab initio. Estes estudos revelaram
que o tautomerismo dos furoxanos envolve a formacdo do intermediario cis-1,2-dinitroeteno
(12), como um estado de transicdo, com uma energia de aproximadamente 120 kJ mol*
superior a do nucleo furoxano (Figura 11-B) (KAUFMAN; PICARD, 1959; CERECETTO,;
PORCAL, 2005; ROMEO; CHIAACCHIO, 2011).

De maneira semelhante, o derivado benzofuroxano apresenta o mesmo equilibrio
tautomerico, ocorrendo a interconversdo dos dois tautomeros 15 e 17, através da formacéo do
intermédio anti-1,2-dinitrobenzeno (16) como estado de transicdo com uma energia de 50 Kj
mol * superior a do ndcleo benzofuroxano (Figura 11-B) (ROMEO; CHIAACCHIO, 2011).

Os furoxanos e benzofuroxanos sdo compostos estaveis do ponto de vista térmico,
entretanto, quando submetido a altas temperaturas, o nucleo furoxanico pode sofrer termdlise
através da abertura do anel nas ligagdes O1-N2 e C3-C4 levando a formacdo de dois
fragmentos de 6xido de nitrila. De modo geral, os benzofuroxanos sdo menos suscetiveis a
decomposigdo. Além disso, ambos derivados sdo estaveis em meios acidos, entretanto, sao
menos estaveis frente a bases (WANG et al., 2002; ROMEO; CHIAACCHIO, 2011).
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Figura 11 - (A) Estrutura do nucleo furazano e benzofurazano; (B) Equilibrio tautomérico de
furoxanos e benzofuroxanos.
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Fonte: retirado e modificado de ROMEO; CHIAACCHIO, 2011.

Os furoxanos sdo usados largamente como material de partida para a sintese de
diversos outros nucleos heterociclicos, sendo alguns de interesse da Quimica Farmacéutica e
Medicinal. O rearranjo de Boulton—Katritzky € a rota sintética mais explorada, fornecendo
uma via fécil para obtengdo de isoxazois, pirazdis e furazanas. Outras reacfes de conversdo
permitem a obtencdo de isoxazolinas, quinaxolinas e benzimidazois N-6xidos. Referente ao
nucleo benzofuroxano, a conversao sintética pode levar a formacéo de isoxazolinas, indazois
e quinoxalinas-1,4-di-N-6xidos (ROMEO; CHIAACCHIO, 2011).

As vias sintéticas mais comumente utilizadas para preparacdo dos furoxanos sao: a)
adicdo a alcenos seguida de ciclizacdo intramolecular; b) ciclizacdo intramolecular oxidativa,
térmica ou fotoquimica; c) condensacdo intermolecular e; d) reacdes de rearranjo
(SCHONAFINGER, 1999; CERECETTO; PORCAL, 2005).

No campo da Quimica Farmacéutica e Medicinal, os derivados furoxanicos
representam uma importante classe de compostos com variadas aplicacfes e propriedades
farmacologicas. Diversas atividades biologicas ja foram relatadas envolvendo este
heterociclico, como antimicobacteriana (HERNANDEZ et al., 2013), antichagésica
(CERECETTO et al., 1999), antimalarica (GALLI et al., 2005), antileishmania (DUTRA et
al., 2014a), antineoplasica (ZOU et al., 2011), antiagregantes plaquetarios (CENA et al.,
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2004) entre outras. Essas atividades farmacoldgicas sdo relacionadas em parte a capacidade de
doacdo de dxido nitrico pela subunidade furoxanica.

A capacidade de doacdo de NO pelos derivados furoxanicos estd bem fundamentada
na literatura, entretanto, os mecanismos pelo qual essa doacdo acontece ainda permanecem
desconhecidos. O primeiro estudo envolvendo esse mecanismo foi descrito por Feelish e
colaboradores (1992), em um trabalho cujo objetivo foi investigar o mecanismo molecular da
acao vasodilatadora de derivados furoxanicos (Figura 12) (FEELISCH; SCHONAFINGER,;
NOACK, 1992). Qutros estudos foram relatados posteriormente, como o trabalho envolvendo
a molécula 4-fenil-3-furoxancarbonitrilo, no qual Medana e colaboradores (1994) propuseram
um mecanismo para a doacdo de NO semelhante ao descrito anteriormente (MEDANA et al.,
1994).

Figura 12 - Mecanismo proposto para liberagdo de NO pelos derivados furoxanicos.

R R R R R R
S -NO _
n/ \ E— S —— S
R N‘ +\ _ Rn/ \
OX.
R"—S"
R' R
.
— NO; + NOj
N\O/N+\O' 02 2 3

Fonte: retirado e adaptado de FEELISCH; SCHONAFINGER; NOACK, 1992.

Esse mecanismo inicia-se por um ataque nucleofilico do ion tiolato no carbono 4 ou 3
do anel furoxanico. No primeiro caso, o intermediario tetraédrico resultante abre o anel
levando a um derivado nitroso, que poderia produzir um anion nitroxil. Esse anion é entéo
oxidado para oxido nitrico, que por sua vez, na presenca de oxigénio produz nitrito e nitrato.
A interacdo entre espécies de nitrogénio oxigenadas, formadas durante essa etapa, com tidis
pode justificar a producdo de nitrotiois. O ataque do ion tiolato na posi¢éo 3, produz reagdes

semelhantes, com a Unica diferenca de que um dos intermediarios pode gerar nitrosotidis
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diretamente pela interacdo com tidis (FEELISCH; SCHONAFINGER; NOACK, 1992;
MEDANA et al., 1994; GASCO et al., 2004).

Através do mecanismo apresentado na Figura 12, é possivel observar que a doagédo de
NO ¢ dependente inicialmente do ataque do ion tiolato ao carbono na posic¢éo 3 ou 4. Esse ion
tiolato pode ser formado a partir do enxofre presente em residuos de cisteina. Assim, pode-se
presumir que a doacdo de NO pode ser facilitada pela introducdo de substituintes nesses
carbonos que sejam favoraveis estericamente e retirem a densidade eletrdnica, tornando o
atomo de carbono mais deficiente eletronicamente e com maior suscetibilidade ao ataque
nucleofilico (SANTQOS, 2009). Essa hipotese é confirmada em um estudo que demonstra a
influéncia dos substituintes ligados ao anel furoxanico na capacidade de liberacdo de NO. A
presenca de grupos eletroatratores ligados ao carbono alfa a subunidade N-Oxido, esta
relacionada a maior doacdo de NO (SORBA et al., 1997).

Em concluséo, a liberacdo de NO a partir do nicleo furoxanico na presenca de tidis em
solucdo fisioldgica, € um processo complexo que envolve, provavelmente, mais do que uma
forma redox do NO. Além disso, a bioativacdo dos furoxanos nos tecidos fisioldgicos e sua
conseguinte liberacdo de NO, ndo deve ocorrer exclusivamente por acéo de tidis presentes em

residuos de cisteina, mas também por acdo enzimatica (GASCO et al., 2004).

Interessantemente, esse efeito de doacdo de NO pode ser explorado no tratamento de
TB. Moléculas doadoras de 6xido nitrico, a exemplo dos furoxanos, tem sido relatados como
detentores de atividade anti-TB. Hernandez e colaboradores (2013) relataram efeito anti-TB
de diversos derivados furoxanicos com valores de concentracdo inibitéria minima 4.5 vezes
menor que a isoniazida contra cepas de TB sensiveis e resistentes (Figura 13) (HERNANDEZ
etal., 2013).
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Figura 13 - Derivados furoxanicos com atividade anti-tuberculose.
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Fonte: retirado de HERNANDEZ et al., 2013.

2.2.2 Quinoxalinas

Quinoxalinas, também conhecidas como 1,4-benzodiazinas, sao compostos biciclicos
aromaticos que apresentam dois atomos de nitrogénio nas posi¢des 1 e 4. As quinoxalinas sdo
descritas como bioisosteros do anel quinolina, naftaleno e outros anéis heterociclicos,
incluindo pirazina (Figura 14) (SANTIVANEZ-VELIZ et al., 2013).

Os derivados de quinoxalina s&o uma importante classe de compostos que apresentam
grande interesse na Quimica Farmacéutica e Medicinal, devido a sua ampla gama de
propriedades biologicas que incluem: anticancer (SANNA et al., 1998, 1999a),
antimicobacteriana (SANNA et al., 1999b; CARTA et al., 2003), antitrombotica (RIES et al.,
2003; WILLARDSEN et al., 2004), analgésica (GOMTSYAN et al., 2005), anti-inflamatoria
ou antioxidante (BURGUETE et al., 2011), entre outras. Além disso, essa classe de moléculas
apresenta aplicagOes industriais devido a sua capacidade de inibir a corrosdo de metais
(OBOT; OBI-EGBEDI, 2010) e também na produgdo de materiais eletroluminescentes
(JUSTIN THOMAS et al., 2005; CHANG et al., 2012).

A oxidagdo dos atomos de nitrogénio do anel quinoxalinico (23), leva a formacéo do
derivado quinoxalina-1-4-di-N-0xido (24) (Figura 14). A presenca da subunidade N-0xido
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nesse heterociclico abre uma gama de novas aplicacdes dessa classe de compostos. De fato,
diversas atividade biologicas ja foram descritas para derivados de QdNO, como
antimicobacteriana (VICENTE et al.,, 2008b; MORENO et al., 2010), antineoplasica
(GANLEY et al.,, 2001; AMIN et al., 2006), antifungica (CARTA et al., 2002, 2004),
antimalarica (BAREA et al., 2012, 2013), antichagasica (AGUIRRE et al., 2004) entre outras.

Apesar da presenca de uma carga formal positiva e negativa em tal sistema, as
quinoxalinas sdo sollveis na maioria dos solventes organicos usuais e, é considerado um
heterociclico mesionico fundido (LIMA; AMARAL, 2013).

Figura 14 - Estrutura geral da quinoxalina e quinoxalina-1,4-di-N-oxido.
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Fonte: elaborado pelo autor

A compreensao da importancia da QdNO como um heterociclico util para a obtencao
de novas moléculas bioativas tem seu marco nos anos 1970, quando trés derivados de QdNO
(25-27) foram langados como aditivos promotores de crescimento a serem utilizados na ragéo
de animais em concentracfes subterapéuticas, devido a atividade antibacteriana dessas
moléculas (Figura 15) (LIMA; AMARAL, 2013). Na mesma época, Edwards e colaboradores
(1976) publicaram um estudo descrevendo a sintese de moléculas hibridas contendo o nucleo
QdNO e um anel B-lactimico (28) com potente atividade antibacteriana (Figura 15)
(EDWARDS; BAMBURY; RITTER, 1976).
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Figura 15 - Quinoxalinas-1,4-di-N-0xidos com atividade antibacteriana.
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Fonte: elaborado pelo autor e retirado de EDWARDS; BAMBURY; RITTER, 1976.

O método mais comumente utilizado para a sintese de QdNO ¢ através da reagdo de
Beirute, descrita por Haddadin e Issidorides em 1965 quando trabalhavam na Universidade de
Beirute, Libano. A reacdo de Beirute consiste na cicloadicdo entre um derivado
benzofuroxanico com enaminas, cetonas a,B-insaturadas, 1,3-dinitrilas ou enolatos para
produzir QdNO (HADDADIN; ISSIDORIDES, 1965, 1976; ISSIDORIDES; HADDADIN,
1966).

O primeiro relato sugerindo a utilizacdo das QdNO para o tratamento da tuberculose
foi realizado por lland em 1948, partindo do principio da semelhanca desse heterociclico com
a vitamina K, gue nos seus estudos apresentou atividade anti-TB (ILAND, 1948). Entretanto,
as primeiras publicacOes relacionadas aos derivados de QdNO como agentes anti-tuberculose
foram surgir somente nos anos 1990 por pesquisadores do grupo do professor Antonio Monge
na Universidade de Navarra, Espanha (MONTOYA et al., 1998; SAINZ et al., 1999).

A utilizacdo das QANO como potenciais agentes anti-TB se baseia na similaridade
desse heterociclico com as estruturas da pirazinamida e isoniazida. Esses dois farmacos
utilizados na terapia anti-TB, possuem em sua estrutura um anel pirazinico e um piridinico,
respectivamente. As quinoxalinas sdo benzopirazinas, portanto, estruturalmente similar a
pirazinamida e isoniazida considerando fatores estéricos e eletrénicos (Figura 16)
(MORENO-VIGURI, 2011; VICENTE et al., 2011).
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Figura 16 - Semelhanca quimica estrutural da QdNO e de farmacos anti-TB.
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Fonte: retirado e modificado de MORENO-VIGURI, 2011.

O mecanismo envolvido na atividade antibacteriana das QdNO foi descrito por Suter e
colaboradores em 1978 em um estudo cujo objetivo foi avaliar o mecanismo de acdo de
derivados de QdNO frente a Escherichia coli. Nesse trabalho, foi avaliada a capacidade dos
derivados de QdNO em inibir a sintese de DNA, RNA e proteinas pela bactéria em condicGes
aerdbicas e anaerdbicas. Os resultados demostraram que, um dos derivados de QdNO foi
capaz de inibir completamente a sintese de DNA na auséncia de oxigénio, enquanto que a
sintese de RNA e proteinas ndo foi afetada. Entretanto, todas as cepas utilizadas no estudo
foram resistentes as QdNO na presencga de oxigénio. Assim, foi demonstrada pela primeira
vez a atividade seletiva do nicleo QdNO em condicBGes de baixa tensdo de oxigénio ou
hipoxia (SUTER; ROSSELET; KNUSEL, 1978).

O mecanismo sugerido por Suter e colaboradores envolve a redugdo enzimatica da
molécula (29) para um radical intermediario instavel (30). O radical (30) pode atuar de duas
maneiras diferentes: a) retirar diretamente atomos de hidrogénio da cadeia de DNA para a
formacdo do metabdlito (31), liberando &gua, ou; b) pode se fragmentar, liberando um radical
hidroxila - conhecido agente com capacidade de clivar o DNA - e seu metabdlito (31) (Figura
17) (SUTER; ROSSELET; KNUSEL, 1978; CARTA; CORONA; LORIGA, 2005).
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Figura 17 - Reducéo enzimatica das QdNO.
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Fonte: retirado de CARTA; CORONA; LORIGA, 2005.

Este mecanismo foi confirmado posteriormente por Ganley e colaboradores (2001)
através de um estudo para melhor compreender a atividade bioldgica das QdNO. Os
resultados confirmaram que as QdNO realmente atuam como agentes causadores de dano ao
DNA de forma seletiva em condi¢des de hipoxia (GANLEY et al., 2001).

Baseados no mecanismo de acdo das QdNO descrito por Suter (SUTER; ROSSELET;
KNUSEL, 1978) e na semelhanca estrutural entre o nicleo da tirapazamina (32) (TPZ)
(Figura 18), heterociclico di-N-6xido ja conhecido pela sua atividade seletiva contra células
tumorais em condi¢6es de hipdxia, Monge e colaboradores (1995) sintetizaram e avaliaram a
atividade em células sob baixas concentracdes de oxigénio de uma série de derivados de 3-
aminoquinoxalina-2-carbonitrila 1,4-di-N-6xido substituidas nas posicdes 6 e 7. Os autores
demonstraram que mesmo as QdNO substituidas, exibem atividade seletiva contra células em
hipdxia, podendo atuar como agentes causadores de danos ao DNA, ativados por reducéo
enzimatica sob condices fisioldgicas adequadas (MONGE et al., 1995a, 1995b; ORTEGA et
al., 2000).

Considerando o ambiente intracelular anaerébio que o Mycobacterium tuberculosis
permanece durante a infecc¢do, e o mecanismo de acdo pelo qual as QdNO sofrem bioativacdo
em ambientes com baixa concentragdo de oxigénio, pode-se presumir a aplicabilidade dessa
classe de heterociclicos no desenvolvimento de novos protétipos para o tratamento da
tuberculose ativa e latente. Diversos estudos na literatura ja relataram a atividade anti-
tuberculose de derivados de QdNO em micobactérias no estado ativo e latente (33-37) (Figura
18) (VICENTE et al., 2008b, 2009; VILLAR et al., 2008; ANCIZU et al., 2010; MORENO et
al., 2010).
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Figura 18 - Estrutura quimica da tirapazamina (TPZ) e de derivados de QdNO com potente

atividade anti-tuberculose.
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Fonte: retirado de ANCIZU et al., 2010; MORENO et al., 2010; VICENTE et al., 2008, 2009; VILLAR et al.,
2008.

23 QUIMICA FARMACEUTICA E MEDICINAL E O PLANEJAMENTO DE
FARMACOS

A descoberta de farmacos € um processo altamente complexo, demorado e oneroso.
Os avangos tecnoldgicos e cientificos em areas como quimica e biologia, além da melhor
compreensdo de vias bioguimicas, alvos moleculares e mecanismos de ag&o relacionados ao
desenvolvimento da doenca, tornaram possiveis o desenvolvimento de farmacos cada vez
mais inovadores (LOMBARDINO; LOWE, 2004; EDER; SEDRANI; WIESMANN, 2014).
InovacOes na area da novos farmacos proporcionam melhorias na qualidade de vida da

populacédo que se beneficia com medicamentos cada vez mais seletivos, seguros e eficazes.

A Quimica Farmacéutica e Medicinal se encontra no centro do processo de pesquisa e
desenvolvimento de farmacos. Caracteriza-se por sua complexidade, fruto da multiplicidade
de fatores que envolvem o planejamento molecular de novas estruturas capazes de apresentar

os efeitos farmacoldgicos desejados, com emprego terapéutico seguro. Segundo a IUPAC, a
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Quimica Medicinal se define como uma disciplina quimica multidisciplinar, que envolve
aspectos da biologia, ciéncias meédicas e farmacéuticas, cuja missdo € a descoberta,
desenvolvimento, planejamento, identificacdo e preparacdo de moléculas biologicamente
ativas, além do estudo do seu metabolismo, a interpretacdo do mecanismo de acdo a nivel

molecular e a construcdo das relacGes estruturas-atividades (WERMUTH et al., 1998).

Um projeto desta area compreende as etapas de descoberta, otimizacdo e
desenvolvimento do protétipo (LIMA, 2007). A fase de descoberta compreende a etapa de
selecdo do alvo terapéutico de determinada patologia e o planejamento molecular para o
desenho de prototipos ligantes ao alvo selecionado. Além disso, essa etapa visa avaliar as
atividades farmacologicas dos ligantes planejados em ensaios in vitro (LIMA, 2007,
THOMAS, 2008; BARREIRO; FRAGA, 2015a).

A otimizacdo tem como objetivo melhorar o protétipo, através de modificacOes
moleculares, visando definir a importancia dos diferentes grupos quimicos e sua contribuicéo
farmacofdrica na molécula. Essa etapa compreende também a investigacdo a respeito da
conformacdo bioativa do protdtipo e antecipacdo do reconhecimento molecular pelo alvo
selecionado visando o aumento da seletividade, poténcia, diminuicdo da toxicidade,
adequacdo das propriedades farmacocinéticas e o estabelecimento da relacdo estrutura
atividade a partir da sintese de analogos do prototipo inicial e avaliacdo farmacoldgica in vitro
e in vivo das moléculas (LIMA, 2007; WERMUTH, 2008; PATRICK, 2009).

A fase de desenvolvimento visa aperfeicoar as propriedades farmacocinéticas do
prototipo, como absorc¢do, distribuicdo, metabolismo, excrecédo e toxicidade. Além disso, essa
etapa inclui otimizacgdes nas propriedades farmacéuticas, como solubilidade, sabor e odor, de
modo a viabilizar seu uso clinico, através da preparacdo farmacéutica mais adequada
(WERMUTH, 2008; PATRICK, 2009).

2.3.1 ModificagOes moleculares

Entre os métodos de descoberta de novos farmacos para tuberculose, a modificacéo
molecular se mostra como uma das mais promissoras estratégias (Figura 19) (WERMUTH,
2008; KOUL et al., 2011). Atualmente, a maior parte dos farmacos em pesquisa clinica para
tratamento da TB foram descobertos a partir de estratégias de modificagdo molecular (KOUL
etal., 2011).
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Figura 19 - Moléculas anti-TB em fase clinica descobertas utilizando os processos de
modificacdo molecular.
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Fonte: retirado e adaptado de KOUL et al., 2011.

A modificacdo molecular consiste de uma alteracdo quimica na molécula de um
composto prototipo ou um farmaco, visando aumentar as suas propriedades biofarmacéuticas,
farmacocinéticas ou farmacodinamicas obtendo moléculas com melhor eficacia e seguranca
para utilizacdo na terapéutica. Essa estratégia vem permitindo a descoberta de diversos
farmacos disponiveis atualmente (SANTOS et al., 2012).

A utilizacdo das ferramentas de modificagdo molecular, deve, obrigatoriamente,
considerar as potenciais contribuigdes farmacofdricas e toxicofdricas das diferentes
subunidades estruturais, de maneira a preservar as subunidades farmacoféricas para garantir
seu reconhecimento molecular pelo biorreceptor e, excluir as subunidades toxicoféricas a fim
de evitar possiveis efeitos toxicos (BARREIRO; FRAGA, 2015a).
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Assim, o planejamento racional de novos compostos-prototipos dispde de uma série de
métodos de modificagdo molecular que visam gerar, através da otimizacdo, novas moléculas
com caracteristicas farmacocinéticas ou farmacodindmicas superiores a molécula bioativa
inicial (VIEGAS-JUNIOR et al., 2007). Entre os processos de modificacdo molecular mais
utilizados, podemos destacar, a hibridagdo molecular, a latenciacdo de farmacos e o
bioisosterismo (WERMUTH, 2008; BARREIRO; FRAGA, 2015a).

2.3.2 Hibridacdo molecular como estratégia para obtencdo de novas moléculas anti-TB

Entre as estratégias disponiveis para o planejamento e modificagdo molecular de
bioligantes e compostos-protétipos, a hibridacdo molecular tem sido largamente empregada
com sucesso. A hibridacdo molecular é um processo de modificagdo molecular caracterizado
pela conjugacédo de caracteristicas estruturais definidas de duas moléculas bioativas distintas,

em uma unica molécula originando uma nova molécula (BARREIRO; FRAGA, 2015b).

A hibridacdo molecular tem sido empregada para obtencdo de diversos farmacos
disponiveis no mercado e mostra-se atraente e promissora para identificacdo de novos
prototipos anti-TB podendo melhorar a atividade antimicobacteriana, reduzir a resisténcia e
contribuir para diminuicdo do tempo de tratamento (MORPHY; RANKOVIC, 2005;
GUTIERREZ-LUGO; BEWLEY, 2008).

Diversos trabalhos publicados na literatura apresentam a estratégia de hibridacédo
molecular no planejamento de novos compostos-prototipos para o tratamento da tuberculose.
Shindikar & Viswanathan (2005) obtiveram moléculas hibridas entre quinolonas-isoniazida
(45) capazes de reduzir em modelos in vivo 0 numero de unidades formadoras de col6nias e as
lesdes pulmonares de camundongos infectados com MTB (Figura 20) (SHINDIKAR,;
VISWANATHAN, 2005). Moléculas hibridas entre quinolonas e pirazinamida (46) unidos
por base de Mannich também foram descritos em outro trabalho no qual as moléculas
sintetizadas apresentaram valores de LogP superiores a pirazinamida e atividade anti-TB in
vitro contra cepas MTB Hsz7Rv e multirresistente a farmacos. Além disso, os hibridos
apresentaram atividade in vivo usando camundongos infectados (Figura 20) (SRIRAM,;
YOGEESWARI; REDDY, 2006). Usando essa mesma abordagem de modificacdo molecular
e visando a obtencdo de novos antimicobacterianos Uteis ao tratamento da tuberculose, Torres

e colaboradores (2011) realizaram a hibridacdo molecular entre o nlcleo da QdNO e a
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isoniazida (47). As moléculas foram ativos contra MTB, sendo que a molécula mais
promissora demonstrou valores de CIM de 1,32 uM e indice de seletividade superior a 93
(Figura 20) (TORRES et al., 2011).

Figura 20 - Moléculas hibridas com potente atividade anti-TB.
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Fonte: retirado de SHINDIKAR; VISWANATHAN, 2005; SRIRAM; YOGEESWARI; REDDY, 2006;
TORRES et al., 2011.

Alguns processos fisiopatolégicos envolvidos na génese de doengas, podem por suas
caracteristicas, sugerir a necessidade de se desenharem bioligantes ou protétipos onde sejam
incluidas, na mesma molécula, propriedades farmacodinamicas duplas ou triplas, de forma a
assegurar uma melhor eficécia terapéutica (LAZAR et al., 2004; MORPHY; RANKOVIC,
2005).

Moléculas planejadas para atuar em maultiplos alvos, geralmente apresentam eficacia
superior em doencas complexas, como € o caso da tuberculose, quando comparado a
moléculas com alta seletividade para um unico alvo. Portanto, a estratégia da hibridacéo
molecular se aplica de maneira precisa no contexto da tuberculose. Além disso, a combinagdo

de distintas atividades bioldgicas em uma unica molécula, € uma das maneiras de expandir o
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espaco biologico disponivel para o desenvolvimento de novos farmacos (MORPHY;
RANKOVIC, 2005).

A combinacdo de multiplos mecanismos de a¢do em uma unica molécula, é de fato,
uma estratégia interessante para o desenvolvimento de novos farmacos contra a tuberculose.
Essa combinacdo pode contribuir para melhorar a adesdo ao tratamento pelos pacientes,

aumentar a eficacia e reduzir a resisténcia aos farmacos.

2.3.3 Espacador N-acilhidrazona usado no planejamento de novos farmacos anti-TB

A subunidade N-acilhidrazona (48) é considerada uma estrutura privilegiada de grande
interesse devido ao amplo espectro de atividades bioldgicas ja descritas na literatura, como
anticonvulsivante, antimicobacteriana, antitrombética, analgésica, antiagregante plaquetaria e
antitumoral (ROLLAS; KUCUKGUZEL, 2007; NARANG; NARASIMHAN; SHARMA,
2012).

Essa subunidade é constituida de dois nitrogénios ligados através de uma ligacao
sigma, sendo um deles ligado a um carbono formando uma ligagdo azometina, enquanto que,
0 nitrogénio aminico esta ligado a um grupo acila. Os atomos de nitrogénio sdo de natureza
nucleofilica, enquanto que, o &tomo de carbono, apresenta natureza eletrolitica e nucleofilica.
Esse fragmento estrutural, combinado a diferentes classes de moléculas orgénicas, como 0s
heterociclicos, é responsavel por propriedades fisicas e quimicas Unicas, além das bioldgicas
jamencionadas (XAVIER; THAKUR; MARIE, 2012; VERMA et al., 2014).

Farmacos contendo a subunidade NAH na estrutura quimica sdo disponiveis
comercialmente, a exemplo do dantroleno (49) e nitrofural (50) (Figura 21) (CHUNG et al.,
2003; KRAUSE et al., 2004). Entretanto, é possivel encontrar na literatura uma variedade de
exemplos de moléculas contendo essa subunidade com atividade bioldgica para diversas

doengas.

A subunidade NAH é encontrada em diversos trabalhos envolvendo a tuberculose.
Cocco e colaboradores (1999) relataram a sintese e a avaliagcdo contra cepas de MTB Hz7Rv
de isolados clinicos com resisténcia a INH de derivados contendo essa subunidade. A
molécula mais ativa da série (51) apresentou CIM de 6,25 pg/mL em cepas sensiveis e 25,0

pg/mL na cepa resistente (Figura 21) (COCCO et al., 1999). Em outro estudo foram descritas
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diversos compostos com potente atividade anti-TB (ex. composto 52) com valores de CIM de
1,56 pg/mL e indice de seletividade de 401 (Figura 21) (PAVAN et al., 2010). A subunidade
NAH também foi utilizada como espacador na sintese de derivados do diclofenaco planejados
como moléculas anti-TB. Uma das moléculas da série (53) apresentou CIM de 0,36 uM
contra cepas de MTB Hs7Rv (Figura 21) (SRIRAM; YOGEESWARI; DEVAKARAM,
2006).

Figura 21 - Moléculas contendo o espacador N-acilhidrazona.
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Fonte: elaborado pelo autor e retirado de COCCO et al., 1999; PAVAN et al., 2010; SRIRAM; YOGEESWARI;
REDDY, 2006.

Kumar e colaboradores (2014) também relataram um trabalho abrangendo a sintese e
avaliacdo anti-TB de derivados 1,2,3-triazois contendo a subunidade NAH. A molécula (55)
apresentou CIM de 0.19 uM contra cepas MTB Hzs7RV e baixa citotoxicidade em células THP-
1. Além disso, a molécula diminuiu o numero de bacilos nos pulmdes e bagco em
camundongos infectados (Figura 22) (KUMAR et al., 2014). Em outro estudo, Martins e
colaboradores (2014) descreveram diversos derivados de isoniazida contendo a subunidade
NAH. A molécula (54) por exemplo, apresentou CIM de 0.2 uM contra MTB Hz7Rv e valores
de CIM inferiores a isoniazida em isolados clinicos com mutacfes na enzima KatG e também

em cepas Hs7Rv com resisténcia a isoniazida (Figura 22) (MARTINS et al., 2014).
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Figura 22 - Moléculas anti-TB contendo o espacador N-acilhidrazona.
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Fonte: retirado e modificado de KUMAR et al., 2014; MARTINS et al., 2014.

Os mecanismos moleculares envolvidos entre a subunidade NAH e o seu alvo de

interacdo na micobactéria ainda permanecem obscuros, entretanto, essa estrutura esta presente

em diversas moléculas organicas com potente atividade anti-TB. A luz destes estudos, pode-

se presumir que a subunidade NAH é um grupamento farmacoférico promissor a ser utilizado

no planejamento de novas moléculas Uteis para o tratamento da tuberculose.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBIJETIVO GERAL

Este trabalho visa o planejamento, sintese e avaliacdo anti- Mycobacterium
tuberculosis de novos protétipos furoxanicos e quinoxalinicos Uteis para o tratamento da

tuberculose sensivel e resistente aos farmacos.

3.2  OBIJETIVOS ESPECIFICOS

. Sintese, isolamento e caracterizacéo estrutural das moleculas da série 1 (1-XI) e série 2
(XI1-XIX);

o Avaliacdo da atividade antimicobacteriana e determinacdo da concentracdo inibitoria
minima frente ao Mycobacterium tuberculosis Hs7Rv (ATCC 27294) das moléculas da

sériele2;

o Avaliacdo da atividade antimicobacteriana e determinacdo da concentracdo inibitdria
minima frente a isolados clinicos de Mycobacterium tuberculosis multirresistentes das

moléculas promissoras;

o Determinacdo da citotoxicidade em células MRC-5 e J774A.1 das moléculas

promissoras;
o Avaliacdo da capacidade de liberacdo de 6xido nitrico pelas moléculas da série 1;
o Avaliacdo da estabilidade quimica in vitro da molécula IX;

o Determinagdo do coeficiente de particdo (LogPow) das moléculas da série 1 e 2.
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4 PLANEJAMENTO ESTRUTURAL

4.1  SERIE 1-FUROXANOS

Recentemente, identificamos em nosso grupo de pesquisa, moléculas obtidas por
hibridacdo molecular entre furoxano-isoniazida (56) e furoxano-pirazinamida (58). As
moléculas apresentaram valores de CIM que variaram entre 1,02 e 65,4 uM (resultados ndo
publicados) (Figura 23). Além disso, os derivados apresentaram atividade quando avaliados
em isolados clinicos multirresistentes aos farmacos isoniazida, rifampicina, pirazinamida e
etambutol. Face aos promissores resultados preliminares obtidos, planejamos neste trabalho,
novas séries de moléculas usando a estratégia de hibridacdo molecular a fim de compreender

0s padrdes estruturais necessarios a atividade bioldgica.

Figura 23 - Derivados furoxanicos com atividade anti-TB.
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Fonte: elaborado pelo autor (resultados ndo publicados).

As novas estruturas apresentaram trés subunidades principais constituidas: a) pela

isoniazida, com atuacdo na inibicdo da biossintese de acido micolicos da parede celular,
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representado pela subunidade (A); b) espacador contendo a subunidade N-acilhidrazona (B);
c) e o ndcleo furoxanico (C) como doador de Oxido nitrico, capaz de causar danos ao

Mycobacterium tuberculosis (Esquema 1).

Esquema 1 - Planejamento estrutural das moléculas hibridas da série 1.

(c) o (C)
R o\@ H#(m

>—< -8 (0}

i\ /B
O,,N\O/N o N\O/N\O

(orto, meta e para)

H
0 o} N
—ﬁ—@ Hibridagéo it
() molecular
A+C |

(0]

N N + *
\ H —— =
= N\N@O R " | H A
> < N
o \ 7 NN \NM o
N_ N« | N
o o) N—g

Moléculas hibridas I - IX Moléculas hibridas X - XI

Fonte: elaborado pelo autor.

A capacidade de doacdo de NO pelos furoxanos estad bem fundamentada na literatura e
0 mecanismo para essa doacdo é cisteino-dependente. A doacdo de NO pode ser facilitada
pela introdugdo no carbono alfa a subunidade N-Oxido de substituintes eletroatratores, ou seja,
gue retiram a densidade eletrbnica, tornando esse atomo de carbono mais deficiente
eletronicamente e mais suscetivel ao ataque nucleofilico do enxofre presente nos residuos de
cisteina, enquanto que grupos doadores de elétrons diminuem a doacdo (SORBA et al., 1997;
GASCO et al., 2004).

Assim, nesse trabalho, foram planejadas moléculas com capacidades distintas de

doacgdo de NO: fraco (metil-furoxano; I — 111, X), médio (fenil-furoxano; 1V - VI, XI) e forte
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(aril sulfonil-furoxano; VII - IX). O objetivo é avaliar a contribuicdo da extensdo da doagédo
de NO ao efeito anti-TB.

A isoniazida foi selecionada devido a sua potente atividade antimicobacteriana contra
bacilos na fase ativa da doenca (ZHANG, 2005a). A isoniazida se enquadra na classe dos pro-
farmacos, portanto, necessita sofrer uma bioativacdo in vivo pela enzima micobacteriana
KatG, produzindo radicais organicos que inibem a producdo de &cido micoélico da parede
celular. Além disso, a isoniazida pode gerar espécies reativas de oxigénio, como superdxido,
peroxido de hidrogénio e peroxinitrato que causam danos ao DNA da micobactéria
(TIMMINS; DERETIC, 2006; PETRI JR, 2011).

A subunidade N-acilhidrazona foi utilizada como espacador entre as subunidades

farmacoforicas da isoniazida e do nucleo furoxanico.

A Figura 24 apresenta as estruturas quimicas das moléculas hibridas da série 1.

Figura 24 - Estruturas quimicas das moléculas da série 1.
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Fonte: elaborado pelo autor.
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4.2  SERIE 2 - QUINOXALINAS

A série contendo os derivados quinoxalinicos foi realizada na Universidade de
Navarra (Espanha) durante um periodo de estagio sob a supervisdo da professora Silvia Pérez-

Silanes.

Quinoxalinas 1,4-di-N-0xido sdo compostos organicos heterociclicos que apresentam
uma ampla variedade de atividades bioldgicas, como antimicobacteriana, anticancer,
antibacteriana, antifingica e antiviral. Essa pluralidade de efeitos esta relacionada a sua
estrutura quimica e decorre em parte da capacidade dessas moléculas em sofrer biorreducédo
sob condigBes de hipoxia causando danos ao DNA (SUTER; ROSSELET; KNUSEL, 1978;
CARTA; CORONA; LORIGA, 2005).

Diversos trabalhos na literatura demonstram a capacidade de derivados de QdNO em
inibir o crescimento do MTB in vivo e in vitro em cepas sensiveis e resistentes (VICENTE et
al., 2008b; VILLAR et al., 2008; MORENO et al., 2010).

Ancizu e colaboradores (2009), descreveram novos derivados de quinoxalina 1,4-di-N-
Oxido com potente atividade anti-TB e baixa citotoxicidade, obtendo algumas moléculas com
valores de concentracdo inibitéria minima comparaveis a rifampicina. Além disso, algumas
moléculas demonstraram atividade contra cepas sensiveis a isoniazida e rifampicina
(ANCIZU et al., 2009, 2010).

Assim, decidimos utilizar no planejamento do nlcleo quinoxalinico, substituintes de
conhecida contribuicdo farmacofdrica para a atividade anti-TB (ANCIZU et al., 2009;
MORENO et al.,, 2010). Um grupo fenil e um grupo nitrila foram utilizados como
substituintes nas posicdes 2 e 3 do nucleo quinoxalinico, respectivamente. Além disso,
decidimos verificar a influéncia de substituintes ligados em posi¢do para a esse anel fenil na
posicdo 2. Para isso, introduzimos substituintes eletroatratores e doadores de elétrons para
verificar a extensdo que o efeito eletronico do anel fenil exerce sobre a atividade anti-TB

algumas moléculas (Figura 25).
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Figura 25 - Planejamento estrutural do nucleo quinoxalinico da série 2.
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Fonte: retirado e modificado de ANCIZU et al., 2009; MORENO et al., 2010.

