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Resumo XIV

Resumo

Anemia falciforme (A.F.) € uma doenca genética caracterizada pela
mutacao pontual que possui como base a troca de um acido glutdmico por uma
valina na cadeia beta da hemoglobina. Em estados de desoxigenacao ha
interacdo das subnidades hidrofébicas das cadeias beta levando a
polimerizacao da hemoglobina que pode causar a deformacédo da estrutura do
citoesqueleto do eritrocito. Em andlises microscopicas frequentemente se
observa glébulos vermelhos com a forma de foice. Tem sido relatado que
pacientes com A.F. apresentam aumento dos niveis circulantes de citocinas
pro-inflamatérias como o fator de necrose tumoral alfa (TNF-a). A hidroxiuréia
(HU) é o mais utilizado farmaco para tratamento, e seus efeitos benéficos estao
relacionados em parte a capacidade desta se biotransformar in vivo em éxido
nitrico (NO). Entre os efeitos benéficos do NO destacam-se: vasodilatacao,
inibicdo da agregacao plaquetaria, inducdo da expressdao génica de gama
globina — constituinte da hemoglobina fetal.

Nesse contexto, em continuidade com uma linha de pesquisa que visa o
planejamento, sintese e avaliacdo farmacolégica de novos prototipos
candidatos a farmacos para tratamento dos sintomas da anemia falciforme
foram sintetizados uma série de compostos hibridos (I-VIIl) de acordo com o
planejamento estrutural. A estratégia de doacao de éxido nitrico associada a
inibicdo de TNF-o representa uma nova abordagem terapéutica para o
tratamento dos sintomas da anemia falciforme, e mostrou-se promissora de
acordo com os dados previamente obtidos em nosso laboratério.

Foram sintetizados e caracterizados oito compostos finais (I-VIIl) obtidos
através da estratégia de hibridagdo molecular entre a subunidade ftalimidica e
0 nucleo furoxanico. Na avaliagdo da atividade antinociceptiva periférica em
modelo de contorcdo abdominal induzida por acido acético 0,6% foram
avaliados os compostos |, lll, IV, V e VIl. Destes, os compostos Il e IV
apresentaram perfil de atividade analgésica semelhante ao metamizol
(dipirona) usado como padrdo, inibindo em torno de 45% a contorgéo
abdominal. Estes resultados caracterizam o perfil analgésico dos novos
compostos hibridos. Os oito compostos finais apresentaram distintos perfis de
doacéo de 6xido nitrico.
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Abstract XV

Abstract

Sickle cell disease (SCD) is a genetic disease characterized by pontual
mutation that has as basis for exchange of glutamic acid valine in a beta chain
of hemoglobin. In deoxigenation state there are hydrophobic interaction among
the beta chains leading to polymerization of hemoglobin that may carry out to
deformation of cytoskeleton structure of red blood cells. Often in microscopic
analysis has seen red blood cell in the shape of sickle. It has been reported that
patients with SCD has increased levels of circulating pro-inflammatory cytokines
such as tumor necrosis factor TNF-a. The hydroxyurea (HU) is the most widely
used drug for treatment and its benefical effects are related in part to the ability
of this (HU) suffered biotransformation in vivo in nitric oxide (NO). Among the
beneficial effects of NO are: vasodilatation, inhibition of platelet aggregation,
induction of gamma globin gene expression - constituent of fetal hemoglobin.

In this context, in continuity with our research line aimed at planning,
synthesis and evaluation of new drug candidates to treat the symptoms of sickle
cell disease were synthesized, for optimization, a series of hybrid compounds (l-
VIII) according to the structural planning. The strategy of nitric oxide donation
and TNF-a inhibition represent a new therapeutical approach to treat the
symptoms of sickle cell disease, and was promising according to the data
previously obtained in our laboratory.

Eight compounds (I-VIII) was designed through the strategy of molecular
hybridization between the phthalimide subunit and furoxanic ring. It was
synthesized and characterized. The peripheric antinociceptive activity was
evaluated using acetic acid-induced abdominal writhing model for the
compounds |, lll, IV, V and VII. Of these, the compounds Ill and IV showed
analgesic activity profile similar to metamizol (dipyrone) used as standard, with
inhibiting around 45% to abdominal writhing. These results characterized the
analgesic profile of the new hybrid compounds. The final compounds showed
different profile of nitric oxide donation.
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Introducao 1

1 — INTRODUCAO

A anemia falciforme (A.F.) foi uma das primeiras doencas genéticas
entendidas molecularmente (PAULING et al, 1949). Tem origem,
predominantemente, africana com diferentes haplotipos que recebem as
denominacdes de acordo com seu local de origem (PAGNIER et al., 1984). A
grande presencga do trago falciforme em regides endémicas para malaria tem
sido relacionada como uma forma de protecao seletiva contra as formas mais
letais de malaria.

Estima-se que anualmente nasgam cerca de 250 mil criangas com
anemia falciforme. Nos Estados Unidos, a anemia falciforme afeta
aproximadamente 1 em cada 350 recém-nascidos afro-americanos por ano, e
aproximadamente 72.000 individuos no total. E considerada a doenca
hematoldgica genética mais prevalente nos Estados Unidos (BONDS, 2005).

No Brasil, cerca de 8% dos afro-descendentes tém o que é chamado de
traco falcémico. A Organizacdo Mundial de Saude estima que anualmente
nascam no Brasil em torno de 2500 criangcas com anemia falciforme (ROCHA,
2004).

A A.F. é uma anemia hemolitica hereditaria crénica, devido a heranca de
cada um dos progenitores do gene para hemoglobina S, e caracterizada por
uma mutacao pontual no gene da B-globina, mais especificamente uma simples
substituicdo de nucleotideos (GTG para GAG) no sexto cédon do gene B-
globina, resultando na substituicio de um acido glutamico por valina na
superficie da cadeia B-globina variante (B°-globina) (SAFO et al., 2004).

Em ambientes com baixa tensdo de oxigénio, a valina “substituida”
pode-se ligar complementariamente a sitios hidrofébicos de outra subunidade 3
do tetramero de hemoglobina, em um processo de polimerizagcdo que pode
levar ao afoigamento das hemacias (BUNN, 1997).

Os polimeros, por vezes, causam danos ao citoesqueleto do eritrocito e
podem provocar a lise da hemacia, liberando hemoglobina. A hemoglobina é
composta de dois pares de cadeias globinicas, polipeptidicas, sendo um par
denominado de cadeias do tipo alfa (alfa-a ou zeta-§) e o outro de cadeias do
tipo nao-alfa (beta-p, delta-6, gama-y ou epsilon-¢). Sua estrutura é
quimicamente unida a um nucleo prostético de ferro, a ferroprotoporfirina IX
(heme), que detém a propriedade de receber, ligar e/ou liberar o oxigénio nos
tecidos. Quando ha rompimento da hemacia, o grupo heme é liberado na
circulacdo, e o atomo de ferro central deste nucleo, é capaz de coordenar
moléculas de 6éxido nitrico produzidas pelo endotélio vascular durante o
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Introducao 2

processo homeostatico, gerando nos pacientes falciformes um “carater
vasocontritor” (NETO & PITOMBEIRA, 20083).

Esse processo é agravado com a vaso-oclusdo, decorrente da
obstrucdo, principalmente da microcirculacdo, causado pelas células
falciformes. Esse quadro, frequentemente, leva ao infarto de diversos tecidos
por uma perfusdo tissular inadequada. Ademais, contribui para crises
dolorosas, disfuncdo dos 6rgaos, e em alguns casos, morte (STEINBERG,
2006).

Diversos outros fatores estdo envolvidos na gravidade da doenca
falciforme como aumento da adesao das hemacias ao endotélio vascular,
modulada por fatores tais quais proteinas plasmaticas, citocinas e plaguetas
(CROIZAT, 1994; DUITS et al., 1996; WUN et al., 1997).

Tem sido relatado que pacientes com anemia falciforme apresentam
significativo aumento dos niveis circulantes de citocinas, incluindo o fator de
necrose tumoral alfa (TNF-o) (MALAVE et al., 1993). O TNF-a exerce efeitos
pré-inflamatérios aumentando as propriedades quimiotaticas. Aumenta a
aderéncia de neutréfilos ao endotélio vascular devido ao aumento das
moléculas de adesado. Estimula a producdo de radical livre, e a sintese de
outros mediadores inflamatérios como IL-1 e PGE,. O TNF-a também induz
mudancas nas propriedades coagulantes e anticoagulantes e aumenta a
sintese hepatica de alguns reagentes de fase aguda (SANTOS, 2007).

Desta forma, o aumento dos niveis sanguineos de TNF-a em pacientes
portadores de anemia falciforme pode agravar as crises vaso-oclusivas, e levar
ao aparecimento de episédios infecciosos e inflamatérios (MALAVE et al.,
1993; FRANCIS & HAYWOOD, 1992; BUCHANAN et al., 2004). Portanto,
compostos que inibam essa citocina poderiam auxiliar no tratamento da
doencga.

A talidomida, farmaco hipnético e sedativo, foi reconhecida como
inibidora da sintese de TNF-a. Diversos anélogos estruturais tém sido
sintetizados e avaliados, buscando otimizar essa atividade (SHIBATA,1995).
Estudos entre a estrutura quimica e a atividade biolégica destacaram a
subunidade ftalimidica como essencial (farmacoférica) para atividade de
inibicdo de TNF-a (LIMA, FRAGA & BARREIRO, 2001). Foi, também, verificado
que a inibicdo desta citocina era responsavel pelos efeitos analgésicos
periféricos observados na talidomida (RIBEIRO, 2000).
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Até o momento, ndo existe um tratamento especifico para anemia
falciforme. Ha no mercado farmacos uteis ao tratamento sintomatico, que
melhoram a qualidade de vida dos portadores desta doenca. Dentre eles
encontramos: 1) desferrioxamina (Desferal®); 2) hidroxiuréia (Hidrea®); 3)
vacinas anti-pneumocécicas; 4) penicilina profilatica; 5) acido folico.

Cabe mencionar que outras substancias tém sido relatadas como
potencialmente Uteis no tratamento da anemia falciforme, dentre as quais
destacam-se a decitabina, acidos graxos de cadeia curta, inibidores do co-
transporte de K*-CI', inibidores dos canais de Gardo (clotrimazol, L-arginina,
dipiridamol) e aldeidos heterociclicos (SANTOS, 2007).

A hidroxiuréia (HU) ¢é um conhecido inibidor da sintese de
ribonucleotideo redutase, que é a enzima que converte ribonucleotideos a
deoxiribonucleotideos, e limita assim a sintese de DNA. Consequentemente a
HU é um agente antineoplasico e citotdxico que interrompe o ciclo celular nas
fases S e G1 (YARBRO, 1992). Ademais, HU melhora aspectos reoldgicos das
células vermelhas, melhorando o fluxo pelos vasos sanguineos, diminui a
concentragdo de HbS e atua como fonte de 6xido nitrico (NO), o qual possui
papel importante na manutencdo do fluxo e da pressao sanguinea normal
(SPACE et al., 2000; STEINBERG, 2006).

Sabe-se que a HU apds metabolizacdo, que ocorre principalmente no
figado, é biotransformada em 6xido nitrico (NO) e este seria o responsavel
pelos efeitos benéficos de HU (KING, 2003).

Além da vasodilatacdo e inibicdo da agregacao plaquetaria, o éxido
nitrico também estimula a produgcdo de hemoglobina fetal (HbF) através da via
de guanilato ciclase soluvel (sGC). A ativacao de sGC aumenta a expressao de
y globina em células eritroleucémicas e eritroblastos humanos primarios. A
inibicdo de sGC previne esse aumento, o que sugere que a via sGC regula a
expressao de y globina, e consequentemente a sintese de HbF.Trabalhos tém
demonstrado esta hipétese, mostrando que a HU, ativa sGC, e também induz a
expressdao de RNAm y globina, aumentando os niveis de (HbF) em células
eritroleucémicas K562 e células progénitoras humanas (CONRAN et al., 2004.)

A HbF é um tetramero contendo duas cadeias globinicas alfa e duas
cadeias gama globinicas ao invés de beta globinicas como em HbA (individuos
normais) e HbS (individuos falciformes). A HbF é predominante na vida fetal,
mas declina rapidamente apds o 6 °més de vida e representa em adultos menos
de 1%, mas essa proporcao pode ser maior em individuos falciformes para
auxiliar no transporte de oxigénio (STEINBERG, 2006).
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Tem sido relatado que doadores de 6xido nitrico podem aumentar a
expressao génica de gama globina, constituinte da hemoglobina fetal, e podem
ser uma alternativa no tratamento dos sintomas da anemia falciforme (COKIC,
2003).

Existem diversas classes de compostos que tém potencial em se
decompor e produzir espécies reativas de nitrogénio. Entre elas, podem-se
citar os nitritos e nitratos organicos, furoxanos, complexos NO-metalicos, N-
nitrosaminas, S-nitrosotidis e N-hidroxiguanidinas (BARRETO, CORREA &
MUSCARA, 2005).

As propriedades doadoras de O6xido nitrico dos derivados do nucleo
furoxanico (1,2,5-oxadiazol-2-6xido) tém sido explorada para obtencado de uma
série de compostos hibridos com diferentes atividades farmacoldgicas
(CERECETTO & PORCAL, 2005; CENA et al., 2004).

Assim, durante o planejamento das novas moléculas deste trabalho
buscou-se uma estratégia sinérgica de acdo atuando em dois niveis: na
modulagéo da sintese de TNF-a e no aumento os niveis de ‘NO. A diminui¢do
dos niveis de TNF-a leva ao maior equilibrio das propriedades anti e pro-
coagulantes, diminuicdo da hiperalgesia e diminuicdo da resposta imune
celular. Enquanto o ‘NO, conhecido por suas propriedades vasodilatadoras do
endotélio vascular auxiliaria os pacientes e contribuiria estimulando a sintese
de gama globina, (constituinte da cadeia da hemoglobina fetal — HbF)
aumentando a producao de HbF.

Face ao exposto, este trabalho apresenta uma nova abordagem
terapéutica para o tratamento da doenca falciforme, e é continuidade do
trabalho da dissertacdo em que se buscou otimizar as propriedades de doacao
de 6xido nitrico utilizando como doadora de ‘NO a subunidade furoxanica.
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2- OBJETIVOS

Objetivo geral

Este trabalho visa a sintese e avaliagdo farmacolégica de novos

protétipos candidatos a farmacos usados como alternativa no tratamento das
manifestacdes clinicas da anemia falciforme.

Objetivos especificos

1-

Sintesar e caracterizar as estruturas dos compostos hibridos com
atividade dual, planejados como inibidores da citocina TNF-a e doadores
de 6xido nitrico.

Avaliar a atividade de doacdo de ‘NO através do ensaio de deteccao
quantitativo de nitrito.

Avaliar a atividade analgésica em ensaio de contorcdo abdominal
induzida por acido acético.

Avaliar a capacidade dos compostos em inibir a sintese de TNF-a em
ensaio enzimatico por ELISA.

Avaliar a atividade in vifro dos compostos sintetizados, quanto a
capacidade em induzir a sintese de RNAm de gama globina.

Avaliar a contribuicdo da subunidade espacgadora a atividade do hibrido.
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3 — Planejamento estrutural

O planejamento estrutural dos compostos utilizou as estratégias de
modificacdes moleculares para obtencao dos novos compostos candidatos a
farmacos com fungdes terapéuticas Uteis ao tratamento dos sintomas da
doenca. Esse planejamento utilizou como protétipos as moléculas da
talidomida (1) e o nucleo furoxanico (2).

Esquema 01: Planejamento estrutural dos compostos I-VIII

R= CHon, R1= CGHS (3)
R = CHO; R1= CH; (4)

1 Hibridacao 2
molecula R =S0,C¢Hs; R1=S0,C¢Hs (5)
A
=N
N—espacador—X\\ /!
N\O
. © . R1= CH,
R1= CGHS
R1= SOZCGHS
espacador
©\s”:o
-CH,- -NHCO- -CH.CH,0- HN
1
composto | composto Il composto Il composto IV
©YO o)
o o 0
\L SN OH O SN
o’ 1 ‘ |
composto V composto VI composto VII composto VI
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A talidomida (1) é conhecida por suas propriedades analgésicas
periféricas e antiinflamatérias, decorrentes da inibicdo da expressdo do RNAm
de TNF-a (RIBEIRO et al., 2000). Mais especificamente, a subunidade
ftalimidica (A), grupo farmacoférico principal para a agdo moduladora direta
sobre biossintese de TNF-a, foi selecionada nos derivados planejados (I — VIII).
(LIMA et al., 2001; HASHIMOTO, 2002). Com a supressdao da subunidade
glutamiridica, houve a eliminagdo do centro assimétrico da talidomida. Sabe-se
que a deletéria atividade teratogénica é dada pelo enantibmero S, assim
procurou-se no planejamento dos novos derivados abolir o centro assimétrico,
para nao ocorrer formacao de estereoisbmeros. Avaliando uma série de
derivados ftalimidicos através do teste de AMES, Santos (2007) ndao encontrou
razbes de mutagenidade que indicassem efeito genotoxico por esses
derivados.

Um dos efeitos benéficos da hidroxiuréia (HU) utilizada no tratamento da
doenca falciforme esta relacionado a sua capacidade apds oxidacdo, de se
biotransformar em éxido nitrico. O ‘NO seria o responsavel por uma série de
efeitos fortuitos como aumento dos niveis de hemoglobina fetal, vasodilatacao
e diminuicdo da agregacao plaquetaria. Entretanto, a exposi¢do prolongada a
HU em tratamentos crbnicos causa lesées ao material genético (HUANG,
2004). O fato torna-se mais preocupante quando na doenca falciforme doses
maiores de HU sdo necessarias para obtencado do efeito terapéutico. Santos
(2007) demonstrou que a HU possui capacidade de induzir mutagdo em cultura
de células apbs exposicao a uma Unica dose.

Na busca de farmacos mais seguros e que pudessem atuar sem 0s
efeitos genotoxicos associados a utilizacdo prolongada a HU abre uma nova
perspectiva de tratamento, baseada na utilizacdo da molécula do 6xido nitrico.
Nesse contexto, foi proposto que doadores diretos de 6xido nitrico também
pudessem atuar de forma benéfica no tratamento. Durante a dissertagéo, foi
demonstrado que os nitratos organicos poderiam funcionar como doadores de
‘NO, sem apresentar genotoxicidade quando avaliados no teste de AMES.

Estruturalmente, um dos principais efeitos indesejaveis dos nitratos é a
incapacidade de se modular a doacao de 6xido nitrico, ou seja, ndo ha controle
sobre a velocidade de doacao de ‘NO. Essa incapacidade motivou a busca de
novos compostos em que esse perfil de doacao possa ser a priori antecipado.
Os derivados furoxanicos sao conhecidamente doadores de ‘NO, atividade esta
relacionada ao efeito eletrbnico do substituinte ligado ao anel furoxanico.
Grupos eletroatratores, ou seja, que retiram densidade eletrdnica aumentam a
doacédo de ‘NO, enquanto aqueles doadores de elétrons diminuem a doagéao.
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No planejamento estrutural para a selecdo da subunidade espacadora
(arilica ou fenilica) foi levado em consideracdo a adequada funcionalizacédo
para possivel acoplamento entre as duas subunidades (ftalimidica e
furoxanica). Também foram selecionados como espacadores os substituintes
em que a modulagédo na inibicdo de TNF-a pudesse ser diferenciada. Relatos
da literatura sobre a relagdo entre a estrutura quimica e a atividade biolégica de
derivados ftalimidicos inibidores de TNF-a mostram que é maior a inibicao
desta citocina quando o nucleo ftalimidico esta diretamente ligado a um anel
aromatico. Menor atividade é observada em derivados alquilicos (LIMA et al.,
2001; HASHIMOTO, 2002). No planejamento estrutural esse parametro foi
levado em consideracdo, para selecionar espacadores que contribuissem a
subunidade ftalimidica com distintos perfis de inibicdo do TNF-a.

Através das estratégias de modificacdo molecular, como a hibridacao e a
latenciacao de farmacos, planejou-se compostos com carater dual de acdo em
gue uma mesma estrutura quimica tivesse a capacidade de inibir a citocina
TNF-a, representada pela subunidade ftalimidica, e funcionar como doador de
‘NO, representado pelo furoxano. Esses novos compostos teriam acéo
sinérgica e representariam uma nova abordagem terapéutica para o tratamento
da anemia falciforme.
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4- Revisao Bibliografica
Anemia falciforme
Aspectos gerais

As hemacias, também denominadas eritrocitos ou glébulos vermelhos,
sao células com formato de disco biconcavo, anucleadas presentes no sangue.
Sao produzidos na medula 6ssea e vivem aproximadamente 120 dias na
circulagdo, e sao constituidas por moléculas de hemoglobina, cuja principal
funcéo é transportar oxigénio e gas carbonico aos tecidos (KUYPERS, 2008).

A molécula de hemoglobina é um tetramero constituido por duas
subunidades de cadeias globinicas, cada qual ligada a um grupo heme (Figura
1). Este € constituido pela protoporfirina IX (anel porfirinico) ligado a um atomo
de ferro central (Fe*?), responsavel pela ligacdo com oxigénio (FRENETTE &
ATWEH, 2007).

As hemoglobinas séo diferenciadas de acordo com a constituicdo das
cadeias globinicas e os tipos mais comuns sdo: hemoglobina A (HbA)
constituido por duas cadeias a e duas cadeias B (02B2), € a hemoglobina
predominante representando cerca de 96% das moléculas totais de
hemoglobina em individuos sadios; hemoglobina A- (HbA,) constituida de duas
cadeias alfa e duas cadeias delta (a20,). Essas cadeias delta sao sintetizadas a
partir do primeiro trimestre apds o nascimento e representam cerca de 2,5%-
3% das hemoglobinas em individuos sadios; hemoglobina fetal (HbF) presentes
na vida fetal, seus niveis estdo diminuidos na vida adulta. A HbF é constituida
por duas cadeias alfa e duas cadeias gama (azxy2) (NETO & PITOMBEIRA,
2003).

Na anemia falciforme ha presenca de hemoglobina S (HbS) que como a
HbA, é constituida por duas cadeias alfa e duas beta (a2B2). Entretanto, na
cadeia beta por conta da mutacdo pontual ha troca de aminoacidos (acido
glutdmico por valina). Essa modificacdo altera as propriedades isoelétricas e
conformacionais da molécula de hemoglobina.
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Figura 1: Estrutura da hemoglobina e da protoporfirina IX (Adaptado de:
http://tr.wikipedia.org/wiki’/Hemoglobin acessado em 23 de outubro 2008).

A A'F. foi a primeira doen¢ca humana monogenética a ser caracterizada
molecularmente. E uma doenca genética autossémica recessiva caracterizada
por uma mutacao pontual (GTG para GAG) no sexto cdédon do gene da B-
globina que leva a substituicao do acido glutdmico para um residuo de valina
no gene da cadeia 3-globina (INGRAM, 2004).

O primeiro relato sobre um caso diferenciado de anemia falciforme foi
observado em 1910 pelo médico James Herrick que observou, sob
microscépio, o aspecto anémalo e alongado — em forma de foice - das
hemacias (Figura 2). Linus Pauling e colaboradores, em 1949, comparando
HbS (falciforme) com HbA (normal) observaram através de eletroforese
diferengas nos pontos isoelétricos das diferentes hemoglobinas sugerindo
diferencas no numero ou tipo de grupos ionizaveis entre as hemoglobinas.
Trabalhos anteriores de Watson e colaboradores observaram em criangas uma
relacdo entre a diminuicao dos niveis de HbF e o aparecimento dos sintomas
da doenga falciforme. Posteriormente, Ingram relatou que na A.F. havia
substituicdo da cadeia B de HbS do aminoacido acido glutamico por valina. Em
1960, Perutz e colaboradores descrevem a estrutura e a funcdo molecular da
hemoglobina (PAULING et al., 1949; WATSON, STAHMAN & BILLELO, 1948;
INGRAM, 1957; PERUTZ et al., 1960).
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Figura 02: Hemacias de individuo falciforme visualizadas sob microscépio
Optico mostrando (setas) a presenca de células com aspecto andémalo e
alongado (retirado de: FRENETTE & ATWEH, 2007)

Origem e Epidemiologia

A doenca falciforme parece ter se originado nos paises do centro-oeste
africano, da india e do leste da Asia, ha cerca de 50 a 100 mil anos, entre o
periodo paleolitico e mesolitico. Apresenta alta distribuicdo nos paises
africanos, principalmente em regiées endémicas para malaria como uma forma
de protecao a infeccao pelo plasmaédio. De fato, embora ndo se compreenda os
mecanismos envolvidos nessa ‘protecao’ a malaria, sabe-se, por exemplo, que
ha diminuicdo da invasao, crescimento e desenvolvimento do plasmddio na
célula falciforme. Além disso, a remoc¢ao mais rapida das células falciformes da
circulacao diminui o grau de parasitemia (WEATHERALL, 2008).

A disseminacdo da doenca falciforme pelo mundo ocorreu
principalmente por conta do trafico negreiro e da posterior miscigenacgao racial.
Nos Estados Unidos a anemia falciforme afeta aproximadamente um em cada
350 recém-nascidos afro-americanos por ano, e aproximadamente 72.000
individuos no total (BONDS, 2005).

No Brasil, a anemia falciforme € a doenca hematol6gica hereditaria mais
comum, altamente disseminada por conta da miscigenacéao racial, e ocorrendo
principalmente entre afro-descendentes. Dados do Ministério da Saude
estimam que o numero de casos de portadores da doenca (HbSS) alcance
cerca de 25.000 — 30.000 individuos, e que o0 humero de novos casos por ano
seja cerca de 3.500 (CANCADO & JESUS, 2007).

A situacdo torna-se um problema maior de Saude Publica quando
analisamos a prevaléncia estimada do gene HbS na populacdo. Estima-se que
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cerca de 4% da populacdo é heterozigota (HbAS) para o gene S. Entre
individuos afro-descendentes essa porcentagem € maior, atingindo entre 8% a
10% dos individuos. Estima-se ainda, que haja cerca de 7.200.000 portadores
do traco falciforme e que nasgam anualmente 200.000 individuos heterozigotos
para A.F. (ROCHA, 2004; CANCADO & JESUS, 2007).

A Tabela 1 mostra a frequéncia do gene S na populagcao brasileira em
diferentes estados. A maior predominancia da doenga e do trago falciforme
aparece nos estados da regidao nordeste, e é heranca do intenso trafico
negreiro durante o periodo colonial. Em estados da regiao sul, como o Rio
Grande do Sul, onde o tréfico negreiro ndo ocorreu na mesma propor¢ao da
regiao nordeste, se observa uma diminuicdo do numero de individuos com a
doenca e o trago falciforme.

Tabela 01: Proporcéo e frequéncia do gene S em alguns estados brasileiros.

Estado Doenca Traco Falciforme
Falciforme
Pernambuco 1:1400 1:23 (4%)
Bahia 1:650 1:17 (5,3%)
Minas Gerais 1:1400 1:23 (3%)
Rio de Janeiro 1:1200 1:21 (4%)
Sao Paulo 1:4000 1:35 (2,6%)
Rio Grande do Sul 1:10.000 1:65 (2%)

(Fonte: Ministério da Saude, 2005)

Fisiopatologia da anemia falciforme

A mutacdo pontual no gene da B-globina caracterizada pela troca de
nucleotideos (GTG para GAG) no sexto codon resulta na substituicdo do
aminoacido &cido glutdmico por valina na superficie da cadeia beta variante
(STEINBERG, 2006).

A substituicdo do acido glutdmico por uma valina modifica a estrutura
tridimensional da hemoglobina. O acido glutamico é carregado negativamente e
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a valina € um aminoacido neutro, isso permite a aproximacao das moléculas de
hemoglobina e, consequentemente, a polimerizagdo em estados
desoxigenados. Na conformacao desoxi da HbS, a valina forma um bolso
hidrofébico na cadeia beta que pode interagir com a subunidade hidrofébica de
outra molécula de Hb S vizinha (na conformacéao oxi, o bolso é inacessivel), o
gue nao é possivel no estado oxigenado (ADACHI et al., 1988).

A ocorréncia dessa interacdo em estados de baixa tensdo de oxigénio,
leva a polimerizacdo da HbS. Inicialmente, ha nucleacdo homogénea que
progride para um estado de nucleacdo heterogénea caracterizada pela
formacao de espirulitas, cristais e tactéides que acabam em uma etapa
posterior lesando a estrutura do citoesqueleto do eritrécito. A formacao desses
polimeros é agravada pelos constantes processos de oxigenacdo e
desoxigenacdo da hemoglobina S, provocando alteragdes morfolégicas na
estrutura dos eritrcitos podendo levar a formacao de células com forma de
foice (Figura 2).

As hemacias falciformes ndao deformadas apresentam em sua superficie
aumento na expressao das moléculas de adesao, aumentando a interacado com
endotélio vascular, mondcitos, macréfagos e plaguetas, e sdo responsaveis
pela obstrugcdo dos capilares e vénulas levando ao quadro clinico conhecido
como vaso-oclusdo. Na célula deformada (ex. forma de foice) devido a maior
rigidez da membrana ha diminuicao de contatos de superficie multiplos com as
células endoteliais, diminuindo a participagcdo dessas no inicio do processo
vaso-oclusivo (ZENNADI et al., 2008).

O processo vaso-oclusivo € um dos principais responsaveis pelos
sintomas clinicos da anemia falciforme e responsavel pelas crises algicas e o
quadro de isquemia que pode levar a faléncia de érgaos. A Figura 3 representa
0S principais eventos que ocorrem no processo de vaso-oclusao.

Apés sucessivas etapas de oxigenacao-desoxigenacao a polimerizacao
de HbS pode causar danos a estrutura do eritrécito. Estes polimeros podem
levar a deformacgéo do citoesqueleto com formacgao de células com aspecto de
foice, ou na pior das situacoes lesarem a estrutura da membrana — fenémeno
conhecido como hemdlise. A diminuicao do niumero de eritrécitos pela hemolise
leva o paciente a um quadro de anemia. Durante a hemdlise ha
extravasamento do contedudo citoplasmatico do eritrécito e liberacao de
hemoglobina e arginase. A arginase é a enzima que converte a arginina em
ornitina e uréia, diminuindo a concentracao plasmatica de arginina que atuaria
como substrato da enzima 6xido nitrico sintase endotelial para producao de
'NO. A hemoglobina liberada contendo grupo heme, também pode sequestrar o
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oxido nitrico endotelial, diminuindo os niveis fisiolégicos. Estes fatores
associados contribuem para o carater vasoconstritor do paciente falciforme,
que apresenta menores niveis fisioldgicos de éxido nitrico que os individuos
sadios, e maior propensao para instalacdo do processo vaso-oclusivo
(TAYLOR et al., 2008).

A deficiéncia de 'NO induzida pela hemdlise tem sido associada a
diversas manisfestacdes clinicas da doenca, como por exemplo, hipertensao
pulmonar, priapismo, Ulcera de pernas e infarto (KATO et al., 2006).

Outro fendmeno relevante para o processo de vaso-oclusao € adeséao de
eritrécitos (reticuldcitos e células densas deformadas) ao endotélio venular. Na
anemia falciforme os eritrécitos contendo HbS apresentam adesao ao endotélio
vascular de 2 a 10 vezes mais que os eritrocitos de individuos sadios (El
NEMER et al., 2007).

Estudos tém demonstrado que a presenca de niveis elevados de TNF-a
em pacientes com anemia falciforme tem a capacidade de aumentar a adesao
do eritrcito ao endotélio vascular, mais especificamente através do aumento
das interacdes entre a431/VCAM-1 (WAGNER et al., 2004).

A adesado de leucdcitos ao endotélio com formagcdo de agregados
heterocelulares (leucécitos e células falcémicas) também contribuem para a
obstrucédo, resultando em hipéxia local, aumento da formacao de polimeros de
HbS, e propagacdo da oclusdo da vasculatura adjacente. Transmigracdes
neutrofilicas através das juncdes “gap” endoteliais aumentam a inflamacéao na
microvasculatura e contribuem para o carater inflamatério crénico do individuo
falciforme (OKPALA et al., 2002; OKPALA, 2004).

