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RESUMO

MELO, T. R. F. Sintese e avaliagdo farmacolégica de novos derivados da
pomalidomida para o tratamento da anemia falciforme. 2018. 161 f. Tese
(Doutorado em Ciéncias Farmacéuticas)- Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas,
Universidade Estadual Paulista, Araraquara, 2018.

A Anemia Falciforme (AF) € uma anemia hemolitica genética caracterizada por uma
mutacao no gene da globina beta. Além do quadro vaso-oclusivo, 0s pacientes com
AF apresentam processo inflamatorio cronico caracterizado pelo aumento de
diversas citocinas pro-inflamatérias, a exemplo do Fator de Necrose Tumoral alfa
(TNF-a). Atualmente, a hidroxiureia (HU) é o uUnico farmaco disponivel para o
tratamento e seus efeitos benéficos estdo associados ao 6xido nitrico (NO), gerado
apos biotransformacdo. O NO desempenha efeitos benéficos na doenca tais como:
vasodilatacdo, inibicAo da agregacdo plaquetaria e aumento na producdo de
hemoglobina fetal (HbF). Nesse contexto, foram sintetizados os compostos 3(a-b);
4(a-b) e 5(a-b) obtidos através da estratégia de hibridacdo molecular da subunidade
inibidora de TNF-a presente na pomalidomida com o nucleo furoxanico (1,2,5-
oxadiazol-2-N-6xido) com propriedades doadores de NO. Os compostos sintetizados
foram obtidos em rendimentos que variaram entre 13 e 30%. As moléculas do
estudo demonstraram capacidade de liberar NO em niveis que variaram entre 1 e
30%. Em cultura de células CD34*, o composto 4b (2,5 uM) foi capaz de induzir
gobina y, enquanto HU foi ativa apenas em concentracdes 4 vezes superiores (10
uM). Estudos preliminares do possivel mecanismo de acdo mostraram que o
composto 4b nao interefe na expressdo de fatores de transcricdo a exemplo do
BCL11A, IKAROS, LRF e nos niveis de acetilacdo de histona H3. O composto 4b foi
capaz de induzir o aumento dos niveis de monofostato de guanosina ciclico (GMPc)
em células HUVEC e diminuir a producdo de TNF-a em mondcitos. Os resultados
aqui obtidos sugerem que 0 composto 4b seja um novo protétipo para o
desenvolvimento de farmacos para anemia falciforme.

PALAVRAS-CHAVE: Anemia Falciforme, pomalidomida, doadores de 6xido nitrico



ABSTRACT

MELO, T. R. F. Synthesis and pharmacological evaluation of pomalidomide
derivatives for the treatment of sickle cell anemia. 2018. 161 f. Thesis (PhD in
Pharmaceutical Sciences)- Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, Universidade
Estadual Paulista, Araraquara, 2018.

Sickle cell anemia (SCA) is a inherited hemolitical anemia characterized by a
mutation in the B-globin gene. In addition to the vaso-occlusive condition, there is a
chronic inflammatory process in the patients characterized by the increase of several
pro-inflammatory cytokines, such as TNF-a. Currently, hydroxyurea (HU) is the only
drug available for treatment and its beneficial effects are associated with nitric oxide
(NO), generated after biotransformation. NO has beneficial effects on the disease
such as vasodilatation, inhibition of platelet aggregation and fetal hemoglobin (HbF)
production. In this context, the compounds 3 (a-b), 4(a-b) and 5(a-b) were
synthesized using molecular hybridization approach of the pomalidomide TNF-a
inhibitor subunit with the furoxan ring (1,2,5-oxadiazol-2-N-oxide) as NO donor.
Compounds were synthesized in yields ranging from 13 to 30%. The compounds
demonstrated ability to release NO at levels ranging from 1 to 30%. In CD34+ cellular
cultures, compound 4b at 2.5 yM concentration was able to induce y-globin, while
HU was active only at 4-fold higher concentrations (10 uM). Preliminary studies of the
mechanism of action have shown that compound 4b does not interfere with
transcription factors such as BCL11A, IKAROS, LRF and histone H3 acetylation
levels. Our results indicate that, the mechanism of action of this compound differs
from the parental drug pomalidomide. Compound 4b also increased cGMP levels in
HUVEC and CD34 + cells. For CD34 + cells, cGMP levels were comparable to that of
HU. These results sugest that compound 4b is a promising lead candidate for the
development of drug candidates for treatment of SCA.

Keywords: Sickle cell anemia; pomalidomide; nitric oxide donors
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1 INTRODUCAO
A AF é uma das hemoglobinopatias genéticas mais prevalente no mundo

(WEATHERALL, 2008). No Brasil no ano de 2016, foram diagnosticados 1.075
recém-nascidos com a doenca falciforme e 60.418 portadores de traco falciforme,
segundo dados do relatorio anual do Programa Nacional de Triagem Neonatal
(BRASIL, 20186).

A doenca é caracterizada por uma mutacdo no sexto codon do gene da
globina B, na qual ocorre uma troca de uma adenina por uma timina (GAG para
GTG), resultando na substituicdo de um &cido glutamico por valina na cadeia da
globina 3 dando origem a hemoglobina anémala (3%-globina) (BUNN, 1997).

A hemoglobina mutada (HbS) quando desoxigenada favorece a polimerizagao
destas moléculas de HbS levando a alteracbes na estrutura e flexibilidade dos
eritrécitos, promovendo desidratacdo celular, estresse fisico e oxidativo, o que pode
levar a hemolise destas células (STEINBERG, 2006).

A vaso-oclusao é decorrente da obstrucao, principalmente da microcirculacéo,
causada pelas células falciformes e pela maior adesdo das células sanguineas ao
endotélio vascular. Esse quadro pode levar a isquemia e infarto de diversos tecidos
por uma perfusdo tissular inadequada e ainda contribui para as crises dolorosas,
disfuncéo dos 6rgaos, e em alguns casos, morte (MANWANI; FRENETTE, 2013a)

Foi relatado que pacientes com AF apresentam aumento significativo dos
niveis circulantes de algumas citocinas proé-inflamatoérias, dentre elas o fator de
necrose tumoral alfa (TNF-a) (LANARO et al, 2009). O aumento dos niveis
plasmaticos de TNF-a em pacientes com AF contribui com as crises vaso-oclusivas,

e pode levar ao aparecimento de episédios inflamatorios (CAJADO et al., 2010).
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Assim, compostos que inibam essa citocina poderiam auxiliar na diminuicdo dos
sintomas clinicos da doenca.

Os farmacos talidomida, pomalidomida e lenalidomida s&o imidas
imunomodulatérias com capacidade de reduzir os niveis circulantes de TNF-a.
Estudos de relacdo estrutura quimica versus atividade biolégica mostraram
diferentes potencias para estes farmacos. A pomalidomida, por exemplo, é cerca de
50.000 vezes mais potente que a talidomida na reducdo do TNF-a (CHAULET et al.,
2011; MULLER et al., 1999). Além do controle do processo inflamatorio, estudos
demonstraram que a pomalidomida também foi capaz de induzir a producédo de HbF
em camundongos transgénicos para AF (MEILER et al., 2011).

Até o0 momento, ndo existe um tratamento especifico para AF. Os farmacos
disponiveis auxiliam no tratamento dos sintomas e visam melhorar a qualidade de
vida do paciente. Além da glutamina, aprovada em 2017 como coadjuvante no
tratamento, o Unico farmaco aprovado pela agéncia norte americana Food and Drug
Administration (FDA) é a hidroxiuréia (HU). Este farmaco tem capacidade de
melhorar o fluxo nos vasos sanguineos, reduzir a adesédo celular ao endotélio e
aumentar os niveis de HbF (CHARACHE et al., 1992). Além disso, estudos mostram
que HU pode atuar como fonte exdgena de oxido nitrico (NO) (COKIC et al., 2003;
STEINBERG, 2006).

O NO exerce varios efeitos como, por exemplo, vasodilatacédo, inibicdo da
agregacdo plaguetaria e da expressdo de moléculas de adesdo e estimula a
producdo de hemoglobina fetal (HbF) via guanilato ciclase soluvel (sGC)
aumentando expressdo de globina y em células eritroleucémicas (K562) e

eritroblastos humanos primarios (COKIC et al., 2003; CONRAN et al., 2004).
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O aumento da HbF em pacientes com AF proporciona melhora nos sintomas

clinicos e reduz as necessidades transfusionais e internacdes hospitalares(BAUER,;
ORKIN, 2015; PERRINE; PACE; FALLER, 2014; PLATT, 1994).

Assim, neste trabalho as estruturas foram planejadas visando a acao

sinérgica de modulacédo da biossintese de TNF-a, aumento dos niveis de NO e de

HbF. Esta estratégia representa uma nova abordagem terapéutica e pode ser util

para desenvolvimento de novos compostos para o tratamento da AF.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

Anemia Falciforme
Historico

Acredita-se que a AF teve origem h& milhares de anos atrds, nos paises
subsaarianos e do centro-oeste da Africa, no leste asiatico e em algumas regibes da
india (WEATHERALL, 2008). A distribuicdo da doenca esta correlacionada com as
regibes endémicas de maldria, devido a hipdtese explorada por muitos estudos de
que esta confere protecdo a infeccdo pelo plasmédio (TAYLOR; PAROBEK;
FAIRHURST, 2012).

As hemacias falciformes infectadas com plasmaodio sofrem fagocitose mais
rapidamente, reduzindo assim a parasitemia (PIEL et al., 2013). E sabido ainda que
nas células falciformes a invasdo é diminuida e o crescimento do parasita é
dificultado devido as condi¢des bioquimicas desfavoraveis como a baixa tensédo de
oxigénio e de potassio intracelular (AYI et al., 2004). Embora existam muitos estudos
sobre estes complexos mecanismos envolvidos na protecdo contra a maldria, ainda
nao é totalmente clara a relevancia dos mesmos in vivo (GONG et al., 2013).

De acordo com dados da Organizacdo Mundial da Saude (OMS) referentes
ao ano de 2011, cerca de 5% da populacdo mundial carrega o gene de
hemoglobinopatias sobretudo da anemia falciforme e talassemias (World Health
Organization, 2011),

A AF foi durante muito tempo concentrada em paises da Africa, Oriente
Médio e partes da india, mas atualmente também é comum nas Américas, Caribe e
Europa, principalmente por conta da migracdo e miscigenacao racial. Nos Estados

Unidos, a anemia falciforme afeta aproximadamente um em cada 500 recém-
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nascidos afro-americanos por ano, e entre 70.000 e 100.000 individuos no total
(HUTTLE et al., 2015)

No Brasil, o Programa Nacional de Triagem Neonatal registrou em 2016, o
nascimento de 1.075 recém-nascidos com a doenca falciforme e 60.418 portadores
de traco falciforme.