Em virtude da potencialidade da aplicacdo das QdNO no tratamento da tuberculose
latente e resistente, esse heterociclico foi selecionado no planejamento da série 2. Ademais, a
isoniazida e a subunidade N-acilhidrazona foram utilizadas no planejamento dessa série,

devido a suas propriedades bioldgicas ja mencionadas no item anterior.

Através da mesma estratégia de hibridacdo molecular utilizada na série 1, foi
planejada a segunda série de estruturas quimicas derivadas da isoniazida, porém, substituindo
0 ndcleo furoxéanico pela subunidade farmacoférica da QdNO. Assim, as subunidades
presentes em algumas moléculas da série 2 incluem: a) pro-farmaco isoniazida, (subunidade
(A)); b) espacador contendo a subunidade N-acilhidrazona (B); c) nucleo quinoxalina 1,4-di-
N-6xido (C) como gerador de espécies reativas oxigénio, capaz de causar danos ao DNA da

micobactéria (Esquema 2).

A Figura 26 apresenta as estruturas quimicas das moléculas hibridas da série 2.
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Esquema 2 - Planejamento estrutural das moléculas hibridas da série 2.

0] © (o)

N

N F

H X
Hibridagéo molecular
=
'Il+
o { ‘
R

/CH3 Q(
—CH; —oO
F

Quinoxalinas hibridas

Fonte: elaborado pelo autor.

Figura 26 - Estruturas quimicas das moléculas hibridas da série 2.
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Fonte: elaborado pelo autor.
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5 MATERIAL E METODOS

5.1 REAGENTES

e 1,2-dicloroetano (Sigma Aldrich);

e 1,8-diazobicicloundec-7-eno (DBU) (Sigma Aldrich);
e 2-hidroxi-benzaldeido (Sigma Aldrich);

e 2 4-dinitrofenilhidrazina (Across);

e 3-hidroxi-benzaldeido (Sigma Aldrich);

e 4-cloro-3-nitrobenzaldeido (Sigma Aldrich);
e 4-cloro-benzoilacetonitrila (Alfa Aesar);

e 4-fluor-benzoilacetonitrila (Sigma Aldrich);

e 4-hidroxi-benzaldeido (Sigma Aldrich);

e 4-metil-benzoilacetonitrila (Sigma Aldrich);

e 4-metoxi-benzoilacetonitrila (Sigma Aldrich);
e 4-oxi-trifluormetil-benzoilaceonitrila (Alfa Aesar);
e 6-metilbenzofuroxano (Alfa Aesar);

e acetato de etila P.A. (Quemis);

e acetato de sodio (J.T. Baker);

e acetona (Synth);

e 4cido acético glacial P.A. (Synth);

e 4cido cloridrico P.A. (HCI) (Synth);

e 4cido metacrilico (Sigma Aldrich);

e acido monocloroaceético (Fluka);

e 4cido nitrico 98% (Vetec);

e 4cido p-toluenossulfénico (Sigma Aldrich)

e 4acido sulfarico 60% (H2S04) (Synth);

e 4gua destilada;

e &lcool cindmico (Fluka);

e azida de sodio (Merck);

e benzoilacetonitrila (Alfa Aesar);

e bicarbonato de sddio (NaHCO3) (Across);
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carbonato de potassio (K.COs3) (Vetec);
cloreto de sodio (NaCl) (Sigma Aldrich);
clorocromato de piridino (PCC) (Sigma Aldrich);
cloroférmio (Quemis);

crotonaldeido P.A. (Sigma Aldrich);
diclorometano P.A. (DCM) (Quemis);
dimetilsulfoxido (DMSO) (Vetec);
dioxido de selénio (Sigma Aldrich);
estireno (Sigma Aldrich);

etanol P.A. (Synth);

éter de petroleo P.A. (Synth);

éter etilico P.A. (Quemis);

etilenoglicol (Sigma Aldrich);

hexano P.A. (Synth);

hidréxido de sédio (Merck);

isoniazida (Fluka);

metanol P.A. (Synth);

nitrito de sodio (Across);

p-toluenosulfonato de piridina (PPTS) (Sigma Aldrich);

e silica gel para cromatografia em coluna 40-60 um (Sigma Aldrich);

e silica gel para cromatografia em coluna 63-200 um (Sigma Aldrich);

e sulfato de sédio anidro (Synth);
e tiofenol (Across);
e tolueno P.A. (Synth);

e trietilamina (J.T. Baker);
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5.2 EQUIPAMENTOS

e Agitador magnético IKA® modelo C-Mag HS4;

e Aparelho de ponto de fusdo modelo Mettler FP82 + FP80 da Mettler-Toledo GmbH®;

e Aparelho de ponto de fusdo capilar modelo SMP3 da Bibby Stuart Scientific®;

e Balanca analitica Marte® - modelo AY 220;

e Balanca semi-analitica Gehaka® modelo BG 200;

e Sistema de cromatografia em coluna automatizada Biotage modelo Isolera™ One.

e Sistema de cromatografia em coluna automatizada Teledyne modelo CombiFlash®;

e Espectrofotdmetro no infravermelho Shimadzu® modelo IR Prestige-21;

e Espectrofotdmetro no infravermelho Thermo® modelo Nicolet Nexu FTIR;

e Espectrometro de ressonancia magnética nuclear Bruker® modelo 400 Ultrashield™
operando a 400 MHz para *H e 75MHz para 13C;

e Espectrometro de ressonancia magnética nuclear Bruker® modelo Ascend® 600
operando a 600 MHz para H;

e Espectrometro de ressonancia magnética nuclear Bruker® modelo DPX-300 operando
a 300MHz para *H e 75MHz para 3C;

e Reator de micro-ondas modelo Discover SP da CEM Corporation®;

e Rotaevaporador Buchi® modelo R-210/215;

e Sonicador Unique® modelo UltraSonic Cleaner;
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53 METODOLOGIA SINTETICA

5.3.1 Série 1 — Derivados Furoxanicos

As moléculas da série 1 foram obtidas a partir de duas etapas sintéticas gerais: 1)
sintese dos derivados furoxanicos funcionalizados com a funcéo aldeido (Esquema 3) e; 2)
acoplamento com a isoniazida através de uma reagdo de condensacgéo, levando a formacgéo dos

produtos finais (Esquema 4).

As metodologias utilizadas para a sintese dos derivados intermediarios furoxanicos
(61-63; 66-68; 71-73; 75 e 77) foram baseadas nos trabalhos de FARRAR, 1964,
NIKOLAEVA et al.,, 1972; KUNAI et al.,, 1990; SANTOS, 2009; BOSQUESI, 2013 e
DUTRA, 2013. Ja a sintese das moléculas hibridas finais (I-XI) segue o mecanismo de
formacdo de iminas, envolvendo a reacdo entre um aldeido e uma amina primaria do grupo
hidrazida presente na isoniazida (CLAYDEN et al., 2001).

Os procedimentos experimentais utilizados para obtencdo das moléculas propostas na
série 1 estdo descritos detalhadamente no segundo volume deste trabalho (VOLUME I1).

Derivados furoxanicos

Trés séries de derivados furoxanicos foram selecionadas para obtencdo dos produtos
finais da série 1: derivados do metil-1,2,5-oxadiazol 2-6xido (61-63; 75), derivados do fenil-
1,2,5-oxadiazol 2-6xido (66-68; 77) e derivados do fenilsulfonil-1,2,5-oxadiazol 2-6xido (71-
73) (Esquema 3).

O furoxano nitro-metilado (60) (NIKOLAEVA et al., 1972) foi obtido a partir da
reacdo entre o acido metacrilico e nitrito de sodio em meio contendo &cido sulfdrico, que em
seguida, através de uma reacdo de substituicdo nucleofilica bimolecular, foi reagido com 2, 3

ou 4- hidroxibenzaldeido levando a formacéo dos furoxanos intermediarios (61-63).

O furoxano nitro-fenilado (65) (KUNAI et al., 1990) foi obtido a partir do estireno,
que em seguida, tambeém foi reagido com 2, 3 ou 4- hidroxibenzaldeido levando a formacéo

dos furoxanos intermediarios (66-68).
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O bis-arilsulfonil furoxano (70) (FARRAR, 1964; DUTRA, 2013) foi obtido a partir
de uma sequéncia de reacdes, na qual se iniciou pelo tiofenol (69), levando a formagdo do
acido feniltioacético, com posterior oxidacdo ao acido fenilsulfonilacético e finalmente o bis-
arilsulfonil furoxano (70), que foi reagido com 2, 3 ou 4- hidroxibenzaldeido levando a

formacdo dos furoxanos intermediarios (71-73).

O furoxano metilado (75) foi obtido atraves da reacdo do crotonaldeido (74) com
nitrito de sédio em meio de acido acético. J4, o furoxano fenilado (77) foi obtido usando o
mesmo procedimento, mas o reagente de partida foi o &lcool trans-cindmico (76) ao invés do
crotonaldeido (SANTOS, 2009; BOSQUESI, 2013).

Esquema 3 - Metodologia geral para obtencao dos derivados furoxanicos da série 1.
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(a) 1,2-dicloroetano, H,SO, 60%, NaNO,, 50 °C, 30 min; (b) 2, 3 ou 4- hidroxibenzaldeido, 1,8-
diazobicicloundec-7-eno (DBU), diclorometano, rt., 2 h; (c) acido acético, acido cloridrico,
diclorometano, NaNO,, r.t., 12 h (d) acido monocloroacetico, NaOH, H,0, 110 °C, 3 h; (e) perdxido de
hidrogénio 30%, acido acético, r.t., 24 h; (f) acido nitrico fumegante, acido acético, 110 °C, 1 h; (9)
NaNO,, acido acético, 0 °C, 24 h; (h) NaNO,, acido acético, 0 °C, 24h; i) clorocromato de piridinio
(PCC), diclorometano anidro, t.a., 24h.

Fonte: elaborado pelo autor.
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Moléculas Finais

As moléculas hibridas finais foram obtidas por meio de uma reacdo de condensacao
entre os derivados furoxanicos funcionalizados (61-63; 66-68; 71-73; 75 e 77) e a isoniazida.
A reacdo envolve a formacdo da funcdo imina a partir da reacdo entre um aldeido e uma
amina, catalisada por &cido (Esquema 4) (CLAYDEN et al., 2012a).

Esquema 4 - Etapas sintéticas para preparacdo dos furoxanos hibridos (1-X1).
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:I_-On,qura {)’_’n‘;g; z::l'_onr:gta a) isoniazida, etanol, acido
Il - para VI - para IX - para acetico, t.a., 12h.

Fonte: elaborado pelo autor.
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5.3.2 Série 2 — Derivados Quinoxalinicos

As moléculas da série 2 foram obtidas conforme representado nos esquemas 5 e 6. A
sintese pode ser dividida em trés métodos gerais: 1) sintese do derivado benzofuroxano acetal
(Esquema 5); e 2) sintese dos derivados quinoxalinicos utilizando diferentes
benzoilacetonitrilas através da reacdo de Beirute, levando a formagdo das moléculas finais
(XII = XVI11) (Esquema 6).

Os procedimentos experimentais utilizados para obtengdo das moléculas propostas na

série 2 estdo descritos detalhadamente no segundo volume deste trabalho (VOLUME I1).

Derivado benzofuroxanico

A sintese do derivado benzofuroxanico seguiu o procedimento descrito por Ghosh &
Whitehouse (GHOSH; WHITEHOUSE, 1968).

O derivado benzofuroxanico contendo a funcdo acetal (81) foi obtido a partir do 4-
cloro 3-nitrobenzaldeido (78), que ap6s sofrer uma reacdo de substituicdo nucleofilica
aromatica, substituindo o cloro pela azida (79), foi submetido a aquecimento levando ao
fechamento e formacdo do anel furoxanico (80). Em seguida, a fim de proteger a funcéo
aldeido, o intermediario (80) foi reagido com etilenoglicol em meio contendo &cido levando a

formacdo da funcdo acetal ciclico (81) (Esquema 5).

Esquema 5 - Procedimento para obtencdo do derivado benzofuroxanico.

CHO
(0] o <\O o
1 i
N* N*
2 0 HJ\@ 5 Do 0)\@ 0
—_— ~ / —_—— ~ 7/
NO, NO, N N
Cl K

(78) (79) (80) (81)

CHO

a) NaN3, DMSO, 75 °C, 1h; b) tolueno, refluxo, 2h; ¢-1) tolueno, p-toluenosulfonato de piridina (PPTS),
etilenoglicol, MW 40 min, 200W, 100 °C; c-2) tolueno, acido p-toluenossulfénico, etilenoglicol, 12 h,
refluxo.

Fonte: elaborado pelo autor.
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Moléculas Finais

A metodologia utilizada para a sintese dos derivados intermediarios quinoxalinicos foi
baseada em trabalhos anteriores do grupo de pesquisa do Laboratério de Quimica Organica e
Farmacéutica da Universidade de Navarra, Espanha (LIMA et al., 2005; ZARRANZ et al.,
2005; VICENTE et al., 2008a; TORRES et al., 2013).

As moléculas finais foram obtidas por meio da reacéo de Beirute (LIMA; AMARAL,
2013), a qual envolveu a reacdo entre o derivado benzofuroxano-acetal (81) e a
benzoilacetonitrila apropriada (82-87), levando a formacéo do ndcleo quinoxalinico 1,4-di-N-
Oxido-dioxolano (88-93). A reacdo de Beirute foi realizada em solvente inerte (tolueno ou
diclorometano) e catalisa por base (K.COz ou trietilamina). Em seguida, as quinoxalinas-
dioxolano foram submetidas a uma reacdo de hidrolise para restabelecer a funcéo aldeido (94-
99) para posteriormente serem acopladas a isoniazida levando a formacdo das quinoxalinas
hibridas finais (X11-XVII) (Esquema 6).

Esquema 6 - Procedimento para obtencdo das quinoxalinas finais da série 2.

@)\@ /©)‘V Drouz )\@1@

(81) R=H (82); CI (83); CH; (84);
OCH; (85); F (86): OCF5 (87)

R=H (88); CI (89); CH, (90);
OCHj5 (91); F (92); OCF (93)
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R=H (XII) CI (X1
CHj (XIV)  OCHjs (XV) R=H (94); CI (95); CH3 (96);
F (XVI) OCF; (XVII) OCHj (97); F (98); OCF; (99)

i-1) diclorometano, K,COj3, t.a. 72h; i-2) tolueno, trietilamina, MW 30 min, 80W, 60 °C;
ii) acetona, HCI, 48h, t.a.; iii) isoniazida, etanol, acido acético, t.a., 12h.

Fonte: elaborado pelo autor.

Guilherme Felipe dos Santos Fernandes



Material e Métodos 82

54 METODOS ANALITICOS

5.4.1 Cromatografia em Camada Delgada (CCD)

As anélises por cromatografia em camada delgada foram realizadas em cromatoplacas
de aluminio (AL TLC) de silica-gel 60 Fzss Sigma® ou Merck® para o acompanhamento das
reacOes e avaliacdo dos produtos sintetizados. A visualizacdo das substancias foi realizada em

camara de luz ultravioleta (254 e 365 nm).

5.4.2 Determinacdo da faixa de fuséo

As faixas de fusdo das moléculas foram determinadas em um aparelho capilar Melting
Point Apparatus SMP3, Stuart Scientific® ou em um equipamento Mettler FP82+FP80,

Mettler-Toledo GmbH® acoplado & um microscépio optico.

5.4.3 Analise de espectrofotometria de absorcéo no infravermelho (1V)

Os espectros de absor¢do no infravermelho na regido de 4.000 a 400 cm, foram
obtidos em pastilnas de KBr em um espectrofotometro no infravermelho IR Prestige-21 da
SHIMADZU® Corporation ou em um espectrofotdmetro no infravermelho Nicolet Nexu
FTIR da ThermoFisher Scientific®.

5.4.4 Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

Os espectros de RMN unidimensionais foram obtidos a 300, 400 ou 600 MHz para *H
e a 75 MHz para °C, utilizando-se solventes deuterados no preparo das amostras
(cloroférmio-d e DMSO-d6). As analises foram realizadas no Instituto de Quimica (UNESP-
Araraquara), utilizando um espectrometro de 300 MHz (7.0 Tesla; *H e '*C) Fourier com
Dual probe *C/*H — Bruker® e espectrometro de 600 MHz (14.0 Tesla; *H e 3C) Ascend —
Bruker®. Os deslocamentos quimicos sdo reportados em partes por milhdo () e as constantes
de acoplamento (J) sdo mostrados em Hertz (Hz). Os deslocamentos sdo representados por s

(simpleto), d (dupleto), dd (duplo dupleto), t (tripleto) e m (multipleto).
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5.5  ENSAIOS BIOLOGICOS

Os ensaios de avaliacdo da atividade antimicobacteriana e determinacdo da
citotoxicidade em linhagens celulares MRC-5 e J774A.1 foram realizados em colaboragéo
pelo grupo do Professor Doutor Fernando Rogerio Pavan, no Laboratério de Micobactérias

“Prof. Dr. Hugo David” da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Araraquara — UNESP.

Os procedimentos experimentais utilizados nos ensaios bioldgicos deste trabalho,
estdo descritos detalhadamente no segundo volume deste trabalho (VOLUME II).

5.5.1 Avaliacdo da atividade antimicobacteriana e determinacdo da CIMgg

A ClIMg foi determinada empregando a metodologia denominada REMA (Resazurin
Microtiter Assay), a qual foi padronizada por Palomino e colaboradores (PALOMINO et al.,
2002). Foi utilizada a cepa padrdo MTB Hs/Rv — ATCC 27294 e isolados clinicos
multirresistentes aos farmacos isoniazida, rifampicina, etambutol e pirazinamida,

caracterizados fenotipicamente e genotipicamente (MIYATA et al., 2011).

A metodologia utiliza diluicGes seriadas em uma microplaca e usa resazurina como
agente revelador. A resazurina apresenta um potencial redox (éxido-reducdo), com mudanca
colorimétrica e propriedade fluorescente em resposta ao metabolismo celular, agindo como
um indicador da multiplicagéo celular e/ou viabilidade (PALOMINO et al., 2002).

A ClMgg, é entdo definida como a menor concentragdo da molécula capaz de inibir a
multiplicacdo de 90% da cepa de M. tuberculosis. Cada composto foi analisado em triplicata

em dias alternados.

5.5.2 Determinagdo da citotoxicidade e indice de seletividade

A determinagédo da citotoxicidade das moléculas foi realizada conforme descrito por
Pavan e colaboradores (PAVAN et al., 2010).

Foram utilizadas as linhagens celulares MRC-5 (células fibroblastos de pulméo
humano) (ATCC CCL-171) e macrofagos (murino) J774A.1 (ATCC TIB-67). A resazurina
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foi utilizada novamente como revelador para indicar se houve multiplicacdo celular e/ou

viabilidade e determinar o ICso.

O valor de ICso é definido como a maior concentragdo da molécula em que 50% das
células permanecem vidveis. O DMSO foi usando como controle em cada ensaio. Cada
composto foi analisado em triplicata em dias alternados.

O célculo do indice de seletividade (ORME, 2001) foi dado pela razéo entre 0 ICso € a
CIMgo (IS = ICs0/CIMgp). As moléculas sdo consideradas promissoras para 0S ensaios
seguintes quando apresentam IS igual ou superior a 3. Ou seja, a concentracdo na qual a
molécula é citotdxica dista em pelo menos 3 vezes da qual ela é ativa contra o bacilo da

tuberculose.

5.5.3 Detec¢do Quantitativa de Nitrito

A determinacdo da extensédo da liberacdo de éxido nitrico pelos derivados furoxanicos
foi realizada através da detec¢do indireta de nitrito através do reagente de Griess. O nitrito €
produzido como resultado da reagdo entre 6xido nitrico, oxigénio e agua (TSIKAS, 2005).

O método utilizado foi adaptado do procedimento descrito por Sorba e colaboradores
(SORBA et al., 1997). As reagdes que ocorrem na metodologia envolvem a interacdo dos ions
nitrito formados no meio (a partir do 6xido nitrico) com a sulfanilamida presente no reagente
de Griess. O intermediario diazo formado, reage com o dicloridrato de N-naftiletilenodiamina
através de reacdes de acoplamento, gerando um composto de coloracdo vermelha que permite
a leitura por absorvancia em 540 nm. Os resultados foram expressos em porcentagem de
nitrito (NO2 ; mol/mol).

As quinoxalinas da série 2 ndo foram avaliadas neste ensaio, tendo em vista que o seu

mecanismo de ac¢ao nédo envolve a liberacdo de 6xido nitrico.

5.5.4 Coeficiente de Particdo (LogPomw)

A lipofilicidade é um propriedade molecular a qual esta relacionado a capacidade de
uma substancia se particionar em um solvente polar e um apolar. Atualmente, dois solventes

imisciveis polar/apolar sdo utilizados para estudos de lipofilicidade, dgua e octanol. Os
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resultados obtidos de um estudo de lipofilicidade s&o expressos como logaritmo do
coeficiente de particdo (logPow) de um soluto entre as duas fases (polar e apolar).

Diversos métodos para determinacdo do coeficiente de particdo agua/octanol foram
desenvolvidos (BERTHOD; CARDA-BROCH, 2004; VALKO, 2004). Neste trabalho foi
utilizado o método de determinacéo indireta utilizando um sistema de cromatografia liquida
de alta eficiéncia. Os experimentos foram realizados de acordo com os métodos estabelecidos
pelo OECD Guidelines for the Testing of Chemicals, Test No. 117: Partition Coefficient (n-
octanol/water), HPLC Method (OECD, 2004), o qual utiliza substancias padrdes de logPow
conhecido para construir uma curva analitica. Em seguida, através da regressdo linear, é

calculado o valor de logPow das moléculas analisadas.

5.5.5 Estabilidade Quimica

A medida da estabilidade em diferentes concentrac6es hidrogenidnicas (pH) fornece
informacdes sobre a estabilidade do composto-teste e permite prever com certas limitac6es o
comportamento do composto nos diferentes pHs do trato gastrintestinal apés administracdo
oral.

O ensaio de estabilidade quimica foi realizado com o objetivo de caracterizar a
estabilidade quimica da molécula (1X) em diferentes pHs (1.0; 5.0; 7.4 e 9.0). Para isto, foi
utilizado um sistema de cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplado a um espectrémetro
de massas como detector. O composto analisado foi incubado em um solucéo tampéo fosfato-
salino em diferentes pHs e foram recolhidas aliquotas desta solu¢do em periodos de tempo
pré-estabelecidos (0; 1; 4; 6 e 24h). O estudo foi realizado em colaboracdo com a empresa
CEMSA - Centro de Espectrometria de Massas Aplicada Ltda.
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 SINTESE

A interpretacdo dos espectros de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN de *H e 3C) e
infravermelho das moléculas obtidas | - XVII foi realizada se baseando nas referéncias de
PAVIA; LAMPMAN; KRITZ, 1996; SILVERSTEIN; WBSTER; KIEMLE, 2007. A
interpretacdo dos deslocamentos quimicos por RMN dos derivados furoxanicos
intermediarios foi comparada com os dados disponiveis na literatura relativos a caracterizagdo
estrutural de moléculas analogas (NIKOLAEVA et al., 1972; KUNAI et al., 1990; SANTOS,
2009; BOSQUESI, 2013; DUTRA, 2013), assim como os derivados quinoxalinicos
(ZARRANZ et al., 2005; VICENTE et al., 2008a). Os espectros no infravermelho, RMN de

'H e 13C estdo disponiveis no segundo volume deste trabalho (VOLUME I1).

6.1.1 Série 1 — Derivados Furoxanicos

6.1.1.1 Sintese dos derivados furoxanicos intermediarios 61 — 63

A estratégia utilizada para a sintese dos derivados furoxanicos intermediarios (61-63)
foi inicialmente a sintese do derivado furoxanico (60) através da reacdo do acido metacrilico e
nitrito de sédio em meio contendo acido sulfurico 60%. Embora essa reacdo apresente
rendimento de 35%, o derivado furoxanico pode ser obtido em 30 minutos (NIKOLAEVA et
al., 1972). O mecanismo reacional exato para formacdo deste derivado ndo é completamente
elucidado; entretanto, Fershtat e colaboradores (2014) propdem uma via que é apresentada no

Esquema 7.

Muito provavelmente, esta reacdo envolve multiplas etapas mediadas por trioxido de
dinitrogénio. A primeira etapa se d& pela adigdo de trioxido de dinitrogénio (N203), gerado a
partir do nitrito de sdédio em meio acido, a dupla ligagdo presente no acido metacrilico
levando a obtencdo do intermediario (100). Em seguida, o grupo metila do intermediario
(100) é nitrosado pela acdo do N20s, resultando no intermediario dinitroso (101). As etapas
finais incluem uma descarboxilagdo com simultanea isomerizacdo de ambos grupos nitroso

levando a formacdo do intermediario (102), o qual é oxidado pela acdo dos Oxidos de
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nitrogénio presentes no meio reacional levando ao derivado furoxano (60) (FERSHTAT et al.,
2014).

Esquema 7 — Esquema sintético para formagédo do derivado furoxanico 60.

O 0 0 HsC NO, HC NO,
HO HO 3
NaNO, HO NO, 27— W
CHy, — 5 | HsC > H,C —> HO—N N | I N
co / NY _/

HsC AcOH ON NO, ON NO VY2 HO 07 0

(59) (100) (101) (102) (60)

Fonte: adaptado de FERSHTAT et al., 2014.

No espectro de RMN de 'H (Espectro 1) é possivel observar um Gnico deslocamento
na forma de um simpleto com deslocamento quimico em & 2,36, integrando para trés
hidrogénios, referente aos hidrogénios do grupo metila ligado ao carbono 3 do nucleo
furoxanico. A presenca deste nico deslocamento no espectro de RMN de H sugere que
houve a formacdo da molécula pretendida, tendo em vista que os deslocamentos dos
hidrogénios do &cido metacrilico ndo estdo presentes.

No espectro de RMN de *3C (Espectro 2) é possivel observar o deslocamento referente
ao carbono metilico em 6 9,15. Destacam-se ainda, os deslocamentos relativos aos carbonos 2
e 3 do nucleo furoxéanico, em & 107,6 e 159,0, respectivamente. Esta diferenga nos
deslocamentos quimicos desses carbonos vizinhos se deve ao fato do carbono 3 estar ligado
diretamente a funcdo N-Oxido, garantindo-lhe uma maior blindagem devido ao efeito de
ressonancia deste carbono com o N-Oxido. Por outro lado, o carbono 2 ndo apresenta esta
protecdo pelo efeito da ressonancia, gerando um deslocamento em baixa frequéncia no
espectro de RMN de **C (Figura 27).

Figura 27 - Efeito protetor em C3 devido a presenga da subunidade N-0xido.

r a
R NO, R NO,
)
(;/ \<N - ; \(
G>O/@\O/ 043\0/'\1
\_ J

Fonte: elaborado pelo autor.
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Posteriormente, o furoxano (60) foi reagido com o 2-, 3- ou 4-hidroxibenzaldeido, em
meio basico, para formacgdo dos derivados furoxanicos funcionalizados (61-63). A primeira
etapa se da pela desprotonacdo da hidroxila presente nos aldeidos correspondentes pela acao
da base DBU, transformando-o em anion fenoxido (103-105). Em seguida, este ion atuando
como um nucledfilo, ataca o carbono 3 do nucleo furoxanico, para posteriormente eliminar o
grupo nitro. A reacdo ocorre por um mecanismo de substituicdo nucleofilica aromatica
bimolecular e envolve a formacdo de um carbanion (106) com elétrons delocalizados

(complexo de Meisenheimer) (Esquema 8).

Esquema 8 - Mecanismo para formacao das moléculas 61-63.

0
H,C NO, YH
HaC, NO
I Ko v o~
07N —_— O —_—> >/\(
o o-N- QN L\ =
(] (0] N - -~—N
(60) 7 © m 07 NN
| X Os(/ (61-63)

o:( G L H _
. (103-105) (106)

Fonte: elaborado pelo autor.

A molécula 61 apresentou-se como um solido branco, com rendimento de 41% e faixa
de fusdo de 79,0 — 82,0 °C; a molécula 62 apresentou-se como um solido branco, com
rendimento de 67% e faixa de fusdo de 62,0 — 64,0 °C e a molécula 63 apresentou-se como
um sélido branco, com rendimento de 50% e faixa de fusdo de 59,0 — 61,0 °C. Os derivados
furoxanicos (61-63) foram caracterizados utilizando ressonancia magnética nuclear de 'H e
13C.

Através dos espectros de RMN de *H (Espectros 3, 5 e 7) é possivel identificar a
presenca dos hidrogénios aldeidicos em 6 10,26, 10,03 e 10,01 para os derivados furoxanicos
61, 62 e 63 respectivamente. Além disso, € possivel observar os deslocamentos dos

hidrogénios metilicos em 6 2,30, 2,15 e 2,12, respectivamente.

Os espectros de RMN de *3C (Espectros 4, 6 e 8) dos referidos furoxanos apresentam
sinais referentes aos carbonos aldeidicos em 6 189,4, 192,1 e 191,8 para as moléculas 61, 62 e

63 respectivamente. Destacam-se ainda os deslocamentos dos carbonos presentes no nucleo
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furoxanico, que se apresentam bastante separados devido ao efeito protetor que o N-6xido
exerce sob o carbono 3, conforme previamente comentado. Interessantemente, 0s
deslocamentos quimicos relativos ao carbono 6, apresentaram ligeira diferenca do furoxano
(60) inicial (6 9,15). Esta diferenca pode ser explicada pela auséncia do grupo nitro presente
no furoxano (60) que através da sua forte eletronegatividade, promove a desprotecdo do
carbono 1. A Tabela 2 apresenta os deslocamentos quimicos de RMN de 'H e 3C das
moléculas 61, 62 e 63.

Tabela 2 - Deslocamentos quimicos de RMN de *H e 3C das moléculas 61-63.

16
1(;3 6 A 110 .

(¢) 10 © ] 7 CHs 12 o 6
0 2 15 9 CHj

15 9 CHj; AN 0.3 H 3 2

H o 17H 9 \ N0 8 17 13 14 /AR

7 T NN Ny AN\
\ N+_O 8 12 14 4 05 0 1 o}
1 13 5

2
) NS
4N\O5

Molécula 61 Molécula 62 Molécula 63
Posicdo 8H d13C 8H d1C 5H d1C
2 - 107,8 - 107,5 - 107,7
3 - 153,1 - 153,1 - 157,1

6 2,30 (s) 6,9 2,15 (s) 6,9 2,12 (s) 7,0
9 - 163,2 - 162,9 - 162,3
10 7,56 (d) 121,8 7,95 (m) 127,5 7,65 (d) 119,9
11 7,83 (dd) 136,3 - 131,1 8,04 (d) 131,8
12 7,64 (dd) 126,9 7,89 (dt) 125,6 - 133,8
13 7,97 (dd) 130,4 7,76 (m) 137,9 8,04 (d) 131,8
14 - 127,3 7,76 (m) 119,5 7,65 (d) 119,9
15 - 189,4 - 192,1 - 191,8

17 10,26 (s) - 10,03 (s) - 10,01 (s) -

Fonte: dados da pesquisa.
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6.1.1.2 Sintese dos derivados furoxanicos intermediarios 66 — 68

A metodologia empregada para obtencdo dos derivados furoxanicos intermediarios
(66-68) envolveu na primeira etapa, a sintese do derivado furoxanico (65) através da reacéo
do estireno e nitrito de sddio em meio contendo acido acético e &cido cloridrico, com
rendimento de aproximadamente 68%, conforme procedimento descrito por Kunai e
colaboradores (1990). Para este derivado o mecanismo reacional também ndo esta
completamente elucidado, no entanto, pode se presumir que 0 mecanismo seja semelhante ao

proposto por Fershtat e colaboradores (2014) para formacao da molécula (60) (Esquema 13).

No espectro de RMN de *H (Espectro 9) é possivel observar somente os sinais de
hidrogénios na regido do espectro referente aos hidrogénios aromaticos em 6 7,60 e & 7,73. A
auséncia dos deslocamentos dos hidrogénios metilénico e metinico presentes na dupla ligacao
do estireno e a presenca dos deslocamentos de hidrogénios somente neste nesta regido do

espectro de RMN de *H sugerem a formagéo da molécula (65).

No espectro de RMN de *C (Espectro 10) é possivel observar os deslocamentos
referentes aos carbonos fenilicos em & 120,6 (C10), 6 128,8 (C9 e 10), 6 130,8 (C8 e 12) e
131,6 (C6). Destacam-se ainda, os deslocamentos relativos aos carbonos 3 e 2 do nucleo

furoxanico, em ¢ 111,1 e 167,5, respectivamente.

Posteriormente, o furoxano (65) foi reagido com o 2-, 3- ou 4-hidroxibenzaldeido, em
meio basico, para formacao do derivado furoxanico funcionalizado (66-68). O mecanismo é
idéntico ao dos derivados metilados ja comentado anteriormente. A molécula 66 apresentou-
se como um sélido branco, obtido com rendimento de 35% e faixa de fusdo de 110,0 — 113,0
°C; a molécula 67 apresentou-se como um solido branco, obtido com rendimento de 65% e
faixa de fusdo de 92,0 — 95,0 °C; e a molécula 68 apresentou-se como um sélido branco,
obtido com rendimento de 45% e faixa de fuséo de 88,0 — 90,0 °C. Os derivados furoxanicos
(66-68) foram caracterizados utilizando ressonancia magnética nuclear de H e 3C.

Através dos espectros de RMN de H (Espectros 11, 13 e 15) é possivel identificar a
presenca dos hidrogénios aldeidicos em & 10,25, 10,04 e 10,02 para os derivados furoxanicos
66, 67 e 68 respectivamente. Além disso, € possivel observar os sinais dos hidrogénios
aromaticos entre 6 7,60 — 8,14 na regido caracteristica destes hidrogénios no espectro de RMN
de tH.
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Os espectros de RMN de BC (Espectros 12, 14 e 16) dos furoxanos (66-68)
apresentam sinais referentes aos carbonos aldeidicos em & 189,8, 190,8 e 190,6 para as
moléculas 66, 67 e 68, respectivamente. Destacam-se ainda os deslocamentos dos carbonos
vizinhos (carbono 2 e 3) presentes no nucleo furoxanico, que apresentam deslocamentos
muito diferentes devido ao efeito de ressonancia entre o N-0xido e o carbono 2, que por sua
vez, se encontra mais protegido que o seu vizinho. A Tabela 3 apresenta os deslocamentos
quimicos de RMN de *H e *C das moléculas 66, 67 e 68.

Tabela 3 - Deslocamentos quimicos de RMN de *H e $3C das moléculas 66-68.

© o u_ 1 . 19
1512 9 07 3 9 h
LR R/ \ i
) N\o/N;\O‘a
Molécula 66 Molécula 67 Molécula 68

Posicdo 8H d1C 8H d1C 5H d1C
2 - 108,4 - 107,8 - 107,8
3 - 162,6 - 161,6 - 161,0
6 - 127,1 - 126,1 - 1217
9 - 152,6 - 153,3 - 157,1
10 7,73 (d) 1217 7,61 (m) 128,2 7,60 (m) 120,4
11 7,86 (td) 131,0 7,76 (t) 131,0 8,06 (m) 131,9
12 7,62 (m) 122,4 8,11 (d) 1219 - 134,4
13 8,02 (dd) 131,3 - 138,3 8,06 (m) 131,9
14 - 136,4 7,61 (m) 120,4 7,60 (m) 120,4
15 - 189,8 - 190,8 - 190,6
17 8,14 (dd) 129,1 8,07 (m) 129,2 8,06 (m) 129,2
18 7,62 (m) 126,7 7,90 (t) 126,5 7,76 (d) 126,5
19 7,65 (m) 127,6 7,64 (m) 128,2 7,63 (m) 131,0
20 7,62 (m) 126,7 7,90 (t) 126,5 7,76 (d) 126,5
21 8,14 (dd) 129,1 8,07 (m) 129,2 8,06 (m) 129,2
22 10,25 (s) - 10,04 (s) - 10,02 (s) -

Fonte: dados da pesquisa.
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6.1.1.3 Sintese dos derivados furoxanicos intermediarios 71 — 73

A primeira etapa de formacdo das moléculas 71-73 envolve a sintese do acido
feniltioacético (110). Esta etapa reacional consiste na desprotonacdo do tiofenol (69) com o
auxilio de hidroxido de s6dio como base, para a formacdo do anion tiofendxido (107), um
excelente nucledfilo. O anion ataca o carbono sp® do acido monocloroacético (108), formando
o intermediario (109). Em seguida, através de uma reacdo de substituicdo nucleofilica
bimolecular, ocorre a saida do atomo de cloro, levando a formacdo da molécula (110) com
rendimento de aproximadamente 87% (Esquema 9).