A adesdo das células sanguineas ao endotélio das vénulas péds-
capilares inicia e propaga os episodios de dor e as crises vaso-oclusivas.
Ademais, o carater inflamatério é perpetuado pela injuria constante causada
pelas células falciformes e agregados celulares a parede do endotélio vascular.

Assim pode-se admitir que a polimerizacao da HbS é o processo inicial
da vaso-oclusao, constituindo-se um importante mecanismo para intervencao
terapéutica. Atualmente, a estratégia utilizada é promover aumento dos niveis
de hemoglobina fetal (HbF) que possui a capacidade de inibir a polimerizacéao
de HbS. De fato, se observa uma interessante relagcéo inversa entre o aumento
de HbF e a diminuigdo da mortalidade de pacientes com A.F. (MA et al., 2007).
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Figura 3: Fisiopatologia da anemia falciforme (adaptada de STEINBERG, 2006:
EC: endotélio vascular; N: neutréfilo; ISC: célula irreversivelmente falcizada;
RBC: eritrécito; R: reticuldcito; a) vaso oclusao causada pelas hemacias
falciformes; b) processos constantes de oxigenacao e desoxigenacao levando
a formacao da célula em forma de foice; c) hemdlise.

O Trago Falcémico

A doenca falciforme se manifesta em individuos homozigotos para gene
S (HbSS), na heterozigose (HbAS) os individuos possuem o traco falciforme
(T.F.). No T.F. os individuos ndo apresentam fenédmenos vaso-oclusivos em
condigbes fisioloégicas e tém uma expectativa de vida semelhante ao da
populacdo em geral (ROCHA, 2004).

Apesar dos relatos de anormalidade associados a presenca do T.F., ndo
se observa aumento de mortalidade associada especificamente a essa
condicao. Na literatura, um dos poucos relatos de morte subita ocorreram com
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recrutas americanos portadores do traco falciforme submetidos a exercicios
fisicos extenuantes, entretanto, as principais causas de morte relatadas foram:
acidente vascular cerebral, hipertermia e rabdomidlise associada com necrose
tubular renal aguda (KARK & POSEY, 1987).

Estudos apontam que haja uma relagéo entre a presenca do T.F. e a
presenca de complicagcbes como, por exemplo: tromboembolia venosa,
rabdomidlise, insuficiéncia renal e necrose tissular, mas esses sinais clinicos
ocorrem sob condi¢des que propiciam o processo de falcizacdo, como hipoxia,
acidose e desidratacdgo (MURAO & FERRAZ, 2007; AUSTIN et al., 2007;
MAKARYUS, CATANZARO & KATONA, 2007; FAGNETE et al., 2006).

A maior relevancia do traco falciforme € sua alta distribuicdo na
populacao, cerca de 2-8% dependendo da intensidade da populagdo negra em
cada regido. A deteccao de individuos falciformes é importante porque filhos de
duas pessoas com T.F. tem cerca de 25% de probabilidade de nascerem com
anemia falciforme (MURAO & FERRAZ, 2007).

Anemia falciforme como uma doenca inflamatéria crénica

O aumento significativo do numero de leucocitos apresentados por
individuos falciformes é o primeiro indicativo da presenca de um processo
inflamatério. Os leucécitos interagem com moléculas de adesdo do endotélio
vascular podendo agravar os episédios de vaso oclusdo. Este pode ser iniciado
também pela injuria tecidual causada pelas células falciformes falcizadas, que
apos o dano ao endotélio promovem liberacdo por parte deste de ADP que
ativa a agregacao plaquetaria, aumentando o quadro de obstrucao. Sucessivos
episddios vaso oclusivos sdo capazes de ativar o processo inflamatério crénico
(DALLALIO et al., 2007; CHIES & NARDI, 2001).

Tem sido relatado que o aumento do numero de leucécitos associados
ao quadro inflamatério crénico dos individuos falciformes aumentaria o niumero
de mortes, principalmente associados ao infarto (PLATT et al., 1994).

Na inflamacgdao crénica a participacao das citocinas pro-inflamatérias tem
um papel importante na propagacdo e manutencdo do quadro inflamatério.
Entre as citocinas proé-inflamatérias destacam-se: IL-13, IL-6, IL-8 e TNF-a
(PATHARE et al., 2004).

O fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) é biossintetizado por mondcitos,
macréfagos ativados, células T e células natural killer (NK). Ap6s biossintese
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ha clivagem do TNF-a ancorado a membrana plasmatica pela metaloenzima,
zinco dependente, conversora do fator de necrose tumoral alfa (TACE). Sao
conhecidos 2 receptores de TNF: o TNF-R1 ou TNF-p55 e TNF-R2 ou TNF-p75
(WALLIS, 2008).

O TNF-a possui atividades pro-inflamatérias e imunomoduladoras.
Aumenta as propriedades quimiotaticas, € responsavel pelo aumento da
aderéncia de neutrofilos ao endotélio vascular devido ao estimulo para
producdo de moléculas de adesao, estimula produgcdo de radicais livres, e a
sintese de outros mediadores inflamatérios como IL-1 e PGE,. O TNF-a
também induz mudancas nas propriedades coagulantes e anticoagulantes e
aumenta a sintese hepatica de alguns reagentes de fase aguda. Ademais,
TNF-a € um importante mediador da sindrome séptica e do choque endotdxico,
sendo capaz de suprimir a biossintese de lipases lipoproteicas e enzimas
lipogénicas em tecido adiposo, prejudicando o armazenamento de lipideos nos
adipdcitos (LANARO et al., 2009).

O TNF-a tem um papel importante na dor inflamatéria aguda e cronica.
Em dor aguda, o TNF-a sensibiliza neurénios nociceptivos indiretamente via
inducdo de outras citocinas pré-inflamatérias como IL-1pB, IL-6, IL-8, resultando
na liberagdo de prostaglandinas. Na dor inflamatéria crénica, parece ocorrer
participacao do receptor TNF-R1 ou TNF-p55 (INGLIS et al., 2005).

Ribeiro e colaboradores relataram a importdncia do TNF-a na
hiperalgesia periférica, e demonstraram que sua inibicdo estd associada a
reducao da dor (RIBEIRO et al, 2000). O TNF-o parece também estar
envolvido na dor neuropatica, na qual o aumento da concentracao desta
citocina esta relacionado a piora dos quadros dolorosos (SUD et al., 2008).

Estudos tém demonstrado que tanto em condi¢cdes normais quanto em
situagdes de vaso-oclusdo ha aumento dos niveis de TNF-a (e outras citocinas
pré-inflamatérias) o que agrava ainda mais a condicdo do paciente com anemia
falciforme (TAVAKKOLI et al., 2004; VORDERMEIER et al., 1992).

Malavé e colaboradores (1993) descreveram uma correlacdo inversa
entre a porcentagem de hemoglobina fetal (HbF) e a concentracdo sérica de
TNF-a. Estes autores demonstraram que pacientes com altos niveis
plasmaticos de TNF-a apresentam consequente diminui¢cdo dos niveis de HbF.
Considerando que a HbF possui efeito benéfico, melhorando a oxigenacao
tecidual e diminuindo a polimerizacdo de HbS, tal correlagcdo inversa
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potencializa os riscos de acidentes vasculares e concomitantemente dos
sintomas associados a anemia falciforme (MALAVE et al., 1993).

Assim, a estratégia de inibicdo da citocina TNF-a, representa uma nova
abordagem terapéutica e pode contribuir no auxilio das complicacbes
vasculares e inflamatorias da doenca falciforme.

Inibidores de TNF-a

A inibigdo dessa citocina tem sido utilizada como estratégia em diversas
doencas como artrite reumatdide, psoriase, doengas inflamatorias intestinais,
asma, cancer, hanseniase entre outras. O bloqueio pode ocorrer em diferentes
niveis e ser realizado por macro ou micromoléculas. Dentre os inibidores
disponiveis na terapéutica destacam-se: anticorpos monoclonais (infliximab,
etanercept, adalimunab) e as micromoléculas, representadas pela talidomida e
lenalidomida.

O protétipo inicial no planejamento foi a talidomida, utilizada como
hipnético e sedativo nos anos 50 do século XX, e indicado para tratamento de
enjoos matinais em mulheres gravidas, foi banido do mercado em 1960 por
induzir teratogenicidade. Entretanto, esse farmaco renasce em 1998 com
aprovacao do FDA para utilizagdo em algumas doengas como mieloma
multiplo, sindrome mielodisplasica, hanseniase. Essas novas indicagdes
ocorreram devido a descoberta de que a talidomida poderia inibir o TNF-a
promovendo beneficios em doencas nas quais ha um aumento exacerbado
desta citocina pré-inflamatéria (LIMA, 2001).

Estudos de relacdo estrutura atividade da molécula de talidomida tém
demonstrado a relevancia da subunidade ftalimida tida como farmacoférica na
inibicdo de TNF-a. Esses estudos mostraram ainda a irrelevancia da
subunidade glutamiridica nessa acao. A partir desse conhecimento, e utilizando
as ferramentas da quimica farmacéutica e medicinal é possivel, mantendo o
grupo farmacofoérico primario, planejar estruturas bioativas na inibicdo de TNF-a
desprovidas dos grupos toxicoféricos, responsaveis pelo efeito teratogénico
(SHIBATA et al., 1995; LIMA, 2001; SANTOS et al., 2007).

Em 2005 foi langado no mercado o farmaco lenalidomida — analogo
estrutural da talidomida - para o tratamento de mieloma multiplo, que possui
atividade 2000 vezes superior a talidomida na inibicdo do TNF-a (AVILA et al.,
2006).
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Aerbajinai e colaboradores (2007) demonstraram que a talidomida
possui a capacidade de induzir a expressao génica de gama globina através do
aumento de espécies reativas de oxigénio mediada pela via p38 MAPK e
acetilacao de histona H4 durante a eritropoese adulta. Esses resultados foram
obtidos apo6s observacdo de que a talidomida pode melhorar a anemia em
alguns pacientes com sindrome mielodisplasica e estimular a eritropoese em
pacientes com mieloma mdultiplo (AERBAJINAI et al, 2007). Assim, o
desenvolvimento de analogos da talidomida pode auxiliar o paciente portador
da doenca falciforme em dois aspectos: primeiro induzindo a expressao génica
de gama globina, mesmo mecanismo da HU, e segundo inibindo a citocina pro-
inflamatéria TNF-a, envolvida nos processos vaso-oclusivos e nas crises
algicas.

Tratamento da anemia falciforme

A auséncia de farmacos especificos para o tratamento da anemia
falciforme é talvez a caracteristica mais cruel da doenca. Este fator esta
relacionado em parte ao desinteresse das industrias farmacéuticas em
pesquisa de novos farmacos para doengas negligenciadas (O'CONNELL,
2007).

Quando se relaciona o mercado farmacéutico mundial com as doencas
mundiais se observa que grande parcela do mercado € representada pelas
doencas globais e apenas uma pequena parcela diz respeito as doencas
negligenciadas (FLORENCE, 2008). Entretanto, a situacdo mais alarmante € a
que diz respeito as doencgas extremamente negligenciadas, como a anemia
falciforme, que sequer estdo contempladas pelo mercado farmacéutico mundial
(Figura 4).

Doencas Globais

Doencas
Extremamente
Negligenciadas

Doencas
Negligenciadas

Mercado Farmacéutico Mundial

Figura 4: Parcela do mercado farmacéutico mundial no contexto das doencas
conhecidas (disponivel em: <http://www.dndi.org.br/Portugues/doencas_negli-
genciadas.aspx> acessado em 11 de outubro de 2008).
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Como ndo ha tratamento especifico, a melhora da sobrevida e da
qualidade de vida dos pacientes falciformes se baseia em medidas gerais e
preventivas. Na maioria das situagdes o tratamento € apenas sintomatico.

Assim, 0s poucos recursos terapéuticos para tratamento dos sintomas
da anemia falciforme serdo discutidos a seguir. Serdo abordadas as principais
estratégias e a busca de novos alvos terapéuticos no contexto atual da doenca
falciforme.

Agentes quelantes

by

Pacientes falciformes sao frequentemente submetidos a transfuséo
sanguinea, este é um recurso terapéutico importante ndo somente na anemia
falciforme, mas em doencas como talassemia beta maior e sindrome
mielodisplasica. As constantes transfusdes sanguineas podem levar em
algumas situacbes a sobrecarga de ferro, ocasionando lesdao organica e em
ultima instancia a morte.

O ferro é essencial no metabolismo energético celular e no transporte de
oxigénio. Este atomo se encontra ligado na maioria das vezes as proteinas ou
enzimas porque na forma livre, é extremamente reativo e danoso ao
organismo. O ferro na forma livre atua como catalisador de reacdes oxidativas
e consequentemente sintese de radicais superéxidos e radical hidroxila. A
conversdo do superéxido em H O, pela superéxido dismutase causa
peroxidacao de lipideos da membrana de diversas organelas citoplasmaticas,
levando ao dano celular.

Apos cerca de 10-20 transfusbes sanguineas é observado sinais clinicos
e laboratoriais decorrentes da sobrecarga de ferro. Os sintomas predominantes
decorrentes da sobrecarga de ferro sao: fadiga, dor abdominal, impoténcia,
perda de peso, hepatomegalia, esplenomegalia, fibrose portal, cirrose hepatica,
insuficiéncia hepatica, hiperpigmentacdo da pele, hipotireoidismo, diabetes
mellitus. Entretanto, o comprometimento cardiaco € uma das principais
complicacdes, responsavel pela maior parte das mortes por sobrecarga de
ferro (CANCADO, 2007).

Uma estratégia terapéutica em casos de sobrecarga de ferro é a
remocao deste metal do organismo através dos agentes quelantes. A
desferroxamina (Desferal®) e o deferasirox (Exjade®) sdo os farmacos
quelantes mais utilizados para pacientes falciformes (Figura 5a).
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A desferroxamina, introduzida no inicio da década de 70, ainda € um dos
mais utilizados. O carater peptdide deste farmaco e a presenca de ligacdes
labeis passiveis a hidrolise conferem baixa biodisponibilidade oral. Por isso a
via de administracdo usada é geralmente intravenosa ou subcutanea. Este
inconveniente acaba diminuindo a adesdo ao tratamento pelos pacientes.
Efeitos adversos como reacdes inflamatérias no local da aplicacdo, infeccao
(principalmente por Yersinia spp.), alteragées oculares e auditivas e retardo no
crescimento tém contribuido a diminuicdo da adesdo ao tratamento pelo
paciente (PORTER, 2001). Do ponto de vista estrutural, a quelacao ocorre em
uma estequiometria 1:1, ou seja, um atomo de ferro pode interagir com uma
molécula de farmaco (BRITTENHAM et al., 1994).

O desferasirox (Exjade®) aprovado em novembro de 2005 como agente
quelante, € uma molécula trivalente que apresenta alta afinidade pelo ferro.
Sao necessarias duas moléculas de desferasirox para fixar um atomo de ferro
(Figura 5b). Ela apresenta a vantagem de ser administrada por via oral, € o
efeito quelante perdura por 24 horas produzindo reducdo progressiva da
concentracdo de ferro livre plasmatico. Esta forma de tratamento mais
conveniente e menos invasiva aumenta a adesao do paciente ao tratamento.
Os efeitos adversos mais observados sdo disturbios gastrintestinais, erupgéao
cutanea, elevacao da creatina sérica e transaminases. Entretanto, o grande
problema desse farmaco é o alto custo (LINDSEY & OLIN, 2007).
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Figura 5: a) Estruturas quimicas dos agentes quelantes disponiveis para
tratamento de sobrecarga de ferro pés-transfusées b) Modelo molecular
representando a quelacdo do ferro pelo farmaco desferasirox (7) (vermelho:
oxigénio; azul: nitrogénio; cinza: carbono; branco: hidrogénio e laranja: ferro;
disponivel em <www.irondisorders.org/News/ExjadeFDA.asp> acessado em
30/10/2008).
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Niprisan®

A utilizacdo de plantas medicinais baseada no conhecimento popular foi
o ponto de partida para o desenvolvimento do fitomedicamento Niprisan®. Esse
fitomedicamento contém sementes de Piper guineenses, caule de Pterocarpus
osun, frutos de Eugenia caryophyllum e folhas de Sorghum bicolor, plantas
comumente usadas na Nigéria para alivio de alguns sintomas da anemia
falciforme, como, por exemplo, as crises algicas. Na Nigéria, dois a cada 100
recém-nascidos possuem anemia falciforme, e estima-se que a distribuicdo de
heterozigotos seja algo em torno de 25% da populagcdo (WAMBEBE et al.,
2001).

O Niprisan® recebeu nos Estados Unidos o titulo de medicamento 6rfao
para anemia falciforme, e € também comercializado na Europa (Franca) e
Africa pela industria farmacéutica Xechem. Estudos in vitro e in vivo
demonstraram o potencial do Niprisan® em impedir a falcizacao das hemacias,
inclusive em condic¢des de hipdxia (IYAMU et al., 2002; [YAMU et al., 2003).

Nos Estados Unidos e recentemente na Europa, a concessdo de
medicamento 6rfao com uma série de incentivos governamentais, como
reducao de impostos e até investimento em pesquisa clinica, abre perspectivas
para a descoberta de farmacos em doencas que nao possuem interesse da
industria farmacéutica. Essa mesma lei de medicamentos 6rfaos promulgada
em 1983 pelos Estados Unidos e em 2000 pela Unido Européia deveria ser
repensada no Brasil no contexto da Politica Nacional de Medicamentos, como
uma forma de incentivar a pesquisa em doencas negligenciadas.

Inibidores de Canais de Gardos

A polimerizagdo da hemoglobina S (HbS) é o fator central na doenca
falciforme, e estd diretamente relacionada ao processo de
hidratacao/desidratacao do eritrocito. Em estados de desidratacdo, ha aumento
da concentracdo de HbS que se polimeriza (MOZAZARELLI et al., 1987). A
desidratacdo dos eritrocitos causada pelo aumento do efluxo de ion potassio
pode ocorrer por duas vias: via co-transporte potassio-cloreto e via calcio
ativada (canais de Gardos). A saida do potassio ocasiona saida de ions cloreto
e agua gerando um desequilibrio osmético na célula que leva a desidratagéo e
ao aumento de polimerizacao de HbS, que em Ultima instancia culmina com a
hemdlise, diminuindo o nimero de células vermelhas levando a quadros de
anemia (Figura 6a) (LEW et al., 2005).
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A entrada de calcio mediada pela formacéao de polimeros de HbS, ativam
os canais de Gardos, presentes na membrana do eritrécito, aumentando a
desidratacao celular (JOINER et al., 2007).

Assim o planejamento de compostos inibidores dos canais de Gardos
poderia impedir a desidratacdo, e em Ultima instancia levar a diminuicao da
hemolise.

O antifangico clotrimazol mostrou-se efetivo na inibicdo dos canais de
Gardos e foi utilizado como farmaco protétipo para posteriores modificacées
moleculares. A partir deste, alguns compostos, como NS3623 e o NS 1652,
foram descobertos como sendo ativos na inibicado de canais de Gardos,
impedindo a hemdlise e a formagdo de células falcizadas in vivo, usando
camundongos transgénicos (Figura 6b) (MCNAUGHTON-SMITH et al., 2008;
BENNEKOU et al.,, 2001). Industrias Farmacéuticas como a Jonhson &
Jonhson tém investido nessa estratégia, entretanto, até o0 momento nenhum
farmaco foi langado no mercado.
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Figura 6: a) Representagdo esquematica do mecanismo de agéo dos inibidores
de canais de Gardos; b) Estrutura quimica de compostos inibidores de canais
de Gardos.
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Modificadores da cadeia B da hemoglobina S (HbS)

Estudos recentes tém demonstrado que alguns compostos contendo
grupos funcionais reativos como isotiocianatos e aldeidos poderiam se ligar de
forma covalente a hemoglobina modificando-a alostericamente. De forma mais
especifica, estudos propdem que alguns compostos como os isotiocianatos
poderiam se ligar a subunidade B da cadeia da hemoglobina S (HbS)
responsavel pela interacao hidrofébica que culmina na polimerizacédo. Assim, a
ligacdo a essa subunidade hidrofébica de um composto impediria ou diminuiria
essa interacao, retardando o processo de polimerizagdo (PARK et al., 2003).

Com relacao a compostos aldeidicos, a ligagdo se daria pela formacéao
de aduto (base Schiff) entre o grupo aldeidico e alguma amina N-terminal
presente nos aminoacidos da cadeia a de HbS, especificamente trabalhos
demonstraram a ligagédo do aldeido ao residuo N-terminal de aVall. Ha relatos
que apo6s a ligacdo desses compostos ha aumento da afinidade da
hemoglobina ao oxigénio, e que os derivados aldeidicos apresentam toxicidade
aguda em doses altas (5-hidroximetilfurfural DLsy = 2,5g/kg; vanilina DLsy =
1,58g/kg) o que justificaria sua utilizacao (SAFO et al., 2004; SAFO et al.,
2005).

Os grupos isotiocianatos e aldeidos por conta de sua reatividade com
alguns possiveis bionucledéfilos ndo devem apresentar seletividade de agéo.
Além disso, esses grupos funcionais ndo sao encontrados em farmacos devido
as caracteristicas farmacocinéticas inadequadas conferidas a estrutura quimica
que os contenha, como por exemplo, rapido metabolismo (fase | e/ou fase Il) e
em algumas situacoes toxicidade dose-depedendente. Ainda que apresentem
acao in vitro dificilmente essas estruturas se tornarao candidatos a farmacos
(Figura 7).
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Figura 7: Estrutura quimica dos agentes modificadores da cadeia 3 de HbS.
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Indutores da Sintese de Hemoglobina Fetal (HbF)

A 5-Aza-2'deoxicitidina (decitabina) € analogo de um nucleotideo de
pirimidina que apresenta importante atividade inibitéria da enzima metil-
transferase e é, portanto, um potente inibidor de metilacdo do DNA. Varios
estudos demonstrariam que a demetilacdo de determinados genes esta
associada com a diferenciacao celular. Em baixas concentragdes, a decitabina
estimula a sintese de cadeias y globina, levando a um aumento de
hemoglobina fetal em pacientes com hemoglobinopatias (QUESNEL &
FENAUX, 1999). A azacitidina também apresenta atividade hipometilante, e
aumenta a sintese de gama globina. Entretanto, apresenta atividade
carcinogénica e teratogénica em roedores, e em humanos pode levar a
leucopenia, neutropenia e trombocitopenia, razdes pelas quais desestimulam
seu uso restrito a pequenas dosagens em situacdes especiais, como por
exemplo, em pacientes falciformes que nao respondem a hidroxiuréia (KOSHY
et al., 2000).

Acidos graxos de cadeia curta como 4acido butirico e derivados
mostraram-se Uteis no tratamento das desordens hematolégicas como anemia
falciforme e B-talassemia. O efeito benéfico decorreria em parte da capacidade
que estes compostos possuem em induzir a producdo de hemoglobina fetal
(HbF) in vitro e in vivo (DOVER et al., 1992). Os derivados de acido butirico
tém como mecanismo de acdo a inibicdo da histona deacetilase, enzima
relacionada a regulacdo génica. Entretanto, embora utilizado em pesquisa
esses compostos ndo sao aprovados pelas agéncias reguladoras para uso em
humanos. Do ponto de vista estrutural, o acido butirico e seus derivados séo
pouco absorvidos pelo trato gastrintestinal, por isso sua administracao ocorre
por via intravenosa. Ha relatos que o efeito benéfico desses compostos é
reduzido apds determinados periodos de tratamento (Figura 8).
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Figura 8: Estrutura quimica de alguns compostos indutores da sintese de HbF.
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Hidroxiuréia (HU)

A hidroxiuréia (HU) € um hidroxicarbamato inibidor seletivo da sintese de
ribonucleotideo difosfato redutase, enzima necessaria na conversao de
ribonucleotideos difosfatados em deoxiribonucleotideos difosfatados, assim
impede que as células saiam da fase G1/S do ciclo celular. E usada
principalmente em neoplasias do sistema hematopoético como, por exemplo,
na leucemia mieldide cronica. Atualmente, HU é o principal farmaco disponivel
para o tratamento de anemia falciforme liberado pela agéncia reguladora norte-
americana FDA (HANFT et al., 2000).

Em 1994, iniciaram-se estudos multicéntricos (duplo cego) nos Estados
Unidos e Canada, que pretendiam avaliar a eficacia de HU para tratamento de
anemia falciforme. Estes estudos observaram que pacientes sob tratamento
apresentavam um aumento da concentracdo de hemoglobina fetal (HbF) e uma
diminuicdo do numero de crises (CHARACHE et al., 1995). Mais ainda, estudos
posteriores que durante nove anos avaliaram pacientes sob tratamento com
HU apontaram uma reducdo significativa de 40% no numero de mortes
(STEINBERG et al., 2003).

O protocolo médico de recomendacado da utilizacdo de HU seria em
pacientes que possuem trés ou mais admissbées hospitalares por crises vaso-
oclusivas nos ultimos 12 meses e pacientes com disfuncées organicas graves
(ALIYU et al., 2005). A utilizacdo de HU para tratamento de criancas tem
demonstrado resultados semelhantes aos adultos, o crescimento e o
desenvolvimento parecem nao estar afetados (DAVIS & GILMORE, 2003). A
gravidez de pacientes falciformes € uma situagdo mais complexa, e
frequentemente conduz a mortalidade materno-fetal. Nessa situagédo o
aconselhamento é a prevengdo da gravidez com uso de anticoncepcionais. E
necessaria a descontinuidade do tratamento com HU de trés a seis meses
antes de se engravidar devido aos possiveis efeitos teratogénicos de HU
(ROBERTS, 2003).

Acredita-se que os efeitos benéficos da HU decorreria em parte de sua
capacidade, ap6s metabolizacao, de se biotransformar em 6xido nitrico (NO) e
seria este o principal responsavel pelos efeitos benéficos (KING, 2003) (Figura
9).
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Figura 9: Biotransformagédo de HU em "‘NO.

O aumento dos niveis de 'NO pelo tratamento com HU contribui de
forma significativa auxiliando nos casos de vaso-oclusdo, diminuindo a
expressdao de moléculas de adesdo ao endotélio vascular e inibindo a
agregacao plaquetaria, mantendo o equilibrio homeostatico vascular
(STEINBERG, 2006).

Outro efeito benéfico de HU seria a capacidade deste farmaco em
aumentar os niveis de HbF. A producdo de Oxido nitrico através da HU
estimularia a producao de HbF através da via de guanilato ciclase soluvel
(GCs). A ativacao de sGC aumenta a expressao de y globina em células
eritroleucémicas e eritroblastos humanos primarios. A inibicdo de sGC previne
esse aumento, o que sugere que a via sGC regula a expressao de y globina, e
consequentemente a sintese de HbF. Trabalhos tém demonstrado esta
hipétese, apontando que a HU ativa GCs e também induz a expressdo de
RNAm y globina, aumentando os niveis de HbF em células eritroleucémicas
K562 e células progénitoras humanas (CONRAN et al., 2004).

A despeito desta série de efeitos benéficos, o tratamento com HU pode
gerar efeitos adversos como mielossupressao, hiperpigmetacdo cutanea,
lesbes ulcerativas em membros inferiores, aumento dos niveis de TNF-q,
(agravando as crises algicas) e em alguns casos o desenvolvimento de cancer
(NAHAVANDI et al., 2000). A capacidade em induzir a formag&o de cancer por
HU é controversa até o presente momento. Alguns estudos demonstraram que
a capacidade da HU induzir a formacao de cancer em pacientes com anemia
falciforme nas doses usadas é baixa (HANFT et al., 2000), entretanto, estudos
com maior tempo de duragdo e portanto aproximando-se mais a uma situacao
de tratamento crénico apontam o aparecimento de leucemia aguda em cerca
de aproximadamente 10% dos pacientes tratados com HU (NAJEAN & RAIN,
1997; FRUCHTMAN et al.,1997). Com relacao a teratogénidade, ha relatos na
literatura a respeito desse efeito deletério em ratos e hamster (FERM, 1966;
DEPASS & WEAVER, 1982.). Em relagdo a atividade mutagénica, SANTOS
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(2007a) avaliou a atividade mutagénica da HU no ensaio de AMES usando
cepas de S. typhimurium TA 100, TA102, TA 98 e TA 97a e encontrou razdes
de mutagenicidade (R.M) inferiores a 2,5 em concentragdes elevadas (468
Mmol/placa) ausentado HU deste efeito genotéxico no modelo usado; LIMA e
colaboradores (2003) também nao observaram esse efeito usando o teste do
cometa, que é outro método usado para avaliagdo da genotoxicidade (LIMA et
al., 2003) .

Ainda que haja efeitos deletérios relatados ao uso crénico da HU, a
reducdo da mortalidade e da morbidade em pacientes com A.F. tratados com
HU é fato, e justifica a continuagcdo de seu uso na pratica clinica devido a
auséncia de outra opcao terapéutica mais segura e eficaz para o tratamento da
anemia falciforme. E uma relacdo em que se devem avaliar os riscos
envolvidos com o tratamento e os beneficios da utilizagdo de HU.

Entretanto, € importante destacar que cerca de 25% dos pacientes nao
respondem a terapia com HU, e em diversos casos de tratamento crénico o
efeito benéfico diminui ou até mesmo se extingue, necessitando doses cada
vez maiores para se obter o efeito, e obviamente aumentado a possibilidade
toxicidade (ALIYU et al., 2005).

Nesse contexto, é de suma importadncia a introdugdo de um novo
farmaco que agregue os efeitos benéficos da HU sem sua potencial toxicidade.

Arginina e doadores de oxido nitrico

A arginina € um aminoécido sintetizado em nosso organismo e também
obtido através da alimentagcédo e participa de diversos processos fisiologicos
(ex. ciclo da uréia). E utilizada na sintese de creatinina e fornece ornitina para a
sintese de poliaminas (KONTUREK & KONTUREK, 1995).

Apo6s metabolismo, a arginina é biotransformada em um intermediario, a
N®-hidroxi-L-arginina com a presenca de nicotinamida-adenina-dinucleotideo-
fostato-hidrogénio (NADPH) e Ca®* sendo necessario mais NADPH e O; para a
formacao de L-citrulina e NO (Figura 10)
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Figura 10: Representacado esquematica da biossintese de éxido nitrico, a partir
da I-arginina, catalisada pela enzima NO sintase (Fonte: QUEIROZ & BATISTA,
1999).

O o6xido nitrico produto do metabolismo da arginina é o responsavel por
importantes efeitos farmacol6gicos como diminuicdo da agregacao plaquetaria,
vasodilatacao, diminuicao da expressao de moléculas de adesdo do endotélio
vascular e mediagdo na ativacdo da sintese de gama globina.

Por isso, imaginou-se que a suplementacdo desse aminoacido em
doencas como a anemia falciforme, poderia aumentar a biodisponibilidade de
‘NO e consequentemente seus efeitos benéficos (KAUL et al., 2008).

De fato Morris e colaboradores (2000) demonstraram em humanos que a
terapia com arginina (via oral) aumenta a concentracdo de 'NO em individuos
falciformes, principalmente aqueles que estdo em crises vaso-oclusivas
(MORRIS et al., 2000).

Ha ainda diferenca na resposta ao ‘NO entre homens e mulheres
falciformes suplementados com arginina. Nas mulheres ha maior
biodisponibilidade e resposta ao ‘NO do que em homens, esse fendmeno
determina também a diferenca de expressao entre as moléculas de adesao e a
interacao destas com a HbS (GLADWIN et al., 2003).

A terapia com suplementacao de arginina é uma pratica médica que tem
sido adotada em algumas situacdes, e estd pautada na utilizagdo deste
aminoacido como substrato para a enzima Oxido nitrico sintase, que
aumentaria os niveis de ‘NO e traria beneficios aos pacientes com A.F.