A anemia falciforme apresenta padrao autossémico recessivo de transmissao,
sendo assim, se manifesta em individuos homozigotos do gene HBBS (HbSS). Na
heterozigose (HbAS) os individuos possuem o traco falciforme que esta presente em
cerca de 2-8% da populacdo (MURAO; FERRAZ, 2007). Na cidade de Araraquara,
por exemplo, no ano de 2009 foi encontrada prevaléncia do traco para anemia
falciforme de 2,15%, abaixo da média nacional, que é de 2,6% (VESPOLI et al.,
2009).

Os portadores do traco tém uma expectativa de vida semelhante ao da
populacdo em geral, ndo sendo observado aumento de mortalidade associada
especificamente a essa condicdo (ROBINSON et al., 1994; SERJEANT, 2013) .
Entretanto, alguns estudos relatam uma correlagcdo entre a presenca do traco e
algumas complicacdes que ocorrem em condicbes de hipdxia, desidratacdo e
acidose, como a insuficiéncia renal, necrose tissular, tromboembolia venosa e

rabdomidlise (AUSTIN et al., 2007; MURAO; FERRAZ, 2007).

Aspectos gerais
A hemoglobina (Hb) € uma heme-proteina presente nos eritrocitos cuja
principal funcdo é o transporte de oxigénio e gas carbdnico (PERUTZ, 1990). E um

tetramero polipeptidico, constituido por cadeias globinicas sendo duas subunidades
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a e outras duas nédo alfa, cada uma contendo um grupo heme. Estruturalmente o
grupo heme consiste em um anel porfirinico (protoporfirina 1X) formando um
complexo central com o atomo de ferro (Fe?*), onde ocorre a ligagdo do oxigénio
(DICKERSON, 1983).

Uma variedade de cadeias globinicas similiar a B sao sintetizadas entre o
periodo embrionario e adulto. No primeiro trimestre ocorre a producédo da globinas
embrionaria (€), que sao expressas as hemoglobinas Growerl ({2€2), Grower2 (02¢€2)
e Portland (C2y2), deixando de serem expressas na fase fetal em que prevalece a
globina gama (y) no saco vitelino. Logo apds ha uma transigao dessa produgao para
o figado fetal, quando passa a predominar entao a producao de globina y (Figura 1).
Duas cadeias de gobina y combinam-se com duas a-globina formando a
hemoglobina fetal (HbF), a qual permanece predominante durante toda a gestacao.
A HbF é substituida gradativamente pela hemoglobina adulta HbA(a22) alguns
meses apos o nascimento (FORGET; BUNN, 2013; MCGRATH; PALIS, 2008;
SANKARAN V.G., 2010). A sintese de cadeias delta se inicia por volta do sexto més
de gestacdo dando origem a hemoglobina (HbAz) constituida de duas cadeias alfa e
duas delta (0202) que representa de 2,5%- 3% das hemoglobinas em individuos
sadios (HUEHNS et al., 1964; MANNING et al., 2007).

A AF é resultado de uma mutagao pontual no gene da B-globina, gerada pela
troca de uma timina por adenina (GTG para GAG) substitiuindo o sexto aminoacido
gue codifica uma valina ao invés de um acido glutamico (BUNN, 1997), originando a
hemoglobina S (HbS), presente na anemia falciforme. Essa hemoglobina é

constituida por duas cadeias a e duas B (a2p52), como a HbA.

Thais Regina Ferreira de Melo



Figura 1. Producao de globinas durante a vida fetal e adulta.
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Fonte: Adaptado de Sankaran e Orkin, 2013.

Todo esse processo € regulado no locus génico da globina a no cromossomo
16 e da globina B no cromossomo 11. Diversos mecanismos moleculares estao
envolvidos no silenciamento do gene da gobina y nas células eritroides adultas
(SANKARAN; ORKIN, 2013). Uma variedade de fatores de transcricdo que regulam
a expressao génica de gobina y tem sido identificados, dentre eles o BCL11-A é
reconhecido como o principal repressor, cuja inibicdo poderia aumentar os nives de
HbF (SANKARAN et al., 2008) (BAUER; ORKIN, 2015).

A expressdo de BCL11-A parece ser ativada pelo fator de transcricdo
eritroide-especifico KLF-1, reprimindo indiretamente a expressédo do gene da gobina
y. KLF-1 também se liga ao gene promotor de B-globina induzindo diretamente sua

expresséo (SIATECKA; BIEKER; DC, 2011; VINJAMUR et al., 2016; ZHOU et al.,
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2010). O BCL11-A interage com SOX-6, GATA-1, FOG-1 e NuRD formando um
complexo de silenciamento do gene da gobina y (SANKARAN et al., 2008). SOX-6
atua como repressor da expressao de globina y no periodo embrionario se ligando
ao gene promotor (Yl et al., 2006). BCL11-A e SOX-6 sdo co-expressas e atuam
colaborativamente no silenciamento da transcricdo do gene de gobina y nas células
eritroides adultas (Figura 2) (XU et al., 2010).

Adicionalmente, mecanismos epigenéticos envolvendo enzimas que
modificam a funcdo da cromatina como a histona deacetilase (HDAC), DNA
metiltransferase (DNMT) e histona demetilase lisina-especifica (LSD-1) também
estdo envolvidas na regulacdo do gene da gobina y (GINDER, 2015).

Figura 2. Fatores de transcrigcdo reguladores da expressdo de gama-globina.

Locus B-Globina
54321 €
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B-cell lymphoma/leukemia 11A (BCL11A) e outras proteinas como GATA binding protein 1
(GATAL1L), zinc finger protein multi-type 1 (ZFPM1 ou FOG1), e o complexo nucleosome
remodeling and deacetylase (NuRD),se ligam no locus da globina reprimindo a expresséo
dos genes da gobina y. O fator Kruppel-like (KLF1) intereage com este processo regulando
positivamente a expressdo de BCL11A (seta verde) e também promove transcricdo do gene
da B-globina de maneira direta -HSs indica sitios hipersensitivos de DNAse | ; LCR: Regiédo
de controle de locus génico.
Fonte: Adaptado de Sankaran & Weiss, 2015
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Fisiopatologia

A mutacdo no gene da cadeia B-globinica altera propriedades fisico-quimicas
da hemoglobina desencadeando os fenémenos fisiopatolégicos da doenca (BUNN &
FORGET, 1986). A substituicdo das bases nitrogenadas causa modificacbes na
estrutura tridimensional da hemoglobina. A carga neutra da valina na hemoglobina
mutada permite interacbes hidrofébicas entre as cadeias beta laterais,
desencadeando a formacdo de polimeros em estado desoxigenado (DYKES;
CREPEAU; EDELSTEIN, 1979)

A polimerizacdo da HbS representa o evento primario na patogénese
molecular da AF e é dependente de alguns fatores como: concentracdo de HbS e
oxigénio, presenca de hemoglobinas normais, pH, temperatura, forca ib6nica e
pressdo (DE FRANCESCHI & CORROCHE, 2004; STUART & NAGEL, 2004). A
polimerizacdo gera alteracBes na estrutura e flexibilidade dos eritrocitos, promove
desidratacdo celular, estresse fisico e oxidativo, podendo levar a hemdlise das
hemécias (BRITTENHAM; SCHECHTER; NOGUCHI, 1985; REES; WILLIAMS;
GLADWIN, 2010)

O processo vaso-oclusivo é a maior causa de morbidade em pacientes com
anemia falciforme. Este processo gera o quadro de isquemia, podendo resultar em
infarto tecidual e é o principal responsavel pelos sintomas clinicos da doengca como
as crises algicas, sindrome toracica aguda e nefropatia. O ciclo de isquemia seguido
por reperfusdo gera leséo tecidual, estresse oxidativo e inflamatorio, e aumenta a
expressdo de moléculas de adesédo e consequentemente a producdo de citocinas
inflamatorias, agravando ainda mais a vaso-ocluséo (Figura 3) (BELCHER et al.,

2003; MANWANI; FRENETTE, 2013b)
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Figura 3. Fisiopatologia da anemia falciforme
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Fonte: adaptado Melo, 2015

As hemaécias falciformes apresentam aumento da interagdo com endotélio
vascular, leucécitos e plaguetas, devido ao aumento da expressao das moléculas de
adesdo em sua superficie levando a formagdo de agregados heterocelulares,
contribuindo com a vaso-oclusdo (SAKAMOTO et al., 2013).

A hemolise é outro processo fisiopatolégico importante na AF e também é
impulsionada pela polimerizacdo da HbS. Durante a hemdlise dos eritrocitos, ha
liberacdo da hemoglobina, arginase e difosfato de adenosina (ADP) para o plasma.
A hemoglobina livre pode sequestrar o 6xido nitrico (NO) endotelial diminuindo os
niveis basais dessa molécula. Além disso, a arginase liberada pode metabolizar a

arginina plasmética transformando-a em ornitina e uréia. Assim, com a diminuicdo da
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concentracdo da arginina que atuaria como substrato para sintese de NO, ha
diminuicao dos niveis fisiologicos do mesmo (REITER et al., 2002).

O NO é normalmente produzido pelo endotélio, através da enzima NO-sintase
(eNOs), a qual converte L-arginina em NO. E um potente vasodilatador e dentre
suas propriedades importantes estdo: inibicdo da expressdo de receptores de
adesado (VCAM-1 e selectinas) no endotélio vascular e diminuicdo da ativacédo de
plaguetas e mediacdo no processo de isquemia-reperfusdo (Figura 4) (DE
CATERINA et al., 1995; PALMER; ASHTON; MONCADA, 1988)

Neste contexto, a diminuicdo dos niveis de NO contribui para a vasculopatia e
hipercoagulabilidade da doenca e tem sido relacionada as manifestacdes clinicas
como a hipertensdo pulmonar, Ulcera de pernas, priaprismo e doenca
cerebrovascular (KATO et al., 2006).

Figura 4. Propriedades do NO nos vasos sanguineos
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Fonte: proprio autor

A inflamacdo é um fator central na gravidade da vasculopatia da anemia
falciforme. A ativacdo de leucdcitos, juntamente com as ceélulas endoteliais

danificadas e a maior adesdo das células sanguineas ao endotélio vascular,
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aumentam a producédo de citocinas pro-inflamatorias como a TNF-q, IL-13, IL-8 que
contribuem para o carater inflamatorio crénico da doenca, propagando os episodios
de dor e as crises vaso-oclusivas (CAJADO et al., 2010).