Esquema 9 - Mecanismo para formacao da molécula 100.
v/\ :OH

@\QL CL \f " OSQ(LOH

(109) (110)

Fonte: retirado de Santos, 2009.

A molécula (110) foi caracterizada quimicamente por RMN de 'H (Espectro 17),
apresentando deslocamentos quimicos em & 7,20 - 7,32 referentes aos hidrogénios aromaticos

e 0 3,79 concernente aos hidrogénios metilénicos.

Posteriormente, a molécula (110) foi oxidada para formacdo do grupamento sulfona,
originando o &cido fenilsulfonilacético (111). Esta etapa de oxidacdo se deu através da
utilizacdo de peroxido de hidrogénio 30% como agente oxidante em meio contendo acido
acético glacial. O rendimento da reago foi de 94%. No espectro de RMN H (Espectro 18) da
molécula (111) é possivel visualizar os hidrogénios metilénicos da posicdo 8 em & 4,49,
diferindo do deslocamento quimico dos mesmos hidrogénios da molécula (110) precursora,
que se encontram em & 3,79. Esta diferenca pode ser explicada pelo fato dos oxigénios
presentes no grupamento sulfona da molécula (111) exercerem um efeito de desprotecdo a
estes hidrogénios devido & maior eletronegatividade promovida pela presenca destes

oxigénios. O mesmo comportamento pode ser observado para 0s hidrogénios aromaticos na
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molécula (111), comparado a molécula precursora (110). A Tabela 4 apresenta as diferencas
nos deslocamentos quimicos observados nos espectros de RMN *H das moléculas 110 e 111.

Tabela 4 - Deslocamentos quimicos das moléculas 110 e 111 no espectro de RMN de H.

10 12 10
o 0 0
6 7 6 || 7
1 S 9 SoH 1 2 ﬁ 9 “OH
5 8 1 8 11
2 4 2 413
3 3
Molécula 110 Molécula 111
Posicdo 8 'H 3'H
1 7,32 (m) 7,65 (m)
2 7,20 (m) 7,75 (m)
3 7,32 (m) 7,65 (m)
4 7,32 (M) 7,92 (m)
6 7,32 (m) 7,92 (m)
8 3,79 () 4,49 (s)

Fonte: dados da pesquisa.

Em seguida, a molécula (111) foi reagida com é&cido acético glacial e &cido nitrico
fumegante para a obtencdo da molécula 3,4-bis(fenilsulfonil)-2-N-6xido-1,2,5-oxadiazol (70).
A molécula (70) foi obtida como so6lido de cor branca com rendimento de 37% e faixa de
fusdo entre 140 — 142 °C. Também n&o existam relatos na literatura do mecanismo de reacao

para formacéo desta molécula.

No espectro de RMN !H (Espectro 19) é possivel visualizar sinais na regido dos
hidrogénios aromaticos e heteroaromaticos em & 7,71 — 8,13, indicando a auséncia de
hidrogénios alifaticos. Os sinais presentes podem ser visualizados em 6 8,11 (H15, 19, 20 e
24),8 7,92 (H17 e 22) e 6 7,77 (H16, 18, 21 e 23).

O espectro bidimensional de correlagdo (HETCOR) (Espectro 20) apresenta 0s
carbonos da subunidade heteroaromética do nucleo furoxanico em 3 157 (C3) e & 115 (C2).
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O 3,4-bis(fenilsulfonil)-2-N-6xido-1,2,5-oxadiazol (70) foi reagido com o 2-, 3- ou 4-
hidroxibenzaldeido, em meio béasico, para formacdo das moléculas (71-73). A molécula (71)
apresentou-se como um sélido branco, com rendimento de 20% e faixa de fusdo de 104,0 —
108,0 °C; a molécula (72) apresentou-se como um soélido branco, com rendimento de 57% e
faixa de fusdo de 111,0 — 116,0 °C e a molecula (73) apresentou-se como um solido branco,
com rendimento de 30% e faixa de fusdo de 121,0 — 128,0 °C.

Nos espectros de RMN de *H dos furoxanos intermediarios 71, 72 e 73 (Espectros 21,
23 e 25), podem ser observados os sinais dos hidrogénios aldeidicos em & 10,20, 6 10,03 ¢ &
10,03. Nos espectros de RMN de *C das moléculas 71, 72 e 73 (Espectros 22, 24 e 26),
destacam-se os sinais dos carbonos carbonilicos da funcdo aldeido em & 188, 6 190,5 ¢ &
193,5, respectivamente. Além disso, € possivel visualizar os deslocamentos quimicos
referentes aos carbonos da subunidade heteroaromatica furoxanica em ¢ 158,9, 153,3 e 158,6
(C2)e 6 114,6,110,6 € 112,9 (C3), para as moléculas 71, 72 e 73, respectivamente.
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Tabela 5 - Deslocamentos quimicos das moléculas 71-73 no espectro de RMN de H e 1*C.

16 16
14 15
17 7
25 13 11 14
24
o H 10 24 6 N
120 — " \"10
- o 0={ O Ny 13
7 o]
N
—

6 o i P=or 3 o N
" o 5
1Ela\/lolécula 71 Molecula 72 Molécula 73
Posicdo 5 H d18C 5 H s 13 5 H 51
2 - 114,6 - 110,6 - 112,9
3 - 158,9 - 153,3 - 158,6
9 - 158,6 - 157,8 - 158,9
10 - 137,7 - 138,2 - 138,2
13 8,15 (dd) 129,8 8,10 (d) 129,8 8,03 (M) 131,6
14 7,69 (m) 129,0 7,83 (t) 128,6 7,75 (t) 130,1
15 7,80 (tt) 136,0 7,83 (1) 135,8 7,92 (tt) 137,8
16 7,69 (m) 129,0 7,83 (t) 128,6 7,75 (tt) 130,1
17 8,15 (dd) 129,8 8,10 (d) 129,8 8,03 (m) 131,6
18 7,49 (dd) 121,6 7,66 (t) 125,7 7,66 (d) 121,3
19 7,69 (m) 1275 7,66 (t) 130,9 8,03 (M) 133,2
20 7,49 (dd) 127,3 7,66 (1) 128,3 - 135,6
21 7,97 (dd) 132,4 - 137,8 8,03 (M) 133,2
22 - 135,9 7,86 (M) 119,8 7,66 (d) 1213
23 - 188,0 - 190,5 - 191,5
25 10,20 (s) - 10,03 (s) - 10,03 (s) -

Fonte: dados da pesquisa.
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6.1.1.4 Sintese do derivado furoxanico intermediario 75

A sintese do furoxano (75) envolve a reacdo do crotonaldeido (74) com nitrito de
sodio em meio contendo &cido acético glacial. Segundo Santos (2009), o mecanismo
envolvido nesta etapa ocorre segundo representacdo do Esquema 10, em que a etapa inicial
envolve o ataque da ligacdo dupla presente no alceno ao trioxido de nitrogénio. Apds
eliminacdo de uma molécula de agua, € estabelecida a formacéo do nucleo furoxanico (75)

(Esquema 10).

Esquema 10 - Mecanismo proposto para formacédo da molécula 75.

h 2 k !
\ N
N l ] .
.N .0 .0
HaC S HC A" S0 HeT N HiC™ N
(74) 0O
H H H <(|)H2+ H ?H
H NH NH
N N +
© - \O - o , \.:'\O - o | H O |
NS -: W -l/- +/O- +/O_
Hie” N HaC '\\‘\) HC™ N HsC™ N
(75) O ) o] O

Fonte: adaptado de Santos, 2009.

Ao final da reacdo, a molécula (75) se apresentou como um oleo laranja-acastanhado
com rendimento entre 25-30% apo6s purificagdo em coluna cromatografica. O baixo
rendimento se deve principalmente a formagéo de diversos subprodutos no meio reacional e a
proximidade do fator de retengdo (Rf) destes subprodutos com o intermediario furoxano
desejado, dificultando a purificagdo. A molécula (75) apresentou Rf = 0,125 (acetato de
etilazhexano 6:4 (v/v) e foi revelado com 2,4-dinitrofenilhidrazina (Revelador de Brady),
reagente utilizado para detecgdo seletiva de aldeidos e cetonas. Apos a purificagdo, o produto

foi caracterizado por RMN de 'H e 1°C.
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No espectro de RMN de 'H (Espectro 27) é possivel visualizar um simpleto com
deslocamento quimico em 6 9,81, referente ao hidrogénio 10 da funcdo aldeido, além de um

simpleto em 6 2,43, relativo aos hidrogénios metilicos na posicéo 7.

No espectro de RMN de *C (Espectro 28) é possivel observar os sinais referentes aos
carbonos aldeidico (C6) e metilico (C7) em & 170,6 e & 14,1 respectivamente. Destacam-se
ainda, os sinais referentes aos carbonos heteroaromaticos presentes na subunidade furoxanica

em o 156,9 e 6 110,4 para os carbonos 2 e 3 respectivamente.

A Tabela 6 apresenta os deslocamentos quimicos no espectro de RMN de *H e 3C da

molécula 75.

Tabela 6 - Deslocamentos quimicos da molécula 75 no espectro de RMN de *H e 13C.

9
0 7
CHs
10H78\3 2
/ \N+
4 N\O/ 1\0_ 8
5
Molécula 75
Posicdo 5 H 5 18C
2 - 110,4
3 - 156,9
6 - 170,6
/ 2,43 (s) 14,1
10 9,81 (s) -

Fonte: dados da pesquisa.
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6.1.1.5 Sintese do derivado furoxanico intermediario 77

A metodologia utilizada para sintese da molécula (77) ocorreu através de duas etapas
sintéticas. Inicialmente, o intermediario furoxanico (112) foi obtido através da reacdo entre o
alcool trans-cinamico (76) e nitrito de s6dio em meio acido. Segundo Santos (2009), o
mecanismo para formacdo do nucleo furoxanico, ocorre de maneira semelhante a molécula

(75) (Esquema 11).

Esquema 11 - Mecanismo proposto para formacdo da molécula 102.

OH o OH OH ﬁ OH O
1]
/
. (e} N N
G N & N7 @ o ®~0
O — | —_— —_— ﬁ
N/ -0 20 SN _OH
o NT= N N
O
Oﬁ
(76) ﬂ

OH OH OH O OH

O
g P u "
/N+ Ne ®\O' H+ g\O'
o - | (o, = |
X / N/ /OHZ /OH
N N NS N
H I I
H H

(112)

T

Fonte: adaptado de Santos, 2009.

A molécula obtida ap6s purificacdo em coluna cromatogréafica se apresentou como um
solido amarelo com rendimento de 70%. A molécula foi analisada por CCD e apresentou R¢ =
0,8 (hexano:acetato de etila 5:5 v/v) na visualizacdo por UV. A caracterizacdo quimica foi

realizada através de espectrometria de RMN H e 3C.

No espectro de RMN de 'H (Espectro 29) é possivel visualizar os sinais dos
hidrogénios aromaticos entre & 7,56. Destaca-se ainda o sinal referente aos hidrogénios

metilénicos da posi¢do 6 em 6 4,74.

No espectro de RMN de *C da molécula 112 (Espectro 30) é possivel observar os
sinais relativos aos carbonos aromaticos em 6 131,51 (C7), 127,9 (C10 e 14), 1295 (Cll e
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13), 126,28 (C12) e do carbono metilénico (C6) em & 53,4. Além disso, destacam-se as
diferengas nos deslocamentos quimicos entre o carbono 2 e o carbono 3 em 6 115,0 ¢ 6 156,9,

respectivamente.

Posteriormente, o grupo funcional &lcool da molécula (112) foi oxidado a fungéo
aldeido para formacgdo da molécula (77). Para esta reacdo, foi usado como agente oxidante o
clorocromato de piridinio, por ser este um agente oxidante brando, utilizado comumente para

oxidar alcoois primarios a aldeidos. O mecanismo envolvido na reacdo esta representado no

Esquema 12.

Esquema 12 - Mecanismo de oxidacdo para formacdo da molécula 77 utilizando PCC.

0 X
WCo | s 1
o N* "o “L
. o ! o é 0 N
QH PCC % r(‘l
\ R
[ N\eo N N O
N ./ 0 ~o0 X
o) | )
(112) _ N
-Cl H
0
H -
Yy
AN
(77)
0 +
N
Cr—0
/
0

Fonte: adaptado de AL-HAMDANY ; JIHAD, 2012.

A molécula se apresentou como soélido de cor amarelo claro, com rendimento de 22%
apos purificacdo e faixa de fusdo de 59,0 — 61,0 °C. O produto apresentou Rf = 0,8 em CCD,
utilizando como fase mével hexano:acetato de etila 5:5 (v/v) e revelado com o Reagente de

Brady.
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A caracterizagio quimica foi realizada por espectrometria de RMN de H e 3C. No
espectro de RMN de *H (Espectro 31), destaca-se a auséncia do referente ao carbono
metilénico e o surgimento de um simpleto em & 9,98, o qual foi atribuido ao hidrogénio da
funcdo aldeido. Além disso, podem ser visualizados os sinais referentes aos hidrogénios
aromaticos entre 6 7,90 (H10-14).

No espectro de RMN de 3C da molécula 77 (Espectro 32) destacam-se os sinais
referentes aos carbonos heteroarométicos 2 e 3 da subunidade furoxénica em & 113,8 e o
155,1. Além disso, é possivel observar um sinal em 6 178,3 referente ao deslocamento do
carbono carbonilico (C6), sugerindo a formacao da molécula pretendida.

A Tabela 7 apresenta os deslocamentos quimicos no espectro de RMN H e 3C das

moléculas 77 e 112.

Tabela 7 - Deslocamentos quimicos da moléculas 77 e 112 no espectro de RMN de *H e 13C.

12 11

10

13 ®—OH
14 TN\3 2 8
/ \N"\ )
4 N\O/ 1 ®)
5
Molécula 112 Molécula 77
Posicéo 5 H 5 13C 5 H 5 13C
2 - 115,0 - 113,8
3 - 156,9 - 155,1
6 4,74 (s) 53,4 - 178,3
7 - 131,5 - 132,0
8 - - 9,98 (s) -
10 7,82 (m) 127,9 7,90 (dd) 128,8
11 7,56 (m) 129,5 7,56 (M) 129,1
12 7,56 (m) 126,2 7,56 (m) 125,0
13 7,56 (M) 129,5 7,56 (m) 129,1
14 7,82 (m) 1279 7,90 (dd) 128.8

Fonte: dados da pesquisa.
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6.1.1.6 Sintese das moléculas hibridas finais | — XI

A estratégia utilizada para obtencdo das moléculas hibridas, se baseou no mecanismo
de formacdo de bases de Schiff, presentes na subunidade N-acilhidrazona. O método mais
utilizado para a sintese de iminas € atraves da reacdo entre aldeidos ou cetonas e aminas
primarias. A sintese de todas as moléculas hibridas da série 1 e série 2 deve seguir 0

mecanismo para formacéo de imina ilustrado no Esquema 13.

A reacdo se inicia pela agitacdo de um aldeido ou cetona em solucdo contendo &cido
com pH ajustado entre 4 - 6. O meio acido tem a funcdo de fornecer atomos de hidrogénio
para protonar o oxigénio carbonilico do aldeido/cetona, tornando o carbono carbonilico mais
eletrofilico e susceptivel a um ataque nucleofilico. A primeira etapa consiste na adicdo de uma
amina na solucéo, a qual atuando como um nucledfilo, ataca o carbono carbonilico através de
uma adicdo nucleofilica 1,2, levando a formacdo de um intermediario tetraédrico neutro,
chamado de carbonilamina. A préxima etapa consiste na transferéncia de protons. Esta etapa
tem dois propositos. Primeiro, a hidroxila é protonada, gerando H>O", o qual é um excelente
grupo abandonador. Segundo, a transferéncia de prétons libera o par de elétrons
desemparelhado do nitrogénio da amina. Em seguida, este par de elétrons do nitrogénio forma
uma dupla ligagdo com o carbono vizinho, eliminando assim o H>O" como uma molécula de
agua neutra, levando a formacao do ion iminio. A etapa final consiste na desprotonacao deste
ion, resultando na imina (Esquema 13) (BRUICE, 2004; SOLOMONS; FRYHLE, 2011).

Para que ocorra a formacéo da funcdo imina, é de grande importancia o controle do pH
no meio reacional, sendo o ideal em torno de pH 4 - 6. Este controle tem o objeto de garantir
que o meio esteja suficientemente acido para que ocorra a protonacdo e a formacdo do
intermediéario tetraédrico, permitindo a eliminacdo de uma molécula de &gua, etapa essencial
no mecanismo da reacdo. Entretanto, é importante que o pH néo esteja excessivamente &cido.
O excesso de acido pode impedir a formacdo da imina, uma vez que o excesso de ions H*
pode protonar muitas moléculas da amina primaria, diminuindo a velocidade do ataque

nucleofilico na primeira etapa da reagdo (CLAYDEN et al., 2012a).
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Esquema 13 - Mecanismo geral de formacéo de iminas presente em N-acilhidrazonas.

H O
\ @ X
0 e
. o R o //—\
{ >—< H
H H-X H
7/?/\<N - /N/: /N L
'O/N\o/ o (6] HoN

H
N._0O = __Nt N o)
0™ "o X =
N \
| N
—
N
transferéncia
de préton
S}
X @
H D
o G H il
R \ o R 0 H
H N—NH - HX R \ H.O _
LN ° 7/\< HN—NH -Ha — HN—NH
oMo Ne N @ o NN o
o070 e _ 0" o _
\ X
\ \
N \—7 \—7
imina ion iminio carbonilamina

Fonte: adaptado de BRUICE, 2004.

Concernente a estereoquimica das N-acilhidrazonas, de acordo com estudos
envolvendo a estereoquimica dos isdmeros desta subunidade utilizando técnicas de difragdo
de raios-x e RMN de 'H e 3C, a condensacgio de hidrazidas com aldeidos/cetonas produz
preferencialmente N-acilhidrazonas com configuracdo diasteroisomérica (E) para a dupla
ligacdo C=N (KARABATSOS; GRAHAM; VANE, 1962; PALLA et al., 1986; LOPES et al.,
2013; DO AMARAL et al., 2014). No entanto, alguns fatores podem contribuir para a
formagdo da configuracdo (Z), como por exemplo os grupamentos ligados ao aldeido/cetona.
Palla e colaboradores (1986) observaram que aldeidos/cetonas contendo um substituinte orto-
piridinico, produz uma N-acilhidrazona com configuracdo (Z). Isto pode ser explicado
provavelmente pela possibilidade do atomo de nitrogénio piridinico formar ligacdo de
hidrogénio com o atomo de hidrogénio da funcdo amida presente na N-acilhidrazona,
favorecendo a forma mais estavel (Z) (PALLA et al., 1986).

Assim sendo, com base nos deslocamentos quimicos caracteristicos dos hidrogénios
iminicos dos derivados N-acilhidrazonicos descritos na literatura (PALLA et al., 1986;
RAHMAN et al., 2005; KUMMERLE et al., 2009, 2012; TIAN et al., 2009; LOPES et al.,
2013), sugere-se que as moléculas sintetizadas neste trabalho apresentam predominantemente
a configuracdo diasteroisomeérica (E), baseado na presenca de um unico deslocamento
quimico referente ao hidrogénio iminico em todos as moléculas contendo a subunidade N-
acilhidrazona. Entretanto, a confirmacéo inequivoca desta configuragdo s6 pode ser alcangada
por outras técnicas de analise, como por exemplo cristalografia de raios-X.
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6.1.1.6.1 Moléculas I, Il e 11l

As moleculas I, 1l e Il foram obtidas através de reacdes de condensacdo dos
respectivos intermediarios furoxanos 4-(2-formilfenoxi)-3-metil-1,2,5-oxadiazol 2-6xido (61),
4-(3-formilfenoxi)-3-metil-1,2,5-oxadiazol 2-6xido (62) e 4-(4-formilfenoxi)-3-metil-1,2,5-
oxadiazol 2-6xido (63) com isoniazida em meio etandlico catalisada por &cido acético glacial,
levando a formacdo da subunidade N-acilhidrazona (Esquema 13). As moléculas foram
caracterizadas por RMN de *H e 13C e espectroscopia no infravermelho. A Tabela 8 apresenta

os rendimentos e informacdes quimicas referentes as moléculas I, 11 e I11.

Tabela 8 - Rendimentos e informac@es quimicas das moléculas I, 1l e I11.

. 3O oy

Molécula |

Molécula Il

Molécula 111

(E)-4-2-(2
. isonicotinoilhidrazona)
Nome quimico . . .
metil)fenoxi)-3-metil-
1,2,5-oxadiazol 2-6xido

Rendimento (%) 85

Faixa de fuséo (°C) 196 - 198
Formula molecular C16H13Ns504
Massa molecular 339,31

(E)-4-(3-((2-
isonicotinoilhidrazona)
metil)fenoxi)-3-metil-

1,2,5-oxadiazol 2-6xido
95
149 - 154
C16H13N504
339,31

(E)-4-(4-((2-
isonicotinoilhidrazona)
metil)fenoxi)-3-metil-
1,2,5-oxadiazol 2-6xido

93
214 - 217
C16H13N504
339,31

Aparéncia solido branco solido branco solido branco
Fonte: dados da pesquisa.
Nos espectros de RMN de 'H das moléculas I, Il e Il (Espectros 33, 36 e 39),

destacam-se os sinais relativos aos hidrogénios ligados aos carbonos iminicos em & 8,60, &
8,49 ¢ 6 8,50, respectivamente. Nota-se ainda a auséncia dos sinais referentes aos hidrogénios
aldeidicos, presentes nos furoxanos intermediarios precursores em 6 10,26 (molécula 61), &
10,03 (molécula 62) e 6 10,01 (molécula 63). Os sinais relativos aos hidrogénios metilicos
(H6) podem ser visualizados em & 2,24, & 2,16 e & 2,14 para as moléculas I, 1l e IlI,

respectivamente. A presenca dos sinais caracteristicos dos hidrogénios presentes na funcéo
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imina da subunidade N-acilhidrazona e a auséncia de sinais relativos a hidrogénios aldeidicos

nos permite sugerir que as moléculas planejadas foram obtidas.

Os sinais relativos aos hidrogénios ligados ao nitrogénio da funcdo N-acilhidrazona
podem ser visualizados somente nos espectros das moléculas | e Il em & 12,08 ¢ & 12,11,
respectivamente. A auséncia deste deslocamento no espectro da molécula Il pode ser
explicada pela labilidade destes hidrogénios amidicos. Esta labilidade permite a troca dos
hidrogénios da amida com atomos de deutério do solvente deuterado utilizado (DMSO-d6) ou
ainda com atomos de hidrogénio de moléculas de &gua que possam estar presentes
(MACOMBER, 1998; FIELD; STERNHELL; KALMAN, 2008).

Nos espectros de RMN de 3C (Espectro 34, 37 e 40) é possivel visualizar os sinais
dos carbonos heteroaromaticos presentes na subunidade furoxéanica em & 107,4 (C2), 6 107,6
(C2), 6 107,5 (C2) e 6 161,6 (C3), 6 161,8 (C3) e & 161,6 (C3) para as moléculas I, 1l e 1lI,
respectivamente, assim como os sinais referentes aos carbonos metilicos (C6) em 6 7,0, 6 6,9
e 6 6,9 para as moléculas I, 11 e Ill, respectivamente. Destacam-se ainda, 0s sinais relativos
aos carbonos iminicos em o 143,5, 6 147,6 ¢ & 147,8 e 0s sinais referentes aos carbonos
carbonilicos presentes na funcdo amida em 6 163,5, 6 163,2 e & 162,7 para as moléculas I, Il e
I11, respectivamente. A presenca dos sinais relativos aos carbonos iminicos e a auséncia de
deslocamentos caracteristicos de carbonos carbonilicos de grupos aldeidos na regido do

espectro de baixa frequéncia, sugere que as moléculas foram obtidas.

A interpretacdo dos espectros de RMN de *H e '3C foi comparada com os dados
disponiveis na literatura relativos a caracterizacdo estrutural de moléculas similares, e se
mostraram em conformidade (DUTRA, 2013; CHIBA, 2015).

As Tabelas 9 e 10 apresentam os deslocamentos quimicos dos espectros de RMN de

1H e 13C referentes as moléculas I, 11 e I1I.
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Tabela 9 - Deslocamentos quimicos das moléculas I - 111 no espectro de RMN de H.

CH3
13
\ 15 CH 20 /21 CH
3 21 2 3
N /25 B 47
"
~o 82N Nv©/ /o 8
N 14

Molécula | Molécula Il Molécula Il
Posicao 5H 51H 5H

6 2,24 () 2,16 (s) 2,14 (s)
10 7,57 (m) 7,51 (d) 7,51 (d)
11 7,47 (b) 7,60 (t) 7,82 (d)
12 7,57 (m) 7,82 (d) -

13 7,98 (d) - 7,82 (d)
14 - 7,69 (d) 7,51 (d)
15 8,60 (s) 8,49 (s) 8,50 (s)
17 12,08 (s) - 12,11 (s)
21 7,81 (d) 7,82 (d) 7,85 (d)
22 8,78 (d) 8,78 (d) 8,78 (d)
24 8,78 (d) 8,78 (d) 8,78 (d)
25 7,81 (d) 7,82 (d) 7,85 (d)

Fonte: dados da pesquisa.
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Tabela 10 - Deslocamentos quimicos das moléculas I - 111 no espectro de RMN de **C.

21
13
T8 / -o s 25 / 21 6
CH3 2 CHg
10 7 B
N s 21 =
~o 8 .
2

Molécula | Molécula Il Molécula 111
Posicédo 5 BC 5 1BC 5 1C
2 107,4 107,6 107,5
3 161,6 161,8 161,6
6 7,0 6,9 6,9
9 150,5 153,0 154,0
10 121,6 125,5 119,9
11 131,9 130,7 129,0
12 127,2 125,5 131,9
13 128,2 136,2 129,0
14 125,4 117,7 119,9
15 143,5 147,6 147.8
18 163,5 163,2 162,7
19 140,2 140,3 140,4
21 1215 121,5 1215
22 150,3 150,4 150,3
24 150,3 150,4 150,3
25 1215 121,5 1215

Fonte: dados da pesquisa.

A Tabela 11 apresenta os valores de absor¢do no infravermelho das moléculas I, Il e
I11. As moléculas apresentaram bandas de absor¢éo referentes ao grupo iminico, em 1639 cm’
11633 cm? e 1633 cm?, respectivamente. Além disso, estdo ausentes nos espectros, as
bandas de absorcdo caracteristicas da ligacdo C=0 de grupos aldeidos, sugerindo a formagéo

das moléculas pretendidas.
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Tabela 11 - Valores de absorcao no infravermelho das moléculas I - I1I.

O

T/(w o

Molécula | Molécula 11 Molécula 11

gj o %NU W@H

Grupo funcional NUmero de onda (cm™) Ndmero de onda (cm™) NUmero de onda (cm™)

N-H amida 3203 3219 3236
C-H aromatico 3030 3049 3078
C=0 amida 1689 1674 1691
C=N imina 1639 1633 1633
N-O furoxano 1485 1481 1485
CHs 1448 1413 1408
C-N aromatico 1284 1305 1305
C-O ¢ter 1143 1159 1155

Fonte: dados da pesquisa.

6.1.1.6.2 Moléculas IV, V e VI

As moléculas IV, V e VI foram obtidas utilizando o0s respectivos furoxanos
intermediarios 4-(2-formilfenoxi)-3-fenil-1,2,5-oxadiazol 2-6xido (66), 4-(3-formilfenoxi)-3-
fenil-1,2,5-oxadiazol 2-6xido (67) e 4-(4-formilfenoxi)-3-fenil-1,2,5-oxadiazol 2-6xido (68)
em reacdes de condensacdo com isoniazida em meio etandlico catalisada por &cido acético
glacial. Esta reagéo se da atraves do mecanismo de formagéo de imina levando a formacéo da
subunidade N-acilhidrazona. As moléculas foram caracterizadas por RMN de H e 3C e

espectroscopia de infravermelho.

A Tabela 12 apresenta os rendimentos e informagdes quimicas referentes as moléculas
IV,VeVl
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Tabela 12 - Rendimentos e informagdes quimicas das moléculas 1V, V e VI.

(E) .
\\NO ;% N.oNo
N~g

Molécula IV

Molécula V

Molécula VI

Nome quimico

(E)-4-(2-((2-
isonicotinoilhidrazona)
metil)fenoxi)-3-fenil-
1,2,5-oxadiazol 2-6xido

(E)-4-(3-((2-
isonicotinoilhidrazona)
metil)fenoxi)-3-fenil-
1,2,5-oxadiazol 2-6xido

(E)-4-(4-((2-
isonicotinoilhidrazona)
metil)fenoxi)-3-fenil-
1,2,5-oxadiazol 2-6xido

Rendimento (%) 85 93 92
Faixa de fusdo (°C) 209 - 211 210 - 213 198 - 202
Formula molecular C21H15Ns04 C21H15Ns04 C21H15Ns04

Massa molecular 401,38 401,38 401,38

Aparéncia

solido branco

solido branco

solido branco

Fonte: dados da pesquisa.

Nos espectros de RMN de *H das moléculas IV, V e VI (Espectros 42, 45 e 48),
destacam-se os sinais referentes aos hidrogénios ligados aos carbonos iminicos em 6 8,65, &
8,51 e 6 8,51, respectivamente. Além disso, os sinais relativos aos hidrogénios aldeidicos
estdo ausentes nos espectros. A presenca dos sinais caracteristicos dos hidrogénios iminicos
da subunidade N-acilhidrazona e a auséncia de sinais caracteristicos de grupos aldeidicos

sugerem que as moléculas foram obtidas.

O sinal referente ao hidrogénio ligado ao nitrogénio do grupamento amidico pode ser
visualizado somente no espectro da molécula IV em & 12,06. A auséncia deste sinal nos
espectros das moléculas V e VI pode ser explicada pelo fendmeno de troca de

hidrogénios/deutério descrito anteriormente.

Nos espectros de RMN de *C (Espectros 43, 46 e 49) é possivel visualizar os sinais
dos carbonos heteroaromaticos presentes na subunidade furoxanica em 6 107,9 (C2), 6 108,3
(C2) e 6 108,6 (C2), assim como os sinais dos carbonos (C3) em & 161,3, 6 153,1 e 6 157,2

para as moléculas 1V, V e VI, respectivamente. Destacam-se ainda 0s sinais relativos aos
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carbonos iminicos em 6 142,6, 6 138,0 ¢ & 134,3 e 0s sinais referentes aos carbonos
carbonilicos presentes na fungdo amida em 6 162,3, 6 162,0 e 8 161,5 para as moléculas 1V, V
e VI, respectivamente. A presenca dos sinais relativos aos carbonos iminicos e a auséncia de
sinais caracteristicos de carbonos carbonilicos de grupos aldeidos na regido do espectro de

baixa frequéncia, sugere que as moléculas foram obtidas.

Os espectros de RMN obtidos se mostraram em conformidade com dados de RMN de
'H e 13C descritos na literatura referentes a moléculas semelhantes (DUTRA, 2013; CHIBA,
2015).

As Tabelas 13 e 14 apresentam os deslocamentos quimicos dos espectros de RMN de

1H e 13C referentes as moléculas 1V, V e VI.

A Tabela 15 apresenta os valores de absorcdo no infravermelho das moléculas 1V, V e
VI. As moléculas apresentaram bandas de absorcdo referentes ao grupo iminico, em 1666 cm-
11680 cm™ e 1643 cm™, respectivamente. Além disso, estdo ausentes nos espectros, picos de
bandas de absor¢édo caracteristicas da ligacdo C=0 de grupos aldeidos, sugerindo a formacéo

das moléculas pretendidas.
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Tabela 13 - Deslocamentos quimicos das moléculas IV - VI no espectro de RMN de ‘H.

24
[e]

26 23
27 22
GRS
2N~ 30 21N\20
29
15 g
16 2
17 19
18

27

11
22
24 H 20 15 6
10 o] No o 7 O
. 25
—079 6 2N 5 17 v,
1 ‘ 18
5 29
N
28

Molécula IV Molécula V Molécula VI
Posicédo 5H 5H 31H

10 7,63 (m) 7,62 (m) 7,63 (m)
11 7,63 (m) 7,62 (m) 7,63 (m)
12 7,50 (t) 7,62 (m) 7,63 (m)
13 7,63 (m) 7,62 (m) 7,63 (m)
14 7,63 (m) 7,62 (m) 7,63 (m)
15 - 7,94 (s) 7,82 (d)
16 8,03 (d) - 7,88 (d)
17 7,75 (d) 7,82 (d) -

18 7,75 (d) 7,82 (d) 7,88 (d)
19 7,63 (m) 7,72 (m) 7,82 (d)
20 8,65 (5) 8,51 (s) 8,51 (s)
26 8,14 (d) 8,10 (d) 8,07 (d)
27 8,74 (d) 8,78 (d) 8,78 (d)
29 8,74 (d) 8,78 (d) 8,78 (d)
30 8,14 (d) 8,10 (d) 8,07 (d)

Fonte: dados da pesquisa.
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Tabela 14 - Deslocamentos quimicos das moléculas IV - VI no espectro de RMN de 3C.

26 23

méﬁ [ oo 5 S
Molécula IV Molécula V Molécula VI
Posicédo 5 BC 5 1BC 5 1BC
2 107,9 108,3 108,6
3 161,3 162,0 157,2
7 150,5 153,1 157,2
8 127,2 126,3 121,7
10 128,9 129,1 129,3
11 126,4 126,7 126,9
12 127,3 128,0 131,2
13 126,4 126,7 126,9
14 128,9 129,1 129,3
15 1255 - 120,7
16 130,7 131,2 131,9
17 121,7 - -
18 131,7 - 131,9
19 1214 - 120,7
20 142,6 138,0 134,3
23 162,3 162,0 161,5
25 139,9 130,9 -
26 121,2 120,2 120,7
27 150,0 153,1 -
29 150,0 153,1 -
30 121,2 120,2 120,7

Fonte: dados da pesquisa.
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Tabela 15 - Valores de absorcéo no infravermelho das moléculas IV - VI.

O
wo (B P P
N ) 9 ";S’*NA@O N OJ(N” %Q
/ N-g E)
e

Molécula IV Molécula V Molécula VI

Grupo funcional Numero de onda (cm™) ~ Namero de onda (cm™)  Ndmero de onda (cm™)

N-H amida 3184 3234 3250
C-H aromatico 3045 3068 3066
C=0 amida 1674 1660 1651
C=N imina 1600 1604 1610
N-O furoxano 1435 1483 1438
C-N aromatico 1300 1323 1332
C-O ¢ter 1149 1157 1205
C-H aromatico 769 769 756

Fonte: dados da pesquisa.

6.1.1.6.3 Moléculas VII, VIl e IX

As moléculas VII, VIII e IX foram sintetizadas através da reacdo dos respectivos
furoxanos intermediarios 4-(2-formilfenoxi)-3-(fenilsulfonil)-2-N-6xido-1,2,5-oxadiazol (71),
4-(3-formilfenoxi)-3-(fenilsulfonil)-2-N-6xido-1,2,5-oxadiazol (72) e 4-(4-formilfenoxi)-3-
(fenilsulfonil)-2-N-6xido-1,2,5-oxadiazol (73) com isoniazida em meio etandlico catalisada
por acido. As moléculas foram caracterizadas por RMN de *H e '3C e espectroscopia de

infravermelho.

A Tabela 16 apresenta os rendimentos e informagdes quimicas referentes as moléculas
VIl - IX.
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Tabela 16 - Rendimentos e informagdes quimicas das moléculas VII, VIl e IX.

0]

X
@EH E Q H ® 950
~®  o=d_ O N. o) NS N o_ Sy
(0] N \ \N+O H N
O A Nerd ® W e
| NTO = =0 oo
N-¢ |
N

Molécula V11 Molécula VI1II Molécula IX
(E)-4-(2-((2- (E)-4-(3-((2- (E)-4-(4-((2-
isonicotinoilhidrazona)m  isonicotinoilhidrazona isonicotinoilhidrazona)
Nome quimico etil)fenoxi)-3- )metil)fenoxi)-3- metil)fenoxi)-3-
(fenilsulfonil)-1,2,5- (fenilsulfonil)-1,2,5- (fenilsulfonil)-1,2,5-
oxadiazol 2-6xido oxadiazol 2-6xido oxadiazol 2-6xido
Rendimento (%) 88 90 95
Faixa de fuséo (°C) 199 - 202 202 - 204 194 - 197
Formula molecular C21H15N506S C21H15N506S C21H15N506S
Massa molecular 465,44 465,44 465,44
Aparéncia solido branco solido branco solido branco

Fonte: dados da pesquisa.