Baseado nisso, levantou-se a hipétese de que a doagao de 6xido nitrico
auxiliaria na farmacoterapia da A.F. aumentando a expressao génica de gama
globina, promovendo a vasodilatacdo e inibindo a agregacado plaquetaria
(COKIC et al., 2003).
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A inalagdo de ‘NO é um procedimento aprovado pelo FDA para recém
nascidos com A.F. com hipertensédo pulmonar e reduz a gravidade e a duracéo
de crises vaso oclusivas em criancas (WEINER et al., 2003). Entretanto € um
método caro e que exige cuidados na manipulacdo. Em sua substituicao se tem
proposto moléculas organicas doadoras de Oxido nitrico (MACK & KATO,
2006).

Entre os doadores de 'NO conhecidos, os nitratos organicos
representam uma importante classe terapéutica, conhecida ha mais de cem
anos, e utilizada para o tratamento de enfermidades como angina pectoris.
Santos propbs através de estratégia de hibridacdo molecular estruturas
quimicas inéditas contendo a subunidade éster de nitrato (presente nos nitratos
organicos) que atuassem como doadores de °'‘NO. Essas estruturas
apresentaram atividades analgésica e antiinflamatéria, e foram capazes de
aumentar a expressao génica de gama globina em quantidade superior a
hidroxiuréia, farmaco disponivel na terapéutica (Figura 11) (SANTOS et al.,
2007).
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Figura 11: Estrutura dos novos nitratos organicos com propriedades
antiinflamatérias, analgésicas e doadoras de 6xido nitrico.

Furoxanos como doadores de oxido nitrico

Os nitratos organicos, nitritos, complexos NO-metalicos, N-nitrosaminas,
N-nitrosotidis, N-hidroxiguanidinas, derivados de acido hidroxamico e derivados
furoxanicos estdo entre as classes de compostos que possuem a capacidade
de doar éxido nitrico.

Alguns desses doadores como complexos NO-metalicos, N-nitrosaminas
e N-nitrosotibis apresentam algumas desvantagens como instabilidade quimica
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e fisica e apresentam meia-vida muito curtas perdurando por alguns minutos. A
menos que seja resolvida essa instabilidade, essas desvantagens os
desqualificam como potencias farmacos doadores de ‘NO (BARRETO,
CORREIA & MUSCARA, 2005).

Ainda que sejam incontestaveis os beneficios da utilizagdo dos nitratos
organicos na terapéutica como antianginosos seu uso prolongado pode levar
ao mecanismo de tolerancia, o que justifica a falta de eficacia destes farmacos
apos determinado periodo de tratamento. Esse fendmeno pode ser entendido
pelo fato de que os nitratos necessitam reagir com grupos tidis para liberagao
de '‘NO, depletando ou diminuindo o conteudo de tidis nas células, levando a
auto-inibicdo do seu metabolismo (SCHOENAFINGER, 1999).

A decomposicédo da estrutura e o desenvolvimento de tolerdncia com o
uso nao sao fendmenos relatados para os derivados furoxanicos. Isso torna
esse sistema heterociclico aromatico um interessante protétipo para utilizagao
como doador de éxido nitrico.

O furoxano e derivados (N-6xido-1,2,5-oxadiazol) representam uma
importante classe de compostos com diferentes propriedades quimicas e
atividades biol6gicas. Embora essa estrutura seja conhecida ha mais de cem
anos, muitos aspectos ainda permanecem obscuros e constituem um desafio
aos quimico-farmacéuticos medicinais (CERECETTO & PORCAL, 2005).

Sao compostos estaveis do ponto de vista térmico, frente a eletréfilos e
em meios 4cidos. Entretanto, sdo menos estaveis frente a bases e nucledfilos.
Do ponto de vista sintético, diversas rotas tém sido relatadas permitindo a
obtencdo de uma ampla variedade de derivados furoxanicos diferentemente
funcionalizadas (FARRAR, 1964; GASCO et al., 1973; CALVINO et al., 1980;
FRUTTERO et al., 1995; FRUTTERO et al., 1997; DI STILO et al., 1998;
CERECETTO et al.,, 1999; CERECETTO et al., 2001; KULIKOV et al., 2003;
CENA et al, 2004; DEL GROSSO et al, 2005; GALLI et al., 2005;
CERECETTO et al., 2006).

As vias sintéticas mais comumente utilizadas para preparacao do nucleo
N-6xido-1,2,5-oxadiazol sado: a) Oxidacdo de [KS2][KS3]dioximas com
reagentes como hipoclorito de sédio ou KsFe(CN)g; b) Termélise de o-nitro-
azidas; c) Dimerizacdo de nitrilas N-O6xidos; d) Oxidacdo de o-amino-nitro-
derivados;e) Reacao de alcenos com N.O3; (SCHONAEFINGER, 1999).
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Sao utilizados como intermediarios sintéticos para uma série de outros
heterociclicos como, por exemplo, derivados furazanicos (1,2,5-oxadiazol) e
para transformacao quimica e substituicoes em anéis heterociclicos.

O anel furoxanico pode exibir equilibrio tautomérico (Figura 12). Essa
isomerizacao é dependente dos grupos que o substituem, e diferentemente dos
benzofuroxanos, necessitam de maiores energias para interconversao
(CERECETTO & PORCAL, 2005).
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Figura 12: Equilibrio tautomérico dos derivados furoxanicos.

Do ponto de vista da Quimica Farmacéutica e Medicinal o nudcleo
furoxanico pode ser explorado na obtencdo de protétipos com perfis
farmacolégicos diferenciados, dependendo da modificacao da cadeia lateral (R
e R2) desse nucleo. Nesse sentido, é relatado que esses compostos podem
possuir atividade antimalarica (GALLI et al., 2005), antimicrobiana (CALVINO et
al., 1980), antichagasica (CERECETTO et al, 1999), antineoplasica
(CERECETTO et al., 2001) , propriedades antiagregantes (CENA et al., 2004) e
propriedades vasodilatadoras (DEL GROSSO et al., 2005; FRUTTERO et al.,
1997; CENA et al., 2004). Essas atividades farmacolégicas sao relacionadas
em parte a capacidade de doacao de 6xido nitrico pela subunidade furoxanica.

Esta capacidade de doacdo de ‘NO foi inicialmente estudada para
obtencdo de agentes cardiovasculares devido as suas propriedades
vasodilatadoras (GALLI et al., 2005). Embora a capacidade de doacao de ‘NO
por parte dos derivados furoxanicos esteja bem fundamentada na literatura, os
mecanismos para essa doacdao ainda permanecem obscuros. Sabe-se que
alguns derivados furoxanicos na presenca de tidis sdo capazes de liberar ‘NO.
Esse fato foi inicialmente relatado por Feelish e colaboradores para N,N-
diisopropilfuroxancarboxamida, e seus analogos N,N-dimetil e em dois
isbmeros metilfuroxancarboxamida (FEELISCH, SCHONAEFINGER & NOAK,
1992). Estudos posteriores sobre o 4-fenil-3-furoxancarbonitrilo propdéem o
mecanismo para doacao de ‘NO (MEDANA et al., 1994) (Figura 13).
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Figura 13: Mecanismo proposto para liberagdo de 'NO pelos derivados
furoxanicos (MEDANNA et al., 1994).

Estudos mais recentes desenvolvidos por Cerecetto e colaboradores
(resultados nao publicados) propdem outro mecanismo de liberacdo de ‘NO
cisteina-dependente (Figura 14).
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Figura 14: Mecanismo sugerido para liberacdo de '‘NO pelos derivados
furoxanicos.

Jean Leandro dos Santos



Revisao Bibliografica 34

Através do mecanismo da Figura 14, podemos observar que a doacao
de ‘NO é dependente inicialmente do ataque do enxofre da cisteina ao carbono
que contém o nitrogénio N-6xido. Assim, pode-se propor que a doacgado de
oxido nitrico pode ser facilitada pela introducao nesse carbono de substituintes
que sao favoraveis estericamente e retiram a densidade eletrbnica, tornando
esse atomo de carbono mais deficiente eletronicamente e com maior
suscetibilidade ao ataque do nucledfilo (enxofre residuo de cisteina).

De fato, quando se relaciona a capacidade de doacao de 'NO com o
substituinte do carbono ligado ao N-éxido observamos que a maior doacao de
‘NO esta relacionado a presenca de grupos eletroatratores ligados a esse
carbono (SORBA et al., 1997).

Comparado com os outros doadores de ‘NO, os derivados furoxanicos
podem exibir um perfil farmacoldgico muito desejavel: liberacéo lenta e sem o
desenvolvimento de mecanismo de tolerancia dos nitratos. No planejamento de
doadores de 6xido nitrico, para as diferentes doencas, alguns fatores devem
ser levados em consideracgao, entre eles (SCHONAEFINGER, 1999):

a) Sitio de doacao de ‘NO: intracelular ou extracelular;

b) Cinética de doacao: compostos de acao curta para tratamento agudo e
de acéo lenta para prevencao;

c) Propriedades fisico-quimicas que permitam a obtencao de solugcdes para
administragdo intravenosa, ou ainda meia vida adequada para o
tratamento preventivo imaginando a via de administragdo sendo a oral.

d) O estado redox da espécie doadora de ‘NO: NO°, NO* e NO: sua
interconversao e potencial nitrosante;

e) Co-fatores necessarios para doacao de ‘NO: tiol, oxigénio, enzimas, pH.
f) Estabilidade térmica, em luz e pH;

g) Taxa de liberagédo de NO: liberagdo lenta evita toxicidade.

Atualmente através da hibridacdo molecular, tem-se explorado a
subunidade furoxanica como doadora de '‘NO em diversos processos
fisiopatolégicos onde a presenca desse mediador é importante. Assim, em uma
mesma estrutura quimica pode-se associar atividades farmacolégicas duplas
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que, se planejadas adequadamente, beneficiam o tratamento de determinadas
doencas (CENA et al., 2004;FRUTTERQO et al., 1995).

Modificagbées Moleculares

Estimativas sugerem que os custos envolvidos no processo de
descoberta de um novo farmaco alcance 800 milhées de dblares e pode durar
por até 12 anos (DIMASI, HANSEN & GRABOWSKI, 2003). Esse valor
controverso poderia desestimular a pesquisa de novos farmacos em paises em
desenvolvimento, ainda mais em se tratando de farmacos para doencas
negligenciadas, como anemia falciforme.

Nesse contexto, a utilizacdo da estratégia baseada na modificacdo
molecular de farmacos ou protétipos conhecidos permite obter estruturas com
arquitetura molecular inovadora utilizando principios da abordagem fisiol6gica
no planejamento racional, sem dispender tais valores exorbitantes.

A modificagdo molecular consiste, basicamente, em identificar algum
protétipo de estrutura e acao bioldégica conhecidas, e a partir disso sintetizar
congéneres, analogos ou homodlogos estruturais do mesmo, obtendo
compostos candidatos a farmacos com melhor eficacia e seguranga para
utilizacado na terapéutica (FERREIRA et al., 1980).

Utilizando os processos especiais de modificacdo molecular baseados
na hibridagdo molecular e a latenciagcdo de farmacos foram realizadas as
modificacées para obtencdo dos protétipos deste trabalho (CHUNG et al.,
2005; VIEGAS-JUNIOR et al., 2007).

Hibridagdo molecular como estratégia de obtencdo de chaves duplas

A hibridacao molecular € uma estratégia racional de planejamento de
novos protoétipos ou ligantes baseado no reconhecimento pelos receptores de
subunidades de duas ou mais moléculas bioativas, que ap6s adequada fusao,
leva a uma nova arquitetura molecular que mantém caracteristicas pré-
selecionadas das moléculas tomadas como molde e que pode ser reconhecida
por dois ou mais receptores bioldgicos (VIEGAS-JUNIOR et al., 2007).

Tem sido proposta a classificacdo dos hibridos em: conjugados, pré-
fundidos e fundidos de acordo com a hibridacdo do(s) grupo(s) relevantes ao
reconhecimento pelo receptor(es). O esquema 2 representa o0s circulos como
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subunidades farmacoféricas dos protétipos selecionados. Nos hibridos
conjugados, esses farmacoforos sdo unidos por um espacgador através de uma
ligacdo covalente nao labil, e atuam por si sem a necessidade de bioativagdo
quimica ou enzimatica. Quando as subunidades sdo unidas sem a presenca de
um espagador temos o0s hibridos fundidos. InUmeros sdo os exemplos da
literatura em que as subunidades farmacoféricas se mesclam (se fundem)
formando estruturas com menor tamanho, peso molecular e caracteristicas
farmacocinéticas e farmacodindmicas diferentes do protétipo (MORPHY &
RANKOVIC, 2005).

conjugado pré-fundido fundido

Esquema 2: Classificacado dos compostos hibridos de acordo com a estratégia
de hibridacao utilizada (Adaptado de MORPHY & RANKQOVIC, 2005).

De uma maneira simplista, e em analogia com o modelo de chave-
fechadura proposto pelo quimico Karl Fischer (1901-1958) podemos imaginar a
chave como um farmaco e a fechadura como o receptor biolégico. Embora
essa analogia tenha sua limitacdo por ndo considerar a flexibilidade dos
ligantes e das biomacromoléculas, ele nos auxilia no entendimento da
estratégia da modificacdo utilizada. Nesse sentido, uma determinada chave
deve ser reconhecida por complementaridade por uma fechadura, tal qual um
farmaco pelo receptor. Seria proibitiva a interacdo de uma chave com outra
fechadura nao prépria. Entretanto, na hibridacado molecular o reconhecimento
molecular por dois receptores planejados leva a obtengcdo do que se denomina
“chave dupla”, em que a partir de uma Unica chave é possivel a interagdo com
duas fechaduras distintas (Esquema 3).
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Farmaco A Receptor A

(o

Farmaco B

Receptor B

Hibrido
Receptor B Receptor A

Esquema 3: Hibridacao molecular na obtencao de “chaves duplas”.

A utilizagdo da hibridagdo molecular como ferramenta na busca de
novos protoétipos quebra o paradigma de “bala magica”, por que inicialmente se
propunha que uma determinada estrutura quimica deveria interagir
seletivamente com um determinado receptor 0 que nao ocorre na hibridacao
(SUN, 1981). Do ponto de vista clinico, esses hibridos poderiam diminuir a
politerapia e aumentar a adesdo do paciente ao tratamento (WERMUTH,
2004).

Compostos que sdo planejados para atuar em alvos mudltiplos
frequentemente apresentam eficacia superior contra as doencas de etiologia
complexa quando comparados com compostos de alta especificidade para um
simples alvo. Ademais, o carater mdultiplo ligante da estrutura apresenta
vantagens farmacocinéticas em relacdo a administracdo concomitante de dois
ou mais farmacos (MORPHY, KAY & RANKOVIC, 2004).

Durante o planejamento da estrutura do composto hibrido uma série de
fatores deve ser analisada para manutengao da atividade como, por exemplo, o
carater farmacoférico de cada uma das subunidades envolvidas na estrutura, e
se possivel o carater eletrébnico e topogréafico do receptor com as principais
interagbes envolvidas. Nesse contexto, torna-se dificultada a manutengédo da
atividade de compostos com relagédo estrutura-atividade particular (BALDWIN
etal., 1979).
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Latenciacao de farmacos

A latenciacdo de farmacos € uma estratégia de modificacdo molecular
que possui como objetivo melhorar as propriedades fisicas, quimicas,
biofarmacéuticas ou farmacocinéticas de compostos bioativos melhorando a
utilizacdo de farmacos ou novos protétipos. Os compostos obtidos por essa
estratégia sdo denominados pré-farmacos (RAUTIO et al., 2008; CHUNG et al.,
2008).

Segundo a IUPAC o termo pro-farmaco pode ser definido “para algum
composto que apos biotransformacao exibe efeito farmacolégico. Pré-farmacos
podem ser entendidos como farmacos que contém grupos protetores
especificos e ndo toxicos usados de uma forma transitoéria para alterar ou
eliminar propriedades indesejaveis de determinado farmaco matriz”
(STANCZAK & FERRA, 2006).

Cerca de 5-7% dos farmacos utilizados no mundo podem ser
considerados pro-farmacos. Dentre esses cabe destacar alguns lideres em
venda no mercado farmacéutico mundial como, por exemplo: sinvastatina,
lovastatina, omeprazol, enalapril e aciclovir (RAUTIO et al., 2008; ETTMAYER
et al., 2004).

Os pré-farmacos podem ser classificados de acordo com Testa (2004) e
Chung e colaboradores (2005) em: classicos, bioprecursores, mistos, dirigidos
e reciprocos e serao discutidos a seguir:

Pré-farmacos classicos

Sao por si inativos ou menos ativos que o farmaco matriz, e tornam-se
ativos apéds hidrélise (quimica ou enzimatica) liberando o farmaco ativo. Nesse
tipo de abordagem se utiliza um transportador inativo e atdxico, que promove a
melhoria da atividade terapéutica por aumento de biodisponibilidade,
diminuicdo da toxicidade, prolongamento de acdo e aumento de seletividade.
Em diversas situacdes a melhoria obtida esta relacionada com a modulacao da
solubilidade do farmaco matriz pela utilizacao do transportador.

Bioprecursor

Cerca de 23% dos pré-farmacos disponiveis no mercado séao
bioprecursores (ETTMAYER et al., 2004). Estes podem ser caracterizados por
nao apresentarem transportador, e a bioativacao se da por hidrélise ou mais
frequentemente pelo sistema redox in vivo para gerar o metabdlito ativo. A
zidovudina e a lovastatina sdo exemplos de pré-farmacos bioprecursores.
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Pro-farmacos mistos

Possuem caracteristicas de pro-farmacos classicos e de bioprecursores.
Sao inicialmente inativos e necessitam sofrer diversas reacdes quimicas para
se converter na forma ativa, aumentando a concentracao do farmaco ativo em
um sitio de acao especifico. Um exemplo é o sistema CDS (Chemical Delivery
System) proposto por Bodor e Abdelalim (1985) que necessita bioativacdo do
transportador em uma etapa prévia a liberagdo do farmaco por hidrolise
(BODOR & ABDELALIM, 1985).

Pré-farmacos dirigidos

Esta estratégia tem como objetivo reduzir os efeitos toxicos provocados
pela acao inespecifica do farmaco em outros alvos. Utiliza o conhecimento da
presenca de receptores ou enzimas especificas no sitio de acdo para
reconhecimento do pro-farmaco que atuara seletivamente no local de acéo. Os
transportadores podem ser polimeros ou anticorpos. Um exemplo é o sistema
ADEPT (Antibody Directed Enzyme Prodrug Therapy) explorado na obtencéo
de compostos antineoplasicos mais seletivos (CHUNG et al., 2008).

Pré-farmacos reciprocos

O transportador apresenta atividade biolégica apds a reacao de hidrolise
quimica ou enzimatica. O mecanismo de ag¢ao do transportador geralmente é
diferente, e o pro-farmaco apo6s hidrolise, pode atuar de forma sinérgica em
alvos distintos. A utilizacao dessa estratégia pode diminuir a dose inicialmente
utilizada, diminuindo os efeitos adversos e contribui com maior adesdo do
paciente ao tratamento. A sulfassalazina, utilizada atualmente para tratamento
de colite ulcerativa, é o exemplo de farmaco que apds bioativacao redutiva por
acao das azo redutases libera a sulfassalazina e o acido 5-aminosalicilico
(CHUNG et al., 2005).

Pro-farmacos sao planejados para superar problemas farmacéuticos e
farmacocinéticos associados com a molécula matriz que, caso contrario,
poderia ter seu uso clinico limitado. Um grande numero de barreiras pode
limitar o uso clinico de um farmaco. Na fase farmacéutica, relacionada a
obtenc¢do do medicamento, pode-se observar falta de solubilidade, estabilidade,
e propriedades organolépticas indesejaveis, etc. Com relagcdo a
farmacocinética, a latenciacdo tem auxiliado na obtencdo de compostos com
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melhor perfil de absorcao, distribuicdo, metabolismo e excrecdo. Problema de
toxicidade relacionados a irritacdo local ou a distribuicAo em outros tecidos
pode ser solucionada com os pro-farmacos (FERREIRA & KOROLKOVAS,
1980; ETTMAYER et al., 2004; CHUNG et al., 2005).

Os principais critérios a serem avaliados durante o planejamento de pré-
farmacos incluem: presenca de grupos funcionais passiveis de sofrer
derivatizacao através de ligacoes labeis, presenca de sistemas enzimaticos
que regenerem in vivo a molécula matriz ou bioativem o pré-farmaco e predicao
de fenbmenos como toxicidade e instabilidade do pré-farmaco, baseados nos
conceitos da quimica farmacéutica e medicinal, e que inviabilizariam a estrutura
proposta.

Os principais grupos quimicos e suas respectivas ligacées labeis sao
representados no esquema 4:

carbonato

- :g‘ R o S OTfRZ

o Ry O
o (OO ]
; e 2
ésteres & = ‘_' I
7 0. ; o
W R R\”,S\
/z; 0 g - s
) o o Ry O fosfata
Aotode,
SO
amidas
* fl g,OH
~yR “O UL
0 s
carbamato R \H/\O’ ~0H
xR &
8} %
e v
hase Mannich pHma imina
R
il ROy NH
e . N

8] El
Esquema 4: Principais grupos funcionais (azul) e ligacoes labeis (verdes) dos

pré-farmacos que apos hidrélise quimica ou enzimatica libera o farmaco matriz.
(adaptado de RAUTIO et al., 2008).
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Devido a falta de investimento em pesquisa pelas industrias
farmacéuticas no desenvolvimento de novos farmacos para doencas
negligenciadas, esta € uma importante abordagem do ponto de vista pratico e
econbmico que permite obter compostos (pro-farmacos) com propriedades
biofarmacéuticas, fisico-quimicas e organolépticas mais adequadas, quando
comparados ao farmaco matriz.
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5- Material e Métodos

1- Reagentes

+

R R R T T R EEEE Y

(3-aminofenil)metanol (Across);
(4-aminofenil)metanol (Across);
2-(4-aminofenil)etanol (Across);
2,4-dinitrofenilhidrazina (Across);
acetato de etila (Chemis);

acido aceético glacial (J.T. Baker);
acido antranilico (Fluka);

acido cloridrico 37% (Synth);
acido clorossulfénico (Vetec);
acido m-aminobenzéico (Fluka);
acido monocloroacético (Fluka);
acido nitrico 98% (Vetec);

acido p-aminobenzéico (Fluka);
acido sulfurico concentrado (Synth);
agua destilada;

alcool cinamico (Fluka);

anidrido ftalico (J.T. Baker);
anilina (Synth);

bicarbonato de sodio (Across);
bis(trimetilsilillamida 1M em THF (Sigma);
carbonato de potassio (Synth);
carbonato de sodio (Synth);
cianeto de potassio (Merck);
cloreto de sédio (Synth);

cloreto de tionila (Merck);
cloridrato de cisteinamina (Sigma);
crotonaldeido (Across);
diciclohexilcarbodiimida (Fluka);
diclorometano (Chemis);
dimetilaminopiridina (Sigma);
diéxido de manganés (IV)(Merck);
etanol (Chemis);

etanolamina (Sigma);

eter dietilico (Merck);

ftalimida (Across);

hexano (Chemis);

hidrato de hidrazina 64% (Across);
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hidreto de sédio em 6leo mineral (Merck);
hidréxido de potassio (Merck);
hidréxido de sédio (Merck);
mesalazina (Henrifarma);

metanol (Synth);
N-(2-hidroxietil)ftalimida (Across);
N-bromopropilftalimida (Merck);
nitrito de sodio (Merck);
N-N-dimetilformamida (Sigma);
p-aminofenol (Sigma);
permanganato de potassio (Merck);
peréxido de hidrogénio 30% (Vetec);
silica para coluna 0,06-0,2 mm (Across);
sodio metélico (Merck);

sulfato de magnésio anidro (Synth);
sulfato de sodio anidro (Synth);

terra de diatomaceas (VETEC)
tetrahidrofurano (Merck);

tiofenol (Across);

tricloreto de fosforo (Merck);
trietilamina (J.T. Baker);

T E R E E Y

2- Equipamentos

4 espectrometro Bruker, modelo DRX-400 (400 MHz);
espectrofotometro de infravermelho FTIR-8300 da Shimadzu;
espectrofotometro UV/Vis Shimadzu;

aparelho de ponto de fusédo capilar modelo SMP3 da Bibby Stuart
Scientific;

# analisador elementar Perkin-ElImer CHN 2400.

4 & ¢

3- Animais

Foram utilizados camundongos da linhagem Swiss (25-30 g) machos
e fémeas, adultos, com 6 a 8 semanas de idade. Os animais foram
mantidos em jejum por 8 horas e com livre acesso a agua. Todos os
animais utilizados neste trabalho foram manipulados de acordo com normas
estabelecidas pela Comissdo de Etica Internacional para manuseio de
animais em modelos de inflamacao. Os experimentos foram aprovados pelo
comité de ética da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas (CEP 02/2009).
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4- Métodos
4.1- Metodologias sintéticas

O planejamento sintético para obtencdo dos produtos finais desejados
envolve multiplas etapas. Inicialmente foram sintetizados os derivados
furoxanicos e ftalimidicos adequadamente funcionalizados. Estes
intermediarios sintéticos foram posteriormente acoplados para obtencdo dos
produtos finais.

Foram obtidos trés derivados furoxanicos (3-5) que foram selecionados
de acordo com a capacidade variavel de doacdo de 6&xido nitrico
(SCHOENAFINGER, 1999; CERECETTO & PORCAL, 2005). Dois dos
derivados foram obtidos explorando a reacdo de alcenos com trioxido de
dinitrogénio para formagao do sistema aromatico N-éxido-1,2,5-oxadiazol. O
derivado bis-aril-sulfonil furoxano (5) foi obtido através de multiplas etapas
sintéticas.

No esquema 5 o produto final (composto I) foi obtido através de trés
etapas sintéticas. Inicialmente obteve-se o derivado hidroximetilfenilfuroxano
(3) a partir da reagao do alcool cinamico (39) com nitrito de s6dio em meio com
acido acético. Este derivado funcionalizado foi interconvertido em seu cloreto
de alquila (40) usando cloreto de tionila como agente clorante. Na ultima etapa,
a ftalimida atuando como nucledfilo na presenca de solvente polar aprotico
substitui cloro em uma reacéao SN, (substituicao nucleofilica bimolecular). Este
esquema sintético leva a obtengcado do produto final desejado com rendimentos
globais de 32,4 %.

(@)
Cl
OH N
b) N\ ° (e}
"o @ Ny L IO
- . |\ “N+O N-g /
N-g N-O

39 3 40

alcool cinamico produto final
composto |

a) NaNO;, HAc, 0°C, 24h (90%); b) SOCl,, 25°C, 24h (45%); c) Ftalimida potassica, 90°C, 24h (80%)

Esquema 5: Obtencao do composto | obtido a partir do alcool cindmico
(39).
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A partir da reacao entre crotonaldeido (41) e nitrito de sédio em meio
com acido acético se obtém o derivado furoxanico aldeidico (4). Esta funcao
aldeido é oxidada usando di6xido de manganés e cianeto de potassio ao éster
metilico (42) em baixos rendimentos (25%). Explorando as reacbes de
substituicdo nucleofilica, o grupo éster é transformado na hidrazida (43) usando
hidrato de hidrazina como reagente com rendimentos de 85% e tempos
reacionais que variam de 1-1,5 h. Essas hidrazidas sé&o reagidas sob refluxo
com anidrido ftalico usando acido acético como solvente durante 4 horas. Essa
ultima etapa de condensacao leva a obtencdo do produto final desejado
(composto IlI) com rendimento de 81%. O rendimento global para obtencao
desse produto € baixo (5,16%) (Esquema 6).

H3C.
(0]
(0] a) 0 CHg b) hco { C) H NHNM d) T]I +
2
H)K/\CHS H ™ Ny s ,\} N . \
Neg oNd
o (0]
41 4 42
crotonaldeido produto final
composto Il
a) NaNO,, HAc, 0°C, 2h (30%); b) KCN, MnO,, EtOH, 0°C, 30min (25%); c)NHo,NH,, EtOH, 0°C, 1-1,5h (85%);
d) Anidrido ftalico, HAc, refluxo, 4h (81%).

Esquema 6: Obtencao do composto Il obtido a partir do crotonaldeido.

O bis-aril-sulfonil furoxanico (5) foi obtido através de trés etapas
sintéticas: 1) explorando a nucleofilicidade do ion tiofendxido realizou-se uma
reacado de substituicdo nucleofilica bimolecular, em que ocorre substituicdo do
atomo de cloro do acido monocloroacético pelo enxofre do grupo tiol formando
o sulfeto; 2) em uma segunda etapa, o sulfeto (45) é oxidado a sulfona (46)
usando como agente oxidante peréxido de hidrogénio 30% ou permanganato
de potassio; 3) em uma ultima etapa, a sulfona é reagida com acido nitrico 90%
para formagéo do nucleo bis-aril-sulfonil N-éxido-1,2,5-oxadiazol (5) (Esquema
7).
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a) H,0, CICH,COOH, NaOH, 110°C, 2h (83%); b) H,0,, HAC, 25°C, 48h (76%); c)HNOs, HAC, 110°C, 45min

Esquema 7: Obtengéo

do derivado bis-aril-sulfonil furoxano (5).

Este derivado bis-aril-sulfonil furoxano (5) é funcionalizado com

substituintes adequados at

ravés de reacbes de substituicdo nucleofilica

aromatica para permitir a reagao de acoplamento com os derivados ftalimidicos

(Esquema 8).
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a) etanolamina, THF, 0°C, 30 m

30 min; d) (4-aminofenil)metanol , THF, 0°C, 30 min; e) 2-(4-aminofenil)etanol, THF, 0°C, 30 min;
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in(32%);b) cisteinamina, THF, 0°C, 30 min; c) (3-aminofenil)metanol, THF, 0°C,
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Esquema 8: Obtencdo dos derivados fenilsulfonilfuroxanicos

funcionalizados.
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Os derivados ftalimidicos foram preparados através de reacdes de
condensacao entre o anidrido ftalico (52) e derivados aminados previamente
selecionados, levando em consideracao a relacao estrutura-atividade biol6gica
do nucleo ftalimidico, tido como farmacéforico na inibicdo da citocina pro-
inflamatéria TNF-a. Ademais, esses derivados deveriam estar adequadamente
funcionalizados para posterior reacdo de acoplamento com a subunidade
furoxéanica. Experimentalmente os derivados ftalimidicos podem ser obtidos
utilizando aquecimento convencional ou radiagdo em microondas com étimos
rendimentos reacionais (entre 78-91%) e minima formacao de impurezas
(SANTOS, LIMA & CHUNG, 2006; HESS et al., 2001).

No Esquema 9 a seguir, o intermediario 47 foi reagido com derivados
ftalimidicos [cloretos de acido (56) e cloreto de sulfonila (54)] em reacbes de
substituicao nucleofilica (SN2), e permitiram o acoplamento entre as duas
subunidades para obtencao dos produtos hibridos finais desejados (rota a e b).
Explorando-se a nucleofilicidade da amina primaria do intermediario 47 também
se realizou a reagdo com anidrido ftalico para formagcao de outro produto final
derivado ftalimidico (rota c).
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0O

i O
52 O
anidrido ftalico

aq) b1) \ @ O\/\NHz
oNg
47
o , Qu 3
) P
)4 HOfN
55
az) b2) produto final
0 0]
o o) composto lll
1.0 N@—{
N S\/ Cl
Cl o)
(e} 54 56
Q.0
0.0 S. O~
Sy O~ NH ba) Y NH
2 3. +
o"™o 47

47

7 @) < > /<
@[léo“@; $=0 C:«« NS oo
1 LD

produto final N7 produto final
O-N* @
composto IV 0 composto V

rota a: a4) anilina, 130°C, microondas 5 min (94%); ap) HSO3Cl, PClj,
CH,Cl,, TEA, 25°C, 2h (46%)

rota b: b4) acido p-aminobenzoéico, HAc,130°C, 1h (91%); bg) SOCl,,
CHyClp, TEA, 25°C, 2h (40%)

rota c: ¢4) HAc, derivado furoxanico, 130°C, 24h (24%);
Esquema 9: Sintese dos derivados ftalimidicos e dos produtos finais I,

IVeV.