Uma vez que a polimerizacdo da HbS € o processo inicial da vaso-oclusao, a
mesma tem sido um alvo terapéutico importante e muito explorado. Atualmente, a
estratégia utilizada de promover o aumento dos niveis de hemoglobina fetal (HbF),
tém tido um enorme impacto na reducédo do numero e gravidade de episédios vaso-
oclusivos e ainda na diminuicdo da mortalidade de pacientes com A.F. (MANWANI;

FRENETTE, 2013b).

Tratamento

A complexidade dos sintomas e a origem genética da AF sdo barreiras para
as descobertas cientificas de novas terapias. Estas complicacdes, associado ao
desinteresse da industria farmacéutica pela pesquisa de novos farmacos para a
doenca é um dos grandes obstaculos para a descoberta de tratamentos mais
efetivos e seguros.

Atualmente algumas estratégias tém sido abordadas na busca de novas
terapias, incluindo: inducéo da expressao de HbF; aumento da biodisponibilidade de
oxido nitrico; modificacdo das propriedades reoldgicas do sangue; reducdo da
sobrecarga de ferro e modificagdo estrutural na cadeia beta da molécula de

hemoglobina (Figura 5). (DE MELO et al., 2014)
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Figura 5. Abordagens terapéuticas disponiveis para o tratamento da anemia falciforme

Derivados do acido butirico;
Eritropoietina;
Talidomida e derivados; metiformina

Indutores de
HbF

deferroxamina (Desferal) | Canais de Gardos :
deferasirox (Ejade) Inibidores [c_lotrlmazol, Senlcap?c]_
deferiprone e derivados Quelantes FRE eI Via co-transporte potassio-

cloreto (pidolato de
magneésio)

- . ' . GMI-1070
. h—————————— . Heparina
hidroxifasudil Inibidor Rho- TRATAMENTO Inibidores de  [EERTTIREM
kinase adesdo

prasugrel
propranolol

| Furoxanos
Isotiocianatos Modificadores ) A.rginina
Furfural e de Hb j| Vasodilatadores sildenafil
derivados Estatinas

Agonista de
adenosina

regadenoson
Fonte: proprio autor

A inducdo de HbF tem se mostrado um alvo muito promissor em diversos
estudos experimentais e clinicos envolvendo pacientes com AF (DAI et al., 2016;
PACE; ZEIN, 2006). Os niveis elevados de HbF em pacientes com anemia falciforme
tem sido associado com a reducdo de eventos clinicos e mortalidade precoce dos
pacientes. Estes fatos podem ser relacionados a diminuicdo da polimerizacdo da
HbS gerada pelo aumento da HbF e a menor adesividade das hemacias, plaquetas
e leucdcitos dificultando o processo vaso-oclusivo (AKINSHEYE et al., 2011;
PERRINE; PACE; FALLER, 2014).

Atualmente, algumas moléculas séo descritas na literatura como indutores de
HbF, entre elas: HU, talidomida, lenalidomida, pomalidomida, decitabina, azacitidina,

acido butirico e derivados e metiformina.
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Hidroxiuréia (HU)

A HU €& um agente quimioterapéutico, antimetabdlito, inibidor seletivo da
sintese de ribonucleotideo difosfato redutase, enzima necessaria na conversdo de
ribonucleotideos difosfatados em desoxiribonucleotideos difosfatados. Este farmaco
impede que as células saiam da fase G1/S do ciclo celular, sendo usada
principalmente em neoplasias do sistema hematopoético(HANFT et al., 2000).
Atualmente, € o Unico farmaco aprovado pela agéncia regulatoria norte americana
Food Drug Administration (FDA) para uso em pacientes com anemia falciforme.

Além da diminuicdo da vaso-oclusao, reducdo do numero de episodios de
sindrome toracica aguda e necessidade de transfusdo sanguinea, estudos
demonstraram que a HU tem a capacidade de aumentar a concentracdo de
hemoglobina fetal, bem como diminuir o nimero de crises dolorosas em pacientes
sob tratamento(CHARACHE et al., 1992). Em um estudo que acompanhou durante
cinco anos pacientes tratados com o farmaco, foi observada reducdo de 40% no
namero de mortes (FERSTER et al., 2001)

O mecanismo exato pelo qual a HU aumenta os niveis de HbF ainda néo foi
totalmente elucidado, porém alguns estudos descrevem diferentes agcbes como: 1)
modificacdes epigenéticas e eventos transcricionais mediadas por BCL11A , SOX-6
e Mi-2/NuRD (XU et al., 2010); 2) ativacdo de vias de sinalizacdo envolvendo a
biotransformacao da HU em NO ativando GMPc, guanilato ciclase soluvel (GCs), e a
via Gia/JNK/Jun (CONRAN et al., 2004; COKIC et al.,2003); 3) atuacdo em vias pés
transcricionais reguladas por micro-RNAs (miR-15a e miR-16-1), os quais tem como
alvo direto MYB, outro regulador importante de gobina y (PULE et al., 2015;

SANKARAN et al., 2011).
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Dentre os efeitos descritos para HU estdo: a diminuicdo do numero de
leucadcitos, reticuldcitos e plaquetas e a diminuicdo da adesividade dos eritrécitos e
leucdcitos ao endotélio (HILLERY et al., 2000).

Apesar dos efeitos benéficos, a HU pode causar mielotoxicidade,
hiperpigmetacéo cutanea e lesdes ulcerativas em membros inferiores (NAHAVANDI
et al., 2002). Estima-se que cerca de um terco dos pacientes tratados nao
respondem a HU ou necessitam de aumento da dose para tratamento cronico eficaz,
aumentando o risco de toxicidade. Mesmo com esses inconvenientes, evidéncias
documentadas da eficacia do uso da HU na reducdo da morbidade e mortalidade
dos pacientes justificam seu uso clinico devido a falta de outras opc¢des terapéuticas
mais seguras e eficazes (RAGHUPATHY; BILLETT, 2009)

Nesse contexto, torna-se muito importante a introdu¢do de um novo farmaco

gue agregue os efeitos benéficos da HU sem sua potencial toxicidade.

Talidomida

A talidomida foi originalmente usada como agente hipnético/sedativo e
antiemético, mas foi retirado do mercado na década de 60 devido aos seus efeitos
teratogénicos (WARD, 1962) . Atualmente, a talidomida € usada no tratamento de
doencas autoimunes e hematologicas, como o mieloma mdultiplo, devido aos seus
efeitos anti-inflamatorios e imunomoduladores (BARTLETT; DREDGE; DALGLEISH,
2004). Estudos demonstraram que o farmaco induz a expressdo de mRNA de gama
globina de maneira dose dependente. O mecanismo desta indugcdo estaria
associado a via de sinalizacdo de p38 MAPK e acetilacdo de histona H4

(AERBAJINAI et al., 2007). Do ponto de vista mecanistico, 0 aumento da producao
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de ROS atuaria como sinalizador para mediar a fosforilagdo de tirosinas kinases
como a p38 MAPK regulando a expressao génica de gama globina (HSIAO et al.,
2006).

A lenalidomida e a pomalidomida sdo imidas imunomoduladoras analogos
estruturais da talidomida também descritos como inibidores de TNF-a. (BODERA;
STANKIEWICZ, 2011) Moutouh-de Parseval e colaboradores (2008) demonstraram
gque a pomalidomida e a lenalidomida sdo indutoras da sintese de HbF e
moduladoras da diferenciacdo de eritrécitos em ensaio utilizando células tronco de
medula Ossea tanto de individuos controle quanto de pacientes com doenca
falciforme. O efeito observado foi ainda maior quando esses farmacos foram
associados com HU durante o tratamento, sendo a combina¢do com pomalidomida
mais efetiva que a combinacdo com lenalidomida. (MOUTOUH-DE PARSEVAL et
al., 2008)

Estudos in vivo com animais falciformes transgénicos tratados com a
pomalidomida demonstraram aumento na expressao da HbF comparavel com a HU,
porém ndo apresentou os efeitos mielosupressivos da mesma. Interessantemente, a
pomalidomida foi capaz de aumentar a eritropoese, preservando a fungdo medular.
(MEILER et al., 2011) Estudos recentes mostraram que o mecanismo de indugéo de
HbF pela pomalidomida esta relacionado seletivamente com a repressao dos fatores

BCL11A e SOX-6 (Figura 2) (DULMOVITS et al., 2015).

Decitabina
A decitabina (5-aza-2-deoxicitidina) € um potente indutor de HbF via

hipometilagio do gene promotor da gama globina, inibindo a enzima
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metiltransferase. Apesar da eficacia em aumentar HbF em individuos refratarios ou
intolerantes a hidroxiurea, estudos clinicos demonstraram toxicidade significativa
para este farmaco (NARESH et al., 2008). Um outro estudo clinico de fase 1
demosntrou seguranca na administracdo oral da decitabina combinada com
tetrahidrouridina, um inibidor de citidina deaminase, a qual € responsavel por inativar
a decitabina rapidamente, e mais estudos serdo realizados para verificar a

efetividade deste tratamento (MOLOKIE et al., 2017).

Butiratos

Os butiratos sé@o estéres de acidos graxos de cadeia curta inibidores da
histona deacetilase (HDAC). A inibicdo desta enzima induz a transcricdo do gene da
gama globina e aumento da producdo de HbF. Acredita-se que o mecanismo
envolvido nesta inducdo também seja a sinalizacdo via p38 MAPK a qual regula a
expressédo génica de gama globina. (MCCAFFREY et al.,, 1997) Os butiratos tém
demostrado um aumento sustentado da concentracdo de HbF nos pacientes
tratados. Porém, sua meia-vida curta exige uma grande quantidade durante a
admistracdo cuja via é exclusivamente parenteral, devido a baixa absor¢cédo oral, 0
que limita sua adesdo na clinica. (KUTLAR et al., 2013; PACE et al.,, 2015)
Recentemente o estudo clinico de fase Il com o 2,2-dimetilbutirato (HQK-1001), foi
encerrado sem efeitos significativos e novo estudos com ajuste de dose serdo

realizados. (REID et al., 2014)

Thais Regina Ferreira de Melo



18

Doadores de NO

Terapias visando o aumento da biodisponibilidade de NO podem proporcionar
efeitos benéficos aos pacientes, uma vez que, segundo estudos, 50% dos pacientes
possuem disfuncéo endotelial gerada pela deficiéncia de NO (MACK; KATO, 2006).

O primeiro uso clinico do NO na doenca falciforme foi relatado por Atz e
Wessel no tratamento da sindrome toracica aguda. A inalacdo do NO diminui a
pressao e resisténcia vascular pulmonar e melhora a oxigenagcdo (ATZ ANDREW M.;
WESSEL DAVID L., 1997). Dentre as desvantagens do NO inalado esta o seu alto
custo e a necessidade de profissionais com treinamento para a administracdo. Neste
contexto, as moléculas doadoras de NO apresentam mais vantagens, menos custos
e melhor controle do perfil farmacocinético quando comparado ao uso do gas NO.