Nos espectros de RMN de H das moléculas VII, VIII e IX (Espectros 51, 54 e 57),
destacam-se os sinais referentes aos hidrogénios iminicos em & 8,50, & 8,48 e & 8,50,
respectivamente. Além disso, 0s sinais relativos aos hidrogénios aldeidicos presentes nos
furoxanos intermediérios precursores em & 10,20 (molécula 71), 8 10,03 (molécula 72) e &

10,03 (molécula 73) estdo ausentes. Estes dados sugerem que as moléculas foram obtidas.

A falta de definicdo das respectivas multiplicidades dos hidrogénios aromaticos e
heteroaromaticos é uma caracteristica de diversos derivados furoxanicos (SANTOS, 2009),
além disso, as moléculas VII, VIII e IX apresentam trés anéis aromaticos/heteroaromaticos,
dificultando ainda mais a definigdo, por isso, ndo foi possivel visualizar a multiplicidade dos
hidrogénios aromaticos. No entanto, 0s espectros apresentaram correta integracdo quanto ao

namero de hidrogénios.

Nos espectros de RMN de 3C (Espectros 52, 55 e 58) é possivel visualizar os sinais
dos carbonos heteroaromaticos presentes na subunidade furoxanica em ¢ 103,5 (C2), 6 103,6

(C2) e 6 103,6 (C2) para as moléculas VII, VIII e IX, respectivamente, assim como 0s sinais
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referentes ao carbono 3 em & 150,8, 6 150,8 e 6 146,2 para as moléculas VII, VIII e IX,
respectivamente. Destacam-se ainda, os sinais relativos aos carbonos iminicos em 6 139,8, 6
139,7 e 6 139,9 para as moléculas VII, VIII e IX, respectivamente.

A interpretacdo dos deslocamentos quimicos por RMN *H e 13C foi comparada com os
dados disponiveis na literatura relativos a caracterizacdo estrutural de moléculas similares
(DUTRA, 2013; CHIBA, 2015).

As Tabelas 17 e 18 apresentam os deslocamentos quimicos dos espectros de RMN de

1H e 13C referentes as moléculas VII, V11 e IX.

A Tabela 19 apresenta os valores de absorcdo no infravermelho das moléculas VII,
VIII e IX. As moléculas apresentaram bandas de absorcdo referentes ao grupo iminico, em
1666 cm™, 1680 cm™ e 1643 cm?, respectivamente. Além disso, estdo ausentes nos espectros,
picos de bandas de absorcéo caracteristicas da ligagdo C=0 de grupos aldeidos, sugerindo a

formacéo das moléculas pretendidas.
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Tabela 17 - Deslocamentos quimicos das moléculas VI1I - IX no espectro de RMN de ‘H.

27 15
[o] 15 15

16
29
s 2 14 N 14
NI
13
\s\ 9 1
31N 33 24N 23 100 60 / 20 10053\
o N QS\ s 3 6\09
18 5 N0, ® a5
8 3 28 NH \ \N*~O'1z
/ N N— /1
24 \ —o
30 \ 23 21 5

Molécula V11 Molécula VI1II Molécula IX
Posicdo 5 H 5 H 5

13 7,85 (m) 7,83 (dd) 7,88 (d)
14 7,85 (m) 7,83 (dd) 7,82 (d)
15 7,60 () 7,61 (t) 7,77 (t)
16 7,85 (m) 7,83 (dd) 7,82 (d)
17 7,85 (m) 7,83 (dd) 7,88 (d)
18 - 7,77 (m) 7,53 (d)
19 7,71 (d) - 7,77 (1)
20 7,93 () 7,71 (d) -

21 7,78 (1) 7,95 (1) 7,77 (V)
22 7,51 (d) 7,51 (d) 7,53 (d)
23 8,50 (s) 8,48 (s) 8,50 (s)
29 8,07 (d) 8,07 (d) 8,05 (d)
30 8,78 (d) 8,79 (d) 8,78 (d)
32 8,78 (d) 8,79 (d) 8,78 (d)
33 8,07 (d) 8,07 (d) 8,05 (d)

Fonte: dados da pesquisa.
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Tabela 18 - Deslocamentos quimicos das moléculas VII - X no espectro de RMN de 3C.

15
27

o) 16 15 16
29 14

\ 26 NH \ 30 17 i

A w\ ST A fsij ; T

S

N 5 5
Molécula V11 Molécula VI1II Molécula IX

Posicdo 5 1C 8 13C 51C
2 103,5 103,6 103,6
3 150,8 150,8 146,2
8 145,1 145,1 150,4
11 132,5 132,5 132,6
13 122,3 120,9 120,8
14 128,5 122,3 121,3
15 123,0 123,0 124,6
16 128,5 122,3 121,3
17 122,3 120,9 120,8
18 - 128,5 112,4
19 110,0 110,0 122,3
20 113,8 118,3 128,5
21 113,9 1139 122,3
22 118,3 118,3 112,4
23 139,8 139,7 139,9
26 154,0 154,0 153,9
28 129,1 129,1 129,1
29 120,9 113,8 113,8
30 142.,6 142,6 142,6
32 142.,6 142,6 142,6
33 120,9 113,8 113,8

Fonte: dados da pesquisa.
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Tabela 19 - Valores de absorcéo no infravermelho das moléculas VII - IX.

O

(E) O:S\ o Q
N (E) y o L° N®//<N—N o X6,
N7 N\ +0O" = H N ~0
| N0 (E) N
N o =z N-g N.gNoor

Molécula VIl Molécula VIII Molécula I X

Grupo funcional  Ntmero de onda (cm™)  Ndmero de onda (cm™) ~ Namero de onda (cm™)

N-H amida 3280 3182 3238
C-H aromatico 3068 3003 3068
C=0 amida 1681 1691 1666
C=N imina 1666 1680 1643
N-O furoxano 1454 1444 1450
C-N aromatico 1354 1357 1359
S=0 sulfona 1161 1166 1165
C-O ¢ter 1083 1083 1082
C-H aromatico 744 742 750

Fonte: dados da pesquisa.

6.1.1.6.4 Molécula X

A molécula X foi sintetizada através da reacdo de condensacdo entre o intermediario
4-formil-3-metil-2-N-6xido-1,2,5-oxadiazol (75) com isoniazida em meio &cido (pH 4-5). A
molécula (E)-4-((2-isonicotinoilhidrazona)metil)-3-metil-1,2,5-oxadiazol 2-Oxido (X) foi
obtida com rendimento de 88% e se apresentou como um soélido laranja com faixa de fusdo
entre 120 — 124 °C. A molécula foi caracterizada por RMN de 'H e '3C e espectroscopia no

infravermelho.

No espectro de RMN de *H (Espectro 60) destacam-se os sinais referentes aos
hidrogénios metilicos em & 2,39 e o sinal caracteristico do hidrogénio ligado ao carbono
iminico em & 8,48. Além disso, é possivel notar a auséncia do sinal do hidrogénio aldeidico
presente no intermediario precursor (75) em 6 9,81. Os sinais referentes aos hidrogénios do

anel piridinico, proveniente da isoniazida, podem ser visualizados em 6 8,80 (H15 e 17) e
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7,83 (H14 e 18). O sinal caracteristico do hidrogénio iminico e a auséncia do hidrogénio
aldeidico sugere que houve a formacdo da molécula pretendida.

No espectro de RMN de **C (Espectro 61) é possivel observar os sinais relativos ao
carbono carbonilico (C11) em & 162,4 e aos carbonos 2 e 3 presentes na subunidade
heteroaromética furoxanica em & 112,0 e & 154,1 respectivamente. Destaca-se ainda, 0
surgimento de um simpleto em 6 137,7. Este sinal € referente ao carbono 4, presente na
funcdo imina, sugerindo a formacédo da molécula (X). Além disso, podem ser visualizados 0s
sinais referentes ao carbono metilico (C3) em & 9,32, C12 em 6 139,8, C1l4e 18em 6 121,7 ¢
C15e 17 em d 150,7.

A Tabela 20 apresenta os deslocamentos quimicos dos espectros de RMN de 'H e 3C

referentes a molécula X.

O espectro no infravermelho (Espectro 62) da molécula X apresentou as bandas de
absorcdo em 3406 cm™ (N-H amida), 3167 cm™ (C-H aromético), 1687 cm™ (C=0 amida), 1614 cm™
(C=N imina), 1485 cm™ (N-O furoxano), 1381 cm™ (CH3) e 1309 cm™ (C-N aromatico). A presenca
de uma banda de absorcdo em 1614 cm™ referente ao grupamento imina e a auséncia de

bandas caracteristicas de aldeido, sugerem gque a molécula foi obtida.
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Tabela 20 - Deslocamentos quimicos da molécula X no espectro de RMN de H e *C.

15

16 7
N 14 10 CHs
. | H 8
17 1NQ 3
12 N7~ N .
18 : | "N*-O'g
o} /1

13 4N\O5
Molécula X
Posigdo 5 H 5 13C

2 - 112,01
3 - 150,73
7 2,39 (s) 9,32
8 8,48 (s) 137,74
11 - 162,42
12 - 139,84
14 7,83 (d) 121,76
15 8,80 (d) 154,12
17 8,80 (d) 154,12
18 7,83 (d) 121,76

Fonte: dados da pesquisa.

6.1.1.6.5 Molécula XI

A molécula XI foi sintetizada através da reacdo entre o furoxano intermediario 3-
formil-4-fenil-N-0xido-1,2,5-oxadiazol (77) e a isoniazida em meio contendo &cido. A
molécula (E)-3-((2-isonicotinoilhidrazona)metil)-4-fenil-1,2,5-oxadiazol 2-0xido (XI) se
apresentou como um solido branco com rendimento de 90% e faixa de fusdo entre 201 — 203

“C. A molécula foi caracterizada por RMN de H e *C e espectroscopia de infravermelho.

No espectro de RMN de H (Espectro 63) destaca-se 0 surgimento de um sinal em §
8,38 referente ao hidrogénio iminico e a auséncia do sinal relativo ao hidrogénio aldeidico,
presente no furoxano intermediario (77) em & 9,98. Os hidrogénios referentes ao anel
piridinico podem sem visualizados em 6 8,79 (H14 e 16) e 6 7,95 (H13 e 17), assim como 0s
sinais relativos aos hidrogénios fenilicos em 6 7,80 (H18 e 22) e 6 7,59 (H19, 20 e 21). A
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presenca de um simpleto em & 8,38 e a auséncia de sinais relacionados a aldeidos, sugere que

houve a formacdo do grupamento imina.

No espectro de RMN de 3C (Espectro 64) destacam-se os sinais em & 139,3 e § 112,5
relativos aos carbonos 2 e 3, respectivamente, presentes no nucleo furoxanico. Destaca-se
ainda a presenca de um sinal em & 155,8 referente ao carbono iminico (C7), além do sinal em
d 161,4 indicando a presenca do carbono carbonilico (C10). Além disso, os sinais relativos
aos carbonos do anel piridinico e fenilico podem ser visualizados no espectro em & 121,2
(C13e17),150,2 (C14 e 16), 128,8 (C18 e 22), 128,5 (C19 e 21) e 125,3 (C20).

A Tabela 21 apresenta os deslocamentos quimicos dos espectros de RMN H e 3C

referentes a molécula XI.

O espectro no infravermelho (Espectro 65) da molécula XI apresentou as bandas de
absorcdo em 3242 cm™ (N-H amida), 3070 cm™ (C-H aromético), 1680 cm™ (C=0 amida), 1666 cm™
(C=N imina), 1454 cm™ (N-O furoxano), 1298 cm™ (C-N aromatico) € 785 cm™ (C-H aromatico). A
presenca de uma banda de absor¢do em 1666 cm™ referente ao grupamento imina e a auséncia

de bandas caracteristicas de aldeido, sugerem a formacdo da molécula pretendida.
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Tabela 21 - Deslocamentos quimicos da molécula X1 no espectro de RMN de 'H e 13C.

Molécula XI
Posicdo 5 H 5 13C
2 - 139,3
3 - 112,5
6 - 131,0
7 8,38 () 155,8
10 - 161,4
11 - 134,1
13 7,95 (d) 1212
14 8,79 (d) 150,2
16 8,79 (d) 150,2
17 7,95 (d) 121,2
18 7,80 (d) 128,8
19 7,59 (m) 1285
20 7,59 (m) 1253
21 7,59 (m) 128,5
22 7,80 (d) 1288

Fonte: dados da pesquisa.
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6.1.2.  Série 2 — Derivados Quinoxalinicos

A metodologia utilizada para a sintese dos derivados intermediarios quinoxalinicos foi
baseada em trabalhos anteriores do grupo de pesquisa do Laboratério de Quimica Organica e
Farmacéutica da Universidade de Navarra, Espanha (LIMA et al., 2005; ZARRANZ et al.,
2005; VICENTE et al., 2008a; TORRES et al., 2013). Quatro rotas sintéticas distintas foram
desenvolvidas e otimizadas com diversos derivados benzofuroxéanicos, catalisadores e
solventes organicos, afim de estabelecer a melhor condicdo reacional para obtencéo de tais
derivados com o melhor rendimento, menor tempo de reacdo e menor formacdo de

subprodutos.

Basicamente, a principal diferenca entre os métodos desenvolvidos, foi o derivado
benzofuroxanico utilizado. No entanto, outros pardmetros ndo menos importantes foram
testados, como solvente, base utilizada como catalisador e tempo de reacdo. Além disso, em
cada rota sintética foram testados dois meétodos de reacdo: 1) método convencional; e 2)

método assistido por radiacdo de micro-ondas com a utilizacdo de um reator de micro-ondas.

A Figura 28 apresenta os derivados benzofuroxanicos utilizados para o planejamento

da sintese dos derivados quinoxalinicos.

Figura 28 - Derivados benzofuroxanicos utilizados para o planejamento da sintese das

quinoxalinas.
-

LK o o 0 o [/ o
N N\N 4 N HsC _N{ N* |+
\O \O H =\ O /N\
(6] \N/ \N/ ~ /O —_ /O

N N
Rota Sintética A Rota Sintética B Rota Sintética C Rota Sintética D

Fonte: elaborado pelo autor.

A Tabela 22 apresenta de forma resumida as condi¢des reacionais utilizadas na
metodologia de cada rota sintética.
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Tabela 22 - Procedimentos utilizados para a sintese dos derivados quinoxalinicos.

Procedimento Benzofuroxano  Catalisador Solvente Metodo
Reacional
Al BFX-INH K2CO3 tolueno Convencional
A2 BFX-INH trietilamina tolueno Micro-ondas
Bl BFX-CHs K2COs3 acetona Convencional
B2 BFX-CHs trietilamina acetona Micro-ondas
C1 BFX-CHO K2CO3 acetona Convencional
C2 BFX-CHO trietilamina acetona Micro-ondas
D1 BFX-Ac K2CO3 DCM Convencional
D2 BFX-Ac trietilamina tolueno Micro-ondas

Fonte: elaborado pelo autor.

6.1.2.1 Sintese do derivado benzofuroxanico (80)

Os derivados benzofuroxanicos sdao amplamente utilizados na Quimica Medicinal
como ndcleo central de uma série de moléculas bioativas. Diversos relatos na literatura
descrevem métodos para a sintese deste heterociclico (GHOSH; TERNAI; WHITEHOUSE,
1981; CERECETTO; PORCAL, 2005; JOVENE; CHUGUNOVA; GOUMONT, 2013), no
entanto, 0 mais comumente utilizado para a preparacdo do derivado benzofuroxanico
funcionalizado com a funcdo aldeido na posicdo 6 € o descrito por Ghosh e Whitehouse
(1968) (GHOSH; WHITEHOUSE, 1968).

A formacgédo da molécula 6-formilbenzo[c]-N-0xido-1,2,5-oxadiazol (80) ocorreu em
duas etapas. A primeira etapa consiste na reacao entre 4-cloro-3-nitrobenzaldeido (78) e azida
de s6dio em DMSO, levando a obtencdo da molécula 4-azido-3-nitrobenzaldeido (79). Esta
etapa ocorre através de uma reacdo de substituicdo nucleofilica aromética onde o 4tomo de
cloro da molécula (78) é substituido por um grupo azido. Em seguida, através de um rearranjo
intramolecular (ciclocondensagdo), a molécula (79) foi submetida a refluxo em tolueno

levando a formagéo do derivado benzofuroxanico (80). (Esquema 14).
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Esquema 14 - Mecanismo para formagéo da molécula 80.

Primeira etapa
p o o o
O,N 9y N ON O,N
Nt — N
fN=N*=N] o > Sy — SNy
/ N
Cl
(78) (- (79)
Segunda etapa
(0] O O - O
(0] (0]
A Q. L
0 H H
NN\t
NJ AW \ =
N- N N
(79) (80)

Fonte: retirado e adaptado de BOSQUESI, 2013.

A molécula obtida se apresentou como um sélido amarelo com faixa de fuséo entre 69
— 72 °C e rendimento de 78%.

A molécula foi caracterizada por RMN de *H e '*C. No espectro (Espectro 66) é
possivel visualizar o sinal referente ao hidrogénio aldeidico em & 10,00 como um simpleto,

além dos hidrogénios aromaéticos entre & 7.69-7,96.

No espectro (Espectro 67) é possivel observar o sinal referente ao carbono aldeidico
em o 188,7 (C10), além dos carbonos heteroaromaticos da subunidade furoxanica em & 114,5
e 128,6 (C2 e C3 respectivamente).

A Tabela 23 apresenta os deslocamentos quimicos no espectro de RMN de *H e 3C da

molécula 80.

A molécula (80) foi utilizada para a sintese dos derivados quinoxalinicos através das
rotas sintéticas A, B e D.
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Tabela 23 - Deslocamentos quimicos da molécula 80 no espectro de RMN de 'H e 13C.

12
11
0 o
6 /
10N 2_N'1
\
13 05
9 4
Molécula 80
Posi¢do 5 H s 1C
2 - 1145
3 - 128.6
6 7,82 (m) 121.0
7 - 136.4
8 7,82 (m) 119.4
9 7,82 (m) 1255
10 - 188.7
13 10.00 (s) -

Fonte: dados da pesquisa.

6.1.2.2 Formacdo das quinoxalinas 1,4-di-N-6xido

O método mais comumente utilizado para a sintese de QdNO é através da reacdo de
Beirute. Esta reacdo foi descrita por Haddadin e Issidorides em 1965 na Universidade
Americana de Beirute, Libano, e envolve a cicloadigdo entre benzofuroxanos com enaminas,
cetonas o,B-insaturadas, 1,3-dinitrilas ou enolatos levando a formacéo do nucleo de QdNO
(HADDADIN; ISSIDORIDES, 1965, 1976; ISSIDORIDES; HADDADIN, 1966).

Geralmente, as fontes mais comuns de enolatos para a reacdo de Beirute sdo cetonas,
p-dicetonas, f-ceto ésteres, S-ceto nitrilas, f-ceto &cidos e S-ceto amidas, realizadas utilizando
um catalisador basico na presenga de solventes proticos ou aproéticos (LIMA; AMARAL,
2013).

O mecanismo geral proposto para a reacdo de Beirute envolve, na primeira etapa, a

adicdo nucleofilica de um ion enolato ao &omo de nitrogénio eletrofilico presente no
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benzofuroxano levando a formacdo do intermediério (A). Em seguida, ocorre o fechamento
do anel por meio de uma condensacao entre o imino-6xido e a carbonila da funcdo cetona
gerando a di-hidroquinoxalina (B), seguida pela g-eliminacdo de uma molécula de agua
levando a formacdo do nucleo quinoxalina 1,4-di-N-O0xido (C) (Esquema 15) (LIMA;
AMARAL, 2013).

Esquema 15 - Mecanismo proposto para formacao das QdNO através da reacao de Beirute.

80 fon enolato

0 CO
CN rs CN ~._CN
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O h i 0
+ + N _CN
T — O — O
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N*L N Y N
NEe) 1 {OH H,O0 o
H°
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N

Fonte: adaptado de LIMA; AMARAL, 2013.

6.1.2.3  Rotas sintéticas utilizadas para a sintese das QdNO

6.1.2.3.1 Rota sintética A

O planejamento inicial utilizado para obtencédo dos derivados quinoxalinicos se deu
através da reacdo entre o derivado benzofuroxanico acoplado & isoniazida (113) e a
benzoilacetonitrila apropriada (82), o que resultaria na formacdo da QdNO atraves da reacdo

de Beirute (Esquema 16).
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Esquema 16 - Metodologia utilizada na rota sintética A.

CHO CHO
(0] o
’
.. N* N | H o
i) ii) H =% iii) N N‘N/ N
NO, NO, =N 5 _ 0
cl N
(78) (79) (80) (113)
/ -
| H o CN i) 1ou2 N7 X
A N\N ~ /N:- - O +/
— /O + ’}‘
0 N o
(113) (82) (X1
i) NaN3, DMSO, 75 °C, 1h; ii) tolueno, refluxo, 2h; iii) isoniazida, etanol, H", t.a., 12h; iv-1) tolueno,
K5COg3, 24h, t.a.; iv-2) tolueno, trietilamina, MW 30 min, 70W, 50 °C.

Fonte: elaborado pelo autor.

A primeira etapa envolveu a sintese da molécula (113) através de uma reacdo de
condensacdo entre o derivado benzofuroxanico 6-formilbenzo[c]-N-0xido-1,2,5-oxadiazol
(80) com a isoniazida levando a formagdo da molécula (113) contendo a subunidade NAH. A
molécula (E)-6-((2-isonicotinoilhidrazona)metil)benzo[c][1,2,5]oxadiazole 1-6xido (113) se
apresentou como um solido amarelo com faixa de fusdo entre 230 — 232 °C e rendimento de

93%. A molécula foi caracterizada por RMN de H e *C.

No espectro de RMN de H (Espectro 68) é possivel observar o sinal referente ao
hidrogénio iminico em 6 8,51 e o hidrogénio ligado ao nitrogénio da funcdo amida em &
12,44. Além disso, esta ausente o sinal relativo ao hidrogénio aldeidico que estava presente no
benzofuroxano precursor em 6 10,00. A presenca do sinal caracteristico do hidrogénio iminico

e a auséncia do hidrogénio aldeidico sugere que a molécula (113) foi obtida.

No espectro de RMN de 3C (Espectro 69) é possivel visualizar os sinais referentes aos
carbonos presentes na subunidade furoxanica em ¢ 114,3 (C2) e 6 130,8 (C3). O sinal
referente ao carbono iminico (C11) pode ser observado em 6 146,6 e o carbono carbonilico

em 6 162,4. A presenca do sinal relativo ao carbono iminico e a auséncia do sinal referente ao
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carbono carbonilico da funcdo aldeido em & 188.7, sugere que houve a formacéo da molécula
pretendida.

A Tabela 24 apresenta os deslocamentos quimicos da molécula 113 no espectro de
RMN *H e 3C.

Tabela 24 - Deslocamentos quimicos da molécula 113 no espectro de RMN de 'H e 3C.

18
19 10
NZ N17 13 o
H 11 6 /.
21 12 05

le) ~ /

16 8 3 N

9 4

Molécula 113
Posicdo 5 5 18C
2 - 114,3
3 - 130,4
6 8,02 (m) 130,8
7 - 133,7
8 8,02 (m) 129,4
9 8,02 (m) 130,1
11 8,51 (s) 146,6
13 12,44 (s) -

14 - 162,4
15 - 140,2
17 7,83 (d) 121,8
18 8,79 (d) 150,6
20 8,79 (d) 150,6
21 7,83 (d) 121,8

Fonte: dados da pesquisa.

A segunda etapa envolvida na formagdo da QdNO se deu atraves da reagéo de Beirute
entre o derivado benzofuroxanico (113) e a benzoilacetonitrila (82) utilizando duas

metodologias diferentes. A primeira se deu através da agitagdo magnética convencional. A
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segunda envolveu o uso de sintese assistida por micro-ondas. A Tabela 25 apresenta 0s

parametros empregados em cada metodologia.

Tabela 25 - Metodologias empregadas para a sintese das quinoxalinas pela Rota A.

Método convencional Micro-ondas
Solvente tolueno tolueno
Base (catalisador) K2COs trietilamina
Temperatura (°C) temperatura ambiente 50
Tempo de reacao 48 horas 30 minutos
Poténcia do micro-ondas (W) - 70
Pressao (psi) - 20

Fonte: elaborado pelo autor.

No entanto, esta Gltima etapa ndo foi bem-sucedida em ambas metodologias. As duas
reacOes produziram um Oleo escuro constituido por diversos subprodutos com Rt sobrepostos
na visualizagdo por CCD, sendo impossivel a identificacio da molécula pretendida e
purificacdo da mistura por cromatografia em coluna. A formacéo desta mistura complexa de
subprodutos pode ser explicada pelo mecanismo da reacdo de Beirute, a qual envolve um
ataque nucleofilico a partir do ion enolato formado a partir da benzoilacetonitrila ao

nitrogénio eletrofilico da funcdo N-6xido presente no derivado benzofuroxanico.

Considerando que a molécula (113) possui outros sitios eletrofilicos além do
nitrogénio N-6xido, como o carbono carbonilico da fungdo amida e o carbono iminico, estes
carbonos podem atuar como eletréfilos e sofrer o ataque nucleofilico do ion enolato, levando

a formacéo de subprodutos indesejados e a completa perda da seletividade da reagéo.

6.1.2.3.2 Rota sintética B

Ap0s o insucesso da rota sintética A, uma segunda alternativa foi planejada. A rota
sintética B envolveu o uso do derivado benzofuroxano (114) metilado na posicéo 6, o qual
reagido com a benzoilacetonitrila (82) levaria a formacdo da QdNO (115) através da reacéo

de Beirute. Em seguida, o grupo metil da QdNO seria oxidado a aldeido (116) e
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posteriormente, acoplado a isoniazida através da formacgdo da subunidade N-acilhidrazona,
levando a formacao da molécula hibrida (X11) (Esquema 17).

Esquema 17 - Metodologia utilizada na rota sintética B.

(114) (82) (115) (116)

/ H (o}
+\ CN \l N. 2 rir\ CN
N+
>
(116) (XIl)

i-1) acetona, K,COs, 24h, t.a.; i-2) acetona, trietilamina, MW 20 min, 70W, 55 °C; ii) acetato de etila,
diéxido de selénio, MW 1h, 200W, 70 °C; iii) isoniazida, etanol, H, t.a., 12h

Fonte: elaborado pelo autor.

A molécula (115) foi obtida através da reacdo entre a molécula 6-
metilbenzo[c][1,2,5]oxadiazol 1-6xido (105) (Alfa Aesar®) e a benzoilacetonitrila (82). Duas
metodologias foram utilizadas nesta sintese: agitacdo magnética convencional e sintese
assistida por micro-ondas. A Tabela 26 apresenta os parametros utilizados em cada

metodologia para a sintese das QdNO.

A molécula 7-metil-3-fenilquinoxalina-2-carbonitrila-1,4-di-0xido (115) se apresentou
como um s6lido amarelo com faixa de fusdo entre 188 — 190 °C. A molécula foi caracterizada
por RMN de H e 13C.

No espectro de RMN de H (Espectro 70) é possivel observar os sinais referentes aos
hidrogénios metilicos em 6 2,67 para a molécula (115) obtida de ambas metodologias. Além
disso, é possivel observar sinais relativos & hidrogénios aromaticos entre 6 7,60 — 7,81,
indicando a presenga do anel fenilico proveniente da benzoilacetonitrila e sugerindo a

formacéo da molécula (Figura 29).
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Tabela 26 - Metodologias empregadas para a sintese das quinoxalinas pela Rota B.

Meétodo convencional Micro-ondas
Solvente acetona acetona

Base (catalisador) K2COs3 trietilamina
Temperatura (°C) temperatura ambiente 70

Tempo de reagéo 24 horas 10 minutos
Poténcia do micro-ondas (W) - 70
Pressao (psi) - 20
Rendimento (%) 26 12

Fonte: elaborado pelo autor.

Figura 29 - Comparacdo dos espectros de RMN *H das moléculas 114 e 115.

3500
3000
2500
2000
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Fonte: dados da pesquisa.

No espectro de RMN de 3C (Espectro 71) é possivel visualizar os sinais referentes aos
carbonos presentes na subunidade quinoxalinica contendo os nitrogénios N-6xidos em & 120,8
(C9) e 0 144,9 (C8). A diferenca nos sinais destes carbonos pode ser explicada pelo diferente
ambiente quimico que eles se encontram. Apesar de ambos estarem ligados a um nitrogénio
N-Oxido, o carbono 8 esta ligado a um anel fenilico que atrai fortemente os elétrons deste
carbono, além disso, através do efeito de ressonancia, o grupo carbonitrila ligado ao carbono

9, também exerce atracdo dos elétrons de ambos carbonos, contribuindo para que os seus
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respectivos deslocamentos possam ser visualizados em baixa frequéncia no espectro de RMN

de 3C. A Tabela 27 apresenta os deslocamentos quimicos da molécula 115 no espectro de

RMN de H e 13C.

Ambas metodologias produziram resultados semelhantes no que diz respeito a

obtencdo das moléculas pretendidas, fato que pode ser observado pela completa semelhanca

dos espectros de RMN de 'H e 3C. No entanto, a metodologia convencional forneceu melhor

rendimento reacional, provavelmente, devido a temperatura mais elevada utilizada na sintese

assistida por micro-ondas.

Tabela 27 - Deslocamentos quimicos da molécula 106 no espectro de RMN de *H e 3C.

H4C
4
5
6
Molécula 115
Posigéo 5 H 5 13C
1 - 120,0
2 - 121,3
3 8,40 (s) 129,4
4 - 136,6
5 7,61 (m) 132,0
6 8,53 (m) 1205
8 - 1449
9 - 120,8
13 2,67 (s) 22,2
14 - 126,9
15 7,72 (m) 130,4
16 7,61 (m) 129,4
17 7,80 (dd) 127,0
18 7,61 (m) 129,4
19 7,72 (m) 130,4
20 - 110,5

Fonte: dados da pesquisa.
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Posteriormente, a fim de obter a molécula (116), foi realizada uma sintese assistida por
micro-ondas na qual a molécula (115) foi submetida a uma reacdo de oxidagdo utilizando
diéxido de selénio como agente oxidante e acetato de etila como solvente (TORRES et al.,
2011). O objetivo foi oxidar o grupo metil a aldeido para posterior condensacdo com a

isoniazida.

O mecanismo de oxidacdo com dioxido de selénio, envolve na primeira etapa, uma
cicloadicéo similar a reacdo de Alder-ene. O &cido selénico alilico formado na primeira etapa,
sofre um rearranjo [2,3]-sigmatropico a fim de restabelecer a dupla ligacdo no anel aromatico.
Em seguida, uma rapida decomposic¢do do selénio (I1) leva a formacdo de um alcool alilico e a
oxidacdo continua para fornecer um grupo carbonila o,fB-insaturado (Esquema 18)
(CLAYDEN et al., 2012b).

Esquema 18 - Mecanismo de oxidac&o utilizando didxido de selénio.

+ Se (ll) e subprodutos

Oy .OH
H O (\Se o

STy al%@m o

|
o

Fonte: retirado de CLAYDEN et al., 2012b.

No entanto, apds duas horas de reacdo em um reator de micro-ondas & 70 °C de
temperatura e 200W de poténcia, ndo foram observadas alteraces no aspecto visual da reacédo
e também ndo foram observadas alteragdes na CCD, como por exemplo surgimento de novas

manchas que pudessem indicar a formagao da molécula pretendida.

Assim, o meio reacional foi transferido para o0 meétodo convencional, e permaneceu
sob agitacdo a temperatura ambiente por 48 horas. Novamente, decorrido este tempo, a CCD

ndo demonstrou a formagao de novas manchas, indicando somente o reagente inicial.

Apesar do didxido de selénio ser um dos agentes oxidantes mais empregado na
oxidacdo de grupos metil a aldeidos (MLOCHOWSKI et al., 2003), 0 mecanismo é
dependente na primeira etapa do ataque nucleofilico dos elétrons da dupla ligacdo ao atomo

de selénio eletrofilico, que pode estar dificultado no substrato usado.
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6.1.2.3.3 Rota sintética C

A rota sintética C foi planejada com o objetivo de reduzir as etapas sintéticas
envolvidas na sintese das moléculas hibridas. Esta rota envolveu na primeira etapa, a reagdo
de Beirute entre o derivado benzofuroxanico aldeidico (80) com a benzoilacetonitrila (82) a
fim de obter a molécula 3-ciano-6-formil-2-fenilquinoxalina 1,4-dioxido (116). A proxima
etapa consistiria de uma Ultima reacdo de condensacdo entre a molécula (116) e a isoniazida

levando a formag&o da molécula hibrida (XI1) (Esquema 19).

Assim como nos procedimentos anteriores, a reacdo de Beirute foi realizada utilizando

duas metodologias: convencional e sintese assistida por micro-ondas (Tabela 28).

Esquema 19 - Metodologia utilizada na rota sintética C.

O o)
g Reaal™ ia O o
(80) (82) (116)
ot I: TR ~
(116) (X1) I@
i-1) acetona, K,CO3, 24h, t.a.; i-2) acetona, trietilamina, MW 30 min, 70W,
55 °C; ii) isoniazida, etanol, H, t.a., 12h.

Fonte: elaborado pelo autor.
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Tabela 28 - Metodologias empregadas para a sintese das quinoxalinas pela Rota C.

Método convencional Micro-ondas
Solvente acetona acetona
Base (catalisador) K2COs3 trietilamina
Temperatura (°C) temperatura ambiente 55
Tempo de reagéo 48 horas 30 minutos
Poténcia do micro-ondas (W) - 70
Pressao (psi) - 20

Fonte: elaborado pelo autor.

O mecanismo envolvido nesta rota sintética foi 0 mecanismo da reacdo de Beirute,
portanto, como descrito anteriormente, a etapa inicial se da através do ataque nucleofilico do
ion enolato ao nitrogénio N-0xido do benzofuroxano. No entanto, similarmente a rota sintética
A, o resultado final em ambas metodologias foi um 6leo escuro formado por uma mistura
complexa de subprodutos com Rf sobrepostos na CCD, o que tornou dificil a purificacdo por

cromatografia em coluna.

Novamente, esta mistura complexa formada, pode ser explicada pelo mecanismo
envolvido na reacdo. Além do nitrogénio N-Oxido agindo como eletréfilo no derivado
benzofuroxanico, um grupo carbonila pertencente a funcdo aldeido também estava presente.
Este carbono carbonilico provavelmente, também atuou como um eletréfilo, participando

assim do mecanismo reacional e gerando subprodutos indesejados.

6.1.2.3.4 Rota sintética D

A rota sintética D foi planejada com o objetivo de aumentar a seletividade da reacdo e
reduzir a formacao de subprodutos indesejados na reacdo de Beirute. Com o intuito de evitar
0s problemas observados nas metodologias empregadas nas rotas A e C, foi utilizado na rota
D, um derivado benzofuroxanico com a funcédo aldeido protegida através de um acetal ciclico

(Esquema 20).
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Esquema 20 - Metodologia utilizada na rota sintética D.

SO
o ( 0 o NZ_CN
H)‘\C[/N:' i) o) /N\+ CN ii)1ou2 I@\
=~ /O = /O + N+/
N I
R O R
(80) (81) R= H (82); CI (83); CHs (84); R= H (88); CI (89); CH3 (90);

OCHj3 (85); F (86); OCF; (87) OCHj3 (91); F (92); OCF; (93)

\ iii)
/ -
N | H ?+ c
S N\N4\©:N\ N o (?
o N"/ - H N\ CN
(I)_ iv) .
R N*
o
R=H (XII) Cl (X1 R

CHs (XIV)  OCH; (XV) R= H (94); CI (95): CHj (96);
F (XVI) OCF3 (XVII) OCHj; (97); F (98); OCF; (99)

i) tolueno, p-toluenosulfonato de piridina (PPTS), etilenoglicol , MW 40 min, 200W, 100 °C; ii-1)
diclorometano, K,COj3, t.a. 72h; ii-2) tolueno, trietilamina, MW 30 min, 80W, 60 °C; iii) acetona, HCI,
48h, t.a.; iv) isoniazida, etanol, acido acético, t.a., 12h.

Fonte: elaborado pelo autor.

A primeira etapa envolveu a reacdo entre o derivado benzofuroxanico (80) com
etilenoglicol utilizando p-toluenosulfonato de piridinio ou acido p-toluenosulfénico como
catalisador e tolueno como solvente, levando a formagdo da molécula 6-(1,3-dioxolan-2-
il)benzo[c][1,2,5]oxadiazol 1-6xido (81). A reacdo foi realizada utilizando sintese assistida

por micro-ondas ou pelo método convencional de refluxo.