Outra série de compostos foi obtida através da reacao do derivado
hidroximetilfenil furoxano (3) com derivados ftalimidicos funcionalizados (55,
57, 58 e 59) utilizando agentes acoplantes para formagcdo de ésteres dos
compostos hibridos desejados (compostos VI, VIl e VIII) (Esquema 10).

60°C, 30 min (70%); a3) derivado furoxanico,

60°C, 4h (100%); bs) derivado furoxanico,
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rota a: a;) &cido o-aminobenzéico, HAc,130°C, 1h (78%); ap) derivado furoxanico, DCC, CH,Cl,, 0°C, 5h (42%);
rota b: bq) 4cido m-aminobenzéico, HAc,130°C, 1h (80%); by) derivado furoxénico, DCC, CH,Cl,, 0°C, 5h (48%);

rota c: ¢{) mesalazina, HAc,130°C, 1h (78%); ¢5) derivado furoxanico, DCC, CH,Cl,, 0°C, 5h (50%);

Esquema 10: Sintese dos derivados ftalimidicos e dos produtos finais VI-

VIII.
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4 2- Métodos Analiticos

4.2.1- Cromatografia em Camada Delgada (C.C.D.)

Foi utilizado cromatografia em camada delgada (cromatofolhas de aluminio
20x20 cm Silica gel 60 Fzs4 0,2 mm de espessura - Merck) para o
acompanhamento das reacbes e das purificacbes dos compostos que foram
sintetizados. A visualizacdo das substancias foi realizada em l|ampada
ultravioleta (254-365 nm), e/ou por exposicao a iodo pulverizado.

4.2.2. Espectrometria de RMN 'H e RMN °C

Os espectros de RMN '*C e "H foram obtidos no espectrémetro Bruker,
modelo DRX-400 (400 MHz) utilizando como solventes D-O, CDCl; e DMSO-dg
do laboratério de Ressonéncia Magnética Nuclear do Departamento de
Quimica da Universidade Federal de Sao Carlos (UFSCar) e da Central
Analitica — USP SP.

4.2.3. Espectrofotometria de absorcao no infravermelho (l.V.)

Os espectros de absorgao no I.V., na regido de 4.000 a 400 cm™, foram
obtidos em pastilhas de KBr no espectrofotdmetro de infravermelho FTIR-8300
da Shimadzu.

4.2.4. Determinacéo da faixa de fusdo

As faixas de fusdo dos compostos foram determinadas em aparelho de
ponto de fusdo capilar modelo SMP3 da Bibby Stuart Scientific.

4.2.5. Andlise Elementar

Foi realizada a analise elementar dos compostos obtidos a fim de avaliar
a sua composicao atébmica. Esta analise foi realizada na central analitica do
Instituto de Quimica da USP — Sao Paulo, no equipamento Perkin-Elmer CHN
2400.
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4.3—- Ensaios

4.3.1- Ensaio de contor¢ao abdominal induzida por acido acético (COOLIER at
al., 1968).

A atividade analgésica periférica dos compostos foi avaliada no modelo
de contorcao abdominal induzida por acido acético 0,6%. Neste ensaio os
animais sao pré-tratados com os compostos |, lll, IV, V e VII por via oral na
concentragdao de 100 umol/kg (0,1 mL/20g) ou com o farmaco padrao dipirona
(v.0.; 100 umol/kg; 0,1 mL/20g). No grupo controle negativo é administrado por
via oral suspensdo de goma arabica 5%. Apds 1 hora da administracao das
substancias é injetada por via intraperitonial uma solucdo de &cido acético
0,6% (0,1mL/10g camundongo) e registra-se durante 30 minutos o numero de
contorcoes. A diminuicdo do numero de contorcdes estda relacionada a
atividade analgésica periférica dos compostos, e € expressa pela férmula:

% atividade analgésica = n-n’/100n (1)

Onde: n= média do numero de contor¢ées do grupo controle (goma arabica
5%);

n’= média do numero de contorgdes do grupo teste (compostos)

Preparo das substincias

Todas as substancias foram preparadas em suspensdo de goma
arabica 5% na dose de 100 umol/Kg. A goma arabica 5% nao apresentou
atividade analgésica e teve o0 mesmo numero de contorcées da solucao salina
(resultados ndo mostrados).

Andlise Estatistica

Os niveis de significancia entre os grupos experimentais e o controle
foram feitos utilizando-se o Teste T de Student. Os valores foram considerados
significativos quando *P < 0,05. Os resultados foram expressos como média +
erro padrao da média.
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4.3.2— Detecgao quantitativa de nitrito (SORBA et al., 1997)

O 'NO em solugao rapidamente se oxida em nitritos e nitratos, por isso a
quantificacdo da concentragdao de nitrito € uma forma indireta de mensurar a
capacidade de doacdo de oOxido nitrico pelos compostos. Neste ensaio uma
solugdo do respectivo derivado furoxanico e padrdes (20 puL) em DMSO foi
adicionado a tubo contendo 2 mL de tampéo fosfato 50 mM (pH 7,4) contendo
0,5 mM ou 5 mM de cisteina, ou ainda na auséncia de cisteina. A concentragéao
final do composto foi 10*M. Apés 1 hora a 37°C, 1 mL dessa solugao foi tratada
com 250 pL do reagente de Griess. Apos 10 minutos a temperatura ambiente
para que ocorresse a reagdao e a absorvancia foi medida a 540 nm. Os
experimentos, realizados em triplicata, foram repetidos por mais 3 vezes em
dias distintos. Os resultados foram expressos como porcentagem nitrito (NO2)
mol/mol + erro padrdao da média.

Preparacdo das amostras: Pesou-se 0,0101 mol do composto a ser testado
(derivados furoxanicos e padrdes) e solubilizou-os em 1 mL de dimetilsulféxido.

Preparacao do tampao fosfato 50 mM (pH 7,4): 0,68 g de fosfato de potassio
monobasico foi solubilizado em 80 mL de agua destilada. O pH da solucéao foi
ajustado, com auxilio de equipamento, para valor de 7,4 com hidréxido de
sédio 10% ou acido cloridrico 10%. Completou-se o volume em baldo
volumétrico para 100 mL com agua destilada. O balao foi protegido da luz.

Preparacéo do tampéao fosfato 50 mM (pH 7,4) contendo 0,5 mM ou 5 mM de
cisteina: 0,68 g de fosfato de potassio monobasico e 60 mg (0,5mM) ou 600 mg
(5 mM) de cisteina, conforme procedimento adotado, foi solubilizado em 80 mL
de agua destilada. O pH da solucao foi ajustado para 7,4 com hidréxido de
sédio 10% ou &cido cloridrico 10%. Completou-se o volume em baldo
volumétrico para 100 mL com agua destilada. O baléo foi protegido da luz.

Preparacao do reagente de Griess: Em baldao volumétrico de 100 mL adiciona-
se 4 g de sulfonamida, 0,2 g de dicloridrato de N-naftiletilenodiamina, 20 mL de
a'gua destilada e 10 mL de acido fosforico. O volume final do baldo é
completado para 100 mL.

Construgcdo da curva analitica: Para construcdo da curva analitica foram
preparadas solu¢des-padrao de nitrito de sédio nas concentracées de 10-80
nmol/mL (SORBA et al 1997). Apés adicao de reagente de Griess, a mistura foi
mantida em repouso a temperatura ambiente por 10 minutos. Decorrido este
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tempo, os valores de absorvancia foram medidos em espectrofotémetro
UV/visivel Shimatzu no comprimento de onda de 540 nm.

Deteccéao de nitrito: Uma solugédo do respectivo derivado furoxanico e padroes
(20 pL) em DMSO foi adicionado a tubo contendo 2 mL de tampao fosfato 50
mM (pH 7,4) contendo 0,5 mM ou 5 mM de cisteina, ou ainda na auséncia de
cisteina. A concentracéo final do composto foi 10*M. Apés 1 hora a 37°C, 1 mL
dessa solucao foi tratada com 250uL do reagente de Griess. Apds 10 minutos a
temperatura ambiente, a absorvancia foi medida a 540 nm em
espectrofotometro UV/visivel. Os experimentos foram realizados em triplicata
foram repetidos por mais 3 vezes em dias distintos. Os resultados foram
expressos como porcentagem nitrito (NO2) mol/mol + erro padrao da média.
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6- Resultados e Discussoes

Os procedimentos experimentais e as respectivas identificacoes
estruturais estao dispostas na se¢ao Anexos. Para auxilio na interpretacao dos
espectros de infravermelho e ressonancia magnética nuclear (RMN C'3 e H'),
foram utilizadas as seguintes referéncias: DYER, 1969; SILVERSTEIN et al.,
1994 e PAVIA et al., 1996.

6.1 - Sinteses

6.1.1- Sintese do composto |

O Esquema 5 mostra a estratégia sintética utilizada para obtengédo do
composto |. Inicialmente o nudcleo furoxanico devidamente funcionalizado é
obtido através de reacéo entre alcool cindmico (trans) (39) e nitrito de sédio em
meio com &cido acético glacial. Esta reacdo apo6s purificacdo por coluna
cromatografica forneceu rendimento de 90%. Embora nao se conhega o exato
mecanismo reacional para obtencao deste derivado, ha proposta de que haja
envolvimento de reacdes radicalares

Um dos aspectos fundamentais nessa reacdo é a posicao da
subunidade N-Oxido, que se mantém predominantemente na forma
representada no Esquema 5. Embora ndo haja na literatura discussao do
porqué desse fen6meno acredita-se que a presenca da hidroxila do alcool
cindmico auxilie na estabilizacdo da carga negativa do oxigénio através de
ligacdo de hidrogénio intramolecular, durante a formagéo do produto. Em ultima
instancia, esta ligagao intramolecular poderia levar a formag¢éo de um derivado
com menor energia conformacional, portanto com maior estabilidade.

De fato, a distribuicdo conformacional e as respectivas energias
conformacionais (Kcal/mol) calculadas utilizando o programa de modelagem
molecular Spartan pro 8.0 (método semi empirico AM1) permitiram visualizar 5
diferentes confébrmeros com energias que variaram entre 62,62 — 64,88
Kcal/mol para um dos tautémeros (Figura 15 A). Destes, a conformacéao de
menor energia era aquela em que havia a possibilidade de formagao dessa
ligacao hidrogénio intramolecular.

Quando calculada a energia conformacional do outro possivel tautdmero
(Figura 15 B) observou-se que este apresentou trés possiveis conférmeros,
sendo o de menor energia com valor correspondente a 63,4 Kcal/mol, ou seja,
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com energia superior (0,78 Kcal/mol a maior) ao tautémero A, provavelmente
devido a incapacidade de formacdo de ligacao hidrogénio intramolecular e
provavel repulsdo eletronica do oxigénio do N-6xido e a nuvem eletrénica do
sistema aromatico.

‘ Ligacdo hid}‘égénio

. -
N T
62,61 Kcal/mol

63,41 Kcal/mol

Figura 15: Conférmeros de menor energia dos dois possiveis tautdmeros do
composto 3.

Essa poderia ser uma possivel explicagcdo para a formacao unica do
tautbmero A (Figura 15) durante a sintese. A correta determinagcédo da posicao
da subunidade N-6xido é fundamental porque esta diretamente relacionada a
capacidade de doacdo de 6xido nitrico pelos compostos furoxanicos. A
caracterizacao estrutural por ressonancia magnética nuclear de carbono (RMN
C'®) permite identificar inequivocadamente a correta posicdo desta subunidade,
ja que devido ao efeito de ressonancia ha protecao do carbono aromatico que
tem ligado o grupo hidroximetilénico (-CH>OH) (Esquema 11).

HO™ P - HO Ny
I+ /N N\ 4
Mo 0"
32 3b

Esquema 11: Efeito protetor em C2 devido a presenca da subunidade N-éxido.
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O espectro de RMN '3C (Espectro 1) mostra em & 53,51 o sinal do
carbono metilénico. Também podemos visualizar em & 115,49 e & 158,24 a
presenca dos carbonos do nucleo furoxanico, representados por C2 e C3
respectivamente no Espectro 1. A diferenca de deslocamento quimico entre
esses dois carbonos vizinhos deve-se ao efeito protetor do carbono ligado ao
N-6xido que aparece em & 115,49, efeito este ndo observado com o outro
carbono aromatico.
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Espectro 1: Espectro de Ressonancia Magnética Nuclear do composto
furoxanico 3 (RMN '3C; 400 MHz; acetonas).

Outras técnicas de caracterizagcdo estrutural como RMN H' foram
realizadas e se encontram no capitulo Anexos. Destaca-se a presenca dos
hidrogénios metilénicos (CHz) em 4,72 ppm. A falta de definicao das
respectivas multiplicidades dos hidrogénios aromaticos € uma caracteristica de
muitos derivados furoxanicos, por isso, nado foi possivel visualizar a
multiplicidade dos hidrogénios aromaticos, que a despeito disso, apresentaram
correta integracdo do numero de hidrogénios.

A interpretacdo dos deslocamentos quimicos por RMN foi comparada
com os dados disponiveis na literatura relativos a caracterizagdo estrutural
desse intermediario, e se mostraram idénticas (CERECETTO et al., 1999). A
faixa de fusdo medida se apresentou na faixa entre 66-67°C, de acordo com 0s
dados descritos.

A partir da funcdo alcool (3), de acordo com o Esquema sintético 5, foi
realizada a interconversao de grupo funcional ao haleto de alquila, mais
especificamente ao cloreto de alquila (40). O cloreto de tionila foi o agente
utilizado como agente clorante para essa reagao cujo rendimento foi de 45%
apos purificacdo cromatografica. O objetivo dessa modificacao foi introduzir um
bom grupo abandonador para explorar posteriormente reagdo de substituicdo
nucleofilica bimolecular (SN») pela ftalimida potassica.
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Do ponto de vista mecanistico, a hidroxila do alcool (3) atuando como
nucledfilo ataca o &tomo de enxofre do cloreto de tionila que possui deficiéncia
eletrénica por sustentar atomos eletronegativos como cloro e oxigénio. Ha
formagdo de um intermediario reativo. Posteriormente, o atomo de carbono
metilénico é atacado pelo ion cloreto que atua como nucleéfilo. Ha eliminacao
de bom grupo abandonador que se decompde em didxido de enxofre e HCI
(Esquema 12).
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Esquema 12: Mecanismo de reacao para obtencao do derivado furoxanico 40.

Tem sido proposto na literatura (CERECETTO et al, 1999) que
compostos como o clorometilfenilfuroxano (40) poderia apresentar atividade
citotéxica, devido a capacidade deste composto em formar adutos com
biomacromoléculas. O mecanismo para tal agcdo se daria pela eliminacao do
cloro e formagdo de uma espécie N=O a,B-insaturada. Esta espécie
funcionando como aceptor de Michael poderia sofrer adicdo de um
bionucledfilo (ex. ADN) e formar adutos téxicos (Esquema 13). Esse tipo de
abordagem pode ser explorado para obtencéo de agentes antineoplasicos.
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Esquema 13: Modo de acgéo do clorometilfuroxano (40) como agente citotéxico.

A anélise pelo espectro de RMN H' dos hidrogénios metilénicos deste
composto mostraram deslocamento de & 4,82 aparecendo como um singleto.
Quando se compara esse espectro com o reagente hidroxilado (3) observamos
qgue os hidrogénios metilénicos deslocam-se de & 4,72 (reagente hidroxilado)
para 6 4,82 (cloreto). Esperar-se-ia efeito contrario, ja que o atomo de oxigénio
possui maior eletronegatividade que o atomo de cloro. Entretanto, nao
devemos analisar apenas o efeito indutivo, nesse caso a capacidade do atomo
de oxigénio realizar ressonancia poderia explicar esse efeito eletroatrator
menos pronunciado que o deslocamento esperado.

Em uma dltima etapa, explorando a acidez do hidrogénio da ftalimida,
em uma tipica reacao acido-base, obteve-se o sal potassico quando a ftalimida
foi reagida em meio etandlico com hidroxido de potassio.

A ftalimida potassica (64) atuando como nucledfilo ataca o carbono
metilénico que sustenta o atomo de cloro (40) e realiza a substituicio
nucleofilica bimolecular (SN2) (Esquema 14). As reacdes SN. sao favorecidas
na presenca de solventes polares apréticos como, por exemplo, a
dimetilformamida utilizada como solvente da reacgao.
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Esquema 14: Mecanismo de reacao para obtencdo do composto |.

As reacdes de substituicao nucleofilica, explorando a ftalimida potassica
como nucledfilo, sdo bem conhecidas na quimica organica classica onde a
subunidade ftalimidica atua como grupo protetor ou ainda é explorada em
reacdes para obtencédo de aminas primarias - sintese de Gabriel.

Obtém-se assim o composto | (produto final) que foi caracterizado por
infravermelho, RMN H', C'® e espectrometria de massas. No infravermelho, a
principal modificagcdo observada é a presenca dos estiramentos axiais
simétricos e assimétricos das carbonilas do sistema imidico da ftalimida que
aparecem em 1774 cm™ e 1743 cm™ e auséncia do estiramento C-Cl. Segundo
a literatura, os estiramentos associados a presenca do anel furoxanico
aparecem em aproximadamente 1600 cm™- 1640 cm™ e 1510 cm™, entretanto,
no espectro 2 ndo pode ser destacado de forma inequivoca por ser esta uma
regidao de impressao digital, onde aparecem também os estiramentos axiais
carbono-carbono aromaticos (BOYER, 1986).
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Espectro 2: Espectro no infravermelho do produto final (composto 1) (pastilha
de KBr).

Assim, tornam-se necessarios outros métodos de caracterizacao
estrutural como RMN e massas. No RMN H' além da presenca dos hidrogénios
aromaticos da ftalimida entre & 4,74 e & 4,82 observamos que o0s hidrogénios
metilénicos deslocam quando comparados ao composto 40 (cloreto de alquila)
ficando mais desprotegidos e aparecendo em & 4,95.

Pelo espectro de RMN C' observamos a carbonila do sistema
ftalimidico em 6169,28. O sistema ftalimidico também pode ser observado nos
deslocamentos quimicos dos carbonos em & 134,36 (C2), 6 122,95 (C1) e &
131 (C3). O sistema furoxanico pode ser caracterizado pela presenca dos
deslocamentos & 157,22 (C7) e 6 112,6 (C6) do nucleo furoxanico e o carbono
metilénico em & 52,12 (C5).

Devido a maior dificuldade de caracterizacao estrutural desse composto
foi utilizada a técnica LC/MS. Neste experimento, pode-se caracterizar através
da espectrometria de massas alguns dos fragmentos mais relevantes
destacados a seguir: (m/Z) 321 (3% - pico ion molecular) e 305 (3,3%) relativo
a perda do oxigénio da funcédo N-éxido.

Este produto final, obtido com rendimentos globais de 32,4%, detém a
subunidade furoxanica tida como doadora de 6Oxido nitrico e a subunidade
ftalimidica — inibidora da sintese de TNF-alfa.
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Na Tabela 2 podemos comparar o deslocamento quimico dos derivados
furoxanicos (3 e 40). Um dos principais efeitos eletrénicos se da nos
hidrogénios metilénicos que se deslocam no espectro de RMN de acordo com
0 substituinte que possui ligado a si. Dessa forma, analisando os dados do
espectro de RMN H' podemos observar que de acordo com a maior
eletronegatividade do substituinte ha maior desprotecdo do carbono metilénico.
Esperariamos maior desprotecdo dos hidrogénios metilénicos ligados a
hidroxila, seguido pelo nitrogénio do sistema imidico da ftalimida e por ultimo
aqueles ligados ao atomo de cloro. Entretanto, a capacidade dos atomos de
oxigénio realizar ressonancia explica o efeito protetor observado no
deslocamento quimico do derivado hidroxilado (3) em relacdo ao cloreto e a
ftalimida (40). O composto | ndo pode ser usado na Tabela 2 para fins
comparativos quanto ao efeito eletrénico do carbono metilénico, haja vista que
o solvente utilizado no experimento foi o DMSO, que por efeito de solvatagao,
desprotege naturalmente.
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Tabela 2 : Comparagao dos deslocamentos quimicos devido a presenga do grupo R.

R =0H (3)
6
Cl (40)
(o}
10
g 9 11
N
o (composto 1)
Composto 3 (OH) Composto 40 (Cl) Composto | (ftalimidico)
bosics RMN H’ RMNC® | RMNH' | RMNC®(8) | RMNH'(8) RMN C" (8)
osicdo
(6) (6) (6)

1 4,72 53,81 4,82 34,29 4,95 52,12
2 - 158,6 - 157,4 - 157,22
3 - 115,5 - 114,5 - 112,6
4 - 132,31 - 132,63 - 132,61
5 7,97 130,39 7,84 130,63 7,87 129,35
6 7,81 128,92 7,63 128,71 7,57 128,06
7 7,81 128,03 7,63 127,13 7,57 127,65
8 - - - - - 169,2
9 - - - - - 131
10 - - - - 7,82 134,6
11 - - - - 7,74 122,95
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6.1.2 - Sintese do composto I

O produto final (composto Il) foi obtido de acordo com o planejamento
sintético descrito no esquema 6. A partir da reagcao entre o trans-crotonaldeido
(41) e o nitrito de s6dio em meio contendo acido acético a 0°C obteve-se 0
derivado furoxanico com rendimento de 30% apds purificagdo cromatografica.
Esse baixo rendimento pode ser explicado pela formacdo de subprodutos com
fator de retengao (Rf) proximo ao produto desejado, dificultando a separacao.
O mecanismo reacional parece ser semelhante ao descrito para formacao do
composto 3 e deve envolver reacdes radicalares.

Ainda que calculos de modelagem molecular demonstrem menor energia
conformacional do tautébmero contendo a subunidade N-Oxido vizinha ao
carbono detentor da grupo aldeidico, espectros de RMN C'® apontam que o
produto majoritario identificado trata-se do tautdmero representado no
esquema 6 (composto 4). Isso pode ser facilmente visualizado em espectros de
correlacdo como, por exemplo, HMBC. A seguir, no espectro 3 observamos 0s
deslocamentos quimicos dos atomos de carbono do composto 4.
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Espectro 3: Espectro de RMN C13 do aldeido furoxano (4) ("*C RMN; 200 MHz;
acetonage).

O espectro de RMN C'® apresenta os sinais dos substituintes do ntcleo
furoxénico representados pela carbonila do aldeido em & 170,67 e o carbono
da metila em & 14,19. O sistema aromatico furoxanico apresenta dois carbonos
que aparecem respectivamente em & 156,9 (C3) e 6 110,42 (C2) (Espectro 3).
Essa diferenga de deslocamento quimico entre esses carbonos se deve ao
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efeito protetor que o oxigénio da subunidade N-O6xido realiza no carbono
conforme mostrado pela estrutura de ressonéancia a seguir (Esquema 15):

o4 SN
HaC HaC - A
] \N - N N
N-d o ©
4a 4b

Esquema 15: Efeito protetor em C2 devido a presenca da subunidade N-éxido.

A interconversao tautomérica nao € um fendmeno comum em ocorrer no
nucleo furoxanico, mas essa situacao pode ser possivel em temperaturas mais
elevadas.

O derivado furoxanico aldeidico foi oxidado e convertido ao éster
metilico (42) em baixos rendimentos (25%). O diéxido de manganés é agente
oxidante nao seletivo e poderia levar a oxidagcdo da metila substituinte do
nucleo furoxanico. Por isso, determinou-se o tempo reacional como sendo 30
minutos, porque maiores tempos reacionais levariam a formacdo de outros
produtos de oxidacdo nao desejados. O isolamento reacional acaba sendo
realizado antes do completo consumo do reagente aldeidico fato este que
justifica o baixo rendimento.

Em uma segunda etapa explorando a deficiéncia eletronica da carbonila
do éster metilico, é realizada a substituicado nucleofilica (SN2) com eliminagao
do metéxido (OCHz) que pode capturar um proéton do meio e se converter a
metanol. Ha formacédo da hidrazida (43) com rendimento de 85%. O tempo
reacional € curto, porque, caso essa reagao prossiga por periodos maiores,
pode ocorrer decomposi¢do do nucleo furoxanico e formacao de subprodutos.
Isso ocorre em parte devido a presenca de dois possiveis sitios eletrofilicos na
estrutura do éster metilico do metilfuroxano (42): um dos sitios poderia ser o
carbono carbonilico (sitio desejado) e o outro o carbono do nucleo
heteroaromatico furoxanico que sustenta a subunidade N-6xido. Assim, caso a
base hidrazina, atuando como nucleéfilo, ataque este carbono haveria
rompimento e degradacao do anel furoxanico.

Utilizando o programa Spartan pro 8.0 foi obtido o mapa de potencial
eletrostatico do éster metilico (42) representado na Figura 16. Em vermelho
esta representado as regides ricas eletronicamente e em azul-anil as regides
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deficientes eletronicamente e, portanto susceptiveis ao ataque nucleofilico pela
hidrazina. Esses resultados corroboram com as observacdes experimentais.

NH,NH,

Figura 16: Mapa de potencial eletrostatico do éster metilico (42) mostrando os
possiveis locais de adicdo da hidrazina.

Durante as sinteses observou-se relativa instabilidade da hidrazida (43)
formada. Por isso, optamos por reagi-la de imediato com anidrido ftalico (52)
em uma reacdo de acoplamento para formacdo do derivado ftalimidico
(composto Il). Essas reagdes de condensacdo permitiram a obtencdo do
derivado com 6timos rendimentos (81%).

Do ponto de vista mecanistico a reagdo ocorre como representado no
Esquema 16.
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Esquema 16: Mecanismo da reacao para obencéao do composto Il.

Essa reacéo inicia-se com o ataque nucleofilico do par de elétrons livre
da amina da anilina a carbonila do anidrido ftalico (52), que sustenta uma carga
parcial positiva (6+). Ha rompimento da ligacado 1, e o par de elétrons fica
sustentado pelo atomo de oxigénio (66). Ao reestabelecer esta ligacdo, ha
quebra da ligacao C-O. O par de elétrons da amina realiza outro ataque ao
carbono carbonilico (67). Novamente ha rompimento de outra ligagdo 1 que, ao
ser reestabelecida, elimina uma molécula de agua, levando ao fechamento do
anel (68), e formando o derivado ftalimidico (composto Il) desejado (Esquema
16).

O composto foi caracterizado por RMN C™ e H' e a despeito da
simplicidade estrutural podemos observar neste espectro os sinais relativos aos
hidrogénios aromaticos presentes no nucleo ftalimidico representados pelo
multipleto e a presenca da metila como singleto em & 2,83 (Espectro 4).

A metila em & 2,83 do produto final (composto Il) encontra-se mais
desprotegida que o a do composto 4 (derivado furoxanico aldeidico) que
aparece como singleto em & 2,43, provavelmente decorrente do efeito
eletrénico da subunidade ftalimidica introduzida (Espectro 4).
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Espectro 4: Espectro de Ressonancia Magnética Nuclear do composto 1l ("H
RMN; 400 MHz; acetonagg).

O espectro de RMN C'® (Espectro 5) desta estrutura é mais informativo e
nos indica a presenca do nucleo furoxanico contendo a subunidade N-6xido,
caracterizado pelos carbonos nos deslocamentos quimicos em & 155,94 (C6) e
6 109,07 (C7). Este ultimo, mais protegido devido ao efeito de ressonancia do
oxigénio da subunidade N-6xido. O espectro 5 mostra a presenca da carbonila
de amida no deslocamento & 164,33 referente a C5, e das carbonilas de imida
do sistema ftalimidico no deslocamento & 170,56 em C4. Podemos ainda
visualizar a presenca dos outros carbonos do sistema ftalimidico em & 136,73
(C2), & 125,31 (C1) e & 130,56 (C3). Esse conjunto de dados nos indica a
possibilidade de obtencdo do produto desejado com baixos rendimentos
globais (5,16%).
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Espectro 5: Espectro de Ressonancia Magnética Nuclear do composto Il ('*C
RMN; 400 MHz; DMSO) — ampliagéo regido aromatica.

6.1.3 — Sintese do composto Il

Apés construcao e funcionalizacdo do ndcleo furoxanico, o composto |l

foi sintetizado conforme Esquema 17.
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a) H,0, CICH,COOH, NaOH, 110°C, 2h (83%); b) H,O,, HAc, 25°C, 48h (76%); c)HNOs, HAc, 110°C, 45min
d) etanolamina, THF, NaOH 50%,, 0°C, 30 min (32%); e) anidrido ftalico, HAc, 120°C, 2h (24%).

Esquema 17: Sintese do composto |l

Em meio bésico, o tiofenol (44) perde um hidrogénio se transforma no
anion tiofenoxido (99) que é mais nucleofilico. Este através de uma reagéo de
substituicio nucleofilica bimolecular, ataca o carbono sp® do A&cido
monocloroacético que sustenta o atomo de cloro e apresenta uma deficiéncia
eletrénica por conta da presenca deste grupo eletronegativo. Ha formacao de
um estado de transi¢do tetraédrico (71), que depois da saida do ion cloreto
(CI'") e respectiva inversdo da configuracdo decorrente da reacdo SN, leva a
obtencdo do produto desejado (45) com rendimento de 83% e faixa de fusao
entre 60-61°C (Esquema 18).

OH
o
S/—\ o~ \)OL
oy C} H C O/S OH
o

69 70 71 45

: SH OH-
44

Esquema 18: Mecanismo de reacao para obteng¢ao do derivado 45.

Jean Leandro dos Santos



Resultados e Discussoes 72

O composto 45 foi caracterizado por RMN H' e C'™. No espectro de
RMN H' usando DMSOd;s como solvente, os hidrogénios metilénicos do acido
monocloroacético aparecem em & 4,32 mais desprotegidos que os hidrogénios
metilénicos do composto 45 que aparece como um singleto em & 3,80. Este
fenbmeno, decorrente do maior efeito eletronegativo do cloro é que leva a
desprotecao os hidrogénios metilénicos.

O &cido feniltioacético € posteriormente oxidado a sulfona (46) usando
peréxido de hidrogénio 30% (4 equivalentes) como agente oxidante com
rendimento de 76%. Tentativas iniciais de utilizagcdo do peréxido de hidrogénio
em uma relagdo estequiométrica 1:1 levava a formacdo do sulfoxido.
Curiosamente, o ambiente diastereotdpico caracterizado pela presenca do
centro assimétrico representado pelo atomo de enxofre gerava um espectro
onde é possivel observar o diferente ambiente quimico dos hidrogénios
metilénicos que se mostram como dubletos (Espectro 6).
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Espectro 6: Espectro de RMN H' da mistura de sulféxido e sulfona.
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Esse resultado mostra a importancia da utilizacdo do excesso
estequiométrico de peroxido de hidrogénio 30%.

A sulfona (46), sem tracos de sulféxido, também pode ser obtida usando
permanganato de potassio como agente oxidante. Do ponto de vista pratico,
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esta reagdo tem o inconveniente do controle da temperatura reacional, que
durante adigdo da solugdo de permanganato deve se manter a 0°C.

A Tabela 3 mostra os deslocamentos no espectro de RMN H' do sulfeto
usando como reagente e da sulfona obtida apés a oxidacao.

Tabela 3: Deslocamentos quimicos de RMN dos derivados do acido
feniltioacético

Composto | Hidrogénio metilénico Solvente

(H3) utilizado

Sulfeto (45) 035 acetonay
Sulfona (46) 04,34 acetonay

Relatos da literatura mostram que essa oxidacdo também pode ser
realizada com oxone® em rendimentos superiores a 70%.

A partir da sulfona (46) e utilizando uma mistura de acido nitrico 98% e
acido acético glacial (Esquema 17) obtém-se o derivado bis-
arilsulfonilfuroxanico (5) em rendimento de 56% como sélido com faixa de
fusdo entre 140°-142°C (FARRER, 1964). Nao ha na literatura relatos do
mecanismo reacional, mas acredita-se que esse deve explorar a reatividade do
carbono metilénico que deve sofre uma reacdo de descarboxilacdo e com
mecanismo semelhante as reagdes periciclicas.