Dentre os doadores de NO disponiveis na terapéutica, 0s nitratos organicos
sdo 0s mais comumente utilizados para tratamento de angina e insuficiéncia
cardiaca. No entanto, seu uso prolongado pode levar ao mecanismo de tolerancia, o
que justifica a falta de eficacia destes farmacos apds determinado periodo de
tratamento. Esse fendmeno pode ser explicado pelo fato de que o0s nitratos
necessitam reagir com grupos tiois para liberacdo de NO, depletando ou diminuindo
o contetdo de tidis nas células, levando a auto-inibicdo do seu metabolismo
(SCHONAFINGER, 1999).

Outras classes de doadores de NO disponiveis s&o: nitritos, complexos NO-
metalicos, N-nitrosaminas, N-nitrosotidis, N-hidroxiguanidinas, derivados de &cido
hidroxamico. Alguns desses doadores como complexos NO-metélicos, N-
nitrosaminas e N-nitrosotiois apresentam algumas desvantagens como instabilidade

quimica, fisica e meias-vidas muito curtas. A menos que essa instabilidade seja
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resolvida, essas desvantagens os desqualificam como potencias farmacos doadores

de NO (BARRETO; CORREIA; MUSCARA, 2005).

Furoxanos como doadores de NO

O furoxano e seus derivados (1,2,5-oxadiazol-2-N-0xido) representam uma
importante classe de compostos heterociclicos com diferentes propriedades
guimicas e atividades biologicas. Sdo compostos estaveis em meio acido e frente a
eletrofilos. Apresentam estabilidade térmica, porém sdo pouco estaveis frente a
nucleodfilos e bases (WANG, 2002). Comparando-os com os outros doadores de NO,
os derivados furoxanicos podem exibir um perfil farmacolégico muito desejavel:
liberacdo lenta e sem o desenvolvimento de mecanismo de tolerancia dos nitratos
(SCHONAEFINGER et al., 1999).

Os compostos 1,2,5-oxadiazol-2-N-6xido podem ser obtidos por diversas
rotas sintéticas como oxidacdo de dioximas, termélise de o-nitroazidas; dimerizacdo
de N-Oxidos de nitrilas, oxidacdo de o-amino nitroderivados, reacao de alcenos com
N203 (CURINI et al., 2000; SCHONAEFINGER et al., 1999; HWANG et al., 1998;
BOHN et al., 1995; GODOVIKOVA et al, 1993; GASCO et al., 1991).

Alguns estudos descrevem que o anel furoxanico substituido pode sofrer
tautomerismo (Figura 5). Esta isomerizacdo envolve furoxanos com diferentes
subtituintes e depende da natureza dos substituintes, bem como dos solventes e

temperatura (CERECETTO & PORCAL, 2005; GASCO0,1981).
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Figura 6: Equilibrio tautomérico do furoxano
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Fonte: proprio autor

As diversas atividades farmacoldgicas estdo relacionadas em parte a
capacidade de doacdo de NO pela subunidade furoxanica. Dentre elas podemos
citar: antichagasica (CERECETTO et al., 1999), antiagregante plaquetéria (CENA et
al 2004), propriedades vasodilatadoras (DEL GROSSO et al., 2005; FRUTTERO et
al., 1995), antineoplasica, (CERECETTO, 2005), neuroprotetora (SCHIEFER et al.,
2012), entre outras.

Ainda que a capacidade de doacdo de NO dos derivados furoxanicos esteja
bem fundamentada na literatura, os mecanismos para essa doac¢ao ainda nao foram
totalmente elucidados. Feelish e colaboradores relataram inicialmente, que alguns
derivados furoxanicos como a N,N*- diisopropilfuroxancarboxamida e seus analogos
N,N’-dimetil, eram capazes de liberar NO na presenca de tibis (Figura 6) (FEELISCH;
SCHONAFINGER; NOACK, 1992).

Estudos posteriores com o 4-fenil-3-furoxancarbonitriio propuseram o
mecanismo semelhante ao descrito anteriormente para doacdo de NO (MEDANA et

al., 1994).
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Figura 7. Mecanismo proposto para liberacéo de NO pelos derivados furoxanicos.
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Fonte: retirado e adaptado de FEELISCH; SCHONAFINGER; NOACK, 1992

O ataque do tiolato pode ocorrer no carbono das posicoes 3 ou 4. No
primeiro caso, o intermediario tetraédrico resultante abre o anel levando a um
derivado nitroso, que poderia produzir um anion nitroxil. Esse anion é entdo oxidado
para Oxido nitrico, que por sua vez, na presenca de oxigénio em meio aquoso
produz nitrito e nitrato. A interacdo entre espécies de nitrogénio oxigenadas,
formadas durante essa etapa, com tidis pode justificar a producao de nitrosotiois. O
ataque do ion tiolato na posicao 3, produz condi¢cdes semelhantes. Curiosamente
alguns furoxanos também podem produzir NO na auséncia de tidis ou ainda por
acdo enziméatica (GASCO et al., 2004).

Atualmente a hibridagdo molecular dos furoxanos com diversas moléculas
tem sido uma abordagem muito utilizada na Quimica Farmacéutica e Medicinal. A
obtencéo dos hibridos € realizada ligando-se uma molécula do doador de NO com
outra subunidade com atividade farmacoldgica de interesse, diretamente ou através
de um espacador que contribua nas atividades farmacolégicas desejadas. Deste

modo € possivel se obter na mesma estrutura quimica dois efeitos farmacoldgicos,
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atingindo diferentes alvos com uma sé molécula, melhorando a tolerancia,
otimizando a farmacocinética, o que pode beneficiar o tratamento de certas doencas
multifatoriais como a anemia falciforme (SCATENA, 2010).

Neste contexto, Santos e colaboradores sintetizaram novos compostos
hibridos contendo a subunidade estrutural da talidomida e diferentes nudcleos
furoxanicos a fim de se obter compostos Uteis para o tratamento da anemia
falciforme, combinando o efeito anti-inflamatorio da subunidade ftalimidica e a
modulacdo da doacdo de NO oriunda dos derivados furoxanicos. Todos 0s
compostos apresentaram atividade anti-inflamatdria e analgésica maior que a
indometacina e dipirona, usadas como controle. A doacdo de NO foi variavel entre
0S compostos (9-28%). E estes ainda demonstraram habilidade em induzir a
expressao de gama-globina in vitro (DOS SANTOS et al., 2012)

Assim, em continuidade com a linha de pesquisa que visa a obtencédo de
imidas imunomoduladoras foi proposto neste trabalho a hibridagdo molecular entre a
pomalidomida e os derivados furoxanicos visando melhorar as propriedades
farmacodinamicas, previamente identificadas por SANTOS (2012) como sendo

benéficas ao tratamento da AF.
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3 OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral

Este trabalho visou o planejamento, sintese e avaliacdo farmacologica de
novos derivados da pomalidomida com propriedades doadoras de NO para
tratamento da anemia falciforme.

3.2. Objetivos especificos

Sintezar, isolar, purificar e caracterizar estrutural dos compostos hibridos

planejados;

e Avaliar a capacidade de doacdo de Oxido nitrico e producdo de GMPc em
células endoteliais de veia umbilical humana (HUVEC) pelos compostos
finais;

e Avaliar a capacidade dos compostos em induzir a expressao de gama-globina
e HbF em células CD34+;

¢ Investigar os possiveis mecanismos envolvidos na regulacdo da expresséo de
gama-globina induzida pelos compostos finais.

¢ Avaliar a capacidade dos compostos finais em inibir a producdo de TNF-a em

cultura de macroéfagos.
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4 MATERIAL E METODOS
4.1. Planejamento estrutural

A identificacdo do prototipo é a etapa-chave para a descoberta da arquitetura

molecular adequada para acdo dos farmacos. Neste trabalho pretendeu-se otimizar
a atividade dos compostos hibridos identificados previamente por nosso grupo de
pesquisa para obtencdo de candidatos a farmacos mais potentes e seguros no
tratamento da anemia falciforme.
Assim, utilizando a estratégia de hibridacdo molecular foi planejada uma nova série
de estruturas contendo as subunidades farmacoféricas: a) do prototipo
pomalidomida (1), representadas pela inser¢cdo do nucleo 3-amino ftalimidico (A); b)
do nucleo furoxanico (B) contendo diferentes substituintes (2a-c), espacados pelo
grupo N-acilhidrazona (Figura 7).

A subunidade ftalimidica (A), grupo farmacoférico principal para a acao
moduladora direta sobre biossintese de TNF-a da pomalidomida foi selecionada
para os derivados planejados (LIMA et al 2001). Recentemente, foi relatado que a
pomalidomida, € um inibidor do TNF-a muito mais potente que a talidomida
(CHAULET et al.,, 2011; MULLER et al., 1999) e ainda possui a capacidade de
induzir a expressdo do gene de gama-globina e aumentar a sintese de HbF. A
pomalidomida também aumenta a eritropoiese e preserva a funcdo da medula 6ssea
em animais falciformes transgénicos (MOUTHOUH-DE PARSEVAL, 2008; MEILER
et al.,, 2011). Por outro lado, o grupo glutarimidico ndo contribui para o efeito de

reducado dos niveis de TNF-a e contribui de maneira deletéria a atividade.

Estudos recentes, tem demonstrado que o mecanismo molecular do efeito

teratogénico esta diretamente relacionado a subunidade glutarimidica, ap0s esta se
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ligar e inibir o cereblon (CRBN). O CRBN é uma proteina humana cujo gene se
encontra no cromossomo 3, e que forma com E3 ubiquitina ligase um complexo que
danifica a proteina-1 de ligacdo do DNA (DDB-1), culina-4A (CUL4A) e reguladores
de culina-1 (ROC1) levando a alteragbes no desenvolvimento embrionario
(CHAMBERLAIN et al.,, 2014). Dessa forma, a eliminacdo desse grupo nos novos
derivados poderia abolir o centro assimétrico e diminuir possiveis efeitos toxicos

relacionados com a interacdo desta subunidade.

A subunidade N-acil hidrazona presente nos novos derivados planejados foi
utilizada apenas como agente espacador. Diversos relatos na literatura demonstram
a importancia dessa subunidade em compostos com atividade analgésica, anti-
inflamatoria e antiagregante plaquetéaria (SILVA et al 2010; LIMA et al 2008; SILVA
et al 2004; BARREIRO et al 2002; BARREIRO & FRAGA, 1999). No trabalho, essa
subunidade espacadora com possiveis homologacbes de cadeia lateral, foram
desenhadas a fim de otimizar a potencial atividade por vezes inibidora de TNF-a
e/ou doadora de 6xido nitrico nos novos derivados hibridos.