Em seguida, a reacdo de Beirute foi realizada utilizando o benzofuroxano (81) e a
benzoilacetonitrila apropriada (82-87) empregando o método convencional e a sintese
assistida por micro-ondas, afim de obter os derivados quinoxalinicos (88-93). A proxima
etapa, envolveu uma reacdo de desprotecdo da funcdo acetal na molécula (88), a qual foi
alcancada pela hidrolise do acetal ciclico levando ao restabelecimento da funcao aldeido na
molécula 3-ciano-6-formil-2-fenil-4a,8a-dihidroquinoxalina 1,4-di-oxido (94). Esta reacéo foi
catalisada por &cido cloridrico e acetona foi utilizada como solvente. Finalmente, a ultima

etapa foi realizada entre a molécula (94) e a isoniazida através de uma reacéo de condensacao,

Guilherme Felipe dos Santos Fernandes



Resultados e Discussdo 137

levando a formacdo da molécula hibrida (E)-3-ciano-6-((2-isonicotinoilhidrazona)metil)-2-

fenilquinoxalina 1,4-di-6xido (XII).

Acetais ciclicos sdo moléculas formadas pela reacdo entre uma molécula de diol e uma
molécula contendo um grupo aldeido ou cetona. A utilizacéo de etilenoglicol como fonte de
diol, fornece um acetal ciclico de cinco membros, conhecido como 1,3-dioxolano. A obtengéo

do derivado 1,3-dioxolano se deu por sintese assistida por micro-ondas (Tabela 29).

Tabela 29 - Metodologia empregada para a sintese do derivado 1,3-dioxolano.

Meétodo convencional Micro-ondas
Solvente tolueno tolueno
Acido (catalisador) 4cido p-toluenosulfonico PPTS
Temperatura (°C) 110 100
Tempo de reacdo 24 horas 40 minutos
Poténcia do micro-ondas (W) . 200
Pressao (psi) - 40

Fonte: elaborado pelo autor.

O mecanismo da reacdo envolve na primeira etapa, uma reacao acido-base, na qual o
grupo carbonila é ativado através da protonacdo do oxigénio por protons do meio acido. Em
seguida, o grupo hidroxila nucleofilico da molécula de etilenoglicol ataca o carbono
eletrofilico no benzofuroxano. O mecanismo continua com a saida de uma molécula de agua e
um segundo ataque nucleofilico do grupo hidroxila remanescente ao carbono carbonilico,
levando ao fechamento do anel e a formacédo do 1,3-dioxolano (Esquema 21) (CLAYDEN et
al., 2012a).
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Esquema 21 - Mecanismo de formagéo do 1,3-dioxolano.
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Fonte: retirado de CLAYDEN et al., 2012a.

A molécula 6-(1,3-dioxolan-2-il)benzo[c][1,2,5]oxadiazol 1-Oxido (81) foi obtida
como um sélido amarelo com faixa de fusdo entre 62 - 63 °C e rendimento de 85%. A

molécula foi caracterizada por RMN de 'H e ‘3C e espectrometria de infravermelho.

No espectro de RMN de *H (Espectro 72) é possivel observar os sinais referentes aos
hidrogénios 14 e 15 em & 4,12 e o hidrogénio 11 em 6 5,80. Além disso, o sinal relativo ao
hidrogénio aldeidico do benzofuroxano precursor estd ausente (Tabela 30). A presenca dos
sinais relativos aos hidrogénios do acetal ciclico e a auséncia do hidrogénio aldeidico sugerem

gue a molécula pretendida foi formada.

No espectro de RMN de 3C (Espectro 73), é possivel sinais em & 102,4 (C11) e § 66,9
(C14 e 15) que sdo relativos aos carbonos do acetal ciclico. Alem disso, o sinal referente ao
carbono carbonilico da fungdo aldeido do benzofuroxano precursor esta ausente (Tabela 30).
A presenga dos carbonos do grupo acetal ciclico e a auséncia do carbono carbonilico sugere
que a molécula foi obtida. Interessantemente, e de acordo com outros derivados
benzofuroxanicos obtidos em nosso grupo de pesquisa (BOSQUESI, 2013), os carbonos do
anel aromatico/heteroaromatico apresentaram sinais com intensidade extremamente baixa,
sendo dificeis de serem distinguidos dos ruidos da linha de base. Esse efeito se da pela

presenca do tautomerismo no anel benzofuroxanico.
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Tabela 30 - Deslocamentos quimicos da molécula 81 no espectro de RMN de 'H e 3C.

15 12 10
(0] i

Molécula 81

Posicdo 5 H 5 13C

2 - -

3 - -

6 7,47 (m) -

7 - -

8 7.47 (M) -

9 7,47 (m) -

11 5,80 (s) 102,4

14 4,09 (m) 66,9

15 4,09 (m) 66,9

Fonte: dados da pesquisa.

No espectro de infravermelho (Espectro 77) da molécula (81), é possivel visualizar
uma banda de absorcdo referente ao grupo funcional éter aromatico presente no 1,3-dioxolano
em 1224 cm™. Além disso, a banda de absorcdo caracteristicas da ligacdo C=0 de grupos
aldeidos, esta ausente, sugerindo a formacdo da molécula pretendida.

A proxima etapa da rota sintética D envolveu a formacdo do ndcleo quinoxalinico
através da reacdo de Beirute entre a molécula (81) e a benzoilacetonitrila (82-87) apropriada,
levando a formacéo das dioxolan-quinoxalinas (88-93). Com o objetivo de verificar a melhor
metodologia para esta etapa, foram desenvolvidos dois procedimentos para a sintese: método
convencional e sintese assistida por micro-ondas. A Tabela 31 apresenta as condicGes

reacionais de cada procedimento.
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Tabela 31 - Metodologias empregadas para a sintese das quinoxalinas pela Rota D.

Método convencional Micro-ondas
Solvente diclorometano tolueno
Base (catalisador) K,COs trietilamina
Temperatura (°C) temperatura ambiente 60
Tempo de reagdo 72 horas 30 minutos
Poténcia do micro-ondas (W) . 80
Pressao (psi) - 20

Fonte: elaborado pelo autor.

Nesta etapa de testes, somente a molécula (88) foi testada em ambas metodologias, € a
partir dos resultados obtidos para esta molécula, foi escolhido o procedimento ideal para as

demais quinoxalinas (89-93).

A metodologia utilizando a sintese assistida por micro-ondas foi bem-sucedida em
diminuir drasticamente o tempo de reacdo e a quantidade de solvente utilizado, no entanto, o
rendimento reacional foi inferior em comparacdo ao método convencional. Isto pode ser
explicado pela formacdo de diversos subprodutos na sintese por micro-ondas, levando a um
baixo rendimento apds os processos de purificacdo. Assim, foi utilizada a metodologia
convencional para a sintese das dioxolano-quinoxalinas (88-83).

Seis quinoxalinas foram sintetizadas utilizando seis benzoilacetonitrilas diferentes (82-
87). As moléculas se diferenciam unicamente pelo substituinte ligado na posigéo para do anel
aromatico ligado ao ndcleo quinoxalinico. Todas as moléculas foram sintetizadas utilizando a
metodologia convencional e obedeceram ao mecanismo da reagdo de Beirute (Esquema 21).
O objetivo foi verificar a influéncia que estes substituintes exerceram na atividade

antimicobacteriana das moléculas hibridas.

A Tabela 32 apresenta os rendimentos e informacGes quimicas referentes as moléculas
88-93.

Guilherme Felipe dos Santos Fernandes



Resultados e Discussdo 141

Tabela 32 - Rendimentos e informagdes quimicas das moléculas 88-93.

o] o o o o o o] o o) o <‘O o
Q)\@&r\ oN QJ\QN: oN QJ\QN‘\ eN Q&QN: oN (OJ\QN: CN OJ\QN: CN
- L o _ . Lo
© H © cl CHj 0 o CH o E o O)<F

Molécula 88 Molécula 89 Molécula 90 Molécula 91 Molécula 92 Molécula 93
_ 2-(4-clorofenil)- _ ) 3-ciano-6-(1,3- 3-ciano-6-(1,3-
3-ciano-6-(1,3- _ 3-ciano-6-(1,3- 3-ciano-6-(1,3- ) _ ) _
) _ 3-ciano-6-(1,3- ) ) ) dioxolan-2-il)-2-  dioxolan-2-il)-2-(4-
o dioxolan-2-il)-2- _ dioxolan-2-il)-2-(p- dioxolan-2-il)-2-(4- ) o
Nome quimico o ] dioxolan-2- o ] L (4- (trifluorometoxi)feni
fenilquinoxalina ) toluil)quinoxalina  metoxifenil)quinox o ) )
o il)quinoxalina o ] o fluorofenil)quinox  I)quinoxalina 1,4-
1,4- dioxido o 1,4- dioxido alina 1,4- didxido _ o o
1,4- dioxido alina 1,4- diéxido dioxido
Rendimento (%) 35 3 9 26 30 1,5
Faixa de fusdo (°C) 158 - 159 177 - 178 179 - 180 151 - 152 164 - 165 186 - 187
Férmula molecular  CigH13N3O4 C18H12CIN3O4 C19H15N304 C19H15N305 C1sH12FN304 C19H12F3N30s
Massa molecular 335,52 368,76 349,35 365,34 353,31 419,32
Aparéncia solido amarelo solido amarelo s6lido amarelo solido amarelo solido amarelo solido amarelo

Fonte: dados da pesquisa.
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A falta de definicho das multiplicidades dos hidrogénios aromaticos e
heteroaroméaticos é uma caracteristica dos derivados quinoxalinicos (MORENO-VIGURI,
2011), tornando-se dificil a caracterizacdo desta classe de compostos somente atraves da
técnica de RMN de *H, por isso, ndo foi possivel visualizar a multiplicidade dos hidrogénios
aromaticos nos espectros das quinoxalinas. Entretanto, os espectros apresentaram correta

integracdo quanto ao nimero de hidrogénios.

Os espectros de RMN de *H (Espectros 75, 78, 81, 84, 87 e 90) das quinoxalinas
apresentam na grande maioria, somente hidrogénios aromaticos/heteroaromaticos, portanto
demonstram espectros muito semelhantes. No entanto, algumas moléculas apresentam outros
tipos de hidrogénios, como as moléculas 90 e 91 que possuem hidrogénios metilicos em 6
2,43 e & 3,87, respectivamente. A principal diferencas nos deslocamentos quimicos
observados nos espectros, recaem sobres os hidrogénios (H16 e 18) dos anéis aromaticos
ligados aos carbonos 4 dos ndcleos quinoxalinicos. Esta diferenca se da pela presenca de

diferentes grupos substituintes na posicéo para deste anel (Tabelas 33 e 34).

Grupos substituintes eletronegativos atraem a densidade eletronica do anel aromatico,
exercendo um efeito de desprotecdo destes hidrogénios, fazendo com que 0s seus respectivos
deslocamentos possam ser visualizados em baixa frequéncia. Por outro lado, moléculas com
substituintes com capacidade de doar elétrons exercem efeito inverso. O hidrogénios destes
anéis sao observados em alta frequéncia, devido a estarem mais protegidos eletronicamente.
Destaca-se ainda a auséncia do deslocamento relativo aos hidrogénios metilénicos presentes

nas benzoilacetonitrilas correspondentes, como pode ser observado na Figura 30.

Figura 30 - Espectro ampliado de RMN de *H da molécula 82 (400MHz, cloroférmio-d).
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Fonte: dados da pesquisa.
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Tabela 33 - Deslocamentos quimicos das moléculas 88-90 no espectro de RMN de 1H.

23 12 23 21 12 23

Molécula 88 Molécula 89 Molécula 90
Posic&o 5H 5H 5H

7 7,63 (m) 7,75 (m) 7,42 (d)
9 7,63 (M) 7,75 (m) 7,42 (d)
10 7,63 (M) 8,12 (dd) 8,11 (d)
11 6,10 (s) 6,11 (s) 6,10 (s)
15 8,54 (m) 8,56 (M) 8,55 (t)
16 7,74 () 7,75 (m) 7,62 (d)
17 8,12 (dd) - -

18 7,74 (s) 7,75 (m) 7,62 (d)
19 8,54 (M) 8,56 (M) 8,55 (t)
22 4,10 (m) 4,09 (m) 4,09 (m)
23 4,10 (m) 4,09 (m) 4,09 (m)
24 - - 2,43 (s)

Fonte: dados da pesquisa.
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Tabela 34 - Deslocamentos quimicos das moléculas 91-93 no espectro de RMN de 1H.

23

Molécula 91 Molécula 92 Molécula 93
Posicao 5H 51H 51H

7 8,05 (dd) 8,15 (d) 8,14 (d)
9 7,71 (m) 7,81 (m) 7,67 (d)
10 7,71 (m) 7,81 (m) 7,67 (d)
11 6,09 (s) 6,10 (s) 6,11 (s)
15 8,55 (M) 8,56 (t) 8,56 (M)
16 7,17 (d) 7,49 (1) 7,88 (d)
18 7,17 (d) 7,49 (1) 7,88 (d)
19 8,55 (m) 8,56 (t) 8,56 (m)
22 4,08 (m) 4,09 (m) 4,10 (m)
23 4,08 (m) 4,09 (m) 4,10 (m)
25 3,87 (s) - -

Fonte: dados da pesquisa.
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Os espectros de RMN de 3C dos derivados quinoxalinicos fornecem informacdes
adicionais para verificar se houve a formacdo das moléculas pretendidas, haja vista que novas
ligacbes carbono-nitrogénio sdo formadas, alterando os deslocamentos quimicos dos

reagentes precursores.

Destacam-se principalmente os sinais relativos aos carbonos 4 e 5 presentes no nucleo
quinoxalinico. Considerando o mecanismo envolvido na formacdo destas moléculas
(Esquema 15), pode se observar que estes carbonos sdo procedentes das respectivas
benzoilacetonitrilas, e nestas moléculas precursoras, estes carbonos podem ser visualizados
em 6 29,5 (C9) e 6 187,5 (C7). Esta diferenca entre os sinais se deve aos diferentes ambientes
quimicos que estes atomos se encontram. O carbono metilénico 9 se encontra em uma cadeia

alquilica e o carbono 7 esta presente em um grupo carbonila (Figura 31).

Figura 31 - Espectro de RMN de *C da molécula 82 (75MHz, cloroférmio-d).
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Fonte: dados da pesquisa.
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Nos espectros de RMN de 3C (Espectros 76, 79, 82, 85, 88 e 91) dos derivados
quinoxalinicos, é possivel visualizar os sinais referentes aos carbonos 5 em 6 139,2 (molécula
88), 6 142,1 (molécula 89), 6 143,0 (molécula 90), 6 142,9 (molécula 91), 6 142,3 (molécula
92) e 6 141,9 (molécula 93). O carbono 5 pode ser observado em 6 144,1, 6 144,8, 6 143,1, 6
144.6, & 143,2 e 5 143,3 para as moléculas 88-93, respectivamente.

A mudanca nos deslocamentos quimicos destes carbonos, quando comparados as
benzoilacetonitrilas correspondentes, se deve ao fato do novo ambiente quimico que 0s
atomos se encontram. Ambos 0s carbonos se encontram em um ambiente quimico muito
semelhante, no qual ambos estdo ligados a um nitrogénio N-Oxido e um grupamento
eletronegativo, como a nitrila (C5) e um anel aromético (C4), contribuindo para que 0s seus
respectivos deslocamentos quimicos se apresentem em baixa frequéncia no espectro de RMN
de °C.

Destaca-se ainda os sinais relativos ao carbono pertencente ao grupo nitrila, que
apresenta deslocamento quimico em & 134,8 na benzoilacetonitrila (Figura 31). Nos espectros
de RMN de *3C das quinoxalinas, este carbono apresenta um deslocamento quimico diferente,
sendo possivel visualiza-los em 6 117,1, 6 117,7, 6 117,7, 6 117,7, 6 117,7 e 6 117,7 para as
moléculas 88-93, respectivamente.

Esta mudanca em relacdo ao reagente precursor pode ser explicada pelo novo
ambiente quimico que o 4tomo de carbono se encontra nas quinoxalinas. Ao contrério das
benzoilacetonitrilas, nas quais o atomo estava ligado a um carbono metilénico seguido por
uma carbonila, nas quinoxalinas este carbono esta ligado diretamente a um anel aromatico, o
qual exerce efeito de desprotecdo muito menor que a carbonila, ocasionando deslocamentos
referentes a estes carbonos em baixa frequéncia no espectro de RMN de 3C.

Concernente aos demais carbonos das moléculas, pequenas ou nenhuma alteracbes
podem ser observas quanto aos deslocamentos quimicos, em relagdo aos reagentes
precursores (benzofuroxano e benzoilacetonitrilas). Novamente, isto pode ser explicado pelo
mecanismo da reacdo de Beirute, na qual demonstra que somente os carbonos 4 e 5 sdo
afetados diretamente, estabelecendo novas ligagbes com os atomos de nitrogénio e

consequentemente alterando seus respectivos ambientes quimicos.

A Figura 32 apresenta de forma resumida, quais os carbonos que sofreram pequenas

ou nenhuma alteracdo (circulado) quanto aos deslocamentos quimicos nos espectros de RMN
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de 13C. Destaca-se também os carbonos (vermelho) que sofrem mudancas significativas

quanto ao ambiente quimico e consequentemente nos deslocamentos quimicos.

Figura 32 - Representagdo das altera¢fes nos deslocamentos quimicos nos espectros de RMN
de 3C das quinoxalinas.
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Fonte: elaborado pelo autor.

Considerando os dados apresentados, sugere-se que as moléculas pretendidas foram
obtidas. Os deslocamentos quimicos nos espectros de RMN de **C das moléculas 88-93 sio

apresentados nas tabelas 35 e 36.

Os espectros de infravermelho das moléculas 88-93 (Espectros 77, 80, 83, 86, 89 e 92)
apresentam bandas de absorcéo referentes a tripla ligagéo do grupo nitrila e a ligagdo N-O das
subunidades N-6xido. A presenca destas bandas caracteristicas no mesmo espectro sugerem
que as moléculas foram formadas. A Tabela 37 apresenta as bandas de absor¢do no espectro

de infravermelho dos derivados quinoxalinicos.
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Tabela 35 - Deslocamentos quimicos das moléculas 88-90 no espectro de RMN de 13C.

23

10 3

Molécula 88 Molécula 89 Molécula 90
Posicdo 5 13C 5 13C 5 13C
1 128,9 130,8 129,2
2 131,0 128,8 129,1
4 1441 144,8 1431
5 139,2 142,1 143,0
7 131,0 128,8 129,1
8 143,0 138,8 141,1
9 130,6 128,8 129,1
10 126,9 1211 124,7
11 101,0 101,1 101,1
14 121,0 126,5 121,0
15e19 130,1 132,1 130,1
16e 18 128,5 136,0 132,2
17 127,7 137,1 136,7
22e23 65,2 65,3 65,3
24 117,1 - 21,1
25 - 117,7 117,7

Fonte: dados da pesquisa.
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Tabela 36 - Deslocamentos quimicos das moléculas 91-93 no espectro de RMN de 3C.

Molécula 91 Molécula 92 Molécula 93
Posicdo 5 18C 5 13C 5 13C
1 132,0 139,1 131,0
2 130,4 132,9 132,4
4 144.,6 143,2 143,3
5 142,9 142,3 141,9
7 - 132,9 132,4
8 138,8 136,7 139,1
9 120,6 132,3 126,7
10 119,3 124,0 121,3
11 101,1 101,0 101,0
14 118,0 121,1 120,9
15e19 132,0 133,0 132,7
16e 18 113,9 115,7 121,0
17 161,2 162,2 149,9
22 e 23 65,2 65,3 65,3
25 55,4 117,7 136,8
26 117,7 - -
29 - - 117,7
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Fonte: dados da pesquisa.

Tabela 37 - Valores de absor¢éo no infravermelho das moléculas 88-93.

o o (o] o <\0 (e} o o
0 " " 1 +
QJ\QN: CN QJ\QN\ eN O)\QN\ CN g)\@w\ CN N CN /KC[
le@\ NJ;[D\ N: Nl@ b\
g & . ;
o y o o - ! o-CHs k

Molécula 88 Molécula 89 Molécula 90 Molécula 91 Molécula 92 Molécula 93
Grupo funcional NUmero de onda NUmero de onda  NUmero de onda Numero de onda NUmero de onda  Numero de onda

(cm™) (cm™) (cm™) (cm™) (cm™) (cm™)

C-H aromatico 3089 3091 3090 3085 3077 3077

CN nitrila 2235 2235 2233 2236 2234 2236
Ar-CHz - - 1397 - - -

N-O quinoxalina 1335 1330 1328 1335 1330 1333

C-F - - - - 1231 1273

C-O ¢ter 1098 1093 1073 1095 1097 1165
Ar-Cl - 976 - - - -

Fonte: dados da pesquisa.
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Tendo em vista que foi necessario o desenvolvimento de diversas rotas sintéticas (A,
B, C e D) para se chegar a rota sintética ideal (Rota D) para obtencdo das quinoxalinas, até o
momento, foi obtido somente uma quinoxalina hibrida (molécula XI1) a partir da quinoxalina-

dioxolan (88), portanto, toda discusséo seguinte esta em torno desta molécula.

Seguindo o procedimento da rota sintética D, ap6s a formacdo das quinoxalinas, a
etapa seguinte envolveu a desprotecdo da funcao aldeido através da hidrolise acida do acetal
ciclico. Esta etapa foi realizada utilizando acido cloridrico como catalisador e acetona como
solvente. Ao final do tempo de reacdo, um solido laranja havia sido formado no meio
reacional (molécula 94). Este solido apresentou algumas impurezas quando visualizado na
CCD, no entanto, foi utilizado na etapa seguinte sem passar por processos de purificacdo. A
CCD foi tratada com o reagente de Brady, revelando uma mancha de coloracdo laranja que

sugeriu a presenca de aldeidos.

Molécula XII

Posteriormente, a molécula 94 impura foi submetida a uma reacdo de condensacédo
com a isoniazida em meio etanodlico catalisada por &cido acético glacial, levando a formacao
da molécula XII. A reacdo obedeceu o mecanismo de formacdo de iminas, presentes em N-

acilhidrazonas (Esquema 13).

A molécula (E)-3-ciano-6-((2-isonicotinoilhidrazona)metil)-2-fenilquinoxalina 1,4-
dioxido (XII) com férmula molecular C22H14NsO3 e massa molecular 410,39, se apresentou
como um sélido laranja com faixa de fusdo entre 243 - 244 °C e rendimento de 67% apds
purificacdo por cromatografia em coluna. A molécula foi caracterizada por RMN de 'H e 13C,

espectroscopia de infravermelho e analise elementar.

No espectro de RMN de H (Espectro 93) é possivel visualizar um simpleto
correspondente ao hidrogénio ligado ao carbono iminico em 6 8,73 e um sinal de baixa
intensidade em & 12,52 referente ao hidrogénio ligado ao nitrogénio amidico. A baixa
intensidade deste sinal pode ser explicada novamente pelo fenémeno de troca de
hidrogénio/deutério, como explicado anteriormente. Além disso, é possivel observar o
surgimento de um dupleto em 6 8,42 referente ao hidrogénio 26 e 28 do anel piridinico, assim
como multipletos relativos aos outros hidrogénios aromaticos/heteroaromaticos. Novamente,

devido ao elevado numero destes tipos de hidrogénios, a definicdo das multiplicidades se

Guilherme Felipe dos Santos Fernandes



Resultados e Discussdo 152

torna dificil, entretanto, os espectros apresentaram correta integragdo quanto ao numero de
hidrogénios. Destaca-se ainda a auséncia de sinais caracteristicos de hidrogénios aldeidicos,

sugerindo que houve a formacéo da ligacdo iminica.

No espectro de RMN de *C (Espectro 94), observa-se um sinal em & 162,1 relativo ao
carbono carbonilico do grupo amida e em & 146,0 referente ao carbono iminico. Destacam-se
ainda o surgimento de dois sinais com alta intensidade em 6 150,4 e 6 121,6 representados

pelos carbonos 26/28 e 25/29 do anel piridinico.

A auséncia de sinais referentes a hidrogénios aldeidicos e a presenca de sinais
caracteristicos do hidrogénio iminico no espectro de RMN de *H, bem como do carbono

iminico no espectro de RMN de *3C, sugerem que a molécula foi obtida com éxito.

A Tabela 38 apresenta os deslocamentos quimicos da molécula XII no espectro de
RMN de H e 3C.

No espectro no infravermelho (Espectro 95) é possivel observar um banda de absorcéo
referente a ligacdo C=N imina €m 1675 cm, indicando novamente a presenca deste grupo
funcional na molécula. A Tabela 39 apresenta as bandas de absorcdo do espectro de

infravermelho da molécula XII.
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Tabela 38 - Deslocamentos quimicos da molécula XI1 no espectro de RMN de H e *C.

26

12

25

27N7” 21
NN 22 H\
28 > 23 L\(l)
@)
24
Molécula XII
Posicdo 5 H 5 13C
1 - 127,6
2 - 129,9
4 - 1459
5 - 137,3
7 8,81 (m) 130,9
8 - 131,1
9 8,48 (m) 130,1
10 7,64 (m) 125,0
11 8,73 (s) 146,0
14 - 120,9
15e 19 7,75 (m) 130,1
16¢e 18 7,64 (m) 128,6
17 8,60 (t) -
21 12,52 (s) -
22 - 162,1
23 - 139,4
25e 29 7,86 (m) 121,6
26 e 28 8,81 (m) 150,4
30 - 119,1

Fonte: dados da pesquisa.
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Tabela 39 - Valores de absorcao no infravermelho da molécula XI1.

N~ (o
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Molécula XII
Grupo funcional Numero de onda (cm™)

N'H amida 3284
C-H aromatico 3084
C=0 amida 1702
C=N imina 1675
N-N N-acilhidrazona 1608
N-O quinoxalina 1347
C-N aromatico 1314

Fonte: dados da pesquisa.

Além disso, foi realizada uma analise elementar na molécula XII. Os resultados se
apresentaram em conformidade com o numero teérico de atomos de carbono, hidrogénio e

nitrogénio (Tabela 40).

Tabela 40 - Anélise elementar da molécula XII.

Molécula XI1 — C22H14N6O3

Carbono (%) Hidrogénio (%) Nitrogénio (%)
Calculado 64,39 3,44 20,48
Encontrado 63,88 3,94 19,97

Fonte: dados da pesquisa.
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6.2 AVALIACAO BIOLOGICA

6.2.1 Deteccao Quantitativa de Nitrito

O Oxido nitrico € um importante mediador celular que desempenha um papel
fundamental em diversos sistemas de bioregulagdo, incluindo a estimulacdo do sistema
imunologico, inibicdo de plaquetas, neurotransmigdo e relaxamento do musculo liso (WANG
et al., 2002). Em mamiferos, o oxido nitrico € produzido na forma de um radical gasoso a
partir do aminodcido _-arginina através da atividade catalitica da enzima Oxido nitrico
sintetase. No entanto, 0 NO apresenta uma meia vida muita curta (aproximadamente 10
segundos), se oxidando rapidamente a ions nitrito e nitrato em meio aquoso
(SCHONAFINGER, 1999). Desta forma, uma das maneiras de se analisar e quantificar o NO
produzido in vivo é através da quantificacdo de seus metabolitos, como o nitrito e nitrato
(TSIKAS, 2005).

O efeito antimicobacteriano do NO foi demonstrado pela primeira vez em macréfagos
de murinos infectados pelo bacilo (CHAN et al., 1992). Compostos organicos atuando como
fonte exdgena de NO demonstram ser uma estratégia importante para eliminar o bacilo da
tuberculose. E conhecido que compostos como pretomanide (PA-824), podem matar o MTB
através da inducdo dos niveis de NO intracelular ap6s o metabolismo (SINGH et al., 2008).
Além disso, diversas outras classe de doadores de NO, como S-nitrosotidis (GARBE;
HIBLER; DERETIC, 1999) e furoxanos (HERNANDEZ et al., 2013) também sio exemplos
de doadores de NO que apresentam atividade anti-TB. O éxido nitrico, assim como outras
espécies reativas de nitrogénio, pode causar danos ao DNA da micobactéria e inativar ou
modificar enzimas (YANG; YUK; JO, 2009).

De fato, a doacdo de NO pelos derivados furoxanicos é bem fundamentada na
literatura, e acredita-se que o mecanismo envolvido para tal liberacdo seja cisteino-
dependente (Figura 12) (FEELISCH; SCHONAFINGER; NOACK, 1992; GASCO et al.,
2004). Concernente aos furoxanos, uma das maneiras de se avaliar a extensdo da doagéo de
NO por este nucleo é através da deteccdo quantitativa de nitrito, conforme descrito por Sorba
e colaboradores (SORBA et al., 1997). O método se resume na rea¢do do nucleo furoxanico
com cisteina em meio aquoso e posterior adi¢do do reagente de Griess, o qual reage com 0s
ions nitritos recém formados no meio e permite a quantificagdo por espectrofotometria na
regido do ultravioleta (TSIKAS, 2007).
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Os furoxanos obtidos neste trabalho foram planejados para atuarem como fonte
exogena de Oxido nitrico e elevar os niveis deste importante sinalizador celular no processo
infeccioso da tuberculose. A fim de avaliar a extensdo da doacdo de NO dos derivados
furoxanicos, bem como tracar uma relacdo entre a liberacdo de NO e a atividade
antimicobacteriana, utilizamos a metodologia descrita por Sorba e colaboradores (SORBA et
al., 1997) para quantificar os ions nitritos como forma indireta da quantificacdo de NO.

As concentracdes de nitrito foram quantificadas a partir da equacdo da reta da curva
analitica (y = 0,0135x + 0,0437; R? = 0,9999) padréo preparada a partir de solugdes padrdes

de nitrito de sddio em concentrac¢ées de 0,5 — 100 nmol/mL (Figura 33).

Figura 33 - Curva analitica com solugdes padrao de nitrito de sédio (0,5-100 nmol/mL).
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Fonte: dados da pesquisa.

A capacidade de liberagdo de 6xido nitrico pelos derivados furoxanicos foi expressa
como porcentagem de nitrito (NO2™ mol/mol), calculado através da relacdo do numero de

mols de NO> ™ detectados pelo método de Griess e 0 numero de mols das moléculas avaliadas.

A tabela 41 apresenta os resultados da deteccdo quantitativa de nitrito das moléculas

da série 1.
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Tabela 41 - Porcentagem da liberagéo de NO dos derivados furoxanicos.

% NO2~ (mol/mol), -

Molecula cisteina, 50 x 10* M
I 0,35+1,71
] 0,16 £ 2,13
Il 2,02+1,36
v 11,22 +0,5
Vv 6,87 £ 0,66
Vi 7,33+ 1,77
VII 44,23 +0,81
VIl 38,49 + 4,05
IX 43,55 + 4,26
X 8,32 +0,88
X| 25,10+ 4,7
dinitrato de isosorbida (DNI) 7,17 £ 0,54

isoniazida 0,00

Fonte: dados da pesquisa.

O dinitrato de isossorbida, utilizado como padréo positivo, possui dois grupos ésteres
de nitrato na sua estrutura quimica e demonstrou 7,17% de doacdo de Oxido nitrico. Os
derivados metil-furoxano I, Il, 111 e X apresentaram o menor perfil de doacdo de NO, sendo
respectivamente, 0,35, 0,16, 2,02 e 8,32 %. Este resultado confirma os dados ja descritos na
literatura, os quais demonstram que grupos doadores de elétrons ao anel furoxano, como a

metila, apresentam baixa ou nenhum liberagéo de NO (JESUINO, 2016).

Por outro lado, grupos eletroatratores, como o grupamento fenilsulfonil presente nas
moléeculas VII, VIII e IX, exercem um efeito contrario, aumentando a liberacdo de NO pelo
nucleo furoxanico (SORBA et al., 1997). Isto foi confirmado pelos valores de doacdo de NO
das moléculas da série fenilsulfonil, as quais demonstraram os maiores niveis de liberacdo de
NO, sendo respectivamente, 44,23, 38,49 e 43,55 %. Os derivados fenil-furoxanos IV, V, Vi e
XI apresentaram doacdo moderada de NO, 11,22, 6,87, 7,33 e 25,10 %, respectivamente. A
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molécula da isoniazida também foi avaliada, e como esperado, ndo apresentou liberacdo de
NO (Figura 34).

Figura 34 - Liberacdo de 6xido nitrico pelos derivados furoxanicos.
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DNI = dinitrato de isossorbida; INH = isoniazida

Fonte: dados da pesquisa.

Os resultados demonstraram que a liberacdo de NO pelos furoxanos é dependente de
uma grande quantidade de cisteina no meio (1:50), ja que em condi¢bes na auséncia deste
aminoéacido, ndo houve doagdo de NO (resultados ndo mostrados). Assim, as moléculas da
série fenilsulfonil-furoxano (VII, VIII e 1X) foram caracterizadas como as melhores doadores
de NO, seguidas pela série fenil-furoxano (1V, V, VI e XI) e por Gltimo a série metil-furoxano
(1, 1, 11 e X).

As quinoxalinas ndo foram avaliadas neste ensaio devido a seu mecanismo de agéo

nédo envolver a liberacdo de 0xido nitrico.

6.2.2 Avaliacédo da atividade anti-tuberculose in vitro e determinagéo da Cl1Mgo

A atividade antimicobacteriana in vitro das moléculas hibridas frente ao
Mycobacterium tuberculosis Hz7Rv — ATCC 27294 foi realizado com a colaboragéo do Dr.
Professor Fernando Rogerio Pavan do Laboratério de Micobactérias “Prof. Dr. Hugo David”

da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Araraquara — UNESP.
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Série 1 — Furoxanos

Os resultados apresentados na Tabela 42 exibem os valores de concentracdo inibitoria
minima das moléculas da série 1. Destacam-se as moléculas VI, VII, VIII e IX, as quais
apresentaram valores de CIM inferiores a 10 pg/mL. Esta concentragdo é utilizada como valor
minimo para considerar uma molécula como sendo promissora, de acordo com 0s protocolos

estabelecidos pelo grupo do Prof. Dr. Fernando R. Pavan.

A Tabela 42 apresenta os resultados da avaliacdo antimicobacteriana das moléculas
hibridas da série 1 frente a cepas do M. tuberculosis Hz7Rv — ATCC 27294.

Tabela 42 - Concentracao inibitéria minima das moléculas hibridas da série 1.

Molécula CIM (ug/mL) CIM (uM)
I > 25,00 > 62,00
Il > 25,00 > 62,00
Il > 25,00 > 62,00
\V > 25,00 > 62,00
V > 25,00 > 62,00
VI 4,74 11,82
VI 4,31 8,60
Vil 0,75 1,61
IX 0,48 1,03
X > 25,00 > 62,00
XI > 25,00 > 62,00
isoniazida - 0,2

Fonte: dados da pesquisa.
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A relacdo estrutura-atividade das moléculas pode ser realizada com base no
mecanismo de doacdo de NO e o substituinte ligado ao carbono alfa ao N-Oxido da
subunidade furoxanica. Como descrito por Gasco e colaboradores (GASCO et al., 2004), a
doacdo de oxido nitrico por derivados furoxanicos ocorre atraves de um mecanismo cisteino-
dependente, e a presenca de determinados substituintes ligados ao carbono alfa a subunidade
N-oxido influencia esta doacdo. Substituintes eletronegativos como 0 grupamento
fenilsulfonil, deixam este carbono deficiente eletronicamente e mais suscetivel ao ataque
nucleofilico do enxofre presente nos residuos de cisteina. Por outro lado, substituintes como
por exemplo o grupamento metila, doam elétrons para este carbono, tornando-o menos

susceptivel a um ataque nucleofilico e consequentemente desfavorecendo a doacéo de NO.

As moléculas VII, VIII e IX sdo isdbmeros de posicdo (orto, meta e para) e apresentam
um grupo fenilsulfonil ligado ao carbono alfa a subunidade N-Oxido. Este grupamento exerce
forte efeito de atracdo dos elétrons do carbono devido a sua alta eletronegatividade, tornando

0 4tomo de carbono susceptivel a um ataque nucleofilico.

De maneira similar, a molécula VI € um isémero de posicao (para) das molécula IV
(orto) e V (meta) e apresenta ligado ao carbono alfa um anel fenil. Apesar deste anel ndo
apresentar a mesma eletronegatividade que o grupo fenilsulfonil, a molécula foi capaz de
inibir o crescimento do MTB a uma concentracdo inibitéria minima de 11,82 uM. Em
contrapartida, seus isdmeros de posicdo (orto e meta) ndo apresentaram atividade promissora
anti-TB. A molécula XI, um derivado fenil-furoxano também ndo demonstrou atividade

promissora anti-TB.

Em relacdo as moléculas I, I, 1ll, e X que apresentam ligado ao carbono alfa a
subunidade N-6xido um grupo metila, apresentam baixa liberacdo de NO, e auséncia de
atividade anti-TB.