O espectro bidimensional de correlacao (Hetcor; DMSQOdp) identifica os
carbonos da subunidade heteroaromatica furoxanica em & 157 (C6) e & 115
(C5). Novamente, o efeito de ressonancia explica a maior protecao de C5 em
relagdo a C6, conforme ja discutido. Os carbonos da subunidade fenilica
apresentam os seguintes deslocamentos quimicos & 136 (C9); & 129,8 (C10) e
0 129,4 (C8) (Espectros 7).
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Espectro 7: Espectro de Ressonancia Magnética Nuclear do bis-
arilsulfonilfuroxano (5) (Hetcor; 300 MHz; DMSOdp).

Esse € um importante intermediario que foi explorado em diversas
reacOes de substituicdo nucleofilica aromética conforme exemplificado pelo
Esquema 8.

O objetivo dessas reacdes era obter compostos funcionalizados (47-51)
que seriam reagidos posteriormente com anidrido ftalico. Entretanto, as
caracterizacdes destes por RMN néo foram conclusivas. Isso se deu por que 0s
espectros obtidos apresentavam sinais mal definidos que ndo permitiam a
correta identificagdo da estrutura desejada.

O composto 47 obtido através da reagdo da etanolamina com bis-
arilsulfonilfuroxano em meio basico ja era descrito na literatura (FRUTTERO et
al., 1997), e foi selecionado para proximas reagdes muito embora ainda
apresentasse um espectro mal definido e inconclusivo.

A etanolamina em meio fortemente basico (NaOH 50%) perde o préton
do alcool se transformando em um etoxido que atuaria como nucledfilo,
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inicialmente se adicionando ao carbono heteroaromatico para posteriormente
eliminar a sulfona que pode se decompor em SO3" e benzeno (Esquema 19). A
maior nucleofilicidade do etéxido justifica 0 motivo da substituicdo ocorrer pelo
ataque do atomo de oxigénio, € ndo do atomo de nitrogénio, que nesta situagao
€ menos nucleofilico que o etéxido.

As reacdes de substituicdo nucleofilica aromatica ndo ocorrem com
facilidade, mas podem ser favorecidas eletronicamente inserindo, por exemplo,
grupos eletroatratores na subunidade aromética ou heteroaromatica. O
mecanismo se passa por uma adi¢do-eliminacdo e envolve a formacao de
carbanion com elétrons delocalizados (complexos de Meisenheimer). A
presenca de grupos na posicao orto e para estabilizam esse complexo formado
e auxiliam no mecanismo (Esquema 19).
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Esquema 19: Mecanismo de reacao para obtencao do derivado furoxanico 47.

Outro aspecto extremamente relevante neste mecanismo é o ataque do
oxigénio (etéxido) ao carbono que ndo sustenta a subunidade N-Oxido. Esse
efeito ocorre porque é este o carbono mais desprotegido, dado comprovado
pelo espectro de RMN C'3. Sendo mais desprotegido, ele apresenta uma maior
deficiéncia eletrénica reconhecida pelo nucleéfilo que preferencialmente se
adiciona nesse carbono (Esquema 20-b). A possibilidade de formagéao de maior
densidade eletrbnica no carbono que sustenta a subunidade N-6xido “repele” a
aproximacao do nucledfilo (Esquema 20-a).
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Esquema 20: Ataque preferencial do nucledfilo ao carbono que nédo sustenta a
subunidade N-6xido.

De acordo com o Esquema 17 o derivado furoxanico funcionalizado (47)
foi reagido com anidrido ftalico em meio contendo &acido acético a 120°C
durante 2 horas levando a obtencao do composto Ill com rendimento de 24%.

Com relagdo ao mecanismo, na primeira etapa dessa reacdo ha ataque
do par de elétrons ndo ligante do nitrogénio da aminoetanossulfonilfuroxano
(47) ao carbono carbonilico que sustenta uma carga parcial positiva (6). Esse
carbono carbonilico (sp?) estd em um anel de cinco membros tensionado (52).
Ha um rompimento da ligacdo m e deslocamento da carga negativa para o
atomo de oxigénio. Essa etapa leva a geragao de um intermediario tetraédrico,
ocorrendo clivagem da ligagao sigma do C-O do anidrido, com o deslocamento
da carga negativa para o atomo de oxigénio (75). Na etapa seguinte, o
intermediario teve seu anel de cinco membros aberto (76). A restauracao desse
anel é endergb6nica. No entanto, essa restauragdo s6 é possivel porque o
nitrogénio da ligacdo amidica formada ainda contém pares de elétrons nao
ligantes, que podem ser utilizados para realizar um segundo ataque nucleofilico
ao atomo de carbono carbonilico (sp?) do acido carboxilico. Esse ataque gera o
rompimento da ligagdo w, e deslocamento de elétron para o atomo de oxigénio,
levando a formacéao de intermediario tetraédrico. Ha restauracéo da ligacao & e
expulsdao de uma molécula de agua. Na ultima etapa, ha uma eliminacao
levando a formagao do composto Il (Esquema 21).
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Esquema 21: Mecanismo de reacao para obtencdao do composto lll.

A presenca do meio acido auxilia a reacao, pois este pode protonar o
oxigénio da carbonila e favorecer o ataque da amina. Entretanto, é importante
salientar que o meio acido pode indisponibilizar o par de elétrons da alquil
amina diminuindo a nuclecfilicidade desta. Este fato pode justificar o baixo
rendimento (24%) observado nesta reacdo. Uma possibilidade de se melhorar
esse rendimento poderia ser a utilizacdo de solventes como, por exemplo, a
piridina ou tolueno.

Um fato importante de ser discutido € o aquecimento, que segundo
alguns relatos da literatura, poderia levar a interconversao ao outro tautémero,
mudando assim a posicdo da subunidade N-éxido. Experimentos de HMBC
deverao confirmar a correta posi¢cao dessa subunidade na estrutura proposta.

No espectro infravermelho (Espectro 8) do composto Il destacam-se os
estiramentos axiais simétricos e assimétricos da carbonila de imida em 1778
cm” e 1720 cm™ e auséncia do estiramento axial e angular da ligacdo N-H da
amina primaria.
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Espectro 8: Espectro no infravermelho do composto Il (pastilha de KBr).

O composto foi também caracterizado por RMN H' e C'®. No RMN H',
além dos sinais relativos ao sistema ftalimidico caracterizados pelo multipleto
com integracao para 4 hidrogénios entre & 7,89 e & 7,95, é possivel observar
os hidrogénios aromaticos da fenila ligada a sulfona e os dois tripletos da
cadeia alquilica lateral que aparecem em 6 4,77 e 6 4,22 (Espectro 9).
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Espectro 9: Espectro de Ressonancia Magnética Nuclear do composto Il ('H
RMN; 400 MHz; acetonags)

No espectro de RMN C'® (Espectro 10) podemos visualizar o sistema
ftalimidico representado pela carbonila de imida que aparece em & 168,41, 0s
carbonos aromaticos 6135 (C2), & 123,77(C1) e & 130,37 (C3). A cadeia etilica
(derivada etanolaminica) apresenta os deslocamentos do carbono em & 68,76
(C6) e 36,78 (C5). Essa diferenca de deslocamento deve ao efeito indutivo que
desprotege C6 ligado ao atomo de oxigénio, efeito menos pronunciado em C5,
gue se encontra ligado ao atomo de nitrogénio menos eletronegativo. Quando
se analisa o efeito eletrénico no nucleo heteroaromatico furoxanico se observa
o deslocamento quimico de C8 em & 95,44. Normalmente, se observa nos
espectros que esse carbono aparece na regiao aproximadamente de & 110. A
despeito do efeito indutivo do oxigénio, podemos entender esse efeito “protetor”
como decorrente do efeito de ressonancia realizado pelo oxigénio da
subunidade “etanolaminica” e que protege essa posi¢cao no espectro de RMN
C'®. Em & 156,48 observamos a presenca de C7 da subunidade furoxanica.
Ademais, podemos visualizar nesse espectro a presenca dos carbonos
aromaticos C10, C11 e C12 ligados ao grupo sulfona.
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Espectro 10: Espectro de Ressonancia Magnética Nuclear do composto Il (**C
RMN; 400 MHz; acetonags) — ampliacao regido aromatica.

Utilizando equipamento de sintese em paralelo e diferentes bases
reagiu-se hidroxietilftalimida com bis-arilsulfonilfuroxano em meio THF anidro a
0°C. As bases testadas foram terc-butdéxido de potassio, hidreto de sdédio,
bis(trimetilsilillamida, bicarbonato de sbédio, sédio metalico, trietilamina,
carbonato de sédio e hidroxido de sodio 50% (Esquema 22).

o 0 o o\\s,/o
@E:N_/_OH base @EléN_/_ ’\?/_‘N( @
(0] a-h o oo
77 composto Il
Esquema 22 : Esquema sintético para obtencdo do composto Il usando

sintese em paralelo.

As condicdes reacionais também foram modificadas e realizadas em
diferentes temperaturas. Do conjunto de resultados obtidos neste experimento
encontrou-se que o hidreto de sédio e o sddio metalico poderiam levar a
obtencdo do produto desejado quando se reagia 1 equivalente de bis-
arilsulfonilfuroxano com 4 equivalentes de hidroxietilftalimida. Entretanto, havia
formacao de produtos com fatores de retencao préximos e de dificil separacao.
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O excesso do derivado ftalimidico foi usado por que, embora haja formagéao do
produto (composto Ill), o meio basico hidrolisa o anel ftalimidico, gerando o
derivado furoxanico aminado (47). Por isso, esta rota sintética nao foi
explorada.

6.1.4 — Sintese do composto IV

O composto IV foi obtido através da funcionalizacdo adequada do derivado
ftalimidico (54), que foi posteriormente acoplado ao derivado furoxanico
previamente preparado (47).
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composto IV

a) anilina, microondas (pot.maxima), 5min (94%); b) HOSO,CI, PCls, 50°C, 30 min (80%); c) CH,Cl,, TEA, t.a., 2h (46%)

Esquema 23: Sintese do composto IV.

Explorando a metodologia descrita por Lima e colaboradores (2002), foi
realizada a reacdo para obtencdo de 2-fenil-1H-isoindol-1,3(2H)-diona (53).
Essa reacédo inicia-se com o ataque nucleofilico do par de elétrons livre da
amina da anilina a carbonila do anidrido ftalico (52), que sustenta uma carga
parcial positiva (6+). Ha rompimento da ligacado 1, e 0 par de elétrons fica
sustentado pelo 4&tomo de oxigénio. Ao reestabelecer esta ligagdo, ha quebra
da ligagdo C-O. O par de elétrons da amina realiza outro ataque ao carbono
carbonilico. Novamente ha rompimento de outra ligagdo T que, ao ser
reestabelecida, elimina uma molécula de agua, levando ao fechamento do anel,
e formando o derivado fenil-ftalimidico (53) desejado (Esquema 24):
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Esquema 24: Mecanismo de reagdo para formacao de N-fenil ftalimida (53).

Lima e colaboradores (2002) descreveram a obtencdo do composto
fenilftalimidico (53), seguindo metodologia de aquecimento convencional. No
entanto, atento ao fato de que as reagdes em microondas possam ser mais
rapidas, foi realizada a mesma reacdo, agora sob condicdo de aquecimento
utilizando radiagéo. Esse experimento nos permitiu obter rendimentos maiores
(94%) e em menor tempo reacional (5 minutos) que LIMA (80%) (SANTOS et
al., 2005).

Esse resultado inicial aponta a reacdo em microondas como importante
estratégia para obtencao de compostos fenilftalimidicos de maneira mais rapida
e com maiores rendimentos que o aquecimento convencional.

A sintese e a caracterizagdo estrutural da fenilftalimida (53) ja haviam
sido descritas na literatura (LIMA et al., 2002). O acompanhamento reacional
por C.C.D mostrou a formacdo de um novo produto, que foi revelado com
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solugéo de ninidrina 1%, onde nao se observou a mancha rosada caracteristica
de aminas primarias, e que aparece na revelacao da anilina. Apds isolamento,
o produto obtido teve sua faixa de fusdo medida e estando entre 204°-205°C,
conforme o valor especificado na literatura.

Utilizando métodos espectroscopicos, pode-se observar pelo espectro
no infravermelho (Espectro 11) da fenilftalimida (53), o estiramento axial da
ligagdo C-N-C, presente em 1385 cm™, referente ao sistema imidico formado.
Ademais, visualizamos os estiramentos axiais das carbonilas do sistema
imidico como os estiramentos: 1780 cm™ e 1706 cm™.

Espectro 11: Espectro no infravermelho da fenilftalimida (53) (Pastilha KBr).

No espectro de RMN H' (Espectro 12) podemos observar os hidrogénios
do sistema aroméatico imidico em & 7,89 e & 7,95, respectivamente os
hidrogénios: H7, H8 e H6, H9. Nos deslocamentos de 6 7,43 e 8 7,51, podemos
observar os hidrogénios do sistema aromatico fenilico, referentes
respectivamente aos hidrogénios H2’, H3’, H4, H5e H6, muito embora nao
haja integracao destes hidrogénios para completo entendimento estrutural.
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Espectro 12: Espectro de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio (RMN
'H) da fenilftalimida (53) relativo as regides de & 7,40 e & 8,05 (em DMSOd).

Através dos espectros de RMN *C e DEPT (anexos), podemos observar
todos os carbonos presentes na molécula. No espectro de DEPT é possivel
visualizar os carbonos C-H aromaticos. As atribuicbes dos C-H aromaticos
foram baseadas em dados da literatura (LIMA et al., 2002).

Esses resultados permitem afirmar que o composto fenilftalimida (53),
previamente descrito na literatura, foi obtido com sucesso. A obtencdo dos
derivados ftalimidicos arilicos é de fundamental importancia, haja vista que
relatos da literatura apontam que esses derivados substituidos sdo mais
potentes na inibicdo de TNF alfa que os derivados alquilicos (LIMA et al.,
2002).

O derivado fenil ftalimidico foi reagido com dois equivalentes de acido
clorossulfénico a 50°C em uma reagéo de substituicdo eletrofilica aromatica
que forneceu um sélido amorfo acinzentado com rendimento de 80% e faixa de
fusédo entre 180%-182°C.

Essa metodologia de obtengcédo do cloreto de sulfonila (54) é a mesma
estratégia da ja bem conhecida sintese da sulfonamida. No entanto, o grupo
protetor ao invés do acetil é a propria ftalimida. A reacdo n&o ocorre no sistema
aromatico ftalimidico, porque este se encontra desativado para reagdes de
substituicao eletrofilica aromatica.

O tricloreto de fosforo foi usado em substituicdo ao pentacloreto de
fésforo da metodologia original sem comprometimento da obtencao do produto,
ja que sua principal funcao era de fornecedor de ions cloreto para formacao do
produto desejado.
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Este intermediario reativo foi identificado por infravermelho, RMN H' e
C'. No espectro de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio (Espectro
13), podemos observar que a nova subunidade introduzida levou a desprotecao
dos hidrogénios, principalmente aqueles vizinhos ao cloreto de sulfonila. Os
hidrogénios 3 e 5’, por exemplo, apresentavam desprotecdo de +0,33,
passando do deslocamento quimico & 7,43 na fenilftalimida para 6 7,76 apdés
clorossulfonacdo. Essa desprotecdo ocorre pelo efeito indutivo eletroatrator
dessa subunidade introduzida (SO,Cl). No espectro de RMN C'® observamos
que o carbono que sustenta o grupo sulfonila (SO.CI) apresenta-se mais
desprotegido, sofrendo o efeito eletrotrator desse grupo. Assim, na
fenilftalimida esse carbono (C8) que estava em & 128,25 se deslocou para &
147,54 no derivado contendo o grupo cloreto de sulfonila.

(o]
6 / S
P /2\

H6 e H9 ‘7‘ ‘3 ’;l*"/ i \4‘—! cl
5 g ] 8\/\5\/ N_7 1
IR g Y .
g38 . .H7 e H8 .
I e
H6’ e H2'
H5" e H3’
“JJ/ U“\M_)\’/L\A_J\/\/\J\__A_JUI i

T T T
8..II 7.9 7.8 7.7 7.6 7.5 7.4  ppm

Espectro 13: Espectro de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio (RMN
'H) do cloreto de sulfonila (54) relativo as regides de & 7,4 e & 8,0 (em
DMSOds; 500 MHz).

Explorando a reatividade da funcao cloreto de sulfonila (54) realizou-se
a condensacdo com o derivado furoxanico (47) através da reacdo de
substituicdo nucleofilica bimolecular (SN2). Mecanisticamente, essa € uma
reacdo de substituicdo nucleofilica onde o par de elétrons do nitrogénio
alquilico, atuando como nucledfilo ataca o atomo de enxofre do cloreto de
sulfonila (deficiente em elétrons). Ha eliminagdo do cloreto como grupo
abandonador e formagao do derivado sulfonamidico (Esquema 25).
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Esquema 25: Mecanismo de reac¢ao para obtencdo do composto V.

Apébs purificacdo por coluna cromatografica o produto foi obtido com
rendimento de 46% e caracterizado por ressonancia magnética nuclear (RMN
H' e C™). No espectro RMN H' destaca-se a cadeia alquilica derivada da
subunidade etanolaminica onde H8’ esta presente como quarteto acoplando
com H7’e o hidrogénio N-H. O hidrogénio H7’ é visualizado como tripleto e
também integra para dois hidrogénios (Espectro 14).
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Espectro 14: Espectro de Ressonancia Magnética Nuclear do composto IV ('H
RMN; 400 MHz; acetonagg).

O espectro de RMN C'™ (Anexos) mostra a presenca dos carbonos
metilénicos em & 70,81 (C7) e & 42,41 (C8’). Os carbonos do sistema
heteroaromatico da subunidade furoxanica aparecem em & 159,96 (C6’) ligado
a N-6xido e em & 100,93 (C5). Conforme explicado anteriormente este
carbono, apesar de estar conectado ao atomo de oxigénio eletronegativo,
apresenta-se protegido devido ao efeito de ressonancia. A carbonila do sistema
ftalimidico esta presente em 6 167,39 (C4). Os demais carbonos ftalimidicos
aparecem em & 135,64 (C2), & 124,37 (C1) e 130,72 (C3). No espectro RMN
C'® uma significativa alteragdo se d& no carbono que sustenta a subunidade
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sulfonamidica (C8). Ainda que realizada em solventes diferentes, pode-se
sugerir uma maior protecao do carbono (C8) quando ligado a subunidade
sulfonamidica que quando ligado ao grupo cloreto de sulfonila.

Assim, obteve-se o composto IV (produto final) detentor de carater
hibrido com atividade dual — inibidor da citocina TNF-alfa e doador de éxido
nitrico, representados respectivamente pela subunidade ftalimidica e
furoxanica.

A Tabela 4 sumariza os dados dos deslocamentos quimicos nos
espectros de RMN H' e C'® dos intermediarios e composto IV.
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Tabela 4: Deslocamentos quimicos de RMN H' e C™ dos intermediarios e

produto final (composto V).

o) o =2
T M/Z%T/‘{(N o o I e o 'y
LA | e [

IS 53 S 6(\%2

N0y
RMN (DMSO 4)* RMN (DMSO 4) * RMN (acetona,) *

H' c® H' c”® H' c®

1| 789 | 12367 7,91 124,05 7,97 124,37
2 | 795 | 13487 7,97 134,77 8,00 135,64
3 - 131,61 - 131,53 - 130,72
4 - 167,20 - 166,93 - 167,39
5 - 131,94 - 132,03 - 128,08
6 | 751 | 127,55 7,43 126,08 7,82 128,37
7 | 7.43 | 129,08 7,76 129,72 8,10 132,76
8 | 743 | 128,25 - 14754 - 136,70
1 - - - - 7,89 -
2’ - - - - 7,76 129,51
3 - - - - 8,12 132,76
& - - - - - 136,70
5 - - - - - 100,83
6 - - - - - 159,96
7 - - - - 4,60 70,81
g’ - - - - 3,53 42,41
* 400 MHz
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6.1.5 — Sintese do composto V

O composto V foi sintetizado segundo a rota sintética apresentada no
Esquema 26 a seguir.

0O 0O 0 0O
a) O b) 0 ¢ O
IO, O O
OH cl NH
O o} e} o 5
52 55 56 composto V S
N Ne

a) p-aminobenzéico, HAc, 130°C (91%); b) SOCI,, DMF,;, 60°C, 4h; ¢) CH,Cl,, trietilamina, t.a., 2h (40%).

Esquema 26: Sintese do composto V.
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Esquema 27: Mecanismo de reacao para obtencao dos derivados ftalimidicos.

Do ponto de vista mecanistico esta reacdo inicia-se com o ataque
nucleofilico do par de elétrons livre da amina da arilamina a carbonila do
anidrido ftalico (52), que sustenta uma carga parcial positiva (o+). Ha
rompimento da ligagdo 1, e o par de elétrons se desloca para o atomo de
oxigénio (84). Ao reestabelecer esta ligacao, ha quebra da ligacdo C-O. O par
de elétrons da amina realiza outro ataque ao carbono carbonilico (85).
Novamente ha rompimento de outra ligacdo 1 que, ao ser reestabelecida,
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elimina uma molécula de agua (86), levando ao fechamento do anel, e
formando o derivado ftalimidico funcionalizado (55) (Esquema 27).

As reacdes de obtencao de derivados ftalimidicos podem ser obtidas por
duas diferentes metodologias sintéticas: utilizando aquecimento convencional
em refluxo ou irradiagdo em microondas. De maneira geral as reacoes
utizando microondas levam a obtencdao dos derivados ftalimidicos mais
rapidamente e com rendimentos, por vezes superiores. Nessas reagdes ha
ainda possibilidade de utilizacao de solventes como, por exemplo, o acido
acético, piridina e tolueno. A selecao do acido acético na maioria das reacbes é
por que este possui a capacidade de protonar a carbonila do anidrido ftalico,
facilitando o ataque da amina (nucleéfilo), favorecendo a reacado. O alto ponto
de ebulicdo do acido acético auxilia a etapa endergbdnica de fechamento e
formagdo do anel ftalimidico. Ademais, frequentemente os derivados
ftalimidicos precipitam no meio reacional com &cido acético apds resfriamento
reacional, facilitando a etapa de isolamento do produto.

O derivado (55) foi caracterizado por RMN H' e C'3. O espectro RMN H'
mostra em 67,96 a presenca do sistema ftalimidico como multipleto integrando
para quatro hidrogénios. Os dois duplos dubletos sdo do sistema aromatico
ligado a subunidade ftalimida e integram respectivamente para dois hidrogénios
cada. Em & 7,68 os dois hidrogénios aroméaticos sofrem o efeito eletrénico
desprotetor por conta da presenca do acido carboxilico (Espectro 15). Este
derivado € obtido com bons rendimentos (91%) e faixa de fusdo superior a
250°C.
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P (@] 5] [
78 / 7 i
s 2,
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b/ N\ /7 N\ H10 e H6
HleH2 o] & 7 % o— OH
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AT L 0
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Espectro 15: Espectro de Ressonancia Magnética Nuclear do derivado
ftalimidico (55) (1H RMN; 400 MHz; DMSQs).

Jean Leandro dos Santos



Resultados e Discussoes

91

Devido a baixa reatividade do acido carboxilico (55) frente a substituicao
nucleofilica bimolecular (SNy) foi necessario transforma-lo no cloreto de acila
(56). Este possuindo o cloreto como grupo abandonador pode reagir com o
derivado furoxanico em uma reacao de acoplamento. Para tal transformacao
quimica utilizou-se cloreto de tionila como agente de cloragdo segundo

mecanismo representado no Esquema 28.
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clorossulfito de acila protonado

HCI + S0,

Esquema 28: Mecanismo de reacao para obtencao do cloreto de sulfonila.

Devido a instabilidade do cloreto de

acila (56), este produto nao foi

isolado e foi reagido imediatamente com o derivado furoxanico (47) em meio
basico (trietilamina) usando como solvente diclorometano anidro. O derivado
furox@nico aminado (47), atuando como nucledfilo, ataca o carbono carbonilico

do cloreto de &cido (56) levando a formacéao

da amida (produto V) (Esquema

29). A reagéo, realizada sob atmosfera de nitrogénio, levou a obtengé&o do

composto V com rendimento de 40%.

Jean Leandro dos Santos



Resultados e Discussoes

92

\\ /O

@H

6]
Ly
(0]

o)

0 )4

»@i}@ QHU

f‘iN+
\

o]

O/Z\N
\\ \
S N\ .0

O

A
0

E——

\/O

0
0
B W
HN

0

HCI

@rur

{0

composto V

Esquema 29: Mecanismo reacional para obtencdo do composto V.

No Espectro 16, visualiza-se a presenca dos hidrogénios metilénicos em
0 4,71 (H11) e & 3,95 (H10) que aparecem como um tripleto e um quarteto,
respectivamente. A presenca do quarteto é devido ao acoplamento de H10 com
o hidrogénio N-H da subunidade amidica. A regido aromatica nao apresenta
multiplicidades bem definidas, aparecendo varios multipletos que dificultam a
correta integracdo dos hidrogénios. Experimentos de HMBC permitirao
visualizar o acoplamento entre a carbonila da amida (C9) e o carbono (C10) da
cadeia alquilica.
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Espectro 16: Espectro de Ressonancia Magnética Nuclear do composto V. ('H
RMN; 400 MHz; acetonagg).
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O espectro no infravermelho (Espectro 17) mostra o estiramento axial de
N-H da amida em 3303 cm™'; estiramento axial de C-H aromatico em 3059 cm™;
estiramento axial de C-H alquilico (simétrico e assimétrico) em 2923 e 2852 cm’
': estiramento axial de C=0 imiga (Simétrico e assimétrico) em 1784 cm™ e 1718
cm™'; e estiramento axial de C=N furoxano em 1560 cm™.

Espectro 17: Espectro de infravermelho do composto V (pastilha KBr).

6.1.6 — Sintese dos compostos VI, Vil e VI

Devido a semelhanca estrutural e mecanistica de obtengdo dos
compostos VI, VII e VI, estes serdo discutidos em conjunto a seguir. O
Esquema 30 apresenta a rota sintética utilizada para obtengéo dos diferentes
produtos finais.
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0 NH, 0 ?
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_-"COOH \CO o >\ { ~N
OH
0 0 g © !\,+.d
52 }
o ((gftgj) 55 = COOH (para):
93 (mesalazina) 57 = COOH (orto); composto VI (orto); R= H (para);
94 (meta) 58 = COOH (meta), R= OH (para); Composto VII (meta), R= OH (para);
59 = COOH (meta); Composto VIII (meta); R= H (para);
a) HAc, 120°C, 2h (75-91%); b) CH,Cl,, DCC, 5h (42-51%)

Esquema 30: Sintese dos compostos VI, VIl e VIII.

A etapa inicial é a obtencao dos regioisbmeros derivados ftalimidicos
usando como solvente acido acético. As reacdes foram mantidas em refluxo
por duas horas e os produtos foram obtidos em rendimentos que variaram
entre 75-91%.
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COOH N\ oH NCOOH

H;0
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57 = COOH (orto); R= H (para)
58 = COOH (meta); R= OH (para)
59 = COOH (meta); R=H (para)

Esquema 31: Mecanismo de reacao para obtencao dos derivados ftalimidicos.

O mecanismo das reacgdes inicia-se com o ataque nucleofilico do par de
elétrons livre da amina da arilamina (92, 93 ou 94) a carbonila do anidrido
ftalico (52), que sustenta uma carga parcial positiva (6+). Ha rompimento da
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ligacdo 1, e o par de elétrons se desloca para o atomo de oxigénio (95). Ao
reestabelecer esta ligacdo, ha quebra da ligacdao C-O. O par de elétrons da
amina realiza outro ataque ao carbono carbonilico (96). Novamente ha
rompimento de outra ligagdo T que, ao ser reestabelecida, elimina uma
molécula de agua, levando ao fechamento do anel, e formando o derivado
ftalimidico funcionalizado (57-59) (Esquema 31).

Pelos espectros de RMN H' exemplificado pelo composto 57 (Espectro
18) podemos visualizar a presenca do sistema aromatico ftalimidico como dois
multipletos com integrag&o para dois hidrogénios cada. Em & 8,05 visualizamos
um dublo dubleto integrando para apenas um hidrogénio referente ao H7 que
sofre efeito indutivo do acido carboxilico vizinho. Também é possivel observar
a presenca dos demais hidrogénios aromaticos do substituinte fenilico de
acordo com o espectro 18. Esse derivado ftalimidico, com faixa de fusédo entre
216°-217°C, foi obtido com rendimentos globais de 68%.
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Espectro 18: Espectro de Ressonancia Magnética Nuclear do derivado
ftalimidico (57) (‘H RMN; 400 MHz; DMSOge) - ampliacdo na regido de 7,45-
8,15 ppm.

Da série de derivados ftalimidicos sintetizados (55, 57-59), o composto
orto (57) apresenta menor rendimento (68%) devido ao maior impedimento
estérico dado pela presenca da funcdo éacido carboxilico na posicao orto.
Estudos conformacionais utilizando o programa de modelagem molecular
Spartan pro 8.0 (método semi-empirico AM1) mostraram a possibilidade de
formagdo de 6 conférmeros distintos para o derivado ftalimidico orto, com
energias variando de -67,92 Kcal/mol a -71,18 Kcal/mol. O conférmero de
menor energia observado foi aquele que possuia a capacidade de formar
ligacbes de hidrogénio intramolecular (Figura 17). Estas conferem menor
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flexibilidade a molécula e pode explicar a diminuicdo da reatividade,
responsavel pelo baixo rendimento quando comparado com os demais
regioisdmeros ftalimidicos.

Figura 17: Ligacao hidrogénio intramolecular do derivado orto-ftalimidico.

O derivado ftalimidico orto também pode apresentar atropoisomeria.
Este fenbmeno é atribuido a um tipo de esterecisomerismo caracteristico de
sistemas onde a rotacdo livre em torno de uma ligagdo simples é impedida,
produzindo uma barreira energética suficientemente elevada, de modo a
permitir o isolamento ou simplesmente a deteccao dos diferentes rotameros,
denominados atropoisdmeros. Assim, embora retirado o centro assimétrico
oriundo da talidomida, esse é um derivado que deve apresentar elemento de
quiralidade.

Quanto aos regioisémeros para (55), orto (57), meta (59) e o derivado de
mesalazina (58) estes foram obtidos através de reagdes utilizando aquecimento
convencional (refluxo) nos respectivos rendimentos: 91%, 78%, 78% e 75%. Os
espectros destes encontram-se na se¢ao anexos e serdao apresentados nesta
utilizando os deslocamentos quimicos de RMN H' apresentados da Tabela 5.
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Tabela 5: Deslocamento quimico no RMN H' dos regioisdmeros derivados

ftalimidicos.
(0] @] O (0]
2 4// 6—7 2 // 2 4// 6—7 2 4// 6—17
H/ \‘3/ \N 5/ o \s i \3/4\ /6:7\ H/ \T/ A\ 5/ - \3 h/ \‘3/ \N 5/ N \B—OH
s U A IR P N R NP WA N W
ol ‘ \ /< \g o \O o
OHO \O HO HO
59 58
55 57
RMN (DMSO )* RMN (DMSO ) * RMN (DMSO ) * RMN (DMSO ) *
H’ H' H’ H’
1 7,96 7,93 7,92 7,92
2 7,96 7,99 7,99 7,99
3 - - - -
4 - - - -
5 - - - -
6 7,66 7,55 7,71 7,81
7 7,55 7,77 7,66 7,02
8 - 7,63 8,01 -
9 - 8,05 - -
10 - - 8,05 8,20
* 400 MHz
Apébs identificacdo dos derivados ftalimidicos adequadamente

funcionalizados e explorando a reatividade da funcdo acido carboxilico foram
realizadas reacdes de acoplamento com a subunidade furoxanica. Para isso,
os compostos foram reagidos em diclorometano com o derivado
hidroximetilfenilfuroxano para obtencao de ésteres. Nestas reagdes utilizou-se
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a dicicloexilcarbodiimida (DCC) (102) como agente acoplante para ativar o
acido carboxilico em reagdes de substituicdo nucleofilica. A DCC (102) é muito
utilizado pra formacao de ésteres, principalmente quando as substancias sao
muito sensiveis a meio acido ou basico, ou ainda quando o0 uso de excesso de
um dos reagentes é inviavel por razdes de custo. A DCC possui o atomo de
carbono extremamente eletrofilico, e na primeira etapa da reacdo ha
desprotonacao do acido carboxilico do reagente ftalimidico pelo nitrogénio da
trietilamina (a trietilamina é utilizada como base e pode ser substituida por
dimetilaminopiridina ou piridina). O oxigénio do ion carboxilato formado (100),
atuando como nucledfilo, se adiciona a dupla ligagdo da DCC (102) para formar
O-acilisouréia (104). Essas sao poderosos agentes acilantes e ativam o acido
carboxilico e sdo muito usados para reacdes de formacgéao de ésteres e amidas.
A partir da formacao desta O-acilisouréia (104) ha ataque do par de elétrons do
oxigénio do élcool (105) (derivado furoxanico) para formar um intermediario
tetraédrico, que se desfaz em uma terceira etapa formando o éster e a N-N*-
dicloexiluréia (110) (Esquema 32).