Os derivados furoxanicos (2a-c), foram selecionados neste trabalho por
apresentarem diferentes perfis de doacdo de NO. Derivados contendo grupo metil
ligado ao carbono alfa a subunidade N-6xido (2c) sdo fracos doadores de NO,
enquanto aqueles contendo o grupo fenil (2a) e fenilsulfonil (2¢) sdo doadores
moderados e fortes, respectivamente. Dessa forma, pode-se avaliar a contribuicéo e
a relacdo da doacdo de NO com atividade farmacologica dos novos compostos

planejados.
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Nossa hipotese é de que a inibicdo de TNF-a associada a capacidade de

doacédo de oOxido nitrico permitira na doenca o controle do processo inflamatério
associado ao aumento de producédo de HbF.

Figura 8. Planejamento estrutural dos novos compostos hibridos (3a-b), (4a-b) e (5a-b)

Hibridagao Molecular

A B )
o) A+B R4 derivados furoxanicos

M x\\/g(a © a)R;=CgHs; X=NO,
pomalidomida N o | "N-O  b)R4=80,CeHs; X= SO,CcHs
NH N-o ¢) Ry= CHy; X= SO,CqHs

NH200

3-aminoftalimida

A R4 B
o o]
0 e
N AL N N-g
HoN ROONTS 0
H
espacador

N-acilhidrazonico

3 4 5
a) R = CgH4 (orto); Ry = CgHs; a) R = CgHy (orto); R4 =S0O,CgHs; a) R = CgH4 (orto); R4= CH3
b) R = CgH4 (para); Ry = CgHs; b) R = CgHy4 (para); Ry =SO,CgHs; b) R = CgHy (para); Ry= CHj3

Fonte: préprio autor.
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Reagentes
1,8-diazobicicloundec-7-eno (DBU) (Sigma Aldrich);

2-hidroxi-benzaldeido (Sigma Aldrich);
2,4-dinitrofenilhidrazina (Across);
3-hidroxi-benzaldeido (Sigma Aldrich);
4-cloro-3-nitrobenzaldeido (Sigma Aldrich);
4-cloro-benzoilacetonitrila (Alfa Aesar);
4-fluor-benzoilacetonitrila (Sigma Aldrich);
4-hidroxi-benzaldeido (Sigma Aldrich);
4-metil-benzoilacetonitrila (Sigma Aldrich);
4-metoxi-benzoilacetonitrila (Sigma Aldrich);
4-oxi-trifluormetil-benzoilaceonitrila (Alfa Aesar);
6-metilbenzofuroxano (Alfa Aesar);

acetato de etila P.A. (Quemis);

acetato de sodio (J.T. Baker);

acetona (Synth);

acido acético glacial P.A. (Synth);

acido cloridrico P.A. (HCI) (Synth);

acido metacrilico (Sigma Aldrich);

acido monocloroacético (Fluka);

acido nitrico 98% (Vetec);
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acido p-toluenossulfénico (Sigma Aldrich)
acido sulfurico 60% (H2S04) (Synth);
agua destilada,;

alcool cinamico (Fluka);

azida de sodio (Merck);
benzoilacetonitrila (Alfa Aesar);
bicarbonato de sédio (NaHCO3) (Across);
carbonato de potassio (K2CO3) (Vetec);
cloreto de sédio (NaCl) (Sigma Aldrich);
clorocromato de piridino (PCC) (Sigma Aldrich);
cloroférmio (Quemis);

crotonaldeido P.A. (Sigma Aldrich);
diclorometano P.A. (DCM) (Quemis);
dicloroetano (Sigma Aldrich);
dimetilsulféxido (DMSO) (Vetec);

diéxido de selénio (Sigma Aldrich);
estireno (Sigma Aldrich);

etanol P.A. (Synth);

éter de petroleo P.A. (Synth);

éter etilico P.A. (Quemis);

etilenoglicol (Sigma Aldrich);
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hexano P.A. (Synth);

hidroxido de sédio (Merck);

isoniazida (Fluka);

metanol P.A. (Synth);

nitrito de sodio (Across);

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

silica gel para cromatografia em coluna 40-60 um (Sigma Aldrich);
silica gel para cromatografia em coluna 63-200 pym (Sigma Aldrich);
sulfato de sodio anidro (Synth);

tiofenol (Across);

tolueno P.A. (Synth);

trietilamina (J.T. Baker);

Equipamentos

Agitador magnético Biovera® modelo IKA C-Mag HS4, Rio de Janeiro-Brasil;
Balanca analitica Shimadzu® - modelo AUW220D, Kyoto-Japéo;

Balanca semi-analitica Gehaka® - modelo BG 200, Sdo Paulo-Brasil;
Cromatdgrafo liquido Biotage® - modelo Isolera One, Uppsala-Suécia;
Espectrometro de massas de ultra resolucdo Bruker Daltonics® - modelo
Maxis HD, Bremen-Alemanha,;

Espectrometro de ressonancia magnética nuclear Bruker® - modelo Fourier
300 (7,1 T), operando a 300 MHz para 'H e 75 MHz para '3C, Bremen-

Alemanha;
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Espectrometro de ressonancia magnética nuclear Bruker® - modelo Avance ||
HD 600 (14,1 T), operando a 600 MHz para 'H e 150 MHz para '°C, Bremen-
Alemanha;
Espectrofotdmetro UV Shimadzu® - modelo 1800, Kyoto-Japéao;
Espectrofotdmetro no infravermelho Shimadzu® - modelo IR Prestige-21,
Kyoto-Japao;
Forno mufla Bravac® - modelo Contemp TCM77, Séo Paulo-Brasil;
Leitor de microplacas Biotek® — modelo Epoch 2, Vermont-EUA;
Rotaevaporador Buchi® - modelo F108, Heerbrugg-Suica;
Aparelho de ponto de fusdo capilar modelo SMP3 da Bibby Stuart Scientific®-

Reino Unido;
Balanca analitica Marte® - modelo AY 220, Sdo Paulo-Brasil

Metodologia sintética

Preparacao dos derivados furoxanicos funcionalizados (2a-c)

O derivado furoxanico 4-nitro-3-fenil-1,2,5-oxadiazol-2-N-6xido (2a) foi obtido

através da reacao do estireno (5) com nitrito de s6dio em meio com acido acético

(Figura 8) (MONGE et al.,, 1998). Em seguida, o nuacleo furoxanico (2a) foi

funcionalizado através de reacbes de substituicdo nucleofilica aromatica para

obtencdo do intermediario 6 (Figura 8). (MONGE et al., 1998; ADAMS & LUZZIO,

1989)

Figura 9. Obtencao do intermediario furoxanico 4-nitro-3-fenil-1,2,5-oxadiazol-2-N-

oxido (2a) e intermediario 6
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Fonte: proprio autor

O intermediario bis-aril-sulfonil 1,2,5-oxadiazol-2-N-6xido (2b) foi obtido
através de trés etapas sintéticas. Primeiramente o tiofenol (7) foi reagido com o
acido monocloroacético e hidréxido de sédio para obtencdo do acido feniltioacético
(8) (Figura 9). Na segunda etapa o sulfeto foi oxidado a sulfona (9) usando como
agente oxidante peroxido de hidrogénio 30%. Na etapa seguinte, a sulfona (9) foi
reagida com &cido nitrico 90% para formacao do ndcleo bis-aril-sulfonil furoxanico
(2b). Em seguida, o nucleo furoxanico (2b) foi funcionalizado através de reacgdes de
substituicdo nucleofilica aromatica, para obtencdo do intermediario 12 (Figura 9)

(SANTOS et al., 2012; SANTOS, 2009; FARRAR, 1949).
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Figura 10.0btencéao dos intermediarios (2b e 12)
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a)NaOH, acido cloroacético, 130°C; b)HAc , H,O, (30%)t.a.; c) HNOj3, HAc, 0-110°C; d) DBU.,t.a.

Fonte: Préprio autor

O derivado furoxanico 3-metil-4-nitro-1,2,5-oxadiazol-2-N-6xido (2c) (Figura 10)
foi obtido, a partir do &cido metacrilico (13) nitrito de sédio e &cido sulflrico 60%. Em
seguida o furoxano (2c) foi reagido com 4-hidroxibenzaldeido utilizando DBU como

base (MAKSIMOVIC-IVANIC et al., 2008).

Figura 11.0btencao do intermediéario (19) e do furoxano (2c).
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Fonte: Préprio autor

Preparacéo dos intermediarios N-acil-hidrazdnicos (14-19)
A formacdo dos intermediarios N-acil-hidrazonicos (14-19) foi realizada
reagindo-se a funcdo aldeido dos derivados furoxanicos (6, 12 e 13), com as

respectivas hidrazidas (2-aminobenzohidrazida ou 4-aminobenzohidrazida) em meio

etandlico com catalise acida (Figura 11) (LIMA et al., 2008).
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Figura 12.0btencao dos intermediarios 14-19

e ) Py
H a) HN-N o
O O\\S\ — \ o \\S\
S —( o ) M I ©
N\ N S H2N N\ /N\@
0@ O 0@ O
16-(orto)
17-(para
12 (para)
CH,4 0
o\(g © HNN
(6] N-o® . \( / H )
H H2N 18-(orto) N\O’g\g
13 19-(para)

a) 2-aminobenzohidrazida ou 4-aminobenzohidrazida; EtOH, HAc, t.a.

Fonte: proprio autor
Preparacao dos compostos hibridos finais (3a-b), (4a-b) e (5a-b)

Na ultima etapa reacional de formagcdo dos compostos finais hibridos (3a-b);
(4a-b); (5a-b) o anidrido 3-aminoftalico (21) foi previamente preparado pela reducéo
do anidrido 3-nitroftalico (20) utilizando-se hidrogenacédo e Pd/C como catalisador
(Figura 12). Foi entdo realizado o acoplamento dos intermediarios (14-19) com o
anidrido 3-aminoftalico (21) utilizando como agente acoplante 1-etil-3-[3-
dimetilaminopropillcarbodiimida (EDC) e dimetilaminopiridina (DMAP) como
catalisador. Esta reagéo foi realizada em meio contendo dimetilformamida (DMF)

como solvente. Nao foi necessaria a protecdo do grupo amino livre (20) para esta
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reacao.

Figura 13. Obtencao dos compostos hibridos finais (3a-b), (4a-b) e (5a-b).

o) o)

a
@Eﬁo 2. @Eé
NOo, © NH, ©

20

Ao 2 @f?w Qﬁ/@@*p

N«
‘0’ 0
3a)(orto);

14-(orto)
15-(para) b)(para)

O
ol (orto) @
16-(orto) NH, b)(para)
17-(para) 20
Q CHs
HN-N @[lé gﬁ H
N\ { —O N, ©
— CH, + No
o' 0
/M at ©
2 N, N©O NH, 0rt0)
0@ O )(para)
18-(orto) 20
19-(para)

a) Hp; Pd/C, acetona b) DMF, EDC, DMAP t.a.