Os valores de CIM encontrados para os furoxanos VI, VII, VIII e IX foram maiores do
gue diversos farmacos anti-tuberculose de primeira e segunda linha, como por exemplo
pirazinamida (>48 uM), cicloserina (245 uM) e canamicina (3,4 uM), demonstrando que 0s
derivados furoxanicos podem ser uma classe de compostos promissores no planejamento de

farmacos anti-TB.

Os resultados apontam que a atividade anti-TB das moléculas da série 1 parece estar

relacionada em parte, a capacidade de liberacdo de NO pela subunidade furoxanica. No
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entanto, as demais subunidade da moléculas também podem apresentar uma contribuicéo

importante na atividade anti-TB.

A fim de verificar a contribuicdo que as demais subunidades (N-acilhidrazona e
isoniazida) presentes nas moléculas finais exerciam na atividade anti-TB, as moléculas

intermediarias também foram avaliadas no ensaio de atividade anti-TB (Tabela 43).

Tabela 43 - Concentracao inibitéria minima das moléculas intermediarias da série 1.

Molécula CIM (ug/mL) CIM (uM)
61 > 25,00 > 88,00
62 > 25,00 > 88,00
63 > 25,00 > 88,00
66 > 25,00 > 88,00
67 > 25,00 > 88,00
68 > 25,00 > 88,00
71 7,97 20,23
72 7,23 20,89
73 9,98 26,01
75 > 25,00 > 88,00
77 > 25,00 > 88,00

isoniazida - 0,2

Fonte: dados da pesquisa.

Na Tabela 43 é possivel observar que os furoxanos intermediarios das quatro
moléculas hibridas promissoras apresentaram atividade anti-TB inferior que as ultimas. A
molécula 68 por exemplo, intermediaria da molécula hibrida VI, apresentou CIM superior a
88 uM, enquanto que a molécula VI demonstrou CIM de 11,82 puM. As moléculas
intermediarias (71, 72 e 73) da série fenilsulfonil também apresentaram CIM inferior as
respectivas molécula hibridas finais (VII, VIII e 1X). Estes resultados demonstram que a
utilizacdo da estratégia de hibridacdo molecular foi eficaz, j& que as moléculas hibridas finais

foram mais potentes que os intermediarios precursores.
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Na sequéncia do fluxograma utilizado na pesquisa de novos farmacos anti-tuberculose
do Laboratério de Micobactérias da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Araraquara —
UNESP, as quatro moléculas promissoras (VI, VII, VIII e IX) foram avaliadas em um ensaio
de atividade anti-TB contras isolados clinicos de Mycobacterium tuberculosis com diferentes

perfis de resisténcia aos farmacos da terapia (Tabela 44 e 45).

Tabela 44 - CIM das moléculas VI, VII, VIl e IX em cepas multirresistentes de MTB.

CIM (pg/mL)

Molécula ~ CF104 CF152 CF110 CF46 CF 97
VI 1979 9,74 5,56 S.A. 1,98
VIl SA. 2353 4,37 S.A. 563
VI 1829 9,91 1436 19,04 3,35
IX 6,12 3,25 6,85 5,32 1,44

S.A. = sem atividade

Fonte: dados da pesquisa.

Tabela 45 - Perfil de resisténcia das cepas de MTB.

Resisténcia
Cepa Isoniazida Rifampicina Estreptomicina Etambutol
CF 104 R R R R
CF 152 R R S S
CF 110 R R R R
CF 46 R R R S
CF 97 R R R R

R = Resistente; S = Sensivel

Fonte: dados da pesquisa.

Os resultados demonstraram que as quatro moléculas promissoras sdo ativas contras
diversas cepas de MTB multirresistentes, sendo a molécula 1X a mais promissora, tendo

apresentado CIM entre 1,44 e 6,85 pg/mL. A molécula VI, apesar de ter demonstrado CIM
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superior a molécula VIII em cepas Hs7Rv, apresentou melhor perfil de atividade anti-
micobacteriana nos isolados clinicos multirresistentes. Apesar do ndmero reduzido de
compostos avaliados nas cepas resistentes, a relacdo estrutura-atividade aponta que o padrdo
de substituicdo para da N-acilhidrazona (moléculas VI e IX) parece exercer melhor atividade
anti-TB.

Além disso, os resultados do ensaio anti-tuberculose em isolados clinicos resistentes
demonstraram um dado interessante a respeito das moléculas hibridas. Apesar da estrutura da
isoniazida fazer parte das moléculas finais, a atividade anti-TB ndo é dependente desta
subunidade. Fato que pode ser confirmado pela atividade anti-TB demonstrada pelas
moléculas finais em cepas com perfil de resisténcia ao farmaco isoniazida, evidenciando
novamente a importancia das demais subunidades estruturais, como o nucleo furoxanico e a

N-acilhidrazona.

Série 2 — Quinoxalinas

A Tabela 46 apresenta os resultados da avaliacdo antimicobacteriana das moléculas da
série 2 contra a cepas do M. tuberculosis Hz7Rv — ATCC 27294.

Tabela 46 - Concentracao inibitoria minima das moléculas da série 2.

Molécula CIM (ug/mL) CIM (uM)
88 11,32 33,76
89 6,41 16,16
90 5,75 16,46
91 4.4 12,04
92 8,6 24,34
93 6,47 15,43
Xl 16,31 39,74

isoniazida - 0,2

Fonte: dados da pesquisa.
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Os resultados da tabela 46 apresentam os valores de concentragdo inibitoria minima
das quinoxalinas intermediarias (88-93) e da quinoxalina hibrida (XII) da série 2. Dentre as
quinoxalinas intermediarias, os valores de CIM variaram entre 12,04 e 33,76 UM, sendo a

molécula 91 a mais potente da série. A quinoxalina hibrida XII apresentou CIM de 39,74 uM.

A diferenca estrutural entre as moléculas 88-93 esta no substituinte em posicdo para
do anel fenilico ligado ao ndcleo quinoxalinico. Apesar dos distintos substituintes utilizados
com capacidade de conferir diferentes propriedades eletrdnicas a molécula, ndo foi possivel
observar uma relacdo de estrutura-atividade. Entretanto, a presenca de substituintes nesta
posicdo, seja eletrodoadores ou eletroatratores, parece contribuir para a atividade
antituberculose, ja que a molécula 88, que ndo possui substituinte, demonstrou CIM de 33,76
UM, sendo o valor mais elevado dentre as quinoxalinas intermediarias. O substituinte que
exerceu 0 melhor efeito na atividade antituberculose foi o grupo metoxila (molécula 91),
seguido pelo seu bioisostero, o grupamento trifluoro-metoxido (molécula 93), com valores de
CIM de 12,04 e 15,43 uM, respectivamente. As moléculas 89 e 92 contendo halogénios como
substituintes (cloro e fldor), apresentaram valores de CIM de 16,16 e 24,34 uM,
respectivamente. Apesar destes dois &tomos serem bioisosteros, o &omo de cloro parece

exercer melhor efeito na atividade antituberculose.

A molécula hibrida XII foi capaz de inibir o crescimento micobacteriano a uma
concentracdo de 39,74 uM, sendo portanto menos ativa que seu intermediario precursor
(molécula 88). Até o momento, somente a molécula XII foi obtida na série final, e dessa
maneira, ndo é possivel estabelecer uma relacdo de estrutura-atividade. Entretanto, a presenca
da subunidade N-acilhidrazona na molécula XII parece diminuir a atividade antituberculose
da quinoxalina, ja que seu intermediario (molécula 88) que ndo apresenta esta subunidade,

demonstrou ser mais ativa.

6.2.3 Determinacéo da citotoxicidade in vitro

A avaliacdo da citotoxicidade das moléculas finais foi realizada utilizando células
MRC-5 e J774A.1. Esta determinagdo foi realizada com a colabora¢do do Professor Dr.
Fernando Rogerio Pavan do Laboratorio de Micobactérias “Prof. Dr. Hugo David” da
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Araraquara — UNESP. Estas linhagens celulares

foram selecionadas porque as celulas MRC-5 sdo amplamente utilizadas em screening
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fenotipico de novas moléculas e sdo células normais derivadas de tecido pulmonar humano; as

celulas J774A.1 sdo células macrofagicas de murinos.

Somente as moléculas que apresentaram valores de CIM inferior a 10 pg/mL nos

ensaios de atividade antimicobacteriana foram avaliadas quanto a citotoxicidade.

Série 1 — Furoxanos

A Tabela 47 apresenta os resultados da determinacdo da citotoxicidade das moléculas
da série 1 em células MRC-5 e J774A.1.

Tabela 47 - Citotoxicidade das moléculas VI, VII, VIl e IX.

. IC - IC - IC : IC :
CETI o S A ol v
VI >250,00 >623,44 164,84 408,97
VII 16,28 34,40 5,39 10,75
Vi 14,13 30,10 2,25 4,30
IX 20,29 43,01 5,75 10,75
doxorrubicina - - - 0,52

doxorrubicina = controle positivo
Fonte: dados da pesquisa.

Na Tabela 47 ¢ possivel visualizar que a molécula VI apresentou 0s menores valores
de citotoxicidade em ambas as linhagens celulares avaliadas: 623,44 uM em MRC-5 e 408,97
UM em J774A.1. As moléculas VII, VIII e IX apresentaram valores de ICso que variam entre
30,10 — 43,01 pM em células MRC-5 e 4,30 -10,75 puM em células J774A.1. Estes resultados
sugerem que o grupamento fenilsulfonil, presente nas moléculas VII, VIII e IX, parece
contribuir com um efeito citotoxico maior que o grupo fenil, presente na molécula VI. Esta
maior citotoxicidade pode ser explicada em partes, pela maior liberacdo de Oxido nitrico
observada nos derivados furoxanicos fenilsulfonil (KRONCKE; FEHSEL; KOLB-
BACHOFEN, 1997).
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Determinacéo do indice de seletividade das moléculas VI, VII, VIl e IX

O indice de seletividade € utilizado como um pardmetro para qualificar uma molécula
como promissora. Este valor € alcancado através da razdo entre 0 ICso € a ClIMgo (IS =
ICs0/CIMgo). Conforme padronizado pelo Laboratorio de Micobactérias “Prof. Dr. Hugo
David” da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Araraquara — UNESP, moléculas com IS
igual ou superior a 3 sdo consideradas prototipos promissores para se tornar um farmaco util
no tratamento da tuberculose. Ou seja, a concentracdo na qual uma molécula é ativa contra o
MTB, € distante em pelo menos 3 vezes da concentracdo na qual ela € citotdxica para as

células.

Haja vista que a citotoxicidade foi determinada somente para as moléculas VI, VII,
VIl e IX, o indice de seletividade (IS) foi calculado somente para estas moléculas (Tabela

48).

Tabela 48 - indice de seletividade (IS) das moléculas VI, VII, VIl e I1X.

Molécula IS MRC5 IS J774A1
VI 52,74 34,78
VI 3,78 1,25
Vi 14,13 3,00
IX 20,29 11,98

Fonte: dados da pesquisa.

Com base nos resultados do indice de seletividade, é possivel concluir que as
moléculas VI e IX demonstraram ser as mais promissoras da série 1, com IS de 52,74 e 20,29
em células MRC-5 e 34,78 e 11,98 em células J774A.1, respectivamente. A molécula VIII
apresentou IS dentro dos limites minimos para uma molécula ser considerada promissora em
células J774A.1, no entanto, em células MRC-5, esta molecula apresentou IS de 14,13. A
molécula VII demonstrou ser a mais citotoxica da série 1, apresentando IS de 3,78 em células

MRC-5 e 1,25 em células J774A.1.
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Série 2 — Quinoxalinas

Apesar do laboratorio de micobactérias da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas
padronizar os ensaios de citotoxicidade somente para moléculas que apresentem valores de
CIM inferiores a 10 pg/mL, todas as quinoxalinas obtidas foram avaliadas quanto a

citotoxicidade em células J774A.1.

A Tabela 49 apresenta os resultados da determinacdo da citotoxicidade das moléculas
da série 2 em células J774A.1.

Tabela 49 - Citotoxicidade das moléculas da série 2.

; IC . IC .
Molécula (;fé/ﬂﬁl Efl ~I]\7/|7)4A1
83 5,97 17,80
89 0,82 207
90 1,23 3,52
a1 14 3,83
92 19 5,38
93 19 4,53
XII 0,82 2.00
doxorrubicina - 0,52

doxorrubicina = controle positivo

Fonte: dados da pesquisa.

Na tabela 49 ¢ possivel observar que todas as quinoxalinas intermediarias (moléculas
88-93) se mostraram citotdxicas para a linhagem celular J774A.1, com valores de I1Cso entre
2,0 e 17,8 uM. Novamente, a presenca de substituintes na posicao para do anel fenilico ligado
ao nucleo quinoxalinico, parece contribuir para a citotoxicidade destas moléculas, ja que a
molécula 88, sem substituinte, apresentou 1Cso de 17,8 UM, o maior valor da série e portanto,
menos citotdxica para esta linhagem celular. As demais quinoxalinas para substituidas
apresentaram valores de ICs inferiores a 5,38 uM. Do mesmo modo, a molécula hibrida XII

também se mostrou citotdxica para as células J774A.1, demonstrando ICso de 2 uM.
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Determinacéo do indice de seletividade das moléculas da série 2

Os valores de indice de seletividade das moléculas da série 2 (moléculas 88-93 e XII)

estdo dispostos na tabela 50.

Tabela 50 - Indice de seletividade das moléculas da série 2.

Molécula IS J778A1
88 0,53
89 0,13
90 0,21
91 0,32
92 0,22
93 0,29
Xl 0,05

Fonte: dados da pesquisa.

Com base nos resultados do indice de seletividade das moléculas da série 2, é possivel
observar o alto grau de citotoxicidade apresentada pelas quinoxalinas, j& que todas as
moléculas desta série apresentaram valores de IS inferiores a 0,53. Considerando o protocolo
padronizado pelo Laboratorio de Micobactérias da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de
Araraquara, nenhuma das quinoxalinas obtidas sdo consideradas protétipos promissores

devido a alta citotoxicidade.

6.2.4 Avaliacdo da estabilidade quimica da molécula IX

Os farmacos possuem estruturas quimicas muito variadas e sdo portanto, suscetiveis a
diversas vias de degradacdo, como por exemplo, hidrolise, desidratacdo, oxidagé&o,

isomerizacdo e racemizacdo. A degradacdo quimica de farmacos pode alterar as propriedades

Guilherme Felipe dos Santos Fernandes



Resultados e Discussdo 169

farmacoldgicas da molécula ativa, podendo resultar em uma alteracdo na eficacia terapéutica,
bem como aumento da toxicidade (YOSHIOKA; STELLA, 2002).

A hidrolise é a forma mais comum em que moléculas se quebram ou degradam. Este
processo de degradacdo se resume na clivagem de uma ou mais ligagfes quimicas em uma
molécula orgéanica, como um farmaco, através da reagdo com moléculas de dgua. Embora
exista um grande nimero de grupos funcionais que sdo susceptiveis a hidrolise, as amidas,
ésteres e iminas sdo os mais comuns encontrados em farmacos com tendéncia a sofrer
hidrélise (SNAPE; ASTLES; DAVIES, 2010).

A instabilidade de iminas em meio acido € bem conhecida (HINE et al., 1970;
CLAYDEN et al., 2012a). Assim, objetivando o avanco no processo de desenvolvimento das
moléculas desenvolvidas e com base nos resultados de atividade antimicobacteriana e
citotoxicidade, selecionamos a molécula mais promissora da série 1 (molécula IX) para ser
analisada quanto a sua estabilidade quimica em um ensaio in vitro. O estudo de estabilidade
foi realizado em quatro condicdes de pHs em tampao fosfato salina (pHs 1.0, 5.0, 7.4 e 9.0)
com o objeto de mimetizar as condi¢Ges &cidas do estomago (pH 1.0), o interior do
fagolissosoma nos macrofagos (pH 4.5 — 6.2) (HACKAM et al., 1998; VANDAL; NATHAN;
EHRT, 2009), o ambiente neutro do plasma (pH 7.4) e uma condicdo béasica (pH 9.0),
respectivamente (Figura 35).

Figura 35 - Estabilidade quimica in vitro da molécula IX.
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Fonte: dados da pesquisa.
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A molécula IX foi instavel em pH 1.0 e 9.0, sendo degradada em torno de 90% e 50%
ap6s uma hora de ensaio, respectivamente. Apesar disso, ndo foi detectada degradacdo
quimica significativa em pH 5.0 (0%) e 7.4 (15%) apds 6 horas de ensaio. Apos 24 horas,
uma reducdo de 20% na concentracdo foi observada em ambos pHs, 5.0 e 7.4. Estudos
anteriores realizados por nosso grupo de pesquisa ja demonstrou que determinados derivados
N-acilhidrazbnicos apresentaram relativa estabilidade em pHs 5.4 e 7.0 (DUTRA et al.,
2014b).

Assim, os resultados obtidos com o estudo de estabilidade quimica in vitro
demonstram que a molécula IX apresenta estabilidade em pHs 5.0 e 7.4, ou seja, levando em
consideracdo o interior do fagolissosoma macrofagico (pH 5.0) ou o plasma (pH 7.4), os

dados sugerem que a molécula 1X ndo sofrera hidrolise e permanecera em sua forma intacta.

6.2.5 Coeficiente de particao (LogP)

A lipofilicidade, geralmente expressa como logPow (0 logaritmo do coeficiente de
particdo em um solvente especifico (Pocatnol/Pagua)), €Sta relacionada com a capacidade de um
farmaco em atravessar as membranas celulares por meio de difusdo passiva. Esta propriedade
fisico-quimica é utilizada como uma das caracteristicas padrdo identificadas por Lipinski na
"regra dos 5" para moléculas drug-like (farmaco-similar), na qual descreve que, compostos
com lipofilicidade (logP) entre 0 e 3 sdo ideais para administracdo oral (LIPINSKI et al.,
1997, 2001).

E bem estabelecida que a permeabilidade de moléculas através da parede celular do M.
tuberculosis € uma grande limitagdo no desenvolvimento de farmacos, tendo em vista que esta
parede é constituida principalmente por acidos micdlicos de alto peso molecular, tornando-a
uma barreira eficiente contra moléculas hidrofilicas (GOLDMAN, 2013; FERNANDES et al.,
2015). Assim, a lipofilicidade é uma propriedade fisico-quimica importante que deve ser
avaliada nos estagios iniciais do desenvolvimento de novos farmacos antituberculose.
Recentemente, Fernandes e colaboradores (2015) identificaram que para a maioria dos
compostos antituberculose com CIM inferior a 7 uM descritos na literatura entre 2012 - 2014,
os valores de logP variaram entre 2 e 6 (FERNANDES et al., 2015).
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Para determinacdo do coeficiente de particdo (logP) das moléculas descritas neste
trabalho, foi utilizado como base o método descrito pela OECD Guidelines for the Testing of
Chemicals, Test No. 117: Partition Coefficient (n-octanol/water), no qual utiliza um sistema
de cromatografia liquida de alta eficiéncia e baseado no tempo de retencdo das moléculas
analisadas e comparadas com padrdes previamente estabelecidos, é possivel determinar o
logPow (OECD, 2004).

6.2.5.1 Determinacdo do logP calculado (cLogP)

Inicialmente, foi determinado o logP calculado das moléculas utilizando o programa
computacional ChemBioDraw® Ultra 13.0 e 0 modulo online ALOGPS. Esta determinac&o
teve como objetivo analisar a faixa dos valores de logP tedricos das moléculas analisadas para
entdo selecionar os padrdes com valores de logP que compreendiam esta mesma faixa para

construcdo da curva analitica.

Além disso, a determinacdo do cLogP possibilitou a comparacdo entre os valores
tedricos e experimentais obtidos com o método de CLAE, e assim, analisar se estes programas
predizem um valor proximo do experimental para a classe dos derivados furoxanicos e

quinoxalinicos.

6.2.5.2 Determinacao do logPow

Neste estudo, foram selecionadas 7 compostos com valores de logPow conhecidos da
lista publicada pela OECD para serem utilizados como padrdes. Os compostos selecionados
permitiram a constru¢do de uma curva analitica compreendendo uma ampla faixa de valores
de logPow (1.0 até 4.5). O tempo de retengdo destes padrbes foi determinado por CLAE e
expressos como logK. Em seguida, a fim de determinar os valores de logPow experimentais
destes padrdes, foram utilizados os valores de logK obtidos e aplicados na equacéo da reta:
logPow = a + b x logK, onde a = 0,5202, b = 0,3498 e coeficiente angular, Rz = 0,9801
(Figura 36)

A tabela 51 apresenta os valores de logPow conhecidos e os valores obtidos

experimentalmente de logPow das substancias utilizadas como padrdes.
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Figura 36 - Curva analitica dos padrdes obtida experimentalmente.
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Fonte: dados da pesquisa.

Tabela 51 - Valores de logPowe CLAE-logPow dos compostos padroes.

Padréo logPom? CLAE - logPos”
acetanilida 1.0 1.1
benzonitrila 1.6 1.4
nitrobenzeno 1.9 1.8
tolueno 2.7 2.9
naftaleno 3.6 3.4
bifenil 4.0 4.0
fenantreno 4.5 4.5

a = valores obtidos no guia OECD; b = valores obtidos experimentalmente.

Fonte: dados da pesquisa.

Em seguida, o logK das moléculas da série 1 e 2 foi determinado a partir de seu tempo
de retencdo e interpolados nas mesma equacédo da reta de linearidade: logPow = a + b X logK.

Os valores de logPow destas moléculas estdo expressos na tabela 52.
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Tabela 52 - Comparagéo entre os valores de logPow e cLogP das moléculas da sériel e 2.

Molécula LogPon ChemDraw® ALOGPS 2.1
Ultra 13.0 (cLogP) (cLogP)
Serie 1 - Furoxanos
I 1.4 1.0 2.6
I 1.3 1.4 2.6
I 1.3 1.4 2.7
v 2.7 2.2 3.6
\Y 2.9 2.7 3.7
Vi 2.9 2.7 3.7
\l 2.2 0.6 3.4
VI 2.3 1.0 3.4
IX 2.1 1.0 3.4
X 1.0 -0.9 1.0
Xl 2.0 0.3 24

Série 2 - Quinoxalinas

88 0.7 -0.2 0.1
89 1.8 0.4 0.9
90 1.6 0.2 0.4
91 1.4 -0.3 0.5
92 1.3 -0.1 0.8
93 2.2 0.7 1.8
Xl 1.0 -0.2 1.6

Fonte: dados da pesquisa.

Uma vez determinado o logPow das moléculas analisadas, os resultados demonstram a
influéncia que pequenas alteragcdes na estrutura quimica das moléculas exerce nos valores de
logPow. Os valores de logPow obtidos para as moléculas da série 1 e série 2 foram todos
valores positivos, compreendendo uma faixa entre 0.7 a 2.9. Como esperado, os derivados
fenil-furoxanos (moléculas IV, V e VI) apresentaram valores de logPow superiores aos metil e

fenilsulfonil furoxanos. Concernente a série 2, os derivados quinoxalinicos apresentaram
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valores de logPow muito similares (0.7 — 2.2). Isto se deve ao fato da semelhanca estrutural
das moléculas desta série, sendo a Unica diferenca o substituinte ligado em posi¢do para no

anel fenilico.

Tendo em vista que o logPow € um pardmetro importante a ser considerado no
desenvolvimento de farmacos anti-tuberculose, foi analisada a relagéo entre esta propriedade
e a atividade anti-TB das moléculas. No entanto, tal relacdo ndo foi observada em ambas as
séries. De fato, estudos relacionados com a influéncia das propriedades fisico-quimicas nos
farmacos antimicobacterianos, demonstraram que ndo é possivel estabelecer uma relagéo
significativa entre estas propriedades e a atividade anti-tuberculose (EKINS et al., 2011,
KOUL et al., 2011).

Além disso, é possivel observar que ambos os métodos de predi¢do do logP calculado
(ChemBioDraw® e ALOGPS) ndo fornecem valores proximos do experimental. No entanto,
relacionado a serie 1, os valores de cLogP obtidos pelo ChemBioDraw® se aproximaram
mais dos valores obtidos experimentalmente. Por outro lado, na série 2, os valores de cLogP
obtidos pelo ALOGPS ficaram mais proximos dos valores experimentais. Esta divergéncia
pode ser explicada pelo método que cada programa computacional utiliza para calcular o
cLogP.
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7 CONCLUSAO

A partir dos resultados obtidos, pode-se concluir que os derivados furoxanicos da série
1 foram obtidos com bons rendimentos, variando de 85 a 95%.

Foram obtidos onze moléculas finais (I — XI) da série 1 contendo diferentes
grupamentos substituintes ligados a subunidade heteroaromatica furoxanica bem como a

subunidade N-acilhidrazona.

As moléculas da série 2 foram obtidas através da rota sintética D. Esta rota se mostrou
a mais adequada dentre as quatro rotas testadas, devido ao mecanismo envolvido na reacdo de
Beirute para formagdo do ndcleo quinoxalinico, na qual foi utilizado um derivado

benzofuroxanico com a funcéo aldeido protegido por um acetal ciclico.

Concernente a série 2, até o presente momento, foram obtidos somente os derivados
quinoxalinicos contendo a funcéo acetal ciclico (moléculas 88-93) e uma molécula hibrida
final (XI1). Os rendimentos globais dos derivados quinoxalinicos foram de baixo a moderado,
variando de 1,5 a 35%. Isto se deve ao fato das multiplas etapas sintéticas para obter as

moléculas finais além da formacéao de diversos subprodutos na reacdo de Beirute.

Os resultados da avaliacdo antimicobacteriana obtido com as moléculas da série 1
demonstram a potencialidade do uso dos derivados furoxanicos no planejamento e
desenvolvimento de novos prototipos para o tratamento da tuberculose.

Dentre as onze moléculas finais sintetizadas da série 1, quatro moléculas (VI, VII, VI
e IX) se apresentaram promissoras com valores de CIM inferior a 12 pM. Especificamente, a
molécula X demonstrou ser a mais promissora, com CIM de 1,03 uM e IS de 32,50 (MRC-5)
e 14,37 (J774A.1).

Além disso, as quatro moléculas (VI, VII, VIII e IX) demonstraram atividade
antituberculose frente a diversas cepas de M. tuberculosis de isolados clinicos

multirresistentes, apresentando CIM entre 1,44 -23,53 pug/mL.

Através dos ensaios de quantificacdo de nitrito, é possivel concluir que a atividade
antituberculose das moléculas da série 1 estd relacionada em parte com a capacidade de

liberacdo de Oxido nitrico pelo nucleo furoxanico.

Guilherme Felipe dos Santos Fernandes



Conclusdo 176

Os estudos de estabilidade quimica in vitro demonstraram que a molécula 1X é estavel
nos pHs 5.0 e 7.4 em até 6 horas de ensaio. Por outro lado, em pHs extremos (1.0 e 9.0), a
molécula IX apresenta instabilidade, sendo hidrolisada quase completamente na primeira

hora.

Concernente a série 2, as quinoxalinas apresentaram valores de CIM entre 12,04 e
39,74 uM, sendo a molécula 91 a mais ativa da série, com CIM de 12,04. No entanto, todas as
quinoxalinas se mostraram citotdxicas para a linhagem celular J774A.1, com valores de IS

inferiores a 0,53.

A determinacdo experimental do coeficiente de particdo (logPow) pelo método
utilizando CLAE, demonstrou que as moléculas de ambas as séries possuem valores de
logPow variando entre 0.7 e 2.9, condizentes com a faixa de valores ideais de logPow para
moléculas com potente atividade antituberculose reportadas na literatura, no entanto, ndo foi

observada relacdo entra o logPow € a atividade antituberculose das moléculas aqui descritas.

Os resultados descritos aqui apontam as moléculas VI, VII, VIII e 1X como novos
compostos lideres para o desenvolvimento de novos candidatos a fArmacos para o tratamento

da tuberculose, incluindo suas formas resistentes.
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Metodologia Sintética

1 METODOLOGIA SINTETICA

11

As moléculas, obtidos conforme representado no esquema geral da sintese (Figura 1),
foram sintetizadas através de dois métodos gerais: 1) sintese dos derivados furoxanicos
funcionalizados; e 2) acoplamento com isoniazida através de uma reacdo de condensacao,

levando a formacao das moléculas finais.

As metodologias utilizadas para a sintese dos derivados intermediarios furoxanicos (2;
5-7; 10; 13-15; 20-22) foram baseadas nos trabalhos de BOSQUESI, 2013; DUTRA, 2013;
KUNALI et al., 1990; NIKOLAEVA et al., 1972; SANTOS, 2009. J4 a sintese das moléculas
hibridas finais (I-XI) segue o mecanismo de formacdo de iminas, envolvendo a reagdo entre
um aldeido e uma amina primaria do grupo hidrazida presente na isoniazida. Nos subitens

seguintes sdo apresentados 0s procedimentos sintéticos de cada uma das etapas envolvidas na

sintese das moléculas da série 1.

SERIE 1 - DERIVADOS FUROXANICOS

Figura 1 - Metodologia geral para obtencdo das moléculas hibridas finais da série 1.

1) Sintese dos derivados furoxanicos 2) Sintese dos compostos hibridos finais
o @ 7\ @ = H 4
o) O CH, : =N O  cH
H,C —_— I) \ 3
’ OH —— 74/ NH / 0 NH
e «N< o,m,p < N<
CHs o,m,p oo o~ 0
H
/N , = N\N@O
N 0@ Q ) \_/ y
—_— H N \N O omp N ”\N\O
o, m, p Nolael o
SH I\ o O Q _ Q
. R S
o) p -N S,
N N (0]
P o0 O o N
o O
0] m
=~ 3
HaC~_H HJS—(CHa i) 1 FP P
3 —_— 1\ A N
Y — . N, N-g Né\(\(N-O
o) (o) e} N~g
(0] i)
NSoH ——= H N7 T
O,N/\ N X N~ Ny
(0] /
(0] N-o
(0]
i) isoniazida, etanol, acido acético, t.a., 12h.

Fonte: elaborado pelo autor.
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Metodologia Sintética 9

1.1.1 Derivados metil-1,2,5-oxadiazol 2-0xido

1.1.1.1 Sintese da molécula 75

Figura 2 - Etapa sintética para obtencdo da molécula (75).

O CH,
HsC -~ _H i)
W o HMNhO'
O N\O/
(74) (75)

i) NaNO,, acido acético, 0 °C, 24h.

Fonte: elaborado pelo autor.

Procedimento

Em baldo de 125 mL em banho de gelo, foram adicionados 5 g (71 mmols) de
crotonaldeido (74) e 10 mL de &cido acético glacial. Em seguida, com o auxilio de um
funil de adicdo, foi adicionado gota a gota a mistura reacional, uma solucdo saturada
de nitrito de sddio (17,15 g de nitrito de s6dio em 20 mL de &gua destilada; 248
mmols), mantendo a temperatura abaixo de 8 °C. Apds a adicdo da solucéo de nitrito
de sddio, a reacdo foi retirada do banho de gelo e mantida sob agitacdo a temperatura
ambiente por 12 horas. Para o isolamento, foi adicionado 100 mL de agua destilada e
realizadas extracfes com acetato de etila (6 x 50 mL). Adicionou-se a fase organica
sulfato de sodio anidro a fim de retirar residuos de agua e o solvente foi entdo
evaporado sob pressdo reduzida. A purificacdo foi realizada por cromatografia em
coluna (coluna 5 cm de diametro), utilizando como fase estacionéria silica gel [6 cm
de altura (tamanho do poro 60 A; tamanho de particula 40-60 pm)] e fase movel
etila:hexano (60:40, v/v) em modo isocréatico e fluxo de aproximadamente 25 mL/min
com auxilio de uma bomba de pressdo. O produto foi obtido como um 6leo alaranjado
(75).
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Metodologia Sintética 10

Caracterizacdo estrutural

0
H CH;
7\

N +
\O/N\O'

RMN !H (300 MHz; acetona-d6): &: 9.81 (1H; s), 2.43 (3H; s) ppm.

RMN 13C (75 MHz; acetona-d6): &: 170.6, 156.9, 110.4, 14.1 ppm.

1.1.1.2 Sintese das moléculas 61-63

Figura 3 - Etapas sintéticas para preparacdo dos furoxanos intermediarios (61-63).

o o]
o WNio- "= H*
CH3 \O’ N\O/ O
(61) - orto
(59) (60) (62) - meta
(63) - para

i) acido metacrilico, 1,2-dicloroetano, H,S0O,460%, NaNO,, 50 °C, 30 min; ii)
2, 3 ou 4-hidroxibenzaldeido, 1,8-diazabiciclo[5.4.0Jundec-7-eno (DBU),
diclorometano anidro, t.a., 2h.

Fonte: elaborado pelo autor.

Procedimento

Em um baldo reacional de 250 mL adicionou-se 34 mL de 1,2-dicloroetano, 11,6 mL
de H2S04 60% e 3,3 mL de acido metacrilico (39 mmols) (59). A mistura reacional foi
aquecida até 50 °C sob agitagdo vigorosa. Em seguida, foi adicionado lentamente 9,3 g
de nitrito de sodio (136 mmols) em pequenas porcdes. Essa adi¢do é seguida pela
formacéo de um vapor castanho intenso. Apds a completa adi¢do, a reacao foi mantida
sob agitagdo por 30 minutos a 50 °C. Depois de decorrido o tempo, o0 meio reacional
foi resfriado a temperatura ambiente. Para o isolamento do produto, foi separada as

duas fases formadas da reacdo. Em seguida, foi feita a extracdo do produto da fase
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Metodologia Sintética 11

aquosa com 1,2-dicloroetano (4 x 30 mL) e logo juntou-se com a primeira fase
organica separada anteriormente. Apds a extracdo, foi realizada uma lavagem da fase
organica com agua (3 x 40 mL), solucdo de bicarbonato de sodio 3% (2 x 40 mL) e
solucdo saturada de cloreto de sodio (2 x 40 mL). Adicionou-se a fase organica
sulfato de sodio anidro a fim de retirar residuos de &gua e o solvente foi entdo
evaporado sob pressdo reduzida. O produto final obtido é um sélido verde impuro. A
purificacdo desse solido foi realizada por recristalizagdo em uma mistura de etanol-
agua (60:40, v/v) a quente. Essa mistura foi resfriada com gelo para ajudar a precipitar
0 produto desejado. Apds a completa precipitacdo, o produto final, o furoxano nitro-
metilado (60), foi obtido como um s6lido amarelo.

Foi adicionado em um baldo de 50 mL, 666 mg (5,46 mmols) de 2, 3 ou 4-hidroxi-
benzaldeido em 15 mL de diclorometano anidro. Em seguida, adicionou-se 0,816 mL
(5,46 mmols) de DBU e o meio reacional foi mantido sob agitacdo por 15 minutos.
Decorrido o tempo, foi adicionado 396 mg (2,73 mmols) do furoxano nitro-metilado
(60), mantendo-se sob agitacdo constante a temperatura ambiente por 2 horas. Para o
isolamento do produto, foi realizada uma lavagem da fase organica com uma solugéo
saturada de NaHCO3z (5 x 30 mL). Adicionou-se a fase organica sulfato de sodio
anidro a fim de retirar residuos de agua e o solvente foi entdo evaporado sob pressao
reduzida. A purificacdo foi realizada por cromatografia em coluna (coluna 5 cm de
diametro), utilizando como fase estacionaria silica gel [6 cm de altura (tamanho do
poro 60 A; tamanho de particula 40-60 um)] e fase mével diclorometano:éter de
petréleo (80:20, v/v) em modo isocratico e fluxo de aproximadamente 25 mL/min com

auxilio de uma bomba de pressdo. O produto obtido foi um solido branco (61-63).

Caracterizacdo estrutural

02N CH3
7\

+
~ /N\O'

RMN H (300 MHz; DMSO-d6): 5: 2.36 (3H: s) ppm.

RMN 13C (75 MHz; DMSO-d6): &: 159.0, 107.6, 9.5 ppm.
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RMN 'H (300 MHz; DMSO-d6): &: 10.26 (1H; s), 7.97 (1H; dd), 7.83 (1H; ddd), 7.64 (1H;
dd), 7.56 (1H; d), 2.30 (3H; s) ppm.

RMN %3C (75 MHz; DMSO-d6): 5: 189.4, 163.2, 153.1, 136.3, 130.4, 127.3, 126.9, 121.8,
107.8, 6.9 ppm.

O CH,4
@)
H \ \N+.O'
N-o

RMN H (300 MHz; DMSO-d6): §: 10.03 (1H; s), 7.95 (1H; m), 7.89 (1H; dt), 7.76 (2H; m),
2.15 (3H; s) ppm.