Experimentalmente, N-N*-dicloexiluréia (110) € insolivel em muitos
solventes organicos como diclorometano, piridina, cloroférmio e pode ser
separado por filtracao simples.
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Esquema 32: Mecanismo de reacdo de formacédo de ésteres usando DCC
como agente acoplante.

Os produtos finais obtidos (compostos VI —VIII) apés purificagdo por
coluna cromogréfica foram obtidos com rendimentos de 42%, 50,4% e 48%
para os compostos VI, VIl e VIII, respectivamente.

Os compostos foram caracterizados por infravermelho, RMN H' e C'3. A
Tabela 6 apresenta os respectivos deslocamentos quimicos dos compostos.
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Devido a ma definicao do espectro alguns sinais ndo puderam ser exatamente
determinados e por isso seus valores nao foram apresentados na tabela.

Tabela 6: Deslocamento quimico nos espectros RMN H' e C'® dos compostos
VI, Vil e VIII.

P \7\/‘8\\\’ ] i
N3— - 16
‘H N\ /\ /\g PN i o Yol PN J . \§6\ '{/16
'\2%3\4\/ \10 9/ 1 h T \N <\ /\/E OH \14 1” \‘3/ \N 5/ - \3 \
—18 / SN =
oo=—11 & \\|7 1\273\4\ mfg\ /12 w<\ | ‘\243\4/ \\10 9// 12713/ "“
o—12 ‘5216/ o) //nfo /N*/O \o \1170/ \\N+/O
/;a‘\«/ é o Ve /
-O/N\O/\N
composto VI composto Vil
P composto VII P
RMN (DMSO g)* RMN (DMSO ) * RMN (DMSO ) *
H1 c13 H1 C13 H1 c13
1 7,88 124,35 8,10 134 7,9 123,5
2 7,88 135,70 8,10 123 8,1 134,5
3 130,10 - 130 - **
4 167,90 - 168 - 168
5 134,84 - ** - >
6 7,56 131,77 ** ** ** **
7 7!70 *k 7’40 *k *k *%
8 7,63 133,03 - ** ** *
9 8,05 130,17 - ** - >
10 134,18 7,90 > > **
1 165,23 - 168 - 168
12 5,33 56,06 5,10 55 54 55
13 112,22 - 115 - 115
14 157,99 - 158 - 158
15 132,54 - 132 - >
16 7,95 130,35 7,97 130,5 ** **
17 7,83 128,73 7,80 129 ** >
18 7,81 * 7,80 128 ** *
* 400 MHz  **ND - n&o determinado
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Experimentos de HMBC permitiram visualizar o acoplamento entre os
hidrogénios metilénicos e a carbonila derivada da subunidade ftalimidica.
Ademais, os hidrogénios metilénicos deslocam-se de ®& 4,7 no derivado
furoxanico para até & 5,4 no composto VIII, mostrando o efeito desprotetor
ocasionado pela formacado da ligacao éster nesses hidrogénios. O mesmo
efeito pode ser observado no espectro de RMN C'2.

A ligagao éster dos compostos VI-VIII apresenta labilidade metabdlica e
espera-se que essa possa ser hidrolisada in vivo mediante reagao quimica ou
enzimatica para liberacdo da subunidade ftalimidica e furoxénica, que
exercerdo atividades distintas (inibicdo da citocina TNF-alfa e doacao de 6xido
nitrico, respectivamente). Caso assim atue, esses compostos poderdo ser
denominados pro-farmacos, e auxiliardo na doenca falciforme por mecanismo
diferentes, mas de forma sinérgica no controle dos sintomas da doenca.

6.2 — Ensaios de contorcao abdominal em camundongos induzida por
acido acético 0,6%

Observacgdes clinicas de que o tratamento com anticorpos monoclonais
anti-TNF como, por exemplo, infliximabe, diminuem a dor associada a artrite
reumatoide levou a proposicao que esta citocina € um importante mediador da
dor inflamat6ria no homem. Assim, terapias baseadas na inibicdo do TNF-a
poderiam ser uma importante abordagem terapéutica na reducdo da dor,
principalmente associada a quadros inflamatorios.

O TNF-aq, interleucinas (IL) IL-1B, IL-6 e IL-10 sao as citocinas de maior
evidéncia na modulacao da dor. TNF-a e IL-1B estdo envolvidas com o inicio
da dor neuropatica, IL-6 com a manutencao desta e IL-10 com a inibicao da dor
persistente. Sabe-se que em humanos a infusdo de TNF-a e IL-1B como
adjuvante na quimioterapia do cancer tem sido associado a quadros dolorosos
em mais de 50% dos pacientes (ELKORDY et al., 1997)

Neste contexto, ndo se torna surpreendente que compostos que
possuem a capacidade de inibir TNF-a possam modular a dor. De fato, Ribeiro
e colaboradores (2000) demonstraram que a talidomida — um dos primeiros
protétipos descritos como inibidor de TNF-a — possuia efeitos analgésicos.
Esses pesquisadores avaliaram a capacidade de inibicAdo da dor inflamatéria
pela talidomida em modelo de contor¢cao abdominal induzida tanto por acido
acético quanto por zimosan, e associado a estudos de PCR permitiram
evidenciar o carater inibidor de TNF-a da talidomida a despeito de uma
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provavel estimulacdo de IL-10. Este interessante trabalho mostrou ainda
auséncia de efeito analgésico central da talidomida avaliado em modelo de
placa aquecida (‘hot plate’) e caracterizou o efeito analgésico como sendo
periférico e relacionado a diminuigdo dos niveis de TNF-a.

Assim, neste trabalho foi avaliado a capacidade analgésica dos
compostos no modelo de contorcdo abdominal induzida por acido acético dos
diferentes derivados da talidomida planejados como inibidores da citocina TNF-
a.

Experimentalmente, o ensaio de contorcdo abdominal induzida por acido
aceético 0,6% foi realizado administrando todos os compostos (I-VIIl) por via
oral. Ap6s 1 hora foi injetado na cavidade peritonial o agente flogistico e
registrou-se durante 30 minutos o numero de contor¢des abdominais dos
camundongos. A diminuicdo do numero de contor¢cdes apds administracdo dos
compostos € relacionada a capacidade analgésica destes. A porcentagem de
inibicao do niumero de contorcdes esta expresso na Figura 18.

Contorcao abdominal induzida por acido acético
o 50 T * *
‘S 45 - I T )
S 40 - . N _I
E 35 - 1 \\
o 30 4 \
$ % \
!g 15 n . \
g 10 - \
0. T D
salina talidomida dipirona | ] v Vv Vi vil Vil
compostos (100 pmol/kg; v.o.)
Figura 18: Atividade analgésica dos compostos I, I, IV, V, VI, VIl e VIII no

modelo de contorcdo abdominal induzida por acido acético 0,6%. Os valores
representam a média e erro padrdo da média de 6 animais. (*p<0,05 foi
considerado significativo ao nivel de 95% de confianca no teste de t Student).
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Este ensaio permitiu evidenciar o carater analgésico dos compostos lll e
IV a despeito da modesta atividade analgésica dos compostos I, VIl e V na
dose de 100 umol/kg administrado por via oral.

O metamizol sddico (dipirona) foi escolhido como farmaco controle neste
modelo para que por fins comparativos fosse possivel avaliar a capacidade
analgésica dos compostos com um farmaco disponivel no mercado para
tratamento de quadros dolorosos. A goma arabica 5% nao apresentou
atividade analgésica e teve o mesmo numero de contor¢cdes da solucao salina
(resultados ndo mostrados).

Ribeiro e colaboradores (2000) relatam que a talidomida avaliada neste
modelo, na dose de 45 mg/kg (maior dose avaliada), inibiu em
aproximadamente 40% o numero de inibicoes (Ribeiro et al., 2000). Entretanto,
diferentemente dos compostos avaliados, a talidomida foi administrada por via
intra peritonial, enquanto os novos analogos foram administrados por via oral. A
via oral apresenta uma série de vantagens em relacdo a via intraperitonial,
como maior comodidade de administracdo a umentando a adesao do paciente
ao provavel futuro tratamento, e permite avaliar a estabilidade do composto
frente as adversidades do trato gastrintestinal como meio acido e as
membranas bioldgicas.

Estudos de relacdo estrutura-atividade de analogos da talidomida
mostram que a subunidade ftalimidica quando ligada a anel aromético
substituido apresenta maior porcentagem de inibicdo da citocina TNF-a que
quando ligados a cadeia alquilica (LIMA et al, 2001). Esperava-se que 0s
compostos IV, V e VIl apresentariam maior atividade quando comparados aos
compostos | e lll, entretanto, essa nao foi a atividade observada.

Os compostos mais ativos nesse modelo (lll e IV) sdo curiosamente
aqueles que contém a subunidade arilsulfonilfuroxanica, tida como a melhor
doadora de 6xido nitrico, a excecao do composto V. Enquanto a subunidade
furoxanica dos compostos | e VIl apresenta, de acordo com dados da literatura,
menor doagao de éxido nitrico.

Um aspecto estrutural relevante é a relacao isostérica classica entre o
composto IV e V. Em diversas classes terapéuticas essa relacdo é explorada
na obtengdo de bioisdsteros devido a semelhanca estérica e eletronica da
funcdo amida e sulfonamida. Esta relag&o, entretanto, ndo foi observada neste
experimento em que o composto amidico V apresenta baixa inibicdo da
contorcdo, caracterizando um pequeno perfil analgésico em compacao com |V.
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Estes resultados podem indicar que a maior inibicdo da sintese da
citocina TNF-a poderia estar relacionada a atividade dos compostos Ill e IV. Os
compostos I, VI e VIII ainda ndo foram avaliados neste modelo por
indisponibilidade de substancia, haja vista a dificuldade sintética para obtencao
dos compostos.

6.3 — Deteccao quantitativa de nitrito

O 6xido nitrico € uma molécula radicalar, portanto altamente instavel
com meia-vida extremamente curta. Quando diluido em meio aquoso, o 6xido
nitrico tem meia vida de menos de 10 segundos, devido a sua rapida oxidacao
a nitrito e nitrato (FILHO & ZILBERSTEIN, 2000). Por isso, uma das formas de
avaliar a capacidade de doacédo de éxido nitrico por compostos sintéticos é
quantificar o nitrito presente em solucéo.

Esse é um dos métodos mais utilizados na literatura (SORBA et al.,
1997) e foi eleito neste trabalho por ser método pratico e rapido para avaliagao
da capacidade dos derivados furoxanicos em doar éxido nitrico.

De maneira geral, a doacdo de Oxido nitrico ocorre por dois
mecanismos: quimico e enzimatico. O mecanismo exato de doacdo de 6xido
nitrico pelos derivados furoxanicos ndo é bem conhecido. Nao se sabe até o
presente momento se no mecanismo de doagdo de ‘NO ha envolvimento de
enzimas. Ha na literatura algumas propostas quanto ao mecanismo quimico.

MEDANNA e colaboradores (1994), por exemplo, propuseram que a
doacédo de Oxido nitrico se iniciaria pelo ataque de um residuo de aminoacido
cisteina presente em biomacromoléculas ao carbono que sustenta a
subunidade N-éxido conforme representado na Figura 13.

O maior problema desta proposta, é que dados de RMN C' apontam
que o carbono ligado a subunidade N-6xido apresenta-se protegido, ou seja,
enriquecido eletronicamente. Este fato dificultaria a adicdo nucleofilica de um
residuo de cisteina. Ademais, a repulsao eletrbnica entre o carbono
enriguecido eletronicamente e os pares de elétrons livres do nucledfilo
impediriam a aproximagao deste.

Cerecetto e colaboradores (resultados nao publicados) propéem que o
ataque inicial do residuo de cisteina se da no nitrogénio da subunidade N-
oxido, conforme representado na Figura 14.
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Os célculos de potencial eletrostatico usando o programa Spartan Pro
8.0 (método semi empirico AM1) corroboram com a proposta de Cerecetto e
colaboradores. Na Figura 19 podemos notar (em azul-anil) que ha maior
deficiéncia eletrbnica no nitrogénio N-6xido do nucleo furoxanico que no
carbono que sustenta esse grupo. Esses resultados estdo de acordo com a
proposta de que o ataque inicial ocorra nesse nitrogénio.

Figura 19: Mapa de potencial eletrostatico do éster metilico.

O entendimento do mecanismo de doagéo de ‘NO é importante por que
pode ser explorado no planejamento de derivados furoxanicos com diferentes
perfis de doacao de éxido nitrico. A introducdo de grupos eletroatratores no
carbono que sustenta a subunidade N-6xido, ou seja, substituintes que retiram
a densidade eletrdnica, aumentam a capacidade de doacdo de ‘NO. De forma
contraria, a introducdo neste carbono de doadores de eletréns, diminui a
doacéo de ‘NO.

A partir desse entendimento, neste trabalho foi proposta a sintese de
diferentes derivados furoxanicos, que a principio, deveriam possuir perfis
distintos de doagao do 6xido nitrico.

A proposta de que a doacdo de Oxido nitrico, fundamentada em
protocolos clinicos, poderia ser benéfica no tratamento dos sintomas da anemia
falciforme ja era conhecido, entretanto, foi pioneira a proposicdo de que
moléculas organicas com carater dual de acao poderiam contribuir a doenca
também doando '‘NO. Sendo o 6éxido nitrico a molécula responsavel pela
inducao da sintese de RNAm de gama globina, é preciso avaliar se ha relacao
entre a velocidade de doacao de 'NO e esse efeito benéfico desejado.

Jean Leandro dos Santos




Resultados e Discussoes 106

O ensaio quantitativo de nitrito produzido no meio foi realizado com
objetivo de selecionar os compostos com caracteristicas distintas de doacao de
‘NO que serao avaliados posteriormente em modelo de cultura de células K562.
Assim pode-se entender como a relagdo de doacao de ‘NO pode interferir na
capacidade da células em aumentar a expressdo do RNAm de gama globina.

A fim de avaliar a importancia da cisteina no mecanismo de doacéo e a
influéncia da concentragdo deste aminoacido na capacidade de aumentar a
concentragdo de nitrito no meio, foram realizadas diferentes condi¢cdes neste
ensaio. Os resultados, expressos em porcentagem de nitrito (+ E.P.M), sédo
representados para cada composto na Tabela 7.

Tabela 7: Porcentagem de producao de nitrito pelos compostos na presenca e
auséncia de cisteina.

Compostos Auséncia | % nitrito % nitrito
(mol/mol) (mol/mol)
Cisteina Cisteina 5
0,5 mmol mmol
b
30
C')‘ e
N
\_Z» o 0 0 11,7+ 0,4
5N
®
=
dinitrato de isossorbida (111)
X
.OH
HN- N 0 0 8,0 +0,5
hidroxiuréia (112)
0
N 0
O O
talidomida (1)
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composto Il
0
@E‘lé’“xo L0 0 047401 | 953+1,0
o )
N. Nt
o0
composto lll
O$S$O )
5 oSN 0 20403 | 2840,
I /_/ N-O
O
o)
o)
composto IV
0
0
s |
HN
L _\_o o\\s\
—( O 0 24 +0,8 28,2 + 0,1
N, Nt
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0
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o
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o)
N
composto VI
0]
CLpon
0
o) Q. Nig
(0] (O
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composto VII
6]
N
: \/é :\S Q
O Q N\O
o} 7T
=N 0 1,7+ 0,1 13,2+2,0
composto VIiI

*ND = nao determinado

A porcentagem de nitrito € uma medida indireta da capacidade de
doacdo de 'NO pelos compostos. As concentracbes de nitrito foram
determinadas através da curva analitica (f(x)= 0,0284x+ 0,0303; r’= 0,9999)
usando espectrofotdmetro UV/visivel na concentracdo compreendida entre 10-
80 nmol/l.

De acordo com os dados da Tabela 7, pode-se observar que na
auséncia de cisteina nenhum composto foi capaz de doar 6xido nitrico. Esse
resultado mostra que a doacgao de éxido nitrico pelos derivados furoxanicos é
dependente da presencga de grupos tidis, presentes, por exemplo, na cisteina.

Os dados da Tabela 07 também mostram que a capacidade de formacéao
de nitrito é dependente da concentracdo de cisteina (0,5 mmol e 5 mmol)
utilizada. Maiores porcentagens de nitrito sdo encontrados na concentracao de
5 mmol.

Dinitrato de isossorbida (111), talidomida (1) e hidroxiuréia (112) foram
utilizados como farmacos controle. O dinitrato de isossorbida (111) é doador de
oxido nitrico disponivel na terapéutica para tratamento de angina pectoris.
Estruturalmente ele possui dois grupos ésteres de nitrato que sdo possiveis
doadores de éxido nitrico. Somente na concentracdo de 5 mmol de cisteina é
que este farmaco foi capaz de doar éxido nitrico, produzindo cerca de 11,7%
de nitrito. Relatos na literatura demonstram que outros ésteres de nitrato, como
por exemplo, o trinitrato de glicerol que contém trés grupos ésteres de nitrato,
nestas mesmas condicdes possui a capacidade de gerar cerca de 45% de
nitrito no meio (SORBA et al., 1997).
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A hidroxiuréia (112), com reconhecidas propriedades doadoras de éxido
nitrico, produziu na concentragdo de 5 mmol de cisteina cerca de 8% de nitrito.

Ainda que nao haja relatos na literatura sobre a capacidade de doacéao
de 'NO pela talidomida (1), resolveu-se testar esse farmaco. Nao é
surpreendente o fato de que este farmaco nado doa 6xido nitrico, jA que nao
possui nenhum requisito estrutural para essa atividade. Santos (2009 —
resultados ndo publicados) sintetizou o derivado da talidomida (113) contendo
a subunidade éster de nitrato, conhecida por ser doadora de ‘NO. Ao contrario
da talidomida, este composto mostrou capacidade em gerar cerca de 5% de
nitrito em solugcdo na concentracdo de 5 mmol de cisteina. Ademais, essa
estrutura apresentou atividade antiinflamatéria e analgésica.

Neste trabalho foram utilizados diferentes derivados furoxanicos,
planejados possuindo diferentes perfis de doacao de ‘NO. A capacidade destes
em gerar nitrito na concentracdo de 5 mmol de cisteina pode ser
esquematizada a seguir, em que os derivados sao colocados em ordem
crescente de doacgao de 6xido nitrico (Esquema 33).

H
©/ @ NH2 > I A N*O" > l \/N+-O'
/N+ N~g N-g

47) (3) (4)

% nitrito = 52,6 + 1,0 % nitrito = 19,1 + 0,8 % nitrito = 11,7 + 0,3 % nitrito = 1,0 + 0,5

Esquema 33: Ordem crescente de capacidade de doagao de éxido nitrico pelos
diferentes compostos furoxanicos (5 mmol cisteina).

Dos compostos sintetizados (I-VIIl), na concentracdo de 5 mmol de
cisteina, aqueles que apresentaram maior perfil de geragéo de nitrito foram os
compostos IV e V (28%) que apresentam a subunidade arilsulfonil ligada ao
carbono vizinho ao N-6xido. Estes compostos foram planejados explorando a
relacdo  bioisostérica entre as ligacbes amida e sulfonamida.
Interessantemente, o composto Ill, que também apresenta subunidade
furoxanica similar aos compostos IV e V, apresentou capacidade de gerar
apenas 9,53% de nitrito. Esse resultado inesperado pode ser consequéncia da
de uma provavel inversdo tautomérica ocorrida durante a obtencdo deste
composto. A Ultima etapa de acoplamento sintético do composto Il utiliza
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temperaturas superiores a 120°C, que pode ter levado & isomerizacéo térmica.
Experimentos de HMBC permitirdo visualizar o acoplamento do carbono
aromatico com os hidrogénios da cadeia derivada da etanolamina, e deverao
confirmar essa hipétese.

Na concentracdo de 5 mmol de cisteina, os compostos |, VI, VIl e VI
apresentam perfil similar de geragao de nitrito, variando de 9,7 a 14,8%. Estes
sado derivados do mesmo precursor furoxanico, que possui a capacidade de
gerar cerca de 11,7% de nitrito.

O composto Il derivado do composto com menor capacidade de geracao
de nitrito ndo foi avaliado neste ensaio.

Esse conjunto de dados permite inferir que os compostos obtidos neste
trabalho apresentam diferentes perfis de doacao de 6xido nitrico.
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7- Conclusoes e Perspectivas

Do conjunto de resultados obtidos até o presente momento pode-se
concluir que os derivados furoxanicos (3, 4 e 5) propostos no planejamento
inicial foram obtidos com rendimentos globais respectivamente de 90%, 30% e
33%. Foi possivel otimizar a metodologia sintética para obtengdao do derivado
5, 0 que permitiu maiores rendimentos € menores tempos reacionais quando
comparado com os dados descritos na literatura, sem a presenca de
contaminantes.

Foram obtidos oito produtos finais (compostos I, II, lll, IV, V, VI, VIl e
VIIl) e um grande numero de intermediarios sintéticos diferentes que serao
posteriormente explorados em outros trabalhos.

Os compostos V, VI, VIl e VIl apresentam ligacées amidas ou ésteres
conhecidas por sua labilidade metabdlica. Assim, espera-se que in Vvivo,
mediante reagdo quimica ou enzimatica, haja conversdo ou liberagdo das duas
subunidades ativas que exercerdo seus efeitos benéficos por mecanismos
farmacolégicos diferentes objetivando sinergismo de agéo. Diferente destes, os
compostos |, I, lll e IV apresentam um carater hibrido.

A atividade analgésica dos compostos finais foi avaliada
farmacologicamente no modelo de contorcdo abdominal induzida por acido
acético 0,6%, e evidenciou o carater analgésico dos compostos Il e 1V, que
apresentaram porcentagem de inibicdo da contorcdo abdominal em torno de
45%, mesma atividade observada com a dipirona farmaco usado como padrao
neste ensaio. Dados da literatura demonstram que a talidomida, prototipo
usado para modificacdo molecular, apresentou a capacidade de inibir em cerca
de 40% as contorgbes abdominais na dose de 45 mg/kg (RIBEIRO et al.,
2000). Esse efeito analgésico é, na talidomida, relacionado a inibicdo da
citocina TNF-a, e este pode ser o provavel mecanismo de agdo dos novos
derivados sintetizados (compostos I-VIIl). A confirmacao dessa hipotese sera
realizada ap6s conclusao dos ensaios de inibicdo da citocina TNF-a.

Com relacdo a doagdo de O6xido nitrico, foram obtidos derivados
furoxanicos com diferentes perfis. A capacidade de doar ‘NO esta diretamente
relacionada a presenca do substituinte ligado ao nudcleo heteroaroméatico
furoxanico, mais especificamente ao efeito eletroatrator deste substituinte
ligado ao carbono contendo a subunidade N-6xido. Grupos quimicos que
retiram a densidade eletrbnica aumentam a doacdo de 'NO, e de forma
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contraria, grupos quimicos que doam densidade eletrbnica diminuem a
doacédo de ‘NO. Assim, os derivados contendo a subunidade arilsulfonil foram o
que mais geraram nitrito (28%) — uma forma indireta de se inferir sobre a
capacidade de doacao de 6xido nitrico.

A modulacdo na doacao de éxido nitrico € um fator relevante a ser
estudado e se pretende entender qual a relacdo entre a maior ou menor
doacédo de ‘NO e a capacidade de induzir a expressao génica de gama globina,
que culminara na producao de hemoglobina fetal.

Esse conjunto de dados, valida a estratégia de planejamento inicial de
obtencdo de novos compostos candidatos a farmacos potencialmente Uteis ao
tratamento das manifestagdes clinicas da anemia falciforme, e constituem uma
nova abordagem terapéutica ao tratamento dos sintomas da doenca.

Constituem perspectivas deste trabalho:

a) Avaliacao da atividade analgésica periférica dos compostos II, VI
e VIII;

b) Avaliagdo da propriedade inibidora de TNF alfa, pelo teste de
ELISA;

c) Avaliagdo da expressado génica de gama globina dos compostos
obtidos em células K562 e cultura de células CD34+.
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Anexos 1

ANEXOS

Procedimentos experimentais e espectros

Todos os procedimentos sintéticos dos produtos obtidos, bem como as
respectivas caracterizagdes estruturais serdo apresentados nesta secdo na
sequéncia de obtencdo dos produtos finais (compostos I-VIIl). Para fins
didaticos sera reapresentado o esquema sintético utilizado para obtencao dos
respectivos compostos.

A) PROCEDIMENTOS SINTETICOS

1- Sintese do composto |

O
Cl N ;
H
© b) QY( c) o
Non @ Soo . TONO
—— \ N\O /
N-g N~-O
39 3 40 composto |

alcool cinamico produto final

a) NaNO;, HAc, 0°C, 24h (90%); b) SOCI,, 25°C, 24h (45%); c) Ftalimida potassica, 90°C, 24h (80%)

Esquema 1: Obtencdo do composto | obtido a partir do alcool cinamico (40).
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Anexos 2

1.1-  Sintese do 3-(hidroximetil)-4-fenil-N-6xido-1,2,5-oxadiazol (3)
Reacéao

NaN02
HAc OH
___OH _0Craah o Neo
N~g +
39 3

Procedimento

Em baldo de 125 mL mantido em banho de gelo adicionou-se 10,8 ¢
(0,08 mol) de alcool trans-cinamico (39) e 16 mL de acido acético. Com auxilio
de funil de adicao adiciona-se solugao saturada de nitrito de sédio em agua
(15,529 (0,3 mol) em 35 mL de agua destilada). A adicao de nitrito de sodio é
feita lentamente em banho de gelo (Figura 1). Apds a adicdo de toda a solucao
de nitrito retira-se a reagdo do banho de gelo e mantém-se sob agitacdo a
temperatura ambiente por 24 horas. A reagdo foi acompanhada por
cromatografia em camada delgada usando como fase mével: 50% hexano:50%
éter dietilico e fase estacionaria: alumina.

O isolamento reacional foi realizado por extragdo com porcdes de éter
etilico (7 vezes com 30 mL). A fase organica foi lavada com solucao saturada
de bicarbonato de sédio (3 lavagens de 20 mL cada). Adicionou-se sulfato de
sédio anidro a fase organica, que foi posteriormente filtrada. A fase orgéanica foi
evaporada a pressdo reduzida e forneceu um Oleo laranja-acastanhado,
posteriormente purificado por coluna cromatografica (fase estacionaria: silica;
fase mével: inicialmente 100% hexano, depois modificou-se para 90% hexano:
10% acetato de etila; e finalmente 80% hexano:20% acetato de etila) e
forneceu 14 g (rendimento: 90%) do produto (3) com aspecto oleoso de
coloragao alaranjada (PM = 192,18; CgHgN2Os3).
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Anexos

Funil de adi¢cdo contendo
sol. Saturada de NaNO,

Baldo reacional

Banho de gelo

Figura 1: Esquema do aparato para obtenc¢ao do derivado furoxanico (3).

Caracterizacao estrutural:

7 N5

YW

Xy SN\
\ N
N—g
3

RMN "H (400 MHz; acetonags): d 7,97 (m; Hs; 2H); 7,81 (m; He e H7; 3H); 4,72

(s; Hy; 2H) ppm.

RMN '3C (400 MHz; acetonags): & 158,6 (C3); 132,31 (C4); 130,39 (C5); 128,92

(C6); 128,03 (C7); 115,49 (C2); 53,81 (C1) ppm.
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Anexos 4
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Espectro 1: Espectro de Ressonancia Magnética Nuclear do composto
furoxanico (3) (*H RMN; 400MHz; acetonagg).
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Espectro 2: Ampliacdo do espectro de Ressonancia Magnética Nuclear do
composto furoxanico (3) ("H RMN; 400MHz; acetonage).
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Espectro 3: Espectro de Ressonancia Magnética Nuclear do composto
furoxanico (3) (**C RMN; 400MHz; acetonage).
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1.2- Sintese do 3-(clorometil)-4-fenil-N-6xido-1,2,5-oxadiazol (40)

OH SOCl, cl
{ t.a/24h {
| "N-n- | "N-o

N\O/ O N\O/

Reacao

3 40

Procedimento

Em baldo de 125 mL, adicionou-se 2 g do alcool furoxanico (0,01 mol)
(3) e 1,57 mL de cloreto de tionila destilado (60) (0,02 mol; d = 1,63 g/mL). A
reacdo foi mantida sob agitacdo a temperatura ambiente em atmosfera de
nitrogénio por 24 horas. Adicionou-se lentamente cerca de 70 mL de solucao
saturada de bicarbonato de sédio a 0°C. Realizou-se extragdes da fase aquosa
com acetato de etila (4 vezes de 30 mL). A fase organica, adicionou-se sulfato
de sodio anidro. Filtrou-se e concentrou-se o solvente a pressao reduzida para
fornecer cerca de 1,53 g de uma mistura contendo o cloreto de alquila desejado
e subprodutos. A purificacdo é realizada por cromatografia em coluna (fase
estacionaria: alumina; fase moével: 95% hexano:5% acetato de etila) para
fornecer 1,00 g de um éleo amarelo (40) (rendimento: 45%) (PM = 210,6;
CoH;CIN2Oy).

Caracterizacao estrutural:

N—g

40

RMN "H (400 MHz; acetonags): d 7,84 (m; Hs; 2H); 7,63 (m; Hs e H7; 3H); 4,82
(s; Hi; 2H) ppm.

RMN '3C (400 MHz; acetonags): & 157,4 (C3); 132,63 (C4); 130,63 (C5); 128,71
(C6); 127,13 (C7); 114,5 (C2); 34,29 (C1) ppm.
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Espectro 4: Espectro de Ressonancia Magnética Nuclear do clorometilfuroxano
(40) (RMN "H; 400 MHz; acetonage).

Espectro 5: Espectro de Ressonancia Magnética Nuclear do clorometilfuroxano
(40) (RMN 'H; 400 MHz; acetonags) — ampliagao regido aromatica.
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Acetone-db
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Espectro 6: Espectro de Ressonancia Magnética Nuclear do clorometilfuroxano
(40) (RMN "3C; 400MHz; acetonagg).

1.3- Sintese do 3-[(1,3-dioxo-1,3-diidro-2H-isoindol-2-il)metil]-4-fenil-N-6xido-
1,2,5-oxadiazol (composto ).

Reacéao
O
DMF / 90°C N

Cl 24h

N\ N OO

I A I N-O

N\O’N O N-g
40 composto |

Procedimento

Em baldo de 50 mL conectado a condensador de refluxo, adicionou-se
1,009 (4,80 mmol) do cloreto de metilfuroxano (40), 0,97 g (5,20 mmol) de
ftalimida potassica (64) e 12 mL de N-N-dimetilformamida. Essa mistura
reacional foi aquecida a 90°C por 24 horas. Apds esse tempo, adicionou-se 8
mL de solugéo saturada de cloreto de sddio e se extraiu com acetato de etila (3
x 20 mL). O solvente foi eliminado a pressado reduzida e purificado por
cristalizacdo em etanol para fornecer 1,23g (80%) do composto | (faixa fusdo =
159°C-160°C; PM = 316,36; C17H11N30,).
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Anexos 8

Caracterizacao estrutural:

composto |

Infravermelho (pastilha de KBr): v C-H aromatico= 3059 cm™; v C=0 imia
(simétrico e assimétrico) = 1774 cm™ e 1743 cm™; v C=N furoxano = 1604 cm™;
v C=C aromatico =1467 cm™; v C-N-C 1388 cm™.