Fonte: Préprio autor

4.3. Métodos Analiticos

Cromatografia em Camada Delgada (C.C.D.): Utilizou-se cromatografia em camada
delgada para o acompanhamento das reacbes em cromatoplacas de aluminio (AL
TLC) de silica-gel 60 F254 Sigma® ou Merck®. A revelacdo foi realizada em camara

de luz ultravioleta (254 e 365 nm), seguido pela exposi¢ao ao iodo.

Espectrometria de RMN H e RMN 13C: Os espectros de RMN foram obtidos a 300
ou 600 MHz para '*H e a 75 MHz para *3C. As andlises foram realizadas na Central

Thais Regina Ferreira de Melo




35

Analitica do Instituto de Quimica da UNESP Araraquara, utilizando um
espectrometro de 300 MHz (7.0 Tesla; *H e 3C) Fourier com Dual probe 3C/*H —
Bruker® e espectrometro de 600 MHz (14.0 Tesla; *H e 13C) Ascend —Bruker®. Os
deslocamentos quimicos sao reportados em partes por milhdo (6) e as constantes
de acoplamento (J) sdo mostrados em Hertz (Hz). Os deslocamentos séo
representados por s (simpleto), d (dupleto), dd (duplo dupleto), t (tripleto) e m
(multipleto).

Ponto de Fusdo: As faixas de fusdo dos compostos foram determinadas, sem
corregcdo, em aparelho de Ponto de fusédo capilar Point Apparatus SMP3, Stuart

Scientific.

4.4. Ensaios Farmacoldgicos

Deteccédo quantitativa de nitrito

O NO em solucdo rapidamente se oxida a nitritos e nitratos, por isso a
guantificacdo da concentracdo de nitrito € uma forma indireta de mensurar a
capacidade de doacado de Oxido nitrico pelos compostos. Uma solucéo do respectivo
derivado furoxanico e padrdes (20 yL) em DMSO foi adicionado a tubo contendo 2
mL de tampao fosfato 50mM (pH 7,4) e 5 mM de cisteina. A concentracao final de
cada composto no tubo foi 10*M. Apés 1 hora a 37°C, 1 mL dessa solucdo foi
tratada com 250 pL do reagente de Griess. Apés 10 minutos a temperatura
ambiente, a absorvancia foi medida a 540 nm em espectrofotbmetro UV/visivel. Os
experimentos foram realizados em triplicata. Os resultados foram expressos como

porcentagem nitrito (NO2’) mol/mol + E.P.M.
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Quantificacdo de GMPc

A producdo de oOxido nitrico a partir de células HUVEC foi avaliada pela
acumulacéo intracelular de GMPc. As células foram tratadas e incubadas durante
um periodo de 4 h. As células HUVEC foram cultivadas em placas de 60 mm e
utilizadas quando em confluéncia. A incubacdo com os compostos testados foi
interrompida pela remocdo do sobrenadante da cultura e as células foram entéo
cobertas imediatamente com tampado de lise e raspadas. O extrato foi coletado,
centrifugado por 5 min a 5000 x g e armazenado a -20 °C até ser analisado. Para
normalizar os valores de cGMP, o teor de proteina em cada poc¢o foi medido pelo
ensaio de Bradford e os resultados foram apresentados na ordem de fmol cGMP / ug
de proteina. Os niveis intracelulares de GMPc foram medidos utilizando-se o kit

GMPc EIA (R & D Systems), de acordo com as instru¢des do fabricante.

Producdo de gama globina e HbF em células CD34+ induzida pelos compostos
obtidos

As células sanguineas maduras sdo originadas a partir de uma pequena
populacdo de células tronco hematopoéticas na medula 6ssea que sé&o
caracterizadas por uma extensa capacidade de proliferacdo e diferenciacdo. A
identificacdo e purificacdo dessas células sdo focadas em antigenos presentes na
superficie celular. O marcador mais usado para isolamento, purificacdo e
manipulacdo das células-tronco e progenitoras é o antigeno CD34. O antigeno
CD34* e uma glicoproteina de membrana expressa em células progenitoras
hematopoiéticas humanas, células progenitoras endoteliais, células endoteliais

vasculares e em algumas células do tecido fetal. As células progenitoras apresentam
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uma prevaléncia de aproximadamente 0,05-0,2% no sangue periférico, 0,1-0,5% no
cordao umbilical e de 0,5-3% na medula 6ssea (DE WYNTER et al., 1998).

As células CD34+ foram isoladas de sangue periférico proveniente de 10 filtros
de leucorreducéo para cada cada experimento. Primeiramente os componentes do
sangue foram separados utilizando Ficoll-Paque® e essas células foram separadas
através da utilizacdo de beads imunomagnéticas associadas a anticorpo anti-CD34+
(Indirect CD34 Micro Bead Kit Human, Miltenyi Biotech GmbH, Bergisch Gladbach,
Germany), conforme orientacdes do fabricante. Apés o tempo de incubagdo com o
anticorpo, as células foram passadas por uma coluna LS (Miltenyi Biotech GmbH,
Bergisch Gladbach, Germany) presa a um suporte magnético, onde as células
CD34+ ficaram retidas, enquanto as outras (mondcitos e linfécitos) foram coletadas
em um tubo “Falcon”. Para a obtencado das células CD34+, a coluna foi retirada do
suporte magnético e com uma leve pressao no émbolo, as células marcadas se
soltaram da coluna e foram coletadas em um novo tubo. As células CD34+ isoladas
foram expandidas em meio H3000 suplementado com CC100 (Stem Cell
Technologies) durante 4 dias com densidade de 10° células/mL. Estas, foram entédo
diferenciadas em eritrocitos utilizando o sistema de cultura de 3 fases (DULMOVITS
et al., 2015).

As células CD34+ foram cultivadas em 5% de CO2 a 37°C CD34* em meio
Iscoves’s Modified Dulbecco’s Médium (IMDM; GIBCOTM, Invitrogen Corporation,
USA) suplementado com 3% (vol/vol) AB sérum (Atlanta Bio), 2% (vol/vol) plasma
humano(Stem Cell Technologies), 10 pg/mL insulina (Sigma Aldrich), 3U/mL
heparina (Sigma Aldrich) 200ug/mL transferrina (Sigma Aldrich), 10 ng/mL stem cell

factor (SCF), 1ng/mL IL-3 (R&D) and 3lU/mL eritropoetina (EPO) (Vetter Pharma,
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Ravensburg, Germany) (Fase I; 0 a 7° Dia) ou 10ng/mL SCF e 3lU/mL EPO (Fase II;
7° a 11° Dia) ou 1mg/mL transferrina e 3lU/mL EPO (Fase lll; 11° a 14° Dia). Os
tratamentos (0,1- 10 uM pomalidomida, 1-10 uM dos compostos 3b, 4b, 5b, 10 uM
de hidroxiureia ou dimetilsulfoxido (DMSO) foi adicionado as culturas no dia 0O e nos
dias 4, 7, 11 e 14 quando foram realizadas as trocas do meio de cultura.
Western Blot: As células diferenciadas a partir de CD34+ foram lisadas com tampéao
1X RIPA (Thermo Scientific) suplementada com inibidor de protease (1:100) (Sigma
Aldrich) em banho de gelo, e entdo centrifugadas em maxima rotacdo. Os
sobrenadantes foram entdo misturados 1:1 com tampdo 2X Laemmli (BioRad) e
aguecidos a 95°C durante 5 min. Em seguida, as amostras foram separadas por
eletroforese no gel de poliacrilamida de dodecilsulfato de sodio (SDS-PAGE) por 1.5
horas a 110V, e transferido para membrana de nitrocelulose por 1 h a 90V. As
membranas foram bloqueadas com 4% (massal/vol) leite desnatado (Blotting grade
blocker, BioRad); 1% (massa/vol) BSA; 1X PBS 0.1% (vol/vol) Tween20 (PBS-T), e
incubados com o anticorpo primario overnight a 4°C: BCL11-A (Abcam, MA), KLF-1
(Santa Cruz Biotechnologies, CA), GATA-1 (Santa Cruz Biotechnologies, CA),
GATA-2 (Santa Cruz Biotechnologies, CA), IKAROS (Santa Cruz Biotechnologies,
CA), SOX-6 (Abcam, MA), CoREST (Millipore, Germany), JUN, p38 MAPK and 2, a-
globin (Santa Cruz Biotechnologies, CA), B- globin (Santa Cruz Biotechnologies,
CA), y-globin (Santa Cruz Biotechnologies, CA), and GAPDH (Millipore, Germany).
As membranas foram lavadas 3 vezes com PBST, e incubadas com o respectivo
anticorpo secundario durante 1h a temperatura ambiente. As bandas foram
detectadas por quimioluminescéncia (ECL) (Thermo Scientific). Os dados foram

normalizados com o controle de carregamento utilizando o programa ImageJ e
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avaliados aplicando-se o teste de Analise de Variancia (ANOVA) no GraphPad
Prisma. Nos casos em que p <0,05, as médias de tratamentos foram comparadas
pelo método de Tukey, com o calculo da diferenca minima significativa para a =
0,05.

Quantificacdo de HbF : No 14° dia da diferenciacdo 5x10° células, foram isoladas e

lisadas com 100 uL de agua destilada a -20°C durante 2h. Em seguida, foi realizada
centrifugacdo em rotagdo maxima e os hemolisados coletados para a quantificacédo
das moléculas de hemoglobina usando coluna polyCAT HPLC (100x4.6-mm, 3um,
1000A) (PolyLC inc., MD) e absorvancia de 415 e 690 nm. A quanticacdo das
hemoglobinas foi calculada integrando a area da curva dos cromatogramas, que

foram expressos em porcentagem de hemoglobina total (HbA + HbF)

Viabilidade celular em mondcitos doseamento do fator de necrose tumoral alfa (TNF-

a)

Ensaio de viabilidade celular com Kit Live/Dead (Thermo Scientific): Mondcitos de

individuos controles foram adicionados a uma placa de 24 pocos e incubados
overnight com meio RPMI e soro fetal bovino, tempo necessério para diferenciacéo e
adesdo dessas células a placa. Apds esse periodo, o sobrenadante foi retirado e
foram adicionados meio+soro novos a placa, bem como o volume de DMSO,
pomalidomida, HU e composto 4b na concentracdo desejada. Foi realizada
novamente uma incubacao de 24h. Apos esse periodo, o sobrenadante foi removido
e as células aderidas foram lavadas por 3x com PBS 1X. Foram adicionados sob as
células 500 pL de PBS 1X, 2 pL de calceina 10 uM e 2 pL de Brometo de Etideo 10

MM. A placa foi incubada por 20 min e a emissdo de fluorescéncia foi avaliada em
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microscopio eletrénico de fluorescéncia com os filtros Alexa488 e Alexa555. A
contagem do percentual de células vivas e células mortas foi realizada através do
software ImageJ.