RMN 13C (75 MHz; DMSO-d6): §: 192.1, 162.9, 153.1, 137.9, 131.1, 127.5, 125.6, 119.5,
107.5, 6.9 ppm.

0
@0 CH
H >/\\( ’

N +
\O/N\O-

RMN H (300 MHz; DMSO-d6): &: 10.01 (1H; s), 8.04 (2H; d), 7.65 (2H; d), 2.12 (3H; s)
ppm.

RMN %3C (75 MHz; DMSO-d6): 5: 191.8, 162.3, 157.1, 133.8, 131.8, 119.9, 107.7, 7.0 ppm.

Guilherme Felipe dos Santos Fernandes



Metodologia Sintética 13

1.1.2 Derivados fenil-1,2,5-oxadiazol 2-6xido

1.1.2.1 Sintese da molécula 77

Figura 4 - Etapa sintética para obtencdo da molécula (77).

e e M e
I N"'_O- I \N+_O_

i) NaNO,, acido acético, 0 °C, 24h; ii) clorocromato de piridinio (PCC),

diclorometano anidro, t.a., 24h.

i) OH i) H

N\O/ N\o/

(76) (112) (77)

Fonte: elaborado pelo autor.

Procedimento

Em um baldo de 250 mL, foi adicionado 10,34 mL (80 mmols) de alcool trans-
cindmico (76) e 8 mL de &cido acético glacial. Em seguida, com o auxilio de um funil
de adicdo, foi adicionada uma solucdo saturada de nitrito de sodio (15,52 g em 35 mL
de agua destilada; 220 mmols) gota-a-gota. Durante a adicdo, a rea¢do foi mantida em
banho de gelo, mantendo a temperatura abaixo de 8 °C. Apos a adicdo da solucdo de
nitrito de sddio, a reacdo foi mantida sob agitacdo a temperatura ambiente por 24
horas. Para o isolamento, foram realizadas extracGes do produto com acetato de etila
(7 x 60 mL). Adicionou-se a fase organica sulfato de sodio anidro a fim de remover
resquicios de agua, a qual posteriormente evaporada sob pressdo reduzida. A
purificacdo foi realizada por cromatografia em coluna (coluna 5 cm de didmetro),
utilizando como fase estacionaria silica gel [10 cm de altura (tamanho do poro 60 A;
tamanho de particula 40-60 um)] e fase movel hexano:acetato de etila (50:50, v/v) em
modo isocréatico e fluxo de aproximadamente 25 mL/min com auxilio de uma bomba

de pressdo. O produto obtido (112) se apresentou como um solido amarelo.

Foi adicionado em um bal&o reacional de 250 mL, 500 mg (3 mmols) do furoxano
(112) e 30 mL de diclorometano anidro. Em seguida, foi adicionado 1,62 g (7,5
mmols) de PCC. O meio reacional foi mantido sob agitacdo por 24 horas a
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temperatura ambiente. Para o isolamento, a mistura reacional foi diluida em 30 mL de
agua, a qual foi filtrada para remover os sais formados. Em seguida, foram realizadas
extracOes com extraida com cloroférmio (6 x 50 mL) a fim de isolar o produto.
Adicionou-se a fase organica sulfato de sodio anidro para remover resquicios de agua.
A fase orgénica foi entdo evaporada a presséo reduzida. A purificacdo foi realizada por
cromatografia em coluna (coluna 5 cm de diametro), utilizando como fase estacionaria
silica gel [10 cm de altura (tamanho do poro 60 A; tamanho de particula 40-60 pm)] e
fase movel diclorometano:éter de petréleo (50:50, v/v) em modo isocratico e fluxo de
aproximadamente 25 mL/min com auxilio de uma bomba de pressdo. O produto

obtido (77) apresentou-se como um so6lido amarelo.

Caracterizacdo estrutural

RMN *H (300 MHz; cloroférmio-d): &: 7.82 (2H; m), 7.56 (3H; m), 4.74 (2H; s) ppm.

RMN 13C (75 MHz; cloroférmio-d): 8: 156.9, 131.5, 129.5, 127.9, 126.2, 115.0, 53.4 ppm.

)

H
7\

N +
\o/N\O'

RMN !H (300 MHz; cloroférmio-d): &: 9.98 (1H; s), 7.90 (2H; dd), 7.56 (3H; m) ppm.

RMN 3C (75 MHz; cloroférmio-d): &: 178.3, 155.1, 132.0, 129.1, 128.8, 125.0, 113.8 ppm.

Guilherme Felipe dos Santos Fernandes



Metodologia Sintética 15

1.1.2.2 Sintese das moléculas 66-68

Figura 5 - Etapas sintéticas para preparacdo dos furoxanos intermediarios (66-68).

0]
X i) O2N i) H>\\/®/ 0
— |\ . _— — ;N\ .
SN= N. N~0O"
0 O o O
(64) (65) (66) - orto
(67) - meta
(68) - para

i) estireno, acido acético, acido cloridrico, diclorometano, NaNO,, t.a.,
12 h; ii) 2, 3 ou 4-hidroxibenzaldeido, 1,8-diazabiciclo[5.4.0Jundec-7-
eno (DBU), diclorometano anidro, t.a., 2h.

Fonte: elaborado pelo autor.

Procedimento

Em um bal&o reacional de 250 mL adicionou-se 100 mL de diclorometano anidro, 2,2
mL de estireno (19,2 mmols) (64) e 11,0 g de nitrito de sdédio (153,6 mmols). A
mistura reacional foi solubilizada completamente. Em seguida, foi adicionado 9,15 mL
de acido acético (153,6 mmols) gota-a-gota. Essa adicdo é seguida pela formacdo de
um vapor vermelho intenso. A reacdo € mantida sob agitacdo por 2 horas. Apds esse
tempo, foi adicionado 8,0 mL (256,5 mmols) de HCI concentrado gota-a-gota. Em
seguida, o meio reacional é mantido sob agitagdo intensa por 12 horas a temperatura
ambiente. Depois de decorrido o tempo, foi separada as duas fases formadas atraves de
uma decantacdo. A fase organica foi entdo lavada com agua (5 x 50 mL) e solugéo
saturada de cloreto de sddio (2 x 50 mL). Adicionou-se a fase organica sulfato de
sodio anidro para retirar residuos de agua e o solvente foi entdo evaporado sob pressao
reduzida. O produto final obtido é um semi-solido laranja impuro. A purificagéo foi
realizada por cromatografia em coluna (coluna 5 cm de diametro), utilizando como
fase estacionaria silica gel [10 cm de altura (tamanho do poro 60 A; tamanho de

particula 40-60 um)] e fase movel diclorometano:hexano (70:30, v/v) em modo
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isocratico e fluxo de aproximadamente 25 mL/min com auxilio de uma bomba de
pressdao. Apds a purificagdo, o produto final, o furoxano nitro-fenilado (65), foi obtido

como um soélido amarelo ouro.

Foi adicionado em um baldo de 50 mL, 666 mg (5,46 mmols) de 2, 3 ou 4-hidroxi-
benzaldeido em 15 mL de diclorometano anidro. Em seguida, adicionou-se 0,816 mL
(5,46 mmols) de DBU e o meio reacional foi mantido sob agitacdo por 15 minutos.
Decorrido o tempo, foi adicionado 565 mg (2,73 mmols) do furoxano nitro-fenilado
(65), mantendo-se sob agitacdo constante a temperatura ambiente por 90 minutos. Para
o0 isolamento do produto, foi realizada uma lavagem da fase organica com uma solucéo
saturada de NaHCOs (5 x 30 mL). Adicionou-se a fase organica sulfato de sodio
anidro a fim de retirar residuos de agua e o solvente foi entdo evaporado sob pressdo
reduzida. A purificagdo foi realizada por cromatografia em coluna (coluna 5 cm de
didmetro), utilizando como fase estacionaria silica gel [6 cm de altura (tamanho do
poro 60 A; tamanho de particula 40-60 um)] e fase mével diclorometano:éter de
petréleo (80:20, v/v) em modo isocratico e fluxo de aproximadamente 25 mL/min com
auxilio de uma bomba de pressdo. Os produtos (66-68) foram obtidos como sélidos de

cor branca.

Caracterizacdo estrutural

O,N

I\
N. N-0O
o O

RMN !H (300 MHz; DMSO-d6): &: 7.73 (2H; m), 7.60 (3H; m) ppm.

RMN 3C (75 MHz; DMSO-d6): §: 167.5, 131.6, 130.8, 128.8, 120.6, 111.1 ppm.
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RMN *H (300 MHz; DMSO-d6): &: 10.25 (1H; s), 8.14 (2H; dd), 8.02 (1H; dd), 7.86 (1H; td),
7.62 (4H; m), 7.73 (1H; d) ppm.

RMN 13C (75 MHz; DMSO-d6): 5: 189.8, 162.6, 152.6, 136.4, 131.3, 131.0, 129.1, 127.7,
126.6, 122.4, 108.4 ppm.

0]
H \ \N+,O‘
N\O/

RMN *H (300 MHz; DMSO-d6): &: 10.04 (1H; s), 8.07 (3H; m), 7.90 (2H; 1), 7.76 (1H; t),
7.64 (1H; m), 7.61 (2H; m) ppm.

RMN %C (75 MHz; DMSO-d6): 5: 190.8, 161.6, 153.3, 138.3, 131.0, 129.2, 128.2, 126.5,
126.1, 121.9, 120.4, 107.8 ppm.

7\
Ne UNE
o O
RMN *H (300 MHz; DMSO-d6): &: 10.02 (1H; s), 8.06 (4H; m), 7.76 (2H; d), 7.64 (1H; m),
7.60 (3H; m) ppm.

RMN C (75 MHz; DMSO-d6): 5: 190.8, 161.6, 153.3, 138.3, 131.0, 129.2, 128.2, 126.5,
126.1, 121.9, 120.4, 107.8 ppm.
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1.

1.

1.3 Derivados fenilsulfonil-1,2,5-oxadiazol 2-6xido

1.3.1 Sintese das moléculas 71-73

Figura 6 - Etapas sintéticas para preparacdo dos furoxanos intermediarios (71-73).

o of o Q
JoloN
@ " @ - @ "" HS\O . @ D

(69) (110) (111) (70) (71) - orto
(72) - meta
(73) - para

i) acido monocloroacético, NaOH, H,O, 110 °C, 3h; ii) peréxido de hidrogénio 30%, acido
acético, t.a., 24h; iii) acido nitrico fumegante, acido acético, 110 °C,1h; iv) 2, 3 ou 4-
hidroxibenzaldeido, 1,8-diazabiciclo[5.4.0]Jundec-7-eno (DBU), diclorometano anidro, t.a., 2h.

Fonte: elaborado pelo autor.

Procedimento

Em um bal&o de duas bocas de 250 mL adicionou-se 9,3 mL (90,7 mmols) de tiofenol
(69) em 40 mL de &gua destilada. Adicionou-se entdo 7,62 g (191 mmols) de
hidréxido de sodio e a mistura foi mantida sob agitacdo por 5 minutos. Em seguida, foi
adicionado lentamente 9,44 g (99,8 mmols) do acido monocloroacético. A reacao foi
mantida em refluxo, a 110 °C, sob agitacdo por 3 horas. Depois de decorrido o tempo,
0 meio reacional foi resfriado em banho de gelo e o produto precipitado foi filtrado a
vacuo e lavado em abundéncia com etanol gelado. O produto formado foi solubilizado
em agua destilada e adicionado acido cloridrico 3M a fim de precipitar o produto. O

acido feniltioacético (110) foi obtido como um s6lido branco.

Em um baldo de 250 mL foi adicionado 5 g (29,7 mmols) de acido feniltioacético
(110) em 20 mL de &cido acético glacial. O meio reacional foi mantido em banho de
gelo e foi adicionado vagarosamente 15 mL (118,8 mmols) de peroxido de hidrogénio

30%. A reacdo foi mantida sob agitacdo constante e temperatura ambiente por 24
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i)

horas. Para o isolamento do produto, 100 mL de solugdo saturada de cloreto de sodio
foi adicionada ao meio reacional e realizada extracOes utilizando acetato de etila (4 x
15 mL). Adicionou-se a fase organica sulfato de sodio anidro para retirar residuos de
agua e o solvente foi evaporado sob pressdao reduzida. O produto final, o acido

fenilsulfonilacético (111), foi obtido como um sélido branco.

Foi adicionado em um baldo de 125 mL, 3,21 g (16,03 mmols) do acido
fenilsulfonilacético (111) e 10 mL de acido acético glacial. A reacdo foi resfriada a 0
°C e mantida em banho de gelo. Apds, adicionou-se lentamente 5 mL de acido nitrico
fumegante 85,7%. A mistura foi mantida em agitacdo em banho de gelo durante 5
minutos e depois em refluxo a 110 °C por 1 hora. Decorrido o tempo de reacdo, o
meio reacional foi resfriado e adicionou-se agua destilada gelada. Houve formacao de
precipitado que foi filtrado e lavado com agua destilada gelada. O produto final, o bis-
arilsulfonil furoxano (70), foi obtido como um s6lido branco.

Foi adicionado em um baldo de 50 mL, 666 mg (5,46 mmols) de 2, 3 ou 4-hidroxi-
benzaldeido em 15 mL de diclorometano anidro. Apos, adicionou-se 0,816 mL (5,46
mmols) de DBU e o meio reacional foi mantido sob agitacdo por 15 minutos.
Decorrido o tempo, foi adicionado 1 g (2,73 mmols) do bis-arilsulfonil furoxano (70),
mantendo-se sob agitacdo constante a temperatura ambiente por 2 horas. Apoés o final
da reacdo, o isolamento do produto foi realizado através de uma lavagem da fase
organica com uma solucdo saturada de bicarbonato de sédio (5 x 30 mL). A
purificacdo foi realizada por cromatografia em coluna (coluna 5 cm de didmetro),
utilizando como fase estacionaria silica gel [6 cm de altura (tamanho do poro 60 A;
tamanho de particula 40-60 um)] e fase movel diclorometano:éter de petréleo (80:20,
v/v) em modo isocrético e fluxo de aproximadamente 25 mL/min com auxilio de uma
bomba de pressdo. O produto obtido foi um sélido branco (71); branco (72) ou

amarelo claro (73).

Guilherme Felipe dos Santos Fernandes



Metodologia Sintética 20

Caracterizacdo estrutural

@)

s Aoy

RMN !H (300 MHz; DMSO-d6): &: 7.32 (4H; m), 7.20 (1H; m), 3.79 (2H; s) ppm.

9 @)
&SI)\)kOH

RMN *H (300 MHz; DMSO-d6): &: 7.92 (2H; m), 7.75 (1H; m), 7.65 (2H; m), 4.49 (1H; s)

ppm.
L2 o,
S//O S
O// H @)
A\
N\O/ =0

RMN H (300 MHz; DMSO-d6): §: 8.11 (4H; m), 7.92 (2H; m), 7.77 (4H; m) ppm.

° H </ >
SN
O S\\O
'Rl
AN=O7
N\O
RMN H (300 MHz; DMSO-d6): §: 10.20 (1H; s), 8.15 (2H; dd), 7.97 (1H; dd), 7.80 (1H; tt),

7.69 (3H; m), 7.49 (2H; dd) ppm.

RMN 1C (75 MHz; DMSO-d6): &: 188.0, 158.9, 158.6, 137.7, 136.0, 135.9, 132.4, 129.8,
129.0, 127.5, 127.3, 121.6, 114.6 ppm.
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RMN H (300 MHz; cloroférmio-d): &: 10.03 (1H; s), 8.10 (2H; d), 7.86 (1H; m), 7.83 (3H;
t), 7.66 (3H; t) ppm.

RMN C (75 MHz; cloroférmio-d): 8: 190.5, 157.8, 153.3, 138.2, 137.8, 135.8, 130.9, 129.8,
128.6, 128.3, 125.7, 119.8, 110.6 ppm.

e )
o) O\\S
H H
N_ __N%
o)

Ne)
o

RMN *H (300 MHz; DMSO-d6): §: 10.03 (1H; s), 8.03 (4H; m), 7.92 (1H; tt), 7.75 (2H; tt),
7.66 (2H; d) ppm.

RMN 18C (75 MHz; DMSO-d6): &: 191.5, 158.9, 158.6, 138.2, 137.8, 135.6, 133.2, 131.6,
130.1, 121.3, 112.9 ppm.

Guilherme Felipe dos Santos Fernandes



Metodologia Sintética 22
1.1.4 Sintese dos furoxanos hibridos finais I - XI
Figura 7 - Etapas sintéticas para preparacdo dos furoxanos hibridos (I-XI).
(0] (0] (0]
H/U\_ HT )N HT )N
\ / \ / \ / Q
0 0
O CH, Oﬂ o % H3C7’?;H H
H 7\ H o) 7\ 7\
N\O/N’:O_ N\O/Nio_ N\O/Nio_ 'O”Nto’N _O/N'ZO,N
(61) - orto (66) - orto (71) - orto
(62) - meta (67) - meta (72) - meta (75) (77)
(63) - para (68) - para (73) - para
i) i) i) i) i)
N~ N N= N=— N=
&i (\\i L \_/ \_/
(6] O
HN © N HN © HN HN,
y N P N Y N y N o y N
[P N /Y g/\\( ’ [\
— = = N, N -0-NI_N
o CHs d o sgo o ©
6]
H io- [ N + NI \NtO' X X
N\O/ N\O/N‘O- ‘O’
I - orto IV - orto VII - orto - N L .
I - meta V- meta VIl - meta i) |§9n|a2|da, etanol, acido
Il - para VI - para IX - para acetico, t.a., 12h.

Procedimento

Fonte: elaborado pelo autor.

Em um baldo reacional de 50 mL, foi adicionado 3,65 mmol (1 eq) do furoxano

intermediario funcionalizado (61-63; 66-68; 71-73; 75 ou 77) e 10 mL de etanol. Em

seguida, foi adicionado acido acético glacial para ajustar o pH entre 4,5 — 5. A reacao

foi mantida sob agitagdo por 20 minutos. Em seguida, foi adicionado 4,55 mmol (1,25

eq) de isoniazida. A reagdo foi mantida sob agitacdo por 12 horas. Apés esse tempo, 0

precipitado formado foi filtrado a vacuo e lavado com etanol gelado. Os produtos

obtidos apresentaram-se como solidos brancos (1-X1).
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Caracterizacdo estrutural
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Infravermelho (pastilha de KBr; cm™): 3203 (N-H), 3030 (C-H aromatico), 1689 (C=0
amida), 1639 (C=N imina), 1485 (N-O furoxano), 1448 (CHs), 1284 (C-N aromatico), 1143
(C-0O éter).

RMN !H (300 MHz; DMSO-d6): &: 12.08 (1H; s), 8.78 (2H; d; J = 5.8), 8.60 (1H; s), 7.98
(1H: d: J = 8.8), 7.81 (2H; d: J = 6.0, 7.57 (2H: m), 7.47 (1H: t; J = 16.1), 2.24 (3H: s) ppm.

RMN C (75 MHz; DMSO0-d6): &: 163.53, 161.69, 150.54, 150.39, 143.50, 140.27, 131.91,
128.29, 127.22, 125.46, 121.66, 121.55, 107.48, 7.07 ppm.

H (E) CH3
O N. . = (@]
N/\©/ \(§N+.O'
= N-o
o
N

Infravermelho (pastilha de KBr; cm™): 3217 (N-H), 3049 (C-H aromético), 1633 (C=0
amida), 1548 (C=N imina), 1446 (N-O furoxano), 1,413 (CHs), 1305 (C-N aromatico), 1159
(C-0O éter).

RMN 'H (300 MHz; DMSO-d6): &: 8.78 (2H: d; J = 5.9), 8.49 (1H; s), 7.82 (3H; d; J = 5.9),
7.69 (1H; d; J = 7.6), 7.60 (1H; t; J = 15.7), 7.51 (1H; d; J = 8.4), 2.16 (3H: S) ppm.

RMN 3C (75 MHz; DMSO-d6): §: 163.20, 161.82, 153.01, 151.59, 150.40, 147.64, 140.35,
136.28, 130.78, 125.59, 121.59, 117.72, 107.61, 6.99 ppm.
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Infravermelho (pastilha de KBr; cm™): 3236 (N-H), 3078 (C-H aromético), 1666 (C=0
amida), 1604 (C=N imina), 1485 (N-O furoxano), 1,408 (CHs), 1305 (C-N aromatico), 1155
(C-O éter).

RMN *H (300 MHz; DMSO-d6): &: 12.11 (1H; s), 8.78 (2H; d; J = 5.7), 8.50 (1H; s), 7.85
(2H: d; 1= 8.7), 7.82 (2H; d; J = 5.9), 7.51 (2H: d: J = 8.6), 2.14 (3H: s) ppm.

RMN 13C (75 MHz; DMSO-d6): &: 162.76, 161.68, 154.06, 150.35, 147.80, 140.41, 131.96,
129.05, 121.53, 119.98, 107.59, 6.97 ppm.

N N (B
O
| N"O°
N-G

Infravermelho (pastilna de KBr; cm?): 3184 (N-H), 3045 (C-H aromético), 1674 (C=0
amida), 1600 (C=N imina), 1435 (N-O furoxano), 1300 (C-N aromatico), 1149 (C-O éter),

769 (aromatico).

RMN !H (300 MHz; DMSO-d6): §: 12.06 (1H; s), 8.74 (2H; d; J = 6.0), 8.65 (1H; s), 8.14
(2H; d; J=7.9), 8.03 (1H; d; J =7.8), 7.75 (2H; d; J = 6.0), 7.63 (5H; m), 7.50 (1H, t; J =
15.9) ppm.

RMN 3C (75 MHz; DMSO-d6): §: 162.31, 161.39, 150.50, 150.08, 142.69, 139.99, 131.72,
130.75, 128.91, 127.30, 127.23, 126.47, 125.57, 121.77, 121.43, 121.24, 107.92 ppm.
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Infravermelho (pastilha de KBr; cm™): 3324 (N-H), 3068 (C-H aromatico), 1660 (C=0
amida), 1604 (C=N imina), 1483 (N-O furoxano), 1323 (C-N aromatico), 1157 (C-O éter),
769 (aromaético).

RMN 'H (300 MHz; DMSO-d6): &: 8.78 (2H; d; J = 5.6), 8.51 (1H; s), 8.10 (2H; d; J = 7.1),
7.94 (1H; s), 7.82 (2H; d; J = 5.7), 7.72 (1H; m), 7.62 (5H, m) ppm.

RMN 3C (75 MHz; DMSO-d6): &: 154.31, 145.39, 130.29, 123.46, 123.24, 121.39, 120.27,
119.00, 118.61, 113.94, 100.65 ppm.

Infravermelho (pastilha de KBr; cm™): 3250 (N-H), 3066 (C-H aromatico), 1651 (C=0
amida), 1610 (C=N imina), 1438 (N-O furoxano), 1332 (C-N aromatico), 1205 (C-O éter),

756 (aromatico).

RMN 'H (300 MHz; DMSO-d6): &: 8.78 (2H; d; J = 5.8), 8.51 (1H; s), 8.07 (2H; d; J = 6.6),
7.88 (2H; d; J=8.7), 7.82 (2H; d; J = 5.9), 7.63 (5H; m) ppm.

RMN 13C (75 MHz; DMSO-d6): &: 153.62, 149.33, 126.38, 124.00, 123.26, 121.41, 118.97,
113.81, 112.77, 100.72 ppm.
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Infravermelho (pastilha de KBr; cm™): 3280 (N-H), 3068 (C-H aromatico), 1651 (C=0
amida), 1645 (C=N imina), 1454 (N-O furoxano), 1354 (C-N aromatico), 1161 (S=0O
sulfona), 1083 (C-O éter), 744 (aromatico).

RMN H (300 MHz; DMSO-d6): &: 8.78 (2H; d; J = 5.1), 8.50 (1H; s), 8.07 (2H; d; J = 7.9),
7.93 (1H;t;J=7.3),7.85 (4H; m), 7.78 (1H; t; J =7.7), 7.71 (1H; d; J=7.5), 7.60 (1H; t; J =
7.9), 7.51 (1H; d; J = 8.9) ppm.

RMN C (75 MHz; DMSO-d6): &: 154.08, 150.83, 145.10, 139.80, 132.57, 129.15, 128.56,
123.07, 122.31, 120.90, 118.31, 113.97, 113.84, 110.05, 103.58 ppm.
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Infravermelho (pastilha de KBr; cm™): 3182 (N-H), 3003 (C-H aromético), 1680 (C=0
amida), 1604 (C=N imina), 1444 (N-O furoxano), 1357 (C-N aromatico), 1166 (S=0O
sulfona), 1083 (C-O éter), 742 (aromatico).

RMN *H (300 MHz; DMSO-d6): §: 8.79 (2H; d; J = 6.0), 8.48 (1H; s), 8.07 (2H; d; J = 7.3),
7.95 (1H; t; J = 13.8), 7.83 (4H; m), 7.77 (1H; m), 7.71 (1H; d; J = 7.6), 7.61 (1H; t; 15.7),
7.51 (1H; d; 3 =9.3) ppm.

RMN 3C (75 MHz; DMSO-d6): &: 154.08, 150.87, 145.12, 142.66, 139.79, 132.59, 129.16,
128.27, 123.08, 122.32, 120.94, 118.33, 113.99, 113.85, 110.08, 103.61 ppm.

Guilherme Felipe dos Santos Fernandes



Metodologia Sintética 27

N -N S
_ N O N
H N — O
(E) N *
o ©

Infravermelho (pastilha de KBr; cm™): 3238 (N-H), 3068 (C-H aromético), 1664 (C=0
amida), 1610 (C=N imina), 1450 (N-O furoxano), 1359 (C-N aromatico), 1165 (S=0O
sulfona), 1082 (C-O éter), 750 (aromatico).

RMN *H (300 MHz; DMSO-d6): &: 8.78 (2H; d; J = 6.0), 8.50 (1H; s), 8.05 (2H; d; J = 8.6),
7.88 (2H; d; J=8.8), 7.82 (2H, d; J = 6.0), 7.77 (3H, t; J = 15.6), 7.53 (2H, d; J = 8.7) ppm.

RMN C (75 MHz; DMSO-d6): &: 153.98, 150.42, 146.23, 142.65, 139.97, 132.66, 129.12,
128.58, 124.62, 122.33, 121.32, 120.89, 113.83, 112.44, 103.63 ppm.

N H B OHs
N N.
@) N-o

Infravermelho (pastilha de KBr; cm™): 3406 (N-H), 3167 (C-H aromético), 1687 (C=0
amida), 1614 (C=N imina), 1485 (N-O furoxano), 1309 (C-N aromatico).

RMN H (300 MHz; DMSO-d6): &: 8.80 (2H; d; J = 5.5), 8.48 (1H; s), 7.83 (2H; d; J = 5.9),
2.39 (3H; s) ppm.

RMN 23C (75 MHz; DMSO-d6): §: 162.42, 154.12, 150.73, 139.84, 137.74, 121.76, 112.01
ppm.
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Infravermelho (pastilha de KBr; cm™): 3242 (N-H), 3070 (C-H aromético), 1680 (C=0
amida), 1666 (C=N imina), 1454 (N-O furoxano), 1298 (C-N aromatico).

RMN *H (300 MHz; DMSO-d6): &: 8.80 (2H; d; J = 4.6), 8.38 (1H; s), 7.95 (2H; d; J = 6.7),
7.80 (2H; d; J = 5.6), 7.59 (3H; m) ppm.

RMN 13C (75 MHz; DMSO-d6): §: 161.4, 155.8, 150.2, 139.3, 134.1, 128.8, 125.5, 121.2,
112.5 ppm.

1.2 SERIE 2 - DERIVADOS QUINOXALINICOS

As moléculas foram obtidas conforme representado no esquema geral de sintese
(Figura 8). A sintese pode ser dividida em dois métodos gerais: 1) sintese do derivado
benzofuroxano acetal e; 2) sintese dos derivados quinoxalinicos utilizando diferentes
benzoilacetonitrilas através da reacdo de Beirute; e 3) acoplamento com isoniazida através de
uma reacdo de condensacdo, levando a formacdo das moléculas hibridas finais. Nos subitens
seguintes sdo apresentados 0s procedimentos sintéticos de cada uma das etapas envolvidas na

sintese das moléculas da série 2.
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Figura 8 - Procedimento geral para obtengéo das moléculas hibridas finais da série 2.

1) Sintese do derivado benzofuroxanico

CHO CHO o o
N’,, 3) Sintese dos compostos hibridos finais
i) ii) H =N
o}
NO, = NO, =N o H
o] N3 “NH,
i) \ S
2) Sintese dos derivados quinoxalinicos

Q* @«@ I}Q*Ui@

R = H; Cl; CHj;

CN
1@ - EI I@

i) NaN3, DMSO, 75 °C, 1h; ii) tolueno, refluxo, 2h; iii) tolueno, p-toluenosulfonato de piridina (PPTS),
etilenoglicol, MW 40 min, 200W, 100 °C; iv) diclorometano, K,CO3, t.a. 72h; v) acetona, HCI, 48h, t.a.; vi) etanol,
H*, ta., 12h.

Fonte: elaborado pelo autor.

1.2.1 Sintese do derivado benzofuroxanico

Figura 9 - Etapa sintética para preparacao do benzofuroxano intermediario (81).

CHO
0] p <\o o
/
i) ii) H /N\:) iiij1ou2 o /Njo
E— — _—
NO, NO, <\ <\
N3

(78) (79) (80) (81)

CHO

Cl

i) NaN3, DMSO, 75 °C, 1h; ii) tolueno, refluxo, 2h; iii-1) tolueno, p-toluenosulfonato de piridina
(PPTS), etilenoglicol , MW 40 min, 200W, 100 °C; iii-2) tolueno, acido p-toluenossulfénico,
etilenoglicol, 12 h, refluxo.

Fonte: elaborado pelo autor.
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Procedimento

ii)

Em um baldo reacional de 150 mL, foi adicionado 5 g (54 mmols) de 4-cloro-3-
nitrobenzaldeido (78) e 30 mL de DMSO. Em seguida, foi adicionado 1,75 g (54
mmols) de azida de sodio em pequenas porcBes para que a temperatura nao
ultrapassasse 80 °C. Ao término da adicdo, a mistura foi aquecida a 75 °C e foi
mantida sob agitacdo por 1 hora. Decorrido este tempo, a mistura reacional foi
resfriada adicionando gelo. Em seguida, o produto foi extraido da fase aquosa com
éter etilico (6 x 70 mL). Adicionou-se sulfato de sddio anidro a fase orgénica, para
eliminacdo de resquicios de agua, que foi filtrada e evaporada sob pressao reduzida. O

produto 4-azido-3- nitrobenzaldeido (79) foi obtido como um sélido ou éleo amarelo.

Em um baldo reacional de 150 mL, foi dissolvida o composto (79) em 50 mL de
tolueno. Em seguida, o meio reacional foi mantido sob agitacdo em refluxo por 90
minutos. Apos o tempo de reacdo, o solvente foi evaporado e em seguida foi
adicionado 40 mL de acetato de etila juntamente com carvéo ativado. A mistura foi
filtrada a fim de remover o carvdo ativado da mistura. O volume do solvente foi
reduzido a aproximadamente 10 mL. Para o isolamento, foi adicionado 50 mL de éter
de petroleo a fim de favorecer a precipitacdo do produto e a solucdo foi deixada no
refrigerador por 24 h a fim de completar a precipitacdo. A purificacdo do sélido
precipitado foi realizada por cromatografia em coluna (coluna 5 cm de didmetro),
utilizando como fase estacionaria silica gel [6 cm de altura (tamanho do poro 60 A;
tamanho de particula 40-60 um)] e fase movel diclorometano:éter de petréleo (50:50,
v/v) em modo isocratico e fluxo de aproximadamente 25 mL/min com auxilio de uma
bomba de pressdo. O produto, 6-formilbenzo[c][1,2,5]oxadiazole 1-oxide (80) foi

filtrado apresentando-se como um sélido amarelo.

1) Em um tubo reacional de micro-ondas de 35 mL, foi adicionado 0,8 g (4,8 mmols)
do composto (80), 2 mL (35 mmol) de etilenoglicol, 1,3 g (5,1 mmol) de p-
toluenosulfonato de piridina e 15 mL de tolueno. A reacdo foi mantida sob agitacao
magnética protegida da luz por 15 minutos. Decorrido o tempo, o tubo foi transferido
para um reator de micro-ondas que foi ajustado para a seguinte condi¢do: 200 W de
irradiacdo por micro-ondas por 40 minutos, temperatura 100 °C e pressdo maxima de

60 psi. Apo6s o tempo de reacdo, o solvente foi evaporado sob presséo reduzida e o
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Oleo obtido foi dissolvido em 100 mL de diclorometano. Posteriormente, a fase
organica foi lavada com uma solucdo saturada de bicarbonato de soédio (1 x 50 mL),
agua (1 x 50 mL) e solucdo saturada de cloreto de sddio (1 x 50 mL). Adicionou-se
sulfato de sodio anidro a fase organica, para eliminacdo de resquicios de dgua. Em
uma segunda etapa, a fase orgénica foi filtrada e evaporada sob pressédo reduzida,
fornecendo um 6leo marrom. A purificacdo foi realizada por cromatografia em coluna
(coluna 5 cm de diametro), utilizando como fase estacionaria silica gel [6 cm de altura
(tamanho do poro 60 A; tamanho de particula 40-60 um)] e fase movel hexano:acetato
de etila (70:30, v/v) em modo isocrético e fluxo de aproximadamente 25 mL/min com
auxilio de uma bomba de pressdo. O produto obtido, 6-(1,3-dioxolan-2-

yl)benzo[c][1,2,5]oxadiazole 1-oxide (81), apresentou-se como um sélido amarelo.

2) Em um baldo reacional de 50 mL, foi adicionado 0,8 g (4,8 mmols) do composto
(80), 2 mL (35 mmol) de etilenoglicol, 0,14 g (2%) de acido p- toluenossulfénico e 15
mL de tolueno. A reacdo foi mantida sob agitacdo magnética, protegida da luz e
refluxo por 12 horas. Ap6s o tempo de reacdo, o solvente foi evaporado sob pressdo
reduzida e o dleo obtido foi dissolvido em 50 mL de diclorometano. Posteriormente, a
fase organica foi lavada com uma solugdo saturada de bicarbonato de sédio (3 x 50
mL), &gua (1 x 50 mL) e soluc¢do saturada de cloreto de sodio (1 x 50 mL). Adicionou-
se sulfato de sddio anidro a fase orgéanica, para eliminacao de resquicios de agua. Em
seguida, a fase organica foi filtrada e deixada para evaporar o solvente a temperatura
ambiente. Apds a completa evaporacdo, 0 composto precipitou-se como um solido
amarelo. O s6lido obtido foi purificado por cromatografia em coluna (coluna 5 cm de
diametro), utilizando como fase estacionéria silica gel [6 cm de altura (tamanho do
poro 60 A; tamanho de particula 40-60 pm)] e fase mdvel hexano:acetato de etila
(70:30, v/v) em modo isocratico e fluxo de aproximadamente 25 mL/min com auxilio
de uma bomba de pressio. O produto obtido, 6-(1,3-dioxolan-2-

yl)benzo[c][1,2,5]oxadiazole 1-oxide (81), apresentou-se como um sélido amarelo.
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Caracterizacdo estrutural

Z\O,Z;ol

RMN !H (300 MHz; DMSO-d6): &: 10.0 (1H; s), 7.82 (3H; m) ppm.

RMN %3C (75 MHz; DMSO-d6): 5: 188.7, 136.4, 128.6, 125.5, 121.0, 119.4, 114.5 ppm.

RMN H (300 MHz; DMSO-d6): 8: 7,47 (3H; m), 5.80 (1H; s), 4.09 (2H; m) ppm.

RMN 3C (75 MHz; DMSO-d6): 5: 102.4, 66.9 ppm.

Guilherme Felipe dos Santos Fernandes



Metodologia Sintética 33

1.2.2  Sintese das quinoxalinas 1,4-di-N-6xido

Figura 10 - Etapas sintéticas para preparacao das moléculas finais da série 2.

(81) R=H (82); ClI (83); CH3 (84);

OCHj (85); F (86); OCF (87) R=H (88); CI (89); CH3 (90);

OCH3 (91); F (92); OCF5 (93)

\ ii)
N H ¢
AN N\N/ N{_CN
N
o
R

@) (I)
47". H)UN: CN
iii) _
’}l+ji©\
o
R=H (XII) CI (X1 R

CH; (XIV)  OCHj; (XV) R=H (94); CI (95); CH; (96);

F (XVI) OCF; (XVII) OCHj5 (97); F (98); OCF; (99)

i-1) diclorometano, K,CO3, t.a. 72h; i-2) tolueno, trietilamina, MW 30 min, 80W, 60 °C; ii)
acetona, HCI, 48h, t.a.; iii) isoniazida, etanol, acido acético, t.a., 12h.