RMN 'H (400 MHz; DMSOye): d 7,86-7,89 (m; 2H; Ho); 7,74-7,82 (m; 4H; H; e
H.) 7,53-7,60 (m; 3H; Hyo € H14); 4,95 (Hs; 2H) ppm.

RMN '3C (400 MHz; DMSOg): 5 169,28 (C4); 157,22 (C7); 134,36 (C2); 132,61
(C8); 131 (C3); 129,35 (C9); 128,06 (C10); 127,65 (C11); 122,95 (C1); 112,6
(C6); 52,12 (C5) ppm.
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Anexos 9

koss.o
pal /940 7
1604.7 ,
k2016 h3$s 7 A34.2
i774.4 h307.6 1053.1
715 5

h743.5

Espectro 7: Espectro de infravermelho do produto final (composto I) (pastilha
de KBr).

Espectro 8: Espectro de Ressonancia Magnética Nuclear do composto | (RMN
'H; 400 MHz; DMSO6)
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Espectro 9: Espectro de Ressonancia Magnética Nuclear do composto | (RMN
"H; 400 MHz; DMSO) — ampliagao regido aromatica.
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Espectro 10: Espectro de Ressonancia Magnética Nuclear do composto | (RMN
'3C; 400 MHz; DMSOg).
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2 - Sintese do composto |l

O a)
H)J\/\CH3

41

H

crotonaldeido

a) NaNO,, HAc, 0°C, 2h (30%);
d) Anidrido ftalico, HAc, refluxo, 4h (81%).

N+
O’O
4

42

CHg
HaCOJS/< H2NHNJS/< ii
N\

H3C

produto final

composto Il

b) KCN, MnO,, MeOH, 0°C, 30min (25%); ¢)NHoNH,, EtOH, 0°C, 1-1,5h (85%);

Esquema 2: Obtencao do composto Il obtido a partir do crotonaldeido.

2.1- Sintese do 3-formil-4-metil-N-6xido-1,2,5-oxadiazol (4).

Reacéao

41

Procedimento

Em baldo de 250 mL conectado a funil de adigéo, adicionou-se solu¢ao
de 10 g (0,142 mol) de crotonaldeido (41) em 20 mL de acido acético glacial.
Gota a gota, manteve-se a temperatura abaixo de 8°C, e agregou-se, a essa
mistura reacional, uma solugao saturada de nitrito de sédio (0,497 mol; 34,3 g).
Apé6s a adicdo de todo o nitrito de sodio (Figura 1), a reacao foi retirada do
banho de gelo e mantida sob agitacdo a temperatura ambiente por 1 hora. O
isolamento do produto foi realizado adicionando ao meio reacional 200 mL de
agua destilada. Realizaram-se extracées com diclorometano (7 x 40 mL). A
fase organica foi lavada com solugéo saturada de cloreto de s6dio e seca com
sulfato de magnésio. Filtrou-se e concentrou-se o produto a pressao reduzida.
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A purificagdo foi realizada em cromatografia em coluna (fase estacionaria:
silica; fase movel: 60% hexano:40% acetato de etila, finalmente o produto é
recolhido adicionando 100% de acetato de etila). Apds purificacao por coluna, o
produto (4) € obtido 5,40 g de um dleo alaranjado (rendimento de 30%)
(PM=128,09; C4H4N-03).

Caracterizacao estrutural:

A
H-C _
N, 8
2——3
// \\
o/N+\ N
0]
4

RMN 'H (400 MHz; acetonags): 6 9,81 (s; Hs; 1H); 2,43 (s; Hy; 3H) ppm.

RMN '®C (200 MHz; acetonag): & 170,67 (C4); 156,9 (C3); 110,42 (C2);
14,19(C1) ppm.

(=] =] =
|3 5.8

2
=

o 9 9 9 9 9
= I s e s

—a9M
p——243
P — 206

b=l

0

=

Espectro 11: Espectro de Ressonancia Magnética Nuclear do composto
furoxanico (4) (RMN "H; 400MHz; acetonagg).
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Espectro 12: Espectro de RMN C' do aldeido furoxano (4) (RMN '3C; 200
MHz; acetonage).

2.2- Sintese do 3-metoxicarbonil-4-metil-N-6xido-1,2,5-oxadiazol (42).

Reacao
0 KCN/MnO, o oo
\/Z"H MeOH / 02C \/?’ 3
30 min
I L
N-g N~0
g ) 3
4 42

Procedimento

Em balao de 50 mL, uma mistura de 0,910 g do aldeido (4) em 15 mL de
metanol foi mantida a 0°C em banho de gelo. Em seguida, adicionou-se 0,767¢g
de KCN e na sequéncia pequenas quantidades de éxido de manganés (IV)
(3,093 g). A adicdo de didéxido de manganés foi feita lentamente durante 5
minutos. Terminada a adicao, retirou-se uma aliquota e realizou-se uma CCD*
(fase mével: 80% hexano:20% acetato de etila). A reacao foi mantida por um
tempo entre 30-45 minutos. O isolamento reacional iniciou-se com a filtragcdo do
MnO. usando celite e lavou-se com 3 porgoes de diclorometano (3 x 20mL). A
fase organica contendo diclorometano foi lavada com agua destilada (2 x 15

Jean Leandro dos Santos




Anexos 14

mL) e solucdo saturada de cloreto de sodio (2x15 mL) para remocao
principalmente do KCN. A fase organica foi separada, e adicionou-se sulfato de
sédio como agente secante. Filtrou-se e o solvente foi eliminado a pressao
reduzida para fornecer 272 mg (25%) de um 6leo de coloragéo alaranjada (42)
(PM = 158,03; C5H6N204).

*Nota: as placas cromatogréaficas sdo reveladas com reagente de Brady. Este,
€ usado como revelador da funcao quimica aldeido. Pode ser preparado
dissolvendo 3 g de 2.4-dinitrofenilhidrazina em 15 mL de acido sulfurico
concentrado. Essa solucdo é adicionada lentamente a uma mistura de 20 mL
de agua e 70 mL etanol absoluto. A mistura € homogeinizada e posteriormente
filtrada.

2.3- Sintese do 3-hidrazinocarbonil-4-metil-N-6xido-1,2,5-oxadiazol (43).

Reacéao
0 o EtOH 0 H
N\ o \
I "
N0 N0
3 O o
42 43

Procedimento

Em baldo, adicionou-se 270 mg do éster metilico (1,7 mmol) (42) e 5,5
mL de etanol absoluto (solucdo A). Em béquer preparou-se uma solucéo
contendo 1mL de hidrazina e 9 mL de etanol (solu¢do B). Ambas as solugdes
foram mantidas a 0°C. Lentamente verteu-se a solucdo B na solucdo A e
manteve-se a temperatura a 0°C sob agitacdo vigorosa por 30 minutos. O
isolamento foi realizado adicionando-se cerca de 30 mL de solucéo saturada de
cloreto de sédio e 20 mL de agua e realizou-se extracdes com diclorometano (4
x 20 mL). A fase organica, adicionou-se sulfato de sédio anidro e filtrou-se. O
filtrado foi evaporado a pressdo reduzida e obteve-se 230 mg (85%
rendimento) de um éleo de coloragdo alaranjada (43) (PM = 158,04;
C4HeN4O3).
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2.4- Sintese do 3-{[(1,3-dioxo-1,3-diidro-2H-isoindol-2-il)amino]carbonil}-4-
metil-N-6xido-1,2,5-oxadiazol (composto II).

Reacao
0O
O
2 H HAc reoﬂuizo 20 N/O\{\l H \O
~ NHz " Hioec WN\N
N\O’N O
O’ 0O
43 composto Il

Procedimento

Em baldao de 50 mL, adicionou-se 127 mg (0,8 mmol) da hidrazida de
furoxano (43). Adicionou-se 3 mL de acido acético glacial, e em seguida 119
mg (0,8 mmol) de anidrido ftalico (52). A reacao foi mantida sob agitacédo
vigorosa e refluxo a 110°C por 4 horas. O isolamento reacional foi realizado
adicionando agua gelada/gelo e solucado de hidréxido de sédio 20% até que o
pH fosse igual a 7. A fase aquosa foi extraida com acetato de etila (4 x 10 mL).
Adicionou-se sulfato de sédio anidro e filtrou-se. O solvente foi evaporado a
pressao reduzida. A massa total obtida foi de 188 mg (81% de rendimento)
como um sélido marrom (composto Il) (PM = 288,305; C12HsgN4Os).

O
2 /
e
| N—NH N
1\2/3\4/ /5—6// \(|)
\é o/ \/7¢ o
HsC

composto Il

RMN 'H (400 MHz; acetonags): & 8,08-8,11 (m; Hy e Ha; 4H); 2,83 (s; Hg; 3H)
ppm.

RMN 'C (400 MHz; acetonag): 5 170,56 (C4); 164,33 (C5); 155,94 (C6);
136,73 (C2); 130,56 (C3); 125,31 (C1); 109,07 (C7); 15,13 (C8) ppm.
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Espectro 13: Espectro de Ressonancia Magnética Nuclear do composto Il
(RMN "H; 400 MHz; acetonage).

Espectro 14: Espectro de Ressonancia Magnética Nuclear do composto |l
(RMN "H; 400 MHz; acetonags) — ampliagdo regido aromatica.
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Acetr.i.ne-ﬁ
Acetone-d6 3

206,15

—170.56
—164.33
—1585.94
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15.13
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Espectro 15: Espectro de Ressonancia Magnética Nuclear do composto Il
(RMN 3C; 400 MHz; DMSOQ5) — ampliagao regido aromatica.
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3 — Sintese do composto lli

SH g s\)ok of ¢ 0
O =07 = e 2 AR
-, ., N7 =
LD
44 45

46

0 1

@) g
N e) L-0
4\»0 O\\S - N%//S
N O-N*
o) (o v @

N +
\O,N\O,

composto Il

a) H,O, CICH,COOH, NaOH, 110°C, 2h (83%); b) H,O,, HAc, 25°C, 48h (76%); c)HNO3;, HAc, 110°C, 45min
d) etanolamina, THF, NaOH 50%,, 0°C, 30 min (32%); e) anidrido ftalico, HAc, 120°C, 2h (24%).

Esquema 3: Sintese do composto I

3.1- Sintese do acido feniltioacético (45) (adaptado de KENNY, WALSH &
DAVENPORT, 1961).

Reacéao
SH H,O / NaOH OH
O 2 a S/ﬁ“/
Ja i 0
HO
70 44 45

Procedimento

Em baldo de 250 mL, adicionou-se 9,3 mL de tiofenol (44) (90,70 mmol;
d = 1,073 g/mL) em 40 mL de agua destilada. Adicionou-se 7,62 g de hidréxido
de sédio (190,60 mmol) e agitou-se por 5 minutos. Em seguida, adicionou-se
9,44g de acido monocloroacético (70) (99,84 mmol). A mistura reacional foi
mantida sob agitacdo e aquecimento a 110°C por duas horas. O produto (45)
foi recristalizado em etanol para fornecer 12,65 g de um sélido branco (83%
rendimento), com faixa de fusao entre 60°C-61°C (PM = 168,21; CgHgO.S).
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Caracterizacao estrutural:

O
: |
e N N
D
N

RMN 'H (400 MHz; DMSOQgg): & 12,77 (s; Hy; 1H); 7,33 (m; Hs e He; 4H; Joro=
8,3 HZ); 7,20 (m; H7; 1H; Jorto= 8:3 HZ); 3:80 (HS; 2H) ppm.

RMN '®C (400 MHz; DMSOg): & 171,7 (C2); 136,18 (C4); 129,47 (C5); 128,18
(C6); 126,35 (C7); 35,37 (C3) ppm.
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Espectro 16: Espectro de Ressonancia Magnética Nuclear do &cido
feniltioacético (45) (RMN 'H; 400 MHz; DMSO ).
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Espectro 17: Espectro de Ressonancia Magnética Nuclear do acido
feniltioacético (45) (RMN 'H; 400 MHz; DMSOg) — ampliacdo da regido
aromatica.
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Espectro 18: Espectro de Ressonadncia Magnética Nuclear do &cido
feniltioacético (45) (RMN '*C; 400 MHz; DMSOp).

3.2- Sintese do acido fenilsulfonilacético (46)

3.2.1- Sintese do acido fenilsulfonilacético (46) (adaptado de KENNY, WALSH
& DAVENPORT, 1961).

Reacéao
o) H,0, / HAC Q _o o
ta./48h
SQJ\OH a ©/ \ /<
OH
45 46

Procedimento

Em balao de 25 mL adicionou-se 500 mg de acido feniltioacético (45) (1
eq mol) em 4 mL de acido acético glacial e 1,2 mL (4 equivalentes) de
peréxido de hidrogénio 30%. A reacao foi mantida sob agitacdo a temperatura
ambiente por dois dias (48 horas). O isolamento foi realizado adicionando-se
cerca de 10 mL de solucdo saturada de cloreto de sédio, em seguida
realizaram-se extragdes (4 x 15 mL) com acetato de etila. Foi adicionado a fase
organica sulfato de sodio anidro. Em seguida, filtrou-se e evaporou-se a fase
organica a pressao reduzida. O produto (46) obtido com rendimento de 76%
como um sélido branco (PM = 200,21; CgHgO4S).
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Caracterizacao estrutural:

o o)
D@
T|/ \T/ N Non
1
7\6/5
46

RMN "H (400 MHz; acetonag): 8 7,98 (dd; Hs; 2H; Joro = 7,33Hz € Jpmera = 2,02);
Hz € Jmeta = 2502); 4,34 (S; Hs; 2H) ppm.
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Espectro

19: Espectro de Ressonédncia Magnética Nuclear

do A&cido

sulfonilfeniltioacético (46) (RMN 'H; 400 MHz; acetonag).

Jean Leandro dos Santos



Anexos 22

2
=
=)

i
76

2
i
=1

=
ba
ch

=
ba
S

2
h

2
=}

=]
o
)

=i
=i
=}

T B o o B o e BN o o e
8.05 8.00 785 7.80 785 7.80 775 770 7 BS 7 B0 785

Espectro 20: Espectro de Ressonancia Magnética Nuclear do acido
sulfonilfeniltioacético (46) (RMN 'H; 400 MHz; acetonags) — ampliacdo regiéo
aromatica.

3.2.2- Sintese do &cido fenilsulfonilacético (46) (adaptado de KENNY, WALSH
& DAVENPORT, 1961).

Reacao
KMnO4/ K2COS
o) H,O / 24h Q\S 0
0°C > t.a
s A @ -
OH
45 46

Procedimento

Em baldao de 500 mL mantido em banho de gelo, adicionou-se 1 g de
acido feniltioacético (45) (5,95 mmol) em 60 mL de agua. Em seguida,
adicionou-se 0,82 g de carbonato de potassio (5,95 mmol). Uma solucao de
permanganato de potassio (1,88 g de KMnO, em 100 mL de agua destilada) foi
colocada em funil de adicdo. Esta solucdo foi adicionada gota a gota
mantendo-se a temperatura a 0°C. Apos o término da adi¢cdo de permanganato
a reacao foi mantida sob agitacdo a temperatura ambiente por 24 horas. O
isolamento foi realizado por filtracdo do permanganato a vacuo e acidificacdo
do meio com &cido cloridrico. O produto presente na fase aquosa foi extraido
com acetato de etila (5 x 50 mL). A fase organica foi lavada com solucao
saturada de cloreto de sdodio. Adicionou-se a fase organica sulfato de sédio
anidro. Filtrou-se e concentrou-se o solvente a pressao reduzida para fornecer
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750 mg do produto desejado (46) com rendimento de 63% (PM = 200,21;
CgHgO4S).

3.3- Sintese do 3,4-bis(fenilsulfonil)-2-N-6xido-1,2,5-oxadiazol (5).

Reacao
HNO; / HAc
O\\S//O o  110C O\\S//O O\\S//O
Shnt D
\O/N\O'
46 5

Procedimento

Em balao de 100 mL, adicionou-se 3,21 g do fenilsulfonilacético (46) em
10 mL de acido acético glacial manténdo a temperatura a 0°C. Adicionou-se
gota a gota 5 mL de &cido nitrico fumegante a 0°C. A mistura resultante
permaneceu sob agitacdo a 0°C por 5 minutos e depois a reacao foi mantida
sob agitacdo e refluxo a 110°C por 45 minutos. Apds esse tempo a mistura
reacional foi resfriada e adicionou-se lentamente agua gelada. Houve formacéao
de um precipitado que foi filtrado e lavado com agua gelada. O produto obtido
(5) foi cristalizado com uma mistura de acetato de etila/diclorometano/hexano
(1:1:1) para fornecer de 2,54 g de um sélido branco com 56% de rendimento e
faixa de fusdo =140°C-142°C (PM = 366,38; C14H1oN20gS>).
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Caracterizacao estrutural:

O:E—4/3_21
golNY
O\/s\e/s\w/o-
O\
// \\8 N—-O
N
5

RMN 'H (400 MHz; CDCIsa): 8 8,17 (Hs & Hg; 4H; J oro= 7,33 Hz € J rora = 1,26
HZ); 7,80 (H1 e H10; 2H, J orto= 7,33 Hzed meta = 1,26 Hz )’ 7,67 (H2 e H9, 4H, J
orto= 1,98 Hz € J meta = 1,77 Hz) ppm.

RMN *C (400 MHz; DMSQOg): 5 157 (C6); 136 (C9); 129,8 (C10); 129,4 (C8);
115 (C5) ppm.
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Espectro 21: Espectro de Ressonancia Magnética Nuclear do bis-
arilsulfonilfuroxano (5) (RMN 'H; 400 MHz; CDCl3a).

Jean Leandro dos Santos



Anexos 25

1.00 2m

Espectro 22: Espectro de Ressonancia Magnética Nuclear do bis-
arilsulfonilfuroxano (5) (RMN 'H; 400 MHz; CDClsd) — ampliacdo regido
aromatica.
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Espectro 23: Espectro de Ressonancia Magnética Nuclear do bis-
arilsulfonilfuroxano (5) (Hetcor; 300 MHz; DMSOdp).
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Espectro 24: Espectro de Ressonancia Magnética Nuclear do bis-

arilsulfonilfuroxano (5) (Hetcor; 300 MHz; DMSOdp).

3.4- Sintese do 4-(2-aminoetoxi)-3-(fenilsulfonil)-2-N-6xido-1,2,5-oxadiazol

(47).

Reacéao

0]
\\//

—
N

5

0
S O\\S//O THF / NaOH g9,
©/ H \Q 0°C / 30 min
“o-N

OH
HoN"T>Y

3

-N
O

Q -0

I NH,
\O,N

47

O

Procedimento

Em baldo de 50 mL, adicionou-se 2 g de furoxano (5) (5,53 mmol) em 20
mL de THF. Em seguida adicionou-se 0,83 mL de etanolamina (63) (13,7 mmol;
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d=1,012 g/mL) e solucao de hidroxido de sodio 50% (16,6 mmol; 664 mg). A

reacdo € mantida sob agitacao vigorosa por

30 minutos a 202C. O isolamento

do produto foi realizado adicionando cerca de 20 mL de solug¢do saturada de
cloreto de sodio e extracdo da fase aquosa com acetato de etila (4 x 30 mL). A
purificagcdo foi realizada por coluna cromatogréafica (fase estacionaria: silica;
fase movel: 95% acetato de etila: 5% metanol). Obteve-se 500 mg de um

produto com aspecto oleoso (47) com rendimento de 32% (PM =

C10H11N30s5S).

Caracterizacao estrutural:

2
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Espectro 25: Espectro de Ressonancia

Magnética Nuclear do derivado

furoxanico (47) (RMN "H; 400 MHz; DMSO ).
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3.5- Sintese do composto lll.

3.5.1- Sintese do 4-[2-(1,3-dioxo-1,3-diidro-2 H-isoindol-2-il)etoxi]-3-
(fenilsulfonil)-2-N-1,2,5-oxadiazol (composto IlI).

Reacao
0
Cro
le) 52 0
Q.o HAc / 130°C "0
S 2h o) 0
HO\/\ H NN
7\ NH, N N
-0-N_ N O \O,N
0 0]
47 composto i

Procedimento

Em baldo de 25 mL, adicionou-se 230 mg do derivado furoxanico (47)
(0,598 mmol) e 88 mg de anidrido ftalico (52) (0,598 mmol) e 7 mL de &cido
acético. A reacao foi agitada sob refluxo em atmosfera de nitrogénio por 2
horas. O isolamento foi realizado por resfriamento do baldo reacional seguido
da adicdo de cerca de 4 mL de agua gelada/gelo com adicao de hidréxido de
sédio 20% até pH = 7. A fase aquosa foi extraida com acetato de etila (4 x 40
mL). A fase orgéanica foi seca com sulfato de sodio, filtrada e evaporada a
pressao reduzida para fornecer 110 mg de um sélido de coloracdo marrom. A
purificacao foi realizada por coluna cromatografica (fase mével: 60% hexano:
40% acetato de etila) para obtencado de 72 mg de um sélido branco (composto
[lI) com faixa de fusdo entre 136°-139°C (rendimento: 24%) (PM = 415,05;
C1gH13N307S).
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Caracterizacao estrutural:

O
/ 11
1/2\3/4< 10// 1\<
[ b
1\2/3\4/ \e—o O\S/ —=16
) NN
¢} /——8 0]
I
o o
composto lli

Infravermelho (pastilha de KBr): v C-H aromético= 3059 cm™; v C-H alquilico=
2933 cm™; v C=0 imiga (Simétrico e assimétrico) = 1778 cm™ e 1720 cm™; v
C=N furoxano = 1620 cm™ e 1548 cm™; v C=C aromatico = 1600 cm™ e 1460
cm™; v N-O 1358 cm™.

RMN 'H (400 MHz; acetonage): d 8,01 (dd; Hio; 2H; J ono= 7,41 Hz € J mea =
1,32 Hz); 7,92 (m; Hy e H; 4H); 7,82 (ddd; Hiz; 1H; J ono= 7,41 Hz € J mmeta = 1,3
Hz); 7,66 (dd; Hi1; 2 H; J ono= 7,4 Hz € J peta = 1,3 Hz); 4,77 (t; Hg; 2H; J=5,41
Hz); 4,22 (t; Hs; 2H; J=5,41 Hz) ppm.

RMN *C (400 MHz; acetonage): d 168,41 (C4); 156,48 (C7); 136,36 (C9); 135
(C2); 132,87 (C10); 130,37 (C3); 129,17 (C11); 123,77 (C1); 95,44 (C8); 68,76
(C6); 36,78 (C5) ppm.
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Espectro 26: Espectro no infravermelho do composto Il (pastilha de KBr).
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Espectro 27: Espectro de Ressonancia Magnética Nuclear do composto |l
(RMN 'H; 400 MHz; acetonage).
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Espectro 28: Espectro de Ressonancia Magnética Nuclear do composto |l
(RMN "H; 400 MHz; acetonags) — ampliagéo regido alquilica.

793

Espectro 29: Espectro de Ressonancia Magnética Nuclear do composto |l
(RMN "H; 400 MHz; acetonags) — ampliagdo regido aromatica.
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Acetone-di

Espectro 30: Espectro de Ressonancia Magnética Nuclear do composto |l
(RMN '3C; 400 MHz; acetonags) — ampliagao regido aromatica.

3.5.2- Sintese do 4-[2-(1,3-dioxo-1,3-diidro-2 H-isoindol-2-il)etoxi]-3-
(fenilsulfonil)-2-N-1,2,5-oxadiazol (composto Ill).

Reacao
0]
N
Q ©<_\_ Q. o
> OH “
\\S/O O\\ L0 o 7z S O O
©/ H W
a3
“~—N ) 0] N
O \O/ a h O O
S composto lll

Procedimento

Em balao de 10 mL, adicionou-se 26 mg (0,136 mmol) hidroxietilftalimida
(77) e 0,163 mmol de base em 4 mL de THF anidro. A reacdo € mantida sob
agitacao a 0°C por 10 minutos. Em seguida, adicionou-se 50 mg (0,0136 mmol)
de bis-arilsulfonilfuroxano (5). A reacé&o foi mantida sob agitacdo vigorosa e
acompanhada por cromatografia em camada delgada (fase moével: 60%
hexano: 40% acetato de etila).
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Reacao Base Quantidade (mg ou mL)

A terc-butoxido de potassio 26 mg

B dispersao 60% hidreto sédio em éleo 6,6 mg

mineral

C bis(trimetilsilillamida 1 M 0,16 mL
D bicarbonato de sddio 13,7 mg
E s6dio metalico 3,7 mg
F trietilamina 0,2 mL
G carbonato de sbdio 17,3 mg
H hidroxido sédio 50% 0,1 mL

3.6- Obtencéao dos derivados furoxanicos

Na tentativa de obtencdo de derivados furoxanicos com diferentes
espacamentos da lateral, foram realizadas as sinteses descritas no
procedimento a seguir. Os espectros de RMN H' apresentados a seguir ndo
apresentaram boa definicado impedindo a caracterizacao estrutural.
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3.6.1- Sintese do 4-(2-aminoetiltio)-3-(fenilsulfonil)-2-N-6xido-1,2,5-oxadiazol

(48).
Reacao
o o HN~~SH .
7 0\\8//0 THF / NaOH sgo, %520
0 ; S
©/ H 0°C / 30 min ©/ H NN
_O,N\ /N g /N/ \N NH2
0 o
5 48

Procedimento

Em baldo de 50 mL, adicionou-se 500 mg de furoxano (5) (1,36 mmol)
em 5 mL de THF (solugdo A). Em um béquer adicionou-se 155 mg de cloridrato
de cisteinamina (1,36 mmol) em 1 mL de agua e 0,2 mL de solugao de
hidréxido de s6dio 50% (solucdo B). Lentamente, em banho de gelo adicionou-
se a solucao B na solucao A. Apos término da adigao a reacao foi mantida sob
agitacao vigorosa a temperatura ambiente por 30 minutos. O isolamento
reacional foi realizado adicionando cerca de 20 mL de solugdo saturada de
cloreto de sddio e extracado da fase aquosa com acetato de etila (4 x 30 mL). A
purificacdo foi realizada por coluna cromatogréafica (fase estacionaria: silica;
fase movel: 95% acetato de etila: 5% metanol). Obtém-se 200 mg de um
produto com aspecto oleoso de coloracdo marrom com rendimento de 50%
(PM = 301 ,02; C10H11N3O482).
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Caracterizacao estrutural:
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Espectro 31: Espectro de Ressonancia Magnética Nuclear do derivado
furoxanico (48) (RMN "H; 400 MHz; DMSOs)
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3.6.2- Sintese do  4-[2-(4-aminofenil)etoxi]-3-(fenilsulfonil)-2-N-éxido-1,2,5-
oxadiazol (49).

Reacao
o HoN
%570 0P THF / NaOH sgs, Q\S//O
©/ H 0°C / 30 min ©/ HO
\ /i
_O,N\ ,N 'O/ \N

O \O/
5 49 NH

Procedimento

Em baldo de 25 mL, mantido em banho de gelo, adicionou-se 1 g (2,73
mmol) de bisarilsulfonilfuroxano (5) em 3 mL de tetrahidrofurano (solugcéo A).
Em um béquer mantido a 0°C adicionou-se 0,377 g (2,73 mmol) da amina e
0,2 mL de solugdo de NaOH 50 em 3 mL de tetrahidrofurano (solugéo B).
Adicionou-se lentamente a solugdo B na solucao A a 0°C e acompanhou-se a
reacdao por cromatografia em camada delgada por duas horas (fase moével:
60% hexano:40% acetato de etila). O isolamento reacional foi realizado diluindo
o meio reacional com 10 mL de &cido cloridrico e extracdo usando acetato de
etila (6 x 20mL). Adicionou-se sulfato de sédio anidro e filtrou-se. A fase
organica foi evaporada a pressdo reduzida para fornecer 870 mg de um
produto de coloragdo vermelho. A purificacdo foi realizada por coluna
cromatografica (fase estacionaria: silica; fase moével: 70% hexano:30% acetato
de etila) para fornecer 290 mg (29%) de um produto de coloragdo vermelho
(PM = 361 ,07; C16H15N305S).
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Caracterizacao estrutural:
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Espectro 32: Espectro de Ressonancia Magnética Nuclear do derivado
furoxanico (49) (RMN "H; 400 MHz; DMSOQOg).
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Espectro 33: Espectro de Ressonancia Magnética Nuclear do derivado
furoxanico (49) (RMN "H; 400 MHz; DMSOQ¢) — ampliacéo regido alquilica.
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Espectro 34: Espectro de Ressonancia Magnética Nuclear derivado furoxanico
(49) (RMN "H; 400 MHz; DMSOQ,5) — ampliagéo regido aromatica.
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3.6.3- Sintese  do  4-[2-(4-aminobenzioxi]-3-(fenilsulfonil)-2-N-éxido-1,2,5-
oxadiazol (50).

Reacao

IO A
H,N
()\\ //O O O 2
S \S// THF/ NaOH 50%
©/ H 0°C / 30 min H
-0-N___N

N

O/
5

Procedimento

Em um baldo de 25 mL mantido em banho de gelo adicionou-se 1 g
(2,73 mmol) de bisarilsulfonilfuroxano (5) em 3 mL de tetraidrofurano (solucéo
A). Em um béquer mantido a 0°C adicionou-se 0,336 g (2,73 mmol) da amina e
0,2 mL de solugdo de NaOH 50 em 3 mL de tetrahidrofurano (solugéo B).
Adicionou-se lentamente a solugdo B na solucdo A a 0°C e acompanhou-se a
reacdo por cromatografia em camada delgada por duas horas (fase moével:
60% hexano:40% acetato de etila). O isolamento reacional foi realizado diluindo
o meio reacional com 10 mL de &cido cloridrico e extracdo usando acetato de
etila (6 x 20 mL). Adicionou-se sulfato de sodio anidro e filtrou-se. A fase
organica foi evaporada a pressdo reduzida para fornecer 800 mg de um
produto de coloracdo vermelho. A purificacdo foi realizada por coluna
cromatografica (fase estacionaria: silica; fase moével: 70% hexano:30% acetato
de etila) para fornecer 192 mg (20%) de um produto de coloragdo vermelho
(PM = 347; C15H13N3058).

Jean Leandro dos Santos



Anexos 40

Caracterizacao estrutural:
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Espectro 35: Espectro de Ressonancia Magnética Nuclear do derivado
furoxanico (50) (RMN 'H; 400 MHz; DMSOp).
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3.6.4- Sintese do  4-[2-(3-aminobenziloxi]-3-(fenilsulfonil)-2-N-éxido-1,2,5-
oxadiazol (51).

Reacao

o)
%570 0P THF / NaOH sgs, o
©/ H 0°C / 30 min H
-0-N O~ N
NH,

N
@)

5 51

Procedimento

Em um baldo de 25 mL mantido em banho de gelo adicionou-se 1 g
(2,73 mmol) de bisarilsulfonilfuroxano (5) em 3 mL de tetrahidrofurano (solucao
A). Em um béquer mantido a 0°C adicionou-se 0,336 g (2,73 mmol) da amina e
0,2 mL de solugdo de NaOH 50 em 3 mL de tetrahidrofurano (solugéo B).
Adicionou-se lentamente a solucao B na solugcdo A a 0°C e acompanhou-se a
reacdo por cromatografia em camada delgada por duas horas (fase moével:
60% hexano:40% acetato de etila). O isolamento reacional foi realizado diluindo
o meio reacional com 10 mL de &cido cloridrico e extracdo usando acetato de
etila (6 x 20mL). Adicionou-se sulfato de sédio anidro e filtrou-se. A fase
organica foi evaporada a pressdo reduzida para fornecer 890 mg de um
produto de coloragdo vermelho. A purificacdo foi realizada por coluna
cromatografica (fase estacionaria: silica; fase moével: 70% hexano:30% acetato
de etila) para fornecer 133 mg (14%) de um produto de coloragdo vermelho
(PM = 347, C15H13N305S).
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4- Sintese do composto IV

0 o) 0 0
a) b) Q0 o© Q.0
O — N —_— N S\ — N S\
Cl NH
(@] o) 0 (0]

-N
54 (O

-0-Nx
O=
AW,

composto IV

52 53

a) anilina, microondas (pot.maxima), 5min (94%); b) HOSO,CI, PCls, 50°C, 30 min (80%); c) CH,Cl,, TEA, t.a., 2h (46%)

Esquema 4: Sintese do composto IV.