Cultura de Mondcitos: Células mononucleares de individuos controle foram

separadas através de gradiente de Ficoll e, posteriormente, Percoll 45%, a fim de
obter apenas os mondcitos. As células foram adicionadas a uma placa de 24 pocos
com meio RPMI e soro fetal bovino e incubadas overnight a 37°C e atmosfera com
5% de CO2. Os compostos DMSO, pomalidomida, HU e composto 4b foram
adicionados aos pocos e a placa foi novamente incubada por 30 minutos a 37°C e
5% de CO2. Em seguida, as células foram estimuladas com LPS (2 pg/mL) e a placa
foi incubada por 24 horas. Apés, os sobrenadantes foram coletados e estocados a -
80°C.

Quantificacdo de Citocinas: A dosagem de TNF-a foi realizada através de Kit de

ELISA seguindo o protocolo fornecido pelo fabricante (R&D Systems).
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5 RESULTADOS

Os procedimentos experimentais e as respectivas identificacdes estruturais,
juntamente com seus espectros sao apresentados no Apéndice |. A interpretacao
dos espectros de infravermelho e ressonancia magnética nuclear (RMN) de
hidrogénio e carbono (RMN de 'H e 3C) dos compostos obtidos foi realizada
baseando-se nas referéncias de SILVERSTEIN et al., 2000 e PAVIA et al., 1996.
Para auxilio na interpretacdo dos deslocamentos quimicos por RMN dos derivados
furoxanicos foram utilizados os dados disponiveis na literatura relativos a
caracterizacdo estrutural de moléculas analogas (CERECETTO et al., 1999;

FERSHTAT et al., 2014; MELO, 2014; SANTOS, 2009)

5.1. Sintese dos derivados furoxanicos (2a-c) e intermediarios 4-(4-
formilfenoxi)-3-fenil-1,2,5-oxadiazol-2-oxido (6), (12) e (13)
A sintese do derivado furoxanico (2a) foi realizada através reacdo entre estireno

(5) com nitrito de sédio em meio contendo acido acético. Este composto foi obtido
com rendimento de aproximadamente 68%. Posteriormente, o furoxano (2a) foi
reagido com o 4-hidroxibenzaldeido para formacédo do derivado furoxanico 4-(4-
formilfenodxi)-3-fenil-1,2,5-oxadiazol-2-N-6xido (6) com rendimento de 57% (Figura 8).

O intermediario 3,4-bis(fenilsulfonil)-2-N-6xido-1,2,5-oxadiazol (2b) foi obtido
através de trés etapas sintéticas: Primeiramente o tiofenol (7) foi reagido com o
acido monocloroacético para obtencdo do acido feniltioacético (8) (Figura 9). Na
segunda etapa o sulfeto (8) foi oxidado a sulfona (9) usando como agente oxidante
peréxido de hidrogénio 30%. Na etapa seguinte, a sulfona (9) foi reagida com acido

nitrico fumegante para formagéo do nucleo bis-aril-sulfonil furoxanico (2b). Este foi
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obtido como sélido de cor branca com rendimento de global de 41% e faixa de fuséo
entre 140 — 142°C (FARRAR, 1949).

Em seguida, o nucleo furoxanico (2b) foi funcionalizado através da reacao de
substituicdo nucleofilica aromatica usando 4-hidroxibenzaldeido (11) como reagente,
para obtencdo do intermediario 12 como um soélido branco, com rendimento de 30%
e faixa de fusédo de 121,0 — 123,0 °C (DUTRA et al., 2014).

A reacao para obtencédo do derivado furoxanico (2c) se deu através da reacao
do &cido metacrilico e nitrito de s6dio em meio contendo é&cido sulfurico 60%
(NIKOLAEVA et al., 1972) (Figura 10). A reacdo de substituicdo nucleofilica
aromatica entre 4-hidroxibenzaldeido (11) e o furoxano (2c) levou a formacao do
intermediario (13) em rendimentos de 35%. Este composto (13) foi obtido como um
solido branco, com rendimento de 50% e faixa de fuséo de 59,0 — 61,0 °C.

Realizou-se o acoplamento da funcéo aldeido dos intermediarios (6), (12) e
(13) com as 2- ou 4-benzhidrazidas em meio etandlico catalisado por acido para
formar as hidrazonas (14-19) em rendimentos que variaram de 55-75% (Tabelas 1,2

e 3).
Tabela 1. Rendimentos e faixa de fusdo das moléculas 14 e 15.

Yoy gronf

o~ o)

Rendimento (%) 55 63
Faixa de Fusa
a'Xa(‘ieC) Hsao 201-203 217-219
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Tabela 2.Rendimentos e faixa de fusdo das moléculas 16 e 17.

NH,
0
H o

o) o
16 o 17 N;>79
-3 55 4
“N® o
O-N® ¢ o
le} S}
©

Rendimento (%) 59 75
Faixa de Fuséo (°C) 175-178 173-175

Tabela 3.Rendimentos e faixa de fusdo das moléculas 18 e 19.

o
18 P 19
N/
'T‘%fCHS ' CHs
o} O\N\®
o)
o

‘N\@
0
S)

Rendimento (%) 65 66

Faixa (dog)FUSé.O 165-168°C 160-162°C

A ultima etapa reacional envolveu a reacdo de condensacdo dos
intermediarios hidrazénicos (14-19) com o anidrido 3-aminoftalico utilizando EDC
como agente acoplante e DMAP como catalisador para formar o anel ftalimidico
desejado (3a-b; 4a-b e 5a-b). As tabelas 4, 5 e 6 apresentam os rendimentos e

faixa de fusédo destes compostos.
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Tabela 4.Rendimentos e faixa de fusao das moléculas 3a e 3b.

(@)
HN-N
HoN (o} H\>_< >—O
N HN-N 4
H ) N
LN g o 3b
3a
NH.

o N<

0@ O
\
N<
o"®

2

Rendimento (%) 32 43
Faixa de Fusa
alxa(og : uséo 250-252 205-208

Tabela 5.Rendimentos e faixa de fusao das moléculas 4a e 4b.

o)
4b N/gﬁc”)
4a o) -
: s ol

Rendimento (%) 13 20
Faixa de Fusao
216-21 221-22
Q) 6-218 3
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Tabela 6.Rendimentos e faixa de fusao das moléculas 5a e 5b.

H,N
o Q 7 4
N -N

Sy N/Q/KN b

@JH’N o) o
NH, 5b N%/,
5a cl) CH3
N

@]
;}CH N®
) 3 \
O‘N\@ 8
(0]
©
Rendimento (%) 15 19
Faixa g,z)':“sao 217-220 218-222

Nas Tabelas 7-12 serdo apresentados os deslocamentos dos intermediarios
hidrazbnicos (14-19) e dos produtos finais (3a-b; 4a-b e 5a-b). A Tabela 7 apresenta

os dados de 'H RMN e 3C RMN dos compostos (14) e (3a).
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Tabela 7: Comparac¢do dos deslocamentos das moléculas 14 e 3a no RMN de 'H e *C.

3 23 21

2
27 26 24! \ 20 14

3
3

19 18

N32
T
N _NL - TR T !
14 T % N\?/Tlo;
3a
Posicdo  RMN 'H (3) RMN 2C (3) RMN H (5) RMN 2C (3)
2 - 114,69 - 111,06
3 - 153,64 - 153,82
7ell 8,07 (dd) 132,85 8,07(dd) 132,67
8 7,55-7,65(m) 126,73 7,58-7,63(m) 126,71
9 7,55-7,65(m) 121,71 7,58-7,63(m) 121,61
10 7,55-7,65(m) 126,73 7,58-7,63(m) 126,71
15e19  7,82(dd) 129,17 7,78-7,83(m) 129,15
16 e 18 7,55-7,65(m) 128,67 7,47-7,53(m) 128,88
20 8,41 150,13 8,36 (s) 146,91
23 11,69 - 12,11(s) -
24 - 161,92 - 161,85
28 6,77(dd) 108,41 7,58-7,63(m) 109,4
29 6,55(ddd) 116,44 7,58-7,63(m) 120,54
30 7,21(ddd) 120,6 7,58-7,63(m) 135,43
31 7,55-7,65(m) 131,00 7,47-7,53(m) 132,36
32 6,39 - - -
35 - - - 168,34
37 ; . 7,78-7,83(m) 132,36
38 - - 7,78-7,83(m) 130,97
39 ; . 7,02-7,06(m) 108,4
41 - - 6,53 (s) -
43 - - - 167,12

A Tabela 8 apresenta os dados de 'H RMN e 3C RMN dos compostos (15) e

(3b).
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Tabela 8: Comparac¢do dos deslocamentos das moléculas 15 e 3b no RMN de 'H e 13C

23 21 \
19 18 33

24 3 0 30 N. Na. -

2726 \2014 17 N32 0,0
5 12
2” 3 3b
29

N

c /3 /'\\'Lo DG
" 15 P O
Posicdo  RMN H (3) RMN 23C (3) RMN H (3) RMN 23C (5)
2 - 112,69 - 111,73
3 - 153,51 - 154,27
7ell 8,08 (dd) 129,17 8,07-8,10(m) 127,33
8el0 7,58-7,63(m) 121,7 7,57 -7,70 (m) 121,78
9 7,58-7,63(m) 120,58 7,57 -7,70 (m) 121,00
15 e 19 7,6(dd) 128,55 7,57 -7,70 (m) 129,59
16e 18 7,58-7,63(m) 126,73 7,57 -7,70 (m) 121,05
20 8,42(s) 152,42 8,52 (s) 147,46
23 11,54(s) - 12,10(s) -
24 - 161,92 - 162,30
27e31  7,82(dd) 131,00 129,37
2830  6,60(dd) 119,43 7,57 -7,70 (m) 131,45
32 5,81(s) . ; -
35 - - 168,54
37 . . 7,9(dd) 147,37
38 ; ; 7,52(ddd) 136,14
39 - - 7,06(dd) 122,03
40 - - - 108,84
41 - - 6,58(s) -
42 - - - 128,64
43 - 167,33

A Tabela 9 apresenta os dados de 'H RMN e 3C RMN dos compostos (16) e (4a).
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Tabela 9.Comparacédo dos deslocamentos das moléculas 16 e 4a no RMN de 'H e *3C.