Fonte: elaborado pelo autor.

Procedimento

1) Em um baldo reacional de 50 mL, 0,5 g do composto (81) (2,4 mmols) foi
adicionado em 10 mL de diclorometano anidro e o baldo foi colocado em banho de
gelo. Em seguida, foi adicionado 1,0 g (6,9 mmols) da nitrila apropriada (82-87) em
porgdes pequenas e 0,83 g de KoCO3z (6 mmols) foi utilizado como base. A reacdo foi
mantida sob agitacdo protegida da luz por 96 horas. Apds esse tempo, o solvente foi
evaporado sob pressdo reduzida e o solido obtido foi dissolvido em 40 mL de
diclorometano que em seguida foi lavado com agua destilada (1 x 40 mL). Adicionou-
se sulfato de sdédio anidro a fase orgéanica, para eliminacdo de resquicios de agua.

Posteriormente a fase organica foi filtrada e evaporada sob pressédo reduzida, obtendo
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um solido amarelado. Quando necessario, a purificacdo foi realizada por cromatografia
em coluna (coluna 5 cm de didmetro), utilizando como fase estacionéria silica gel [6
cm de altura (tamanho do poro 60 A; tamanho de particula 40-60 pum)] e fase movel
hexano:acetato de etila (50:50, v/v) em modo isocratico e fluxo de aproximadamente
25 mL/min com auxilio de uma bomba de pressdo, obtendo o derivado quinoxalinico
apropriado (88-93).

2) Em um tubo reacional de micro-ondas de 35 mL, 0,6 g (2,9 mmols) do composto
(81) (2,9 mmols) foi adicionado em 6 mL de tolueno e o tubo foi colocado em banho
de gelo. Em seguida, foi adicionado 0,42 g (2,9 mmols) de benzoilacetonitrila (82) em
porcdes pequenas e 0,6 mL (4,3 mmols) de trietilamina foi adicionada gota-a-gota. A
reacdo foi mantida sob agitacdo magnética protegida da luz por 15 minutos. Decorrido
0 tempo, o tubo foi transferido para um reator de micro-ondas que foi ajustado para o
seguinte método: 80 W de irradiacdo por micro-ondas por 40 minutos, temperatura 60
°C e pressdo maxima de 30 psi. Apds o tempo de reacéo, o solvente foi evaporado sob
pressdo reduzida e o 6leo obtido foi dissolvido em 50 mL de diclorometano que em
seguida foi lavado com agua (1 x 50 mL). Adicionou-se sulfato de sédio anidro a fase
organica, para eliminacdo de resquicios de agua, que foi filtrada e evaporada sob
pressdo reduzida, obtendo um so6lido amarelo impuro. A purificacdo foi realizada por
cromatografia em coluna (coluna 5 cm de diametro), utilizando como fase estacionaria
silica gel [6 cm de altura (tamanho do poro 60 A; tamanho de particula 40-60 pm)] e
fase movel hexano:acetato de etila (50:50, v/v) em modo isocratico e fluxo de
aproximadamente 25 mL/min com auxilio de uma bomba de pressdo, obtendo o

composto (88).

Em um bal&o reacional de 50 mL, 0,2 g (2,4 mmols) do composto (88) foi adicionado
em 15 mL de acetona. Em seguida, 0,3 mL de acido cloridrico foi adicionado gota-a-
gota. A reacdo foi mantida sob agitagdo protegida da luz por 48 horas. Apds decorrido
o0 tempo, o solvente foi evaporado sob pressdo reduzida e o sélido obtido foi
dissolvido em 30 mL de diclorometano que em seguida foi lavado com uma solugéo
saturada de bicarbonato de sodio (1 x 20 mL), &gua (1 x 40 mL) e solucéo saturada de
cloreto de sddio (1 x 20 mL). Adicionou-se sulfato de sodio anidro a fase organica,

para eliminacdo de resquicios de agua, que foi filtrada e evaporada sob pressao
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i)

reduzida, obtendo um sélido laranja impuro. O produto (94) foi utilizado na etapa

seguinte sem purificagéo adicional.

Em seguida, 0,15 g (520 mmols) do composto (94) foi dissolvido em 15 mL de etanol.
Posteriormente, foi adicionado &cido acético para ajustar o pH entre 4 - 5
(aproximadamente 4 gotas) e a solugdo foi mantida sob agitacdo por 20 minutos.
Decorrido o tempo, foi adicionado 77 mg (0,56 mmols) de isoniazida. A reacdo foi
mantida sob agitacdo protegida da luz por 12 horas. Apdés finalizada, o produto estava
precipitado no meio reacional, que foi entdo filtrado e lavado com etanol gelado. O
solido obtido foi purificado por cromatografia em coluna (coluna 5 cm de didmetro),
utilizando como fase estacionaria silica gel [6 cm de altura (tamanho do poro 60 A;
tamanho de particula 40-60 pum)] e fase movel diclorometano:metanol 95:5 (viv) em
modo isocréatico e fluxo de aproximadamente 25 mL/min com auxilio de uma bomba

de pressao, obtendo o composto (XII) como um sédio amarelo.

Caracterizacdo estrutural

Infravermelho (pastilha de KBr; cm™): 3089 (C-H aromaético), 2235 (CN nitrila), 1335 (N-O),
1098 (C-O éter).

RMN !H (300 MHz; DMSO-d6): &: 8.54 (2H; m), 8.12 (1H; dd), 7.74 (2H; s), 7.63 (3H; m),
6.10 (1H; s), 4.10 (2H; m) ppm.

RMN 3C (75 MHz; DMSO-d6): §: 144.1, 143.0, 139.2, 131.0, 130.6, 130.1, 128.9, 128.5,
127.7,126.9, 121.0, 117.1, 101.0, 65.2 ppm.
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Infravermelho (pastilha de KBr; cm™): 3091 (C-H aromatico), 2235 (CN nitrila), 1330 (N-O),
1093 (C-O éter), 976 (aromatico-ClI).

RMN !H (300 MHz; DMSO-d6): §: 8.56 (2H; m), 8.12 (1H; dd), 7.75 (4H; m), 6.11 (1H; s),
4.09 (2H; m) ppm.

RMN 3C (75 MHz; DMSO-d6): §: 144.8, 142.1, 138.8, 137.1, 136.0, 132.1, 130.8, 128.8,
126.5, 121.1, 117.7, 65.3 ppm.

@) Q

CH3

Infravermelho (pastilna de KBr; cm™): 3090 (C-H aromatico), 2233 (CN nitrila), 1397
(aromético-CHz), 1328 (N-0), 1073 (C-O éter).

RMN 'H (300 MHz; DMSO-d6): &: 8.55 (2H; t), 8.11 (1H; d), 7.62 (2H; d), 7.42 (2H; d), 6.10
(1H; s), 4.09 (2H; m), 2.43 (1H; s) ppm.

RMN 3C (75 MHz; DMSO-d6): &: 143.1, 143.0, 141.1, 136.7, 132.2, 130.1, 129.2, 129.1,
124.7,121.0, 117.7, 101.1, 65.3, 21.1 ppm.
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Infravermelho (pastilha de KBr; cm™): 3085 (C-H aromatico), 2236 (CN nitrila), 1335 (N-O),
1095 (C-O éter).

RMN *H (300 MHz; DMSO-d6): 5: 8.55 (2H; m), 8.05 (1H; dd), 7.71 (2H; m), 7.17 (2H; d),
6.09 (1H; s), 4.08 (2H; m) ppm.

RMN BC (75 MHz; DMSO-d6): &: 161.2, 144.6, 142.9, 138.8, 132.4, 132.0, 120.6, 119.3,
118.0, 117.7, 113.9, 101.1, 65.2, 55.4 ppm.

G
+
N+/

Infravermelho (pastilha de KBr; cm™): 3077 (C-H aromatico), 2234 (CN nitrila), 1330 (N-O),
1231 (C-F), 1097 (C-O éter).

RMN !H (300 MHz; DMSO-d6): §: 8.56 (2H; t), 8.15 (1H; d), 7.81 (2H; m), 7.49 (2H; 1),
6.10 (1H; s), 4.09 (2H; m) ppm.

RMN 3C (75 MHz; DMSO-d6): &: 162.2, 143.2, 142.3, 139.1, 136.7, 133.0, 132.9, 132.3,
124.0, 121.0, 117.7, 115.7, 101.0, 65.3 ppm.

Guilherme Felipe dos Santos Fernandes



Metodologia Sintética 38

OCF,4

Infravermelho (pastilha de KBr; cm™): 3077 (C-H aromatico), 2236 (CN nitrila), 1333 (N-O),
1273 (C-F), 1165 (C-O éter).

RMN 'H (300 MHz; DMSO-d6): &: 8.56 (2H; m), 8.14 (1H; d), 7.88 (2H; d), 7.67 (2H; d),
6.11 (1H; s), 4.10 (2H; m) ppm.

RMN ¥C (75 MHz; DMSO-d6): &: 149.9, 143.3, 141.9, 139.1, 136.8, 132.7, 132.4, 131.0,
126.7,121.3, 121.0, 120.9, 117.7, 101.0, 65.3 ppm.

'
N R e >
N N.y 2 NZ_CN
T /\@N;
|
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Infravermelho (pastilha de KBr; cm™): 3284 (N-H), 3084 (C-H aromatico), 1702 (C=0
amida), 1675 (C=N imina), 1608 (N-N), 1347 (N-O), 1314 (C-N aromatico).

RMN H (300 MHz; DMSO-d6): §: 12.52 (1H; s), 8.81 (3H; m), 8.73 (1H; s), 8.60 (1H; 1),
8.48 (1H; m), 7.86 (2H; m), 7.75 (1H; m), 7.64 (2H; m) ppm.

RMN ¥C (75 MHz; DMSO-d6): &: 162.1, 150.4, 146.0, 145.9, 139.4, 137.3, 131.1, 130.9,
130.1, 129.9, 128.6, 127.6, 125.0, 121.6, 120.9, 119.1 ppm.
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2 ENSAIOS BIOLOGICOS

Os ensaios de avaliacdo da atividade antimicobacteriana e determinacdo da
citotoxicidade em linhagens celulares MRC-5 e J774A.1 foram realizados em colaboracéo
pelo grupo do Professor Doutor Fernando Rogerio Pavan, no Laboratério de Micobactérias

“Prof. Dr. Hugo David” da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Araraquara — UNESP.

2.1  AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIMICOBACTERIANA

A CIM foi determinada empregando a metodologia padronizada por Palomino e
colaboradores (2002) (PALOMINO et al., 2002). Foi utilizada a cepa MTB H37Rv — ATCC
27294 e isolados clinicos multirresistentes aos farmacos isoniazida, rifampicina, etambutol e
pirazinamida (MIYATA et al., 2011). Os criotubos contendo a suspensao bacilar em agua
destilada estéril foram mantidos em freezer -80°C até o momento de uso. O procedimento

detalhado é apresentado a seguir.

Em uma microplaca estéril de 96 pocos (Figura 5) foram depositados 0s seguintes
volumes de meio Middlebrook 7H9 enriquecido com OADC: 150 uL nos controles algumas
moléculas analisadas (coluna 1); 200 pL na coluna de hidratagdo (coluna 12); 100 pL nos
controles positivos (pogos A, B, C e D da coluna 11); 200 pL nos controles negativos (pogos
E, F, G e Hdacoluna 11) e 100 pL demais orificios da placa (colunas 2 a 10). Em seguida foi
realizada diluicdo seriada de maneira a se obter concentragcfes variaveis de isoniazida (de 0,01
a 1,00 pg/mL) e das moléculas (de 0,09 a 25,00 pg/mL) — na propria placa. Na coluna 1
foram depositados 50 pL das moléculas para controle de esterilidade. A cepa de M.
tuberculosis H37Rv — ATCC 27294 congelada foi diluida até atingir a concentracdo de 105
UFC/mL. A seguir, 100 pL da suspensdo foi inoculada em cada um dos orificios contendo as
solugdes de isoniazida, das moléculas e no controle positivo. A microplaca foi selada com

parafilm® e papel aluminio sendo incubada & 37 °C.

Apos sete dias de incubacédo foi adicionado o volume de 30 pL da resazurina diluida
em agua esteril (0,01%) por toda placa, sendo esta reincubada a 37 °C por 24 horas. Essa
solugdo reveladora apresenta um potencial redox (Oxido-redugcdo), com mudanca

colorimétrica e propriedade fluorescente em resposta ao metabolismo celular.
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Figura 11 - Representacdo esquematica do preparo da microplaca usando a técnica Resazurin
Microtiter Assay (REMA).
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Fonte: retirado de SOUZA, 2013.

Ap0s este periodo, foi realizada a leitura visual e a interpretacdo da fluorescéncia no
SpectraFluor Plus (TECAN®) onde utilizou-se filtros de excitagdo e emissdo nos

comprimentos de ondas de 530 e 590 nm respectivamente.

O revelador age como indicador da multiplicacdo celular e/ou viabilidade; que para a
resazurina a cor azul representa a auséncia de multiplicacdo/viabilidade celular e a rosa
multiplicacdo ou presenca de viabilidade (PALOMINO et al., 2002).

A CIM, ¢ entdo definida como a menor concentracdo da molécula capaz de inibir a
multiplicacdo de 90% da cepa de M. tuberculosis, ou seja, a menor concentracdo da molécula
capaz de impedir a mudanca da cor azul para rosa. Cada composto foi analisado em triplicata

em dias alternados.

2.2  DETERMINACAO DA CITOTOXICIDADE E INDICE DE SELETIVIDADE

A determinagdo da citotoxicidade das moléculas foi realizada conforme descrito por
Pavan e colaboradores (2010) (PAVAN et al., 2010).
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Foram utilizadas as linhagens celulares MRC-5 (células fibroblastos de pulméo
humano) (ATCC CCL-171) e macrdfagos (murino) J774A.1 (ATCC TIB-67) - mantidas
congeladas a -80 °C até o momento do uso. As células foram congeladas com o respectivo

meio de cultura com 5% de DMSO.

Apos a confluéncia celular as células J774A.1 foram retiradas por raspagem utilizando
scrapper e as células MRC-5 utilizando solugdo de tripsins/EDTA (Vitrocell®). Ambas
células foram contadas em camara de Neubauer a fim de ajustar a concentracdo. Para cada
ensaio de ICsp, 1 x 10° cels/mL (J774A.1) e 1 x 10° cels/mL (MRC-5), foram semeadas em
microplaca de 96 pocos (Figura 6) (volume final de 200 pL) e incubadas por 24 h a 37°C com

5% CO- para permitir a adesdo celular antes da anélise das moléculas.

Figura 12 - Representacdo esquematica do preparo da microplaca para a determinacéo da
citotoxicidade.
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Fonte: retirado de SOUZA, 2013.

Ap0s o periodo de incubacdo, em outra placa de 96 pocos, as solugdes das moléculas
em concentragdes de 1,0 x 10* pg/mL foram preparadas em DMSO a 5% e submetidas a
diluicdo seriada em meio DMEM no intervalo de 2 a 500 pg/mL. Estas solugdes foram
transferidas a placa de células, a fim destas serem expostas as moléculas nas diferentes

concentragdes por 24 h para as células MRC-5 e 72 h para as celulas J774A.1.
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Apos esta segunda incubagdo, foram aplicados 30 pL de resazurina em cada orificio na
concentracdo de 0,01% e incubadas por 6 h; para apds este periodo ser realizada a leitura

final.

A leitura final foi baseada na interpretagdo da fluorescéncia no leitor de microplacas
SpectraFluor Plus (TECAN®), utilizando-se filtros de excitagdo e emissdo nos comprimentos
de ondas de 530 e 590 nm respectivamente. O valor de ICso é definido como a maior
concentracdo da molécula em que 50% das células permanecem viaveis. O DMSO foi usando

como controle em cada ensaio. Cada composto foi analisado em triplicata em dias alternados.

O calculo do indice de seletividade (ORME, 2001) foi dado pela razdo entre 0 ICso € a
CIM (IS = ICs0/CIM). As moléculas sdo consideradas promissoras para 0s ensaios seguintes
quando apresentam IS igual ou superior a 3. Ou seja, a concentracdo na qual a molécula é
citotoxica dista em pelo menos 3 vezes da qual ela é ativa contra o bacilo da tuberculose.

2.3  DETECCAO QUANTITATIVA DE NITRITO

A determinacdo da extensdo da liberacdo de oxido nitrico pelos derivados furoxanicos
foi realizada através da deteccdo indireta de nitrito. O método utilizado foi adaptado do

procedimento descrito por Sorba e colaboradores (SORBA et al., 1997).

Foi adicionado 98 pL de uma solug¢do tampao fosfato (pH 7,4) contendo 5 mM de
cisteina em uma microplaca de 96 pocos em triplicata. Ap6s a adi¢do do tampéo fosfato, foi
adicionado 2 pL da solu¢do do respectivo composto (moléculas finais, intermediarios,
controle positivo) solubilizado em DMSO (1,5 x 10 mols do composto em 3 mL de DMSO).
A concentragdo final do composto em cada poco da microplaca foi de 1 x 10* M. A
microplaca foi incubada durante 1 hora a uma temperatura de 37 °C. Posteriormente, foi
adicionado 100 pL do reagente de Griess. Apds 10 minutos a temperatura ambiente para que
ocorresse a reacdo, foi realizada a leitura da absorbancia em 540 nm utilizando um
espectrofotdmetro leitor de microplacas (BioTek®). Os experimentos foram realizados em
triplicata e repetidos 3 vezes em dias distintos. Os resultados foram expressos como

porcentagem nitrito (% NO2") mol/mol + erro padréo da média.
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Preparacdo do tampédo fosfato 50 mM (pH 7.4) contendo 5 mM de cisteina

Adicionou-se 0,68 g de fosfato de potassio monobasico e 600 mg (5 mM) de cisteina
em 80 mL de &gua destilada. Em seguida, o pH da solucéo foi ajustado para 7,4 utilizando
hidréxido de sédio 10% ou é&cido cloridrico 10%. O volume foi completado, em baldo

volumeétrico, para 100 mL com agua destilada e o bal&o foi protegido da luz.

Preparacdo do reagente de Griess

Adicionou-se em um baldo volumétrico de 100 mL na seguinte ordem: 4 g de
sulfonamida, 0,2 g de dicloridrato de N-naftiletilenodiamina, 20 mL de agua destilada e 10
mL de acido fosfdrico 85%. O volume final do baldo foi completado para 100 mL com &gua

destilada.

Preparacdo da curva analitica

Foram preparadas solu¢des-padrdo de nitrito de sédio nas concentracdes de 0,5 - 100
nmol/mL para construcdo da curva analitica. Em seguida, foi adicionado o reagente de Griess
e a mistura foi mantida em repouso a temperatura ambiente por 10 minutos. Os valores de

absorbancia foram medidos em espectrofotdmetro no comprimento de onda de 540 nm.

2.4 COEFICIENTE DE PARTICAO (LogPow)

O meétodo utilizado para determinacdo do coeficiente de particdo foi o estabelecido
pelo OECD Guidelines for the Testing of Chemicals, Test No. 117: Partition Coefficient (n-
octanol/water), HPLC Method (OECD, 2004).

Para determinacgéo do coeficiente de parti¢do foi utilizado um cromatdgrafo liquido de
alta eficiéncia da Shimadzu® com médulo de controle modelo CBM-20-A equipado com um
detector UV-VIS modelo SPD-20A, sistema de bombeamento de fase mdvel quaternario
modelo LC-20AD, degaseificador modelo DGU-20As e uma coluna Agilent® Eclipse XDB
C-18 (250mm x 4,6mm; Sum). Foi utilizado um modo isocratico de fase movel [metanol:agua
(75:25)] em um fluxo de 1,0 mL/min. O volume de injec¢ao foi de 20 uL. e 0 comprimento de

onda utilizado foi de 210 nm.
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As substancias acetanilida (LogP 1.0), benzonitrila (LogP 1.6), nitrobenzeno (LogP
1.9), tolueno (LogP 2.7), naftaleno (LogP 3.6), bifenilo (LogP 4.0) e fenantreno (LogP 4.5)
foram utilizadas como padréo para a constru¢do da curva log K x log P, sendo K o fator de
retencdo dado pela expressdo: (Tr-T0)/TO, onde, Tr representa o tempo de retencdo da
substancia analisada, e TO é o tempo morto, ou seja, o tempo médio que a fase movel leva
para percorrer a coluna cromatogréfica. A andlise foi realizada em triplicata.

25  ESTABILIDADE QUIMICA

O ensaio para avaliacdo da estabilidade quimica do composto IX foi realizado em

colaboracdo com a empresa CEMSA - Centro de Espectrometria de Massas Aplicada Ltda.

Para determinacédo do coeficiente de particdo foi utilizado um cromatografo liquido de
alta eficiéncia da Agilent Technologies® modelo 1100 equipado com um espectrometro de
massas da AB Sciex® modelo API 2000 com fonte de ionizagdo por electrospray no modo
positivo, sistema de bombeamento de fase mével binério, degaseificador, injetor automatico e
uma coluna Phenomenex® Luna Cis (2)-HTS (50mm x 2.0mm; 2,5um). Foi utilizado um
modo isocréatico de fase mdvel [acido formico 0,1% em agua tipo I: acido formico 0,1% em
acetonitrila (50:50)] em um fluxo de 0,25 mL/min. O volume de injegdo foi de 5 uL. As
condicGes de ionizacdo foram: voltagem do ion spray 5200 V; temperatura da fonte 350 °C;

gas nebulizador 65 a.u; gas de aquecimento 50 a.u.

Preparacdo da solucdo padrdo estoque do composto I1X na concentracdo de 10 mM

Pesou-se 4,59 mg do composto 1X em tubo plastico &mbar de 2,0 mL e em seguida
adicionou-se 0,987 mL de DMSO. Agitou-se em vortex por 30 segundos e armazenou-se em

dessecador a temperatura ambiente e protegido da luz.

Preparacdo da solucdo intermedidria do composto IX na concentracdo de 1000 yM

Pipetou-se 100 uL da solucdo padréo estoque em um tubo plastico ambar de 2,0 mL e

em seguida adicionou-se 900 pL de acetonitrila.
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Preparacdo da solucdo de incubacdo do composto IX na concentracdo de 10 uM

Em um baldo volumétrico de 10 mL, pipetou-se 0,1 mL da solucdo intermediaria e
completou-o até o menisco com o meio do ensaio de estabilidade quimica (solucdes de PBS
em diferentes pHs). Foram utilizados quatro solucgdes diferentes de tampdo PBS (tampédo
fosfato-salino) em pHs 1,0; 5,0; 7,4 e 9,0. As solugbes foram aliquotadas (500 puL) em tubos

polipropileno &mbar de 2 mL para cada tempo de coleta em replicatas.

Incubacdo das solucdes

As solucdes de PBS em diferentes pHs contendo o composto IX (10 pM) foram
mantidas a 37 °C, sob agitacdo de 400 rpm (rotagdes por minuto) e protegidas da luz durante

todo o experimento.
Tempos de coleta para cada meio:
pH1,0:0,1,4e6h.
pH5,0:0,1,4,6¢e24h.
pH7,4:0,1,4,6e24h.

pH9,0:0,1,4,6¢e24h.

Ao final de cada tempo de coleta, foi adicionado 500 uL de acetonitrila em cada tubo
(resultando numa solugdo 5 UM de IX) e, entdo, analisada imediatamente no sistema de
cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplado a um espectrdmetro de massas (CLAE-
EM/EM). Todos os tempos de coleta para os diferentes meios foram desenvolvidos e

analisados em replicatas.

A érea do pico da amostra do tempo 0 (zero) para cada meio foi utilizada como 100%

para os calculos da porcentagem remanescente do composto nas demais coletas.
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3 ESPECTROS

Os espectros obtidos da caracterizacdo estrutural por infravermelho e ressonancia
magnética nuclear de *H e *C dos derivados furoxanicos e quinoxalinicos intermediarios e

finais estdo dispostos nesta secao.

Os espectros estdo dispostos em duas secBes: a) moléculas da série 1 e; b) moléculas
da série 2. Estas se¢des por sua vez, estdo subdivididas em: a) moléculas intermediéarias e; b)

moléculas finais.
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Série 1 - Moléculas intermediarias

Espectro 1 - Espectro de RMN de *H da molécula 60 (300 MHz, DMSO-d6).
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Espectro 2 - Espectro de RMN de *C da molécula 60 (75 MHz, DMSO-d6).
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Espectro 3 - Espectro de RMN de *H da molécula 61 (300MHz, DMSO-d6).
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Espectro 4 - Espectro de RMN de *C da molécula 61 (75MHz, DMSO-d6).
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Espectro 5 - Espectro de RMN de *H da molécula 62 (300MHz, DMSO-d6).
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Espectro 6 - Espectro de RMN de *C da molécula 62 (75MHz, DMSO-d6).
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Espectro 7 - Espectro de RMN de *H da molécula 63 (300MHz, DMSO-d6).
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Espectro 8 - Espectro de RMN de *C da molécula 63 (75MHz, DMSO-d6).
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Espectro 9 - Espectro de RMN de *H da molécula 65 (300 MHz, DMSO-d6).
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Espectro 10 - Espectro de RMN de *C da molécula 65 (75 MHz, DMSO-d6).
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Espectro 11 - Espectro de RMN de 'H da molécula 66 (300MHz, DMSO-d6).
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Espectro 12 - Espectro de RMN de *C da molécula 66 (75MHz, DMSO-d6).
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Espectro 13 - Espectro de RMN de 'H da molécula 67 (300MHz, DMSO-d6).
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Espectro 14 - Espectro de RMN de 3C da molécula 67 (75MHz, DMSO-d6).
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Espectro 15 - Espectro de RMN de 'H da molécula 68 (300MHz, DMSO-d6).
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Espectro 16 - Espectro de RMN de **C da molécula 68 (75MHz, DMSO-d6).
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Espectro 17 - Espectro de RMN de *H da molécula 110 (300 MHz, DMSO-d6).
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Espectro 18 - Espectro de RMN de *H da molécula 111 (300 MHz, DMSO-d6).
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Espectro 19 - Espectro de RMN de *H da molécula 70 (300MHz, DMSO-d6).
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Espectro 20 - Espectro de RMN da molécula 70 (Hetcor; 75 MHz; DMSO-d6).
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Espectro 21 - Espectro de RMN de *H da molécula 71 (300MHz, DMSO-d6).
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Espectro 22 - Espectro de RMN de 3C da molécula 71 (75MHz, DMSO-d6).
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Espectro 23 - Espectro de RMN de *H da molécula 72 (300MHz, cloroférmio-d).
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Espectro 24 - Espectro de RMN de *C da molécula 72 (75MHz, cloroférmio-d).

250

200

190.59

150
100
50

ro

T T T T T T T i
191.0 190.0
f1 (ppm)

:——-—190.59

158.03

-——153.38

158

r— 158.03
——— 153.38

22— 21

TN/

18— 19

T

156
f1 (ppm)

T T T T T

154

24\
25— H

25

138.39
137.98
- 136.08
__131.05
— 130.00
\ 128.80

/

=
=

=

128.46

70
;60
50
40
;30

20

_-~138.39
~™-137.98

-——136.08

-—131.05

130.00

128.80

2200
300 2100
2000
200 1900
1800
L 100 1700
1600

1500

1400

T

140

125.88
119.96

T

138

T

136

T

132

77.16 Chloroform-d

T

130

128
f1 (ppm)

T

122

1300

120 118

1200
1100
1000
900
800
700
600
500
400
300
200
100

r-100
r-200

—-300

L R —
190 180 170

160

150

LI —
140 130

120

T T T

110 1

T

00

T

90

f1 (ppm)

Fonte: dados da pesquisa.

Guilherme Felipe dos Santos Fernandes



Espectros

71

Espectro 25 - Espectro de RMN de *H da molécula 73 (600MHz, DMSO-d6).
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Espectro 26 - Espectro de RMN de *3C da molécula 73 (75MHz, DMSO-d6).
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Espectro 27 - Espectro de RMN de *H da molécula 75 (400MHz, acetona-d6).
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Fonte: Retirado de Santos, 2009.
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Espectro 28 - Espectro de RMN de 3C da molécula 75 (75MHz, acetona-d6).
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Espectro 29 - Espectro de RMN de *H da molécula 112 (300MHz; cloroférmio-d).
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Espectro 30 - Espectro de RMN de *C da molécula 112 (75MHz; cloroférmio-d).
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Espectro 31 - Espectro de RMN de *H da molécula 77 (300MHz, cloroférmio-d).
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Espectro 32 - Espectro de RMN de *C da molécula 77 (75MHz, cloroférmio-d).
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Série 1 - Moléculas hibridas finais

Espectro 33 - Espectro de RMN de *H da molécula | (300MHz, DMSO-d6).
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Espectro 34 - Espectro de RMN de *C da molécula | (75MHz, DMSO-d6).
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Espectro 36 - Espectro de RMN de *H da molécula Il (300MHz, DMSO-d6).

I 500 Z 200 / o 140
I S I b5 L - 1500
3 @ o 120
o~ 400 ~ r I
! 150 °|° - 100 1400
| r L
300 80 1300
100 r I
60
200 I 1200
40 [
100 50 b 1100
Lo I
r 1000
L Fo Fo |
£ 0 3 g »
- » I b 2 900
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T L
225 220 215 2.10 8.9 8.8 8.7 8.6 8.5 8.4
f1 (ppm) f1 (ppm) 800
700
CHs © 600
/6 ° L
Ox NH 15 14 ) S L
~ N~ N~ = 500
10N 15717 & 4 g 8\3/§ o S ¢
= + [
I R A it -
20 12, 10 N— =
Z7N ~ >
/// 27 o 1 a9 £ '
| [ £ 300
) [a) L
02 2 e 5
e @ i <N 23 N 200
| | RYdisn o | [
. PN ‘ 100
N \ \ »
I Fo
. .

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5 0.0
f1 (ppm)

Fonte: dados da pesquisa.

Guilherme Felipe dos Santos Fernandes



Espectros

83

Espectro 37 - Espectro de RMN de *C da molécula Il (75MHz, DMSO-d6).
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Espectro 38 - Espectro no infravermelho da molécula Il (pastilha de KBr).
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Espectro 39 - Espectro de RMN de *H da molécula 111 (300MHz, DMSO-d6).
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Espectro 40 - Espectro de RMN de 3C da molécula 111 (75MHz, DMSO-d6).
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Espectro 41 - Espectro no infravermelho da molécula Il (pastilha de KBr).
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Espectro 42 - Espectro de RMN de *H da molécula IV (300MHz, DMSO-d6).
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Espectro 43 - Espectro de RMN de *C da molécula IV (75MHz, DMSO-d6).
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Espectro 44 - Espectro no infravermelho da molécula IV (pastilha de KBr).

_
_
“ E.mmm_" "
——— lg6'9561, |
I
I

L1Z'pi9l

U S
1250 1000 750

e - ABE0E- - -
~-09'Gt0E,
Ze°201€ !

\gr'vgle

T T T T

=
2500

T ]
3000

=
3500
Fx Fenilado INH Orto

-0—

1750 1500

2000

1/cm

Fonte: dados da pesquisa.

Guilherme Felipe dos Santos Fernandes




Espectros

91

8.78

8.51

Espectro 45 - Espectro de RMN de *H da molécula V (300MHz, DMSO-d6).
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Espectro 46 - Espectro de RMN de *C da molécula V (75MHz, DMSO-d6).
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Espectro 48 - Espectro de RMN de *H da molécula VI (300MHz, DMSO-d6).
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Espectro 49 - Espectro de RMN de *C da molécula VI (75MHz, DMSO-d6).
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Espectro 50 - Espectro no infravermelho da molécula VI (pastilha de KBr).
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Espectro 51 - Espectro de RMN de *H da molécula VI (600MHz, DMSO-d6).
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Espectro 52 - Espectro de RMN de *C da molécula VII (75MHz, DMSO-d6).
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Espectro 53 - Espectro no infravermelho da molécula VI (pastilha de KBr).
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Espectro 54 - Espectro de RMN de *H da molécula VIII (600MHz, DMSO-d6).
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Espectro 55 - Espectro de RMN de *C da molécula VIII (75MHz, DMSO-d6).
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Espectro 56 - Espectro no infravermelho da molécula V111 (pastilha de KBr).
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Espectro 57 - Espectro de RMN de *H da molécula IX (600MHz, DMSO-d6).
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Espectro 58 - Espectro de RMN de *C da molécula IX (75MHz, DMSO-d6).
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Espectro 59 - Espectro no infravermelho da molécula IX (pastilha de KBr).

i - 95990,
T T —— J,0'z801

_— e
_ _00'5941
| —_— 0zl

Jnmm._mm;ﬂl
- Ses0ey
£'eral

—~—0g'0841 [
195061

.\. ANA L]

28'e8 !

|
718652 !
sz 000z !

[ ——=op'er0c T
| | \g1'890¢ |
| —8Y'8€Z8 |
| |
|
|

4000

3000 2500 2000 1750 1500

3500
Fx Sulfonil INH Para

Fonte: dados da pesquisa.

Guilherme Felipe dos Santos Fernandes




Espectros 106

Espectro 60 - Espectro de RMN de *H da molécula X (300MHz, DMSO-d6).
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Espectro 61 - Espectro de RMN de *C da molécula X (75MHz, DMSO-d6).
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Espectros

Espectro 62 - Espectro no infravermelho da molécula X (pastilha de KBr).
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Espectro 63 - Espectro de RMN de *H da molécula XI (300MHz, DMSO-d6).
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Espectro 64 - Espectro de RMN de *C da molécula XI (75MHz, DMSO-d6).
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Espectro 65 - Espectro no infravermelho da molécula XI (pastilha de KBr).
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Série 2 - Moléculas intermediarias

Espectro 66 - Espectro de RMN de *H da molécula 80 (300MHz, cloroformio-d).
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Espectro 67 - Espectro de RMN de *C da molécula 80 (75MHz, cloroférmio-d).
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Espectro 68 - Espectro de RMN de *H da molécula 113 (400MHz, DMSO-d6).
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Espectro 69 - Espectro de RMN de *C da molécula 113 (75MHz, DMSO-d6).
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Espectro 70 - Espectro de RMN de *H da molécula 115 (400MHz, cloroférmio-d).
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Espectro 71 - Espectro de RMN de *C da molécula 115 (75MHz, cloroférmio-d).
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Espectro 72 - Espectro de RMN de *H da molécula 81 (400MHz, cloroformio-d).
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Espectro 73 - Espectro de RMN de *3C da molécula 81 (75MHz, DMSO-d6).
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Espectro 74 - Espectro no infravermelho da molécula 81 (pastilha KBr).

Fonte: dados da pesquisa.
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Espectro 75 - Espectro de RMN de 'H da molécula 88 (400MHz, DMSO-d6).
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Espectro 76 - Espectro de RMN de *3C da molécula 88 (75MHz, DMSO-d6).
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Espectro 77 - Espectro no infravermelho da molécula 88 (pastilha de KBr).

Fonte: dados da pesquisa.
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Espectro 78 - Espectro de RMN de 'H da molécula 89 (400MHz, DMSO-d6).
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Espectro 79 - Espectro de RMN de $3C da molécula 89 (75MHz, DMSO-d6).
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Espectro 80 - Espectro no infravermelho da molécula 89 (pastilha KBr).
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Espectro 81 - Espectro de RMN de *H da molécula 90 (400MHz, DMSO-d6).
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Espectro 82 - Espectro de RMN de *3C da molécula 90 (75MHz, DMSO-d6).
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Espectro 83 - Espectro no infravermelho da molécula 90 (pastilha KBr).
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Espectro 84 - Espectro de RMN de 'H da molécula 91 (400MHz, DMSO-d6).
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Espectro 85 - Espectro de RMN de *3C da molécula 91 (75MHz, DMSO-d6).
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Espectro 86 - Espectro no infravermelho da molécula 91 (pastilha KBr).
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Espectro 87 - Espectro de RMN de 'H da molécula 92 (400MHz, DMSO-d6).
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Espectro 88 - Espectro de RMN de *3C da molécula 92 (75MHz, DMSO-d6).
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Espectro 89 - Espectro no infravermelho da molécula 92 (pastilha KBr).

Fonte: dados da pesquisa.
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Espectro 90 - Espectro de RMN de *H da molécula 93 (400MHz, DMSO-d6).
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Espectro 91 - Espectro de RMN de *3C da molécula 93 (75MHz, DMSO-d6).
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Espectro 92 - Espectro no infravermelho da molécula 93 (pastilha KBr).
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Série 2 - Moléculas hibridas finais

Espectro 93 - Espectro de RMN de *H da molécula XI1 (400MHz, DMSO-d6).
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Espectro 94 - Espectro de RMN de *C da molécula XII (75MHz, DMSO-d6).
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Espectro 95 - Espectro no infravermelho da molécula XII (pastilha KBr).
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