4.1- Sintese em microondas* do 2-fenil-1H-isoindole-1,3(2H)-diona (53)
(SANTOS et al., 2005).

: [ @ 9 : :/7) -
52 \\o 79 \o 53

*NOTA: antes da reproducdo desta sintese em microondas, ou de qualquer
outra que utilize microondas doméstico, recomenda-se uma leitura apurada
quanto aos cuidados experimentais que devem ser tomados. Todo experimento
deve ser realizado em capela fechada com sistema de exaustdo. E proibida a
utilizacdo de solventes inflamaveis. A reacdo descrita a sequir foi aquecida
durante intervalos de 30 segundos e desligada em seguida até o tempo
reacional recomendado, este cuidado experimental evita superaquecimento e
possiveis explosées.

Reacao
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Procedimento

Em aparelho de microondas doméstico Electroluz modelo ME27S, foi
realizada uma adaptagdo com abertura na por¢ao superior do microondas para
que houvesse o encaixe do condensador de refluxo (Figura 17). Uma coluna de
vidro foi preparada de modo a permitir que o condensador de refluxo estivesse
fora do forno, essa coluna conectava-se ao baldo de 10 mL, onde foram
adicionados 0,5 g de anidrido ftalico (52) e 2 mL de anilina (79). O forno foi
programado em poténcia maxima, por 5 minutos.

Apbs esse tempo foi realizado transferéncia da mistura para um
erlenmeyer de 125 mL onde foi adicionado cerca de 30 mL de etanol. Os
produtos foram aquecidos até a solubilizacao e cristalizados em banho de gelo.
Os cristais obtidos foram filtrados e analisados, fornecendo de 0,67 g (89%) do
produto desejado (53), como cristais brancos com faixa de fusdo= 204-205°C
(C14H9NOQ; PM = 223)

Figura 2: Adaptacdo do microondas doméstico para sintese do 2-fenil-1H-
isoindol-1,3(2H)-diona (53) utilizando refluxo.
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Caracterizacao estrutural:

O
o I
T )
N 1 4'
8\9/4\5/ 1 \\2—3//

\

0]

53

Infravermelho (Pastilha de KBr): 3045 cm™ (v C-H de aromaticos); v 1780cm™
e 1706 cm™ (v C=0O de imida);1600 cm™, 1500 cm” e 1450 cm™ (v C=C
aromatico) 1495 cm™ (v N-C-0); 1385 cm™ (v C-N-C) cm™.

RMN 'H (500 MHz; DMSOdp): 67,43 (dd, H5 e H3); 87,51(dd; H6 e H2
JImeta=2,1 Hz € Jono= 8,1Hz); 67,89 (m; H7 e H8); 67,95 (m; H6 € H9; e Jono=
8,3HZ e Jmeta=2,3 HZ).

RMN C (500 MHz; DMSOdy): §123,67 (C7 e C8); 8127,55 (C2 e C6);
5128,25 (C4) ; 6129,08 (C3 e C5); 8131,61 (C3 e C4); 8131,94 (C1); $134,87
(C6 e C9); 8167,2 (C2 e C5).

DEPT (C-H arom. ; 500 MHz; DMSO dj): 123,67 (C7 e C8); §127,55 (C2 e C3);
5128,25 (C4); 129,08 (C3 e C5); $134,87 (C6 e C9).
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Espectro 36: Espectro no infravermelho da fenilftalimida (53) (Pastilha KBr).
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Espectro 37: Espectro de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio (RMN
'H) da fenilftalimida (53) relativo as regides de & 7,4 e & 8,0 (em DMSOd).
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Espectro 38: Espectro de ressonancia magnética nuclear de carbono (RMN
'3C) da fenilftalimida (53) (em DMSOdj).
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Espectro 39: Espectro de ressonancia magnética nuclear de DEPT da
fenilftalimida (53) (em DMSOdp).

4.2- Sintese de 4-(1,3-dioxo-1,3-diidro-2H-isoindol-2-il)benzenosulfonil cloreto
(54) (adaptado de LIMA et al., 2002).

Reacéao

o HOSO,Cl / PCI, /O
30 min. / 80% ﬁ
~ U
§ o)
53 Y%

Procedimento

A uma solucédo de 0,16 g (0,09 mL; d=1, 753; 1,35 mmol) de &cido
clorossulfénico e 0,2 mL de PCls, a qual permaneceu sob agitacdo a
temperatura ambiente por 10 minutos, adicionou-se, em pequenas
quantidades, 0,15 g (0,67 mmol) de N-fenil-ftalimida (53). A suspensao
resultante foi agitada e aquecida a temperatura de 50°C por 30 minutos.

O isolamento foi feito por resfriamento do meio reacional, seguido de
adicao de gelo/H,0 (ca. 20 mL) e filtracdo do precipitado formado, em funil
de Bulchner, para fornecer 0,15 g (70%) do produto desejado (54), como
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s6lido amorfo de cor branca e faixa de fusdo= 180-182 °C (C14HsCINO,S; PM
= 322).

Caracterizacao estrutural:

O
6 2// - @]
s
8\ /4\5/1 \\_// |
9 \
O

Infravermelho (Pastilha de KBr): v C-H de aromaticos 3091 cm™; v C=0 imida:
1780 cm™ ;1745 cm™ e 1716 cm™; v C=C aromatico: 1587 cm™, 1541 cm™ ; v
N-C-O 1496 cm™; v C-N-C 1379 cm™; v S=0 1178 cm™.

RMN 'H (500 MHz; DMSQOd): 87,43 (d, H2 € H6' Jono= 8,2 Hz); 87,76 (d; H3 e
H5 Joro= 8,2 Hz); 87,91 (m; H7 e H8); §7,97 (m; H6 e H9).

RMN '®C (500 MHz; DMSOdj): §124,05 (C7 e C8); 5126,08 (C2 e C6);
5126,72 (C3 e C5) ; 8131,53 (C3 e C4); §132,03 (C1); 134,77 (C6-C9) ;
8147,57 (C4); 5166,93 (C2 e C5).
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Espectro 40: Espectro no infravermelho do cloreto de sulfonila (54) (pastilha de

KBr).
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Espectro 41: Espectro de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio (RMN
'H) do cloreto de sulfonila (54) relativo as regides de & 7,4 e & 8,0 (em

DMSOds, 500 MHz).
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Espectro 42: Espectro de ressonancia magnética nuclear de carbono (RMN
'3C) do cloreto de sulfonila (54) (em DMSOds; 500 MHz).

4.3- Sintese do 4-[2-(1,3-dioxo-1,3-diidro-2 H-isoindol-2-il- N-
fenilbenzenosulfonamida)etoxi]-3-(fenilsulfonil)-2-N-1,2,5-oxadiazol
(composto V).

Reacao
DCM/TEA
o, .0 t.a / N2 @
G " Ty O Ak
‘o-N
composto IV

Procedimento

Em um baldo de 50 mL adicionou-se 100 mg (0,35 mmol) do derivado
furoxénico (47) em 5 mL de diclorometano destilado. Em seguida, adicionou-se
48 pL de trietilamina. A mistura foi mantida sob agitacdo a temperatura
ambiente por 5 minutos. Em seguida adicionou-se 100 mg (0,31 mmol) do
cloreto de sulfonila (54). A reacado foi mantida sob agitacdo a temperatura
ambiente em atmosfera de nitrogénio por 2 horas. O solvente foi evaporado a
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pressao reduzida e o produto foi purificado por cromatografia em coluna (fase
estacionaria: silica; fase movel: 60% hexano:40% acetato de etila) para
fornecer 80 mg (46% rendimento) de um sélido branco (composto IV) com faixa
fusao entre 1442%-148°C (PM = 570,05; Cz4H13N40gS).

Caracterizacao estrutural:

/2§3\ 0 10—11 O\\13 13
| |/ N,/ \|1|4/ Ny
o 5/ o _ \\10_4 N A
AN ° Joo"
I

composto IV

Infravermelho (pastilha de KBr): v N-H aromatico= 3300 cm™; v C-H aromatico=
3059 cm™; v C-H alquilico (simétrico e assimétrico)= 2925 e 2854 cm™; v C=0
imida (Simétrico e assimétrico) = 1745 cm™ e 1718 cm™; v C=N furoxano = 1629
cm™; v C=C aromatico = 1560 cm™ e 1464 cm™; v C-N-C 1389 cm™; v N-O
1363 cm’.

RMN 'H (400 MHz; acetonagg): & 8,13 (m; Hz; 2H ) 8,08 (m; Hio; 2H); 8,30-7,95
(m; His e Hig; 4H); 7,89 (ddd; Hi; 1H); 7,82 (dd; Hi1;2H); 7,76 (ddd; Hp; 2H); 4,6
(t; H7; 2H); 3,53 (9; He; 2H) ppm.

RMN '3C (400 MHz; acetonags): d 167,39 (C13); 159,96 (C6); 136,7 (C4 e C9);
135,64 (C15); 132,76 (C3 e C10); 130,72 (C14); 129,51 (C2); 128,37 (C11);
128,09 (C12); 124,37 (C16); 100,83 (C5); 70,81 (C7); 42,41 (C8) ppm.
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Espectro 43: Espectro no infravermelho do composto IV (pastilha KBr).
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Espectro 44: Espectro de Ressonancia Magnética Nuclear do composto IV (H

RMN; 400 MHz; acetonagg).
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—353

Espectro 45: Espectro de Ressonancia Magnética Nuclear do composto IV (*H
RMN; 400 MHz; acetonags) — ampliacdo regiao 3,4-4,6 ppm.
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Espectro 46: Espectro de Ressonancia Magnética Nuclear do composto IV (H
RMN; 400 MHz; acetonags) — ampliacao regiéo 7,6-8,2 ppm.
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Espectro 47: Espectro de Ressonancia Magnética Nuclear do composto IV
(RMN '3C; 400 MHz; acetonags).

5- Sintese do composto V.

O composto V foi sintetizado segundo a rota sintética apresentada no
Esquema 5.

O 0O O
a) O b) 0 ¢ CE“E O
oo 2 orbeo-g OG-0
OH cl ( NH
o 0 g
© O
52 55 56 composto V Q \©
N +
o N

a) p-aminobenzdico, HAc, 130°C (91%); b) SOCI,, DMF 4, 60°C, 4h; c) CH,Cls, trietilamina, t.a., 2h (40%).

Esquema 5: Sintese do composto V.
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5.1- Sintese do acido 4-(1,3-dioxo-1,3-dihidro-2 H-isoindol-2-il)benzdico (55).

Reacéao
o HAc / 120°C Y
Crp - Cr-Ore
o +
COOH o)
0
52 91 55

Procedimento

Em balao de 25 mL contendo 1 g (7,29 mmol) de acido p-aminobenzdico
(76), adicionou-se 1 g (6,75 mmol) de anidrido ftalico (52) e 10 mL de &acido
acético glacial. A mistura reacional foi aquecida a 120°C por 1 hora e agitada
vigorosamente. O isolamento foi feito por resfriamento da mistura reacional,
filtracao do sélido formado que foi lavado com cerca de 60 mL de agua gelada.
Em seguida o sélido obtido foi recristalizado em etanol 95% fornecendo 1,62 g
(rendimento de 91%) da ftalimida (55) como sendo cristais de cor branca com
ponto de fusdo = 250°C (PM = 267; C14HgNOy,).

Caracterizacao estrutural:

55

RMN 'H (400 MHz; DMSOQOgg): © 7,96 (m; Hie Hy; 4H); 7,68 (dd; Hg € H7; Joro=
8,1Hz; Jmeta = 2,1Hz; 2H); 7,55 (dd; Hio € He; Joro= 8,1HZ; Jmeta = 2,1Hz; 2H)
ppm.
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Espectro 48: Espectro de Ressonancia Magnética Nuclear do derivado
ftalimidico (55) ('"H RMN; 400 MHz; DMSOg).

5.2- Sintese do cloreto de 4-(1,3-dioxo-1,3-diidro-2H-isoindol-2-il)benzoila

(56)
Reacao
0 SOCl, / DMF 0o
60°/ 4h Cl
N@COOH N©—§
@]
o 55 © 56

Procedimento

Em um baldo de 50 mL equipado com condensador de refluxo foram
adicionados, sob atmosfera de nitrogénio, 0,2 g (0,75 mmol) do acido
ftalimidico (55), 3 mL de cloreto de tionila (60) (41 mmol; d = 1,631) e 1 gota de
DMF anidro, permanecendo a suspensao resultante sob agitagao vigorosa em
aquecimento a temperatura de 60°C por 4 horas. Finalizado esse tempo, a
mistura reacional foi deixada esfriar a temperatura ambiente, seguida de
reducao do volume do solvente no rotaevaporador. O residuo sélido (56) obtido
nao foi isolado, este foi diluido em 15 mL de diclorometano seguido da adicao
de derivados aminados.
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5.3- Sintese do 4-[2-(1,3-dioxo-1,3-diidro-2H-isoindol-2-il-N-
fenilbenzenocarboxamida)etoxi]-3-(fenilsulfonil)-2-N-1,2,5-oxadiazol
(composto V).

Reacéao
DCM/TEA
o) (o] ta/ N2 20
s7 o + 0 1h 0—"NH 0
N
©/ H NH, C ic| o-N_| O@N
o-N___N 5
O 47 56 composto V o

Procedimento

Em baldo de 50 mL contendo 213 mg (0,75 mmol) do cloreto de ftalimida
(56), adicionou-se 15 mL de diclorometano. Em seguida, adicionou-se 384 mg
(1 mmol) do derivado furoxanico (47) e 0,1 mL de trietilamina. A reagéo foi
mantida sob agitacdo vigorosa em atmosfera de nitrogénio por 1 hora. O
produto foi purificado por coluna cromatografica (fase estacionaria: silica; fase
mével: 60% hexano; 40% acetato de etila) para fornecer 160 mg (40% de
rendimento) de um sdélido branco (composto V) com faixa de fusdo entre 137°-
140°C (PM = 534,09; C25H18N408S).
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Caracterizacao estrutural:

O
2 /
i SN\ 7
1\2/3\4/ \\6—7// \NH—10 \ \16
\\o 1—Q O‘\S/ =
\12\13/ \\\O
L
\O/ ~0
Produto V

Infravermelho (pastilha de KBr): v N-H amida= 3303 cm™; v C-H aromatico=
3059 cm™'; v C-H alquilico (simétrico e assimétrico)= 2923 e 2852 cm™; v C=0
imida (Simétrico e assimétrico) = 1784 cm™ e 1718 cm™; v C=N furoxano = 1560

cm™ ;v C=C aromatico = 1606 cm™, 1560 cm™ e 1464 cm™; v N-O 1380,9 cm’
1

RMN 'H (400 MHz; acetonags): & 8,16-8,21 (m; Hys; 2H); 8,04-8,09 (m; H1s; 2H);
7,94-8,0 (m; Hy e Hp; 4H); 7,81 (ddd; Hy7; 1H); 7,67-7,72 (ddd; H7; 2H); 7,59-
7,63 (ddd; He; 2H); 4,71 (t; Hy4; 2H); 3,95 (q; Hio; 2H) ppm.
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Iﬁ/us.?
667.3
17175
Espectro 49: Espectro de infravermelho do composto V (pastilha KBr).
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Espectro 50: Espectro de Ressonancia Magnética Nuclear do composto V' ('H
RMN; 400 MHz; acetonagg).
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Espectro 51: Espectro de Ressonancia Magnética Nuclear do composto V ('H
RMN; 400 MHz; acetonags) — ampliacao regido 3,85-4,75 ppm.
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Espectro 52: Espectro de Ressonancia Magnética Nuclear do composto V ('"H
RMN; 400 MHz; acetonags) — ampliacao regidao 3,85-4,75 ppm.
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6- Sintese do composto VI.

/N 0

!

"N*

@Eé iima @Eﬁ% @Q?}

57 = COOH (orto);
composto VI (orto); R= H (para);

a) HAc, 120°C, 2h (68%); b) CH,Cl,, DCC, 2-5h (42%)

Esquema 6: Sintese do composto VI.

6.1- Sintese do acido 2-(1,3-dioxo-1,3-diidro-2 H-isoindol-2-il)benzdico (57).

Reacéao

o HAc / 120°C O
NH, N
o+ (X
COOH
o)
52 92

O
O™ oH
57

Procedimento

Em baldo de 25 mL contendo 1 g (7,29 mmol) de acido antranilico (77),
adicionou-se 1 g (6,75 mmol) de anidrido ftalico (52) e 10 mL de &cido acético
glacial. A mistura reacional foi aquecida a 120°C e agitada vigorosamente por 1
hora. O isolamento foi feito por resfriamento da mistura reacional, filtracdo do
sélido formado que foi lavado com cerca de 60 mL de agua gelada. Em seguida
o sélido obtido foi recristalizado em etanol 95%/agua (6:4) fornecendo 1,39 g
(rendimento de 68%) da ftalimida (57) como sendo cristais de cor branca com
faixa de fusdo = 2162-219°C (PM = 267; C14HgNO,).
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Caracterizacao estrutural:

2 // 10—09
NN /N
SOaW

b
OH
57

RMN 'H (400 MHz; DMSOgg): 6 8,05 (dd; H7; Jorto= 7,79HZ; Jmeta = 1,48Hz; 1H);
7,99 (m; Hp; 2H); 7,93 (m; Hy; 2H); 7,77 (ddd; Hoe; Joro= 7,75HZ; Jmeta = 1,4Hz;
1H); 7,63 (ddd; Hg. Jorto= 7,76HZ; Jmeta = 1,4Hz; 1H); 7,54 (dd; Hio; Joro= 7,79Hz;
Jmeta = 1,48; TH) ppm.

0.00

D50-d5

!:“ !:“ !:‘| !:‘| !:“ !:‘| !:‘| !:‘| !:‘| ._\|

(=}
e

Espectro 53: Espectro de Ressonancia Magnética Nuclear do derivado
ftalimidico (57) (RMN 'H; 400 MHz; DMSOQ ).

Jean Leandro dos Santos



Anexos 63

Espectro 54: Espectro de Ressonancia Magnética Nuclear do derivado
ftalimidico (57) (RMN 'H; 400 MHz; DMSOgg) - ampliacdo na regido de 7,45-
8,15 ppm.

6.2- Sintese do 3-({[2-(1,3-dioxo-1,3-diidro-2H-isoindol-2-il)benzoilloxi}metil)-
2-hidroxi-4-fenil-1,2,5-oxadiazol (composto VI).

Reacao
0
P DCC/ DCM \
\ 0°C
+
—~ " 00

@) N N O

0™ oH o™ 7N

'o”N\
57 3
composto VI

Procedimento

Em baldo de 50 mL, adicionou-se 0,4 g (1,5 mmol) do derivado
ftalimidico (57); 0,25 g (1,3 mmol) do derivado furoxanico (3); 0,562 g (2,72
mmol) de diciclohexilcarbodiimida e 0,018 g (0,14 mmol) de
dimetilaminopiridina (DMAP). Adicionou-se 15 mL de diclorometano destilado e
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manteve-se a reacao sob agitacao vigorosa a 0°C por 5 horas. O solvente do
meio reacional foi eliminado a pressao reduzida e o produto obtido foi
purificado por cromatografia em coluna (fase estacionaria: silica; fase mével:
60% hexano:40% acetato de etila) para fornecer 280 mg (42% rendimento) um
sélido branco (composto VI) (PM = 441; C24H15N30s).

Caracterizacao estrutural:

0
// P
S
N—>5 9
A7
1\243\‘{\/ IO
11
o} o%\o
\1|2 16?17\
S ko
+ —
O T N
O—N
composto VI

Infravermelho (pastilha de KBr): v C-H aromético= 3084 cm™; v C-H alquilico
(simétrico e assimétrico)= 2933 e 2861 cm™'; v C=0O imga (Simétrico e
assimétrico) = 1786 cm™ e 1718 cm™; v C=0 éster = 1730 cm™; v C=N
furoxano = 1598 cm™ ; v C=C aromaético = 1560 cm™ e 1450 cm™; v C-N-C
1381 cm™; v N-O 1356 cm™.

RMN 'H (400 MHz; DMSOgg): d 8,05 (dd; He; Jorie= 7,7HZ; Jmeta = 1,4Hz; 1H);
7,95 (H16; 2H), 7,91-7,81 (H1, Hg, H17 e H18; 7H), 7,7 (H7; 1H), 7,63 (Hg; 1H),
7,56 (Hg; 1TH) ppm.

RMN '3C (400 MHz; acetonag): d 167,9 (C4); 165,23 (C11); 157,99 (C14);
135,7 (C2); 134,84 (C5); 134,18 (C10); 133,03 (C8); 132,54 (C15); 131,77 (C6);
130,35 (C16); 130,17 (C9); 130,1 (C3); 128,73 (C17); 128,6 (C18); 124,35 (C1);
112,22 (C13); 56,06 (C12) ppm.
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Espectro 55: Espectro na regido de infravermelho do composto VI (pastilha de
KBr).
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Espectro 56: Espectro de Ressonancia Magnética Nuclear do composto VI
(RMN "H; 400 MHz; acetonage).
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66

—7.56

Espectro 57: Espectro de Ressonancia Magnética Nuclear do composto VI
(RMN 'H; 400 MHz; acetonags) — ampliagéo na regido entre 7,45-8,2 ppm.
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Espectro 58: Espectro de Ressonancia Magnética Nuclear do composto VI

(RMN '3C; 400 MHz; acetonags).
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Espectro 59: Espectro de Ressonancia Magnética Nuclear do composto VI
(RMN '3C; 400 MHz; acetonags) — ampliacdo entre 110-140 ppm.

7- Sintese do composto VI

0 NH, 0 COOH o \\,}1
O + N OH—» ’O/
COOH N
o]
© OH

58 = COOH 0

52 93 composto VIl (orto); R= OH (para);

a) HAc, 120°C, 2h (78%); b) CH,Cl,, DCC, 5h (50%)

Esquema 7: Sintese do composto VII.

Jean Leandro dos Santos



Anexos 68

7.1- Sintese do 5-(1,3-dioxo-1,3-diidro-2H-isoindol-2-il)-2-hidroxibenzdico

(58).
Reacao
0
o HAG / 120°C
O +
OH o) COOH

O COOH

52 93 >8

Procedimento

Em baldo de 25 mL contendo 0,5g (3,26 mmol) de mesalazina (93),
adicionou-se 0,5 g (3,37 mmol) de anidrido ftalico (52) e 10 mL de acido acético
glacial. A mistura reacional foi aquecida a 120°C e agitada vigorosamente por 1
hora. O isolamento foi feito por resfriamento da mistura reacional, filtracdo do
sélido formado que foi lavado com cerca de 60 mL de agua gelada. Em seguida
o sélido obtido foi recristalizado em etanol 95%/agua (6:4) fornecendo 1,41 g
(rendimento de 78%) da ftalimida (58) como sendo cristais de cor cinza com
faixa de fusao > 250 °C (PM = 283; C15HgNOs).
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7.2- Sintese do 3-({[5-(1,3-dioxo-1,3-diidro-2 H-isoindol-2-il)-2-
hidroxibenzoilloxi}metil)-2- N-éxido-4-fenil-1,2,5-oxadiazol (composto
VIII).
Reacéao
0
0
CC/DC
N OH i 0/98 " CE\éN >
L o o g
o) COOH NN o
O "o “O-N=
58 Y
3 composto VI N

Procedimento

Em baldo de 50 mL, adicionou-se 0,42g (1,50 mmol) do derivado
ftalimidico (58); 0,25 g (1,30 mmol) do derivado furoxanico (3); 0,56 g (2,72
mmol) de diciclohexilcarbodiimida e 0,02 g (0,14 mmol) de dimetilaminopiridina
(DMAP). Adiciona-se 15 mL de diclorometano destilado e mantém a reacao sob
agitacao vigorosa a 0°C por 5 horas. O solvente do meio reacional é eliminado
a pressao reduzida e o produto obtido é purificado por cromatografia em coluna
(fase estacionaria: silica; fase moével: 60% hexano:40% acetato de etila) para
fornecer 300 mg (50,4% rendimento) um sélido branco (composto VIII) com
faixa de fusao entre 153°-157°C (PM = 457; C24H15N307).
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Caracterizacao estrutural:

0
/2\ /4/ S—"
“ T \N 5/\ /\8 OH
1\2/3\4/ \10 9/
L
/
0
\
o /12
Niet?
//\ 18— 47
14
~C N e
617
composto VIl

Infravermelho (pastilha de KBr): v C-H aromético= 3058 cm™; v C-H alquilico
(simétrico e assimétrico)= 2925 e 2837 cm'; v C=0O imga (Simétrico e
assimétrico) = 1786 cm™ e 1715 cm™; v C=0 éster = 1724 cm™; v C=N
furoxano = 1598 cm™ ; v C=C aromaético = 1494 cm™ e 1450 cm™; v C-N-C
1381 cm™; v N-O 1356 cm™.

RMN H' (300 MHz; DMSOds):5 ~ 8,1 (H; e Hy); 57,97 (H16); & 7,9 (H10), 5 7,8
(H17 e H18); 5 7,4 (H7); 5 5,1 (H12) ppm.

RMN C™ (300 MHz; DMSOd;):5 168 (C4 e C11); 5 158 (C13); d 134,5 (C1); &
132,31 (C15); 5 130,4 (C16); & 130 (C3); d 128,92 (C17); 5128,03 (C18); d
123,5 (C2); 8 115 (C14); d 55 (C12) ppm.
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Espectro 60: Espectro na regidao do infravermelho do composto VIII (pastilha de
KBr).
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Espectro 61: Espectro de Ressonancia Magnética Nuclear Hetcor do composto
VIl (400 MHz; acetonags).
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ppm
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Espectro 62: Espectro de Ressonancia Magnética Nuclear Hetcor do composto
VIIl (400 MHz; acetonags)- ampliagao.
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Espectro 63: Espectro de Ressonancia Magnética Nuclear Hetcor do composto
VIIl (400 MHz; acetonags) — ampliagéo.
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8- Sintese do composto VIII.

0 NH, 0 COOH o (= N
O + - N 3
% COOH o) N
52 94 59 0]
composto VI

a) HAc, 120°C, 2h (78%); b) CHCl,, DCC, 5h (48%)

Esquema 8: Sintese do composto VIIL.

8.1- Sintese do acido 3-(1,3-dioxo-1,3-diidro-2 H-isoindol-2-il)benzdico (59).

Reacéao

0

o HAC / 120°C

H,N N
O +

o) COOH

S COOH

52 94 59

Procedimento

Em balao de 25 mL contendo 1g (7,29 mmol) de acido m-aminobenzdico
(79), adicionou-se 1g (6,75 mmol) de anidrido ftalico (52) e 10 mL de &acido
acético glacial. A mistura reacional foi aquecida a 120°C e agitada
vigorosamente por 1 hora. O isolamento foi feito por resfriamento da mistura
reacional, filtracdo do sélido formado que foi lavado com cerca de 60 mL de
agua gelada. Em seguida o sélido obtido foi recristalizado em etanol 95%/agua
(6:4) fornecendo 1,39 g (rendimento de 78%) da ftalimida (59) como sendo
cristais de cor branca com faixa de fusdo = > 250°C (PM = 267; C14HgNOy,).
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Caracterizacao estrutural:

59

RMN 'H (400 MHz; DMSOQOys): 6 8,05 (Hs; Jmeta = 1,5Hz; 1H); 8,01 (Hs; Jmeta =
1,5Hz; 1H); 7,99 (m; Hy; 2H); 7,92 (m; Hy; 2H); 7,72 (Hio; Jorto= 7,75 HZ; Jmeta =
1,4Hz; 1H); 7,66 (Hg. Joro= 7,92 Hz; 1H) ppm.
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Espectro 64: Espectro de Ressonancia Magnética Nuclear do derivado
ftalimidico (59) (1H RMN; 400 MHz; DMSQs).
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Espectro 65: Espectro de Ressonancia Magnética Nuclear do derivado
ftalimidico (59) ("H RMN; 400 MHz; DMSQgs) - ampliagdo regido 57,60-58,10.
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8.2- Sintese do 3-({[3-(1,3-dioxo-1,3-diidro-2H-isoindol-2-il)benzoilloxi}metil)-
2-N-6xido-4-fenil-1,2,5-oxadiazol (composto VIII).

Reacéao
0
? DCC/ DCM N
\ 0°C
+
Y OH 5 0
O COOH N /\N o
o o N=
(ONNT
59 3 composto VI N
N

Procedimento

Em baldo de 50 mL, adicionou-se 0,4 g (1,5 mmol) do derivado ftalimidico
(59); 0,25 g (1,3 mmol) do derivado furoxanico (3); 0,56 g (2,72 mmol) de
dicicloexilcarbodiimida e 0,02 g (0,14 mmol) de dimetilaminopiridina (DMAP).
Adicionou-se 15 mL de diclorometano destilado e manteve-se a reagdo sob
agitacao vigorosa a 0°C por 5 horas. O solvente do meio reacional foi eliminado
a pressao reduzida e o produto obtido foi purificado por cromatografia em
coluna (fase estacionaria: silica; fase movel: 60% hexano:40% acetato de etila)
para fornecer 320 mg (48% rendimento) um soélido branco (composto VII) com
faixa de fusdo entre 150°-153°C (PM = 441; C24H15N30g).

Caracterizacao estrutural:

0]
2 /
e =
N
1\2/ 3\4\\/ \\10—9// -0
\.
1—Q
’ // \12—13//N\C|)
\ =
4
16—
/ \//
Nt
composto VI
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Anexos 77

Infravermelho (pastilha de KBr): v C-H aromético= 3084 cm™; v C-H alquilico
(simétrico e assimétrico)= 2927 e 2850 cm™’; v C=0O imiga (Simétrico e
assimétrico) = 1786 cm” e 1717 cm™; v C=0 éster = 1724 cm™; v C=N
furoxano = 1573 cm™ ; v C=C aromatico = 1560 cm™ e 1450 cm™; v C-N-C
1381 cm™; v N-O 1356 cm™.

RMN H' (300 MHz; DMSOd):6 7,87-8,1 (Hi e Hy); & 7,2-7,8 (Hs, H7, Hg, Hio,
H1e, Hi7 € Hig); 8 5,4 (H12) ppm.

RMN C'® (300 MHz; DMSOdk):5 168 (C4 e C11); 5 158 (C13); 5 134,5 (C1); &
123,5 (C2); 5 115 (C14); & 55 (C12) ppm.

Espectro 66: Espectro na regidao de infravermelho do composto VIII (pastilha de
KBr) .
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Anexos 78
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Espectro 67: Espectro de Ressonancia Magnética Nuclear Hetcor do composto
VIIl (400 MHz; acetonagg).
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Anexos 79

Espectro 68: Espectro de Ressonancia Magnética Nuclear Hetcor do composto
VIIl (400 MHz; acetonagg).

C2 C1
A o mkmmmm Mﬂmmnmmm Mo 8 PP

HleH
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(ftalimida) (ftalimida)

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T a.0
140 139 138 137 136 135 134 133 132 131 130 129 128 127 1Ze 125 124 123 122 121 120 ppm

Espectro 69: Espectro de Ressonancia Magnética Nuclear Hetcor composto
VIl - ampliagédo.
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