41
40

asHyN—4 "
S, O
31 2% ,2\15,?\‘1‘ N o % 9 H
v » M 18 2608 -NTa L
" e Oo ) ) "NFy H ) (:s
4’}‘\;&%&@'5 zi 0 o 16
5 1N§_ 8 5 14 4a gi%iﬁ’@“
1 Esj— o 13 M
Posicdo RMN'H(8)  RMN C (5) RMN H (5) RMN *°C (3)
2 - 111,37 - 111,78
3 - 153,59 - 162,30
10 - ; ]
13e17  8,06(dd) 136,35 8,06(dd) 136,17
14e16 7,59-7,51 (m) 120,15 7,63-7,59(m) 121,05
15  7,59-7,51 (m) 132,40 7,63-7,59(m) 132,43
18e22 7,84-7,75(m) 130,10 7,63-7,59(m) 129,60
19e21 7,84-7,75(m) 132,94 7,89(dd) 132,58
20 - ; ]
23 8,42(s) 145,46 8,48(s) 147,44
25 11,7(s) - 12,06(s) -
26 - 158,23 - 163,36
30 6,76(dd) 114,68 7,63-7,59(m) 127,16
31 6,58(ddd) 7,63-7,59(m) 122,24
32 7,21(ddd) 116,43 7,63-7,59(m) 122,00
33 7,93(dd) 136,35 8,02(m) 135,52
37 ] _ ) 168,54
39 - - 7,09(dd) 129,40
40 - - 7,52(dd) 127,36
41 - - 7,05(dd) 109,05
42 ] ] ] 108,85
44 - 167,35
45 6,58(s) -
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A Tabela 10 apresenta os dados de 'H RMN e *C RMN dos compostos (16) e (4a).

Tabela 10: Comparacdo dos deslocamentos das moléculas 17 e 4b no RMN de H e

13C.
28
28 ”? 2 H
2 H 32 3537 ¥ 25 24
3 25 24 4 N 31 26 N-N"2\20 L0
HoN > B H/N 2B 18 4 X 2 ® . '
" Y 33 . 42 0
0 NHy "z 2 0
2 0 0O 16
" o phbe
INZ 0 ) S 15
| /%81—9@15 O-N+ §
O\N+ 1l > 1\ — i 13 14
sTN-0 9
o u
8
Posicdlo RMN'H(8) RMN 3C (3) RMN *H (5) RMN 3C ()
2 - 111,75 - 111,00
3 - 153,83 - 153,46
10 - - - 136,63
13el7 7,77-7,94(m) 129,98 7,74-7,94(m) 129,81
14 7,77-7,94(m) 120,54 7,74-7,94(m) 121,68
15 7,77-7,94(m) 128,75 7,74-7,94(m) 128,65
16 7,77-7,94(m) 120,54 7,74-7,94(m) 121,68
18e22  7,51(dd) 130,51 7,49-7,62(m) 131,91
19e21  7,67(dd) 129,91 7,49-7,62 (M) 129,81
23 8,42(s) 144,96 8,49(s) 146,80
25 11,52(s) - 12,02(s) -
26 - 158,65 - 162,42
27 - 152,82 - 157,96
20e33  8,06(dd) 136,75 8,02-8,07(m) 136,91
30e 32 6,60(dd) 119,65 8,02-8,07(m) 126,59
37 - - - 167,82
38 - - - 162,42
39 - - 7,03-7,09(m) 146,39
40 - - 7,49-7,62 (m) 136,63
41 - - 7,03-7,09(m) 110,90
42 - - - 108,39
43 - - -
44 - 166,58
45 6,61 -
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A Tabela 11 apresenta os dados de *H RMN e 3C RMN dos compostos (18) e

(5a)
Tabela 11: Comparacdo dos deslocamentos das moléculas 18 e 5a no RMN de
'He 13C
H23I\71 2
35 31
Klon 19 250=2 32
2 H N26 ()27
17 16 " 2 O H
23 18" N-NT1ay 17 16
s H 10 18" -NT s\
24 13 23 H
3 25 10
8 1“4 08 H 13 0
“Nfgﬁﬁ 5a weope
| CH; N 6
O\ | /G>LCH3
1 \O— 50\1N\+
7 O—
-
Posicdo RMN'H(5) RMN 33C (5) RMN H (5) RMN 3C (&)
2 - 113,64 - 111,21
3 - 154,02 - 153,90
6 2,13 (s) 7,29 2,11(s) 7,02
10e 14 7,48-7,57(m) 132,64 7,47-7,52(m) 132,64
11e13  7,497,8(dd) 120,48 7,62(dd) 121,68
15 8,41(s) 150,4 8,35(s) 151,51
17 11,67(s) - 12,1(s) -
18 - 165,73 - 162,87
22 6,75(dd) 114,91 7,77-7,81(m) 125,01
23 6,57(ddd) 116,68 7,47-7,52(m) 128,16
24 7,2(ddd) 129,05 7,47-7,52(m) 135,64
25 7,48-7,57(m) 145,70 7,77-7,81(m) 146,4
26 6,39(s) - - -
29 - - 168,4
31 - - 7,02-7,06(m) 139,3
32 - 7,02-7,06(m) 128,16
33 - 6,87(dd) 108,67
34 - - 107,75
35 - - 125,01
36 - 167,18
37 - 6,57(s) -
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A Tabela 12 apresenta os dados de 'H RMN e *C RMN dos compostos (19) e (5b).

Tabela 12. Comparacéo dos deslocamentos das moléculas 19 e 5b no RMN de 'H e 3C

R O H 027
26/®'U/1{}<'1\17/1’3 ANy N 23 " N/N sy
HoN73 H 10 32 36
2 3 s 35
3 33
4 08 34NH2 28
19 . /(}L . 37 N /
N= CH3
| CH3 O\ +
o4 N
5 0\ (0]
(@) 7
5
Posicao RMN *H (d) RMN 13C (d) RMN *H (3) RMN 13C (d)

2 - 112,71 - 111,18

3 - 153,58 - 153,90

6 2,13(s) 7,14 2,13(s) 7,02
10e 14 7,50(dd) 128,64 7,5(dd) 128,92
11e 13 7,67(dd) 120,04 7,63(dd) 119,97

15 8,41(s) 152,47 8,49(s) 151,51

17 11,51(s) - 12,01(s) -

18 - 162,98 - 162,77
21e 25 7,8(dd) 144,75 8,05(dd) 146,75
22e 24 6,6(dd) 119,40 7,88(dd) 121,75

23 - 107,74 - 124,96

26 5,80(s) - - -

29 - - - 168,1

30 - - - 139,24

31 - - 7,06-7,10(m) 147,08

32 - - 7,06-7,10(m) 128,14

33 - - 6,87(dd) 108,67

34 - - - 107,68

35 - - - -

36 - - - 166,86

37 - - 6,6(s) -
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5.1. Ensaios farmacolégicos

5.1.1. Deteccgao quantitativa de nitrito

As concentracfes de nitrito foram determinadas através de curva analitica,
usando espectrofotbmetro UV/visivel na concentracdo compreendida entre 10-80
nM, utilizando o reagente de Griess. Os resultados, expressos em porcentagem de

nitrito (£ E.P.M), sdo representados para cada composto final na Tabela 13.
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Tabela 13. Porcentagem de producédo de
auséncia de cisteina + E.P.M, (n=3).

53

nitrito pelos compostos na presenca e

% de NO2 (mol/mol)

Sem L- Com L-cisteina
COMPOSTOS cisteina
Dinitrato de |sos§9rb|da 0 12+1
(Controle positivo)
DMSO 0
(Controle negativo) 0,4+£0,2
o \é )
Hﬂ/@ N\\(;/N—o
HN”N
@ig 0 5+1
%9
N NH,
o
3a
(0] o) { )
o) /@/‘LH/NY@ N\\&Nfo
Qﬁz " 0 6,3+0,1
(0]
NH,
3b
HZNQ
o]
N o]
O H
gt
N
5 0 28+1
(o]
2O
o
©
4a
o5
0 30+3

4b
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¢
H
0 1,10+ 0,08

(6]

-

(l)f}(;CH:;
[0}
©

o 0 0,3 0,2

5b

Fonte:dados da pesquisa

5.1.2. Avaliacdo da producao de gama-globina e HbF em células CD34+

Para este ensaio foram selecionados os produtos finais 3b, 4b e 5b. Estes
compostos foram selecionados devido ao padrdo de substituicdo do C3 do nucleo
furoxano, que confere perfis de doagcdo moderado (3b); forte (4b); fraco (5b) (Tabela
13).

Apbs o isolamento das células, estas foram expandidas por um periodo de 4
dias para que se obtivesse o maior numero de células possivel para realizacdo do
ensaio Apos esse periodo, o DMSO (0,1%) (veiculo), pomalidomida e os compostos
3b, 4b, 5b foram entdo adicionados a cultura de células em concentracbes de
0,1uM, 1 uM e 10 uM, a fim de se estabelecer a melhor dose para inducdo de gama

globina. O meio de cultura foi trocado e os compostos adicionados novamente no 4°,
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7° e 11° dias obedecendo o protocolo de diferenciacdo de 3 fases (DULMOVITS et
al., 2015). No 14° dia as células foram isoladas para quantificacdo de gama globina
e apos a normalizacao foi possivel notar um aumento significativo de gobina y pelo
composto 4b (1 puM) (Figura 14A). Uma vez que o composto 4b mostrou-se 0 mais
promissor, diversas concentracfes foram testadas e a concentracdo de 2,5 uM foi
escolhida considerando a toxicidade deste composto (Figura 14B). Foi realizada

ainda a quantificacdo de hemoglobinas conforme mostrado na Figura 15.

Figura 14: Expresséo de proteinas da expresséo de globinas em células CD34+ no 14 °
dia.
(A)

Pom 3b 4b 5b
SR N N A
o oAV \Q‘N oW N \“\’\‘\0“ W oW \0\‘@
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(A)Células CD34* foram tratadas com diferentes concentracbes de pomalidomida,
compostos 3b, 4b, 5b e 0,1% DMSO durante 14 dias cultura. (B) Células CD34* foram *
foram tratadas com pomalidomida (1 uM), HU (10 pM), composto 4b (2,5 uM) e 0.1%
(DMSO) durante 14 dias de cultura. Lisados celulares foram analisados por Western blot
usando anticorpos: anti- y-globin, anti- B-globin ou anti-a-globin. Resultados nos graficos
apresentados em U.A. com normalizacdo para alfa-globina EPM;* p < 0,05, comparado ao
controle DMSO (ANOVA seguido de teste de Dunnet) (N=3).
Fonte: dados da pesquisa

Figura 15. Quantificagdo de hemoglobinas em células CD34*
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Células CD34* foram tratadas com pomalidomida (1 uM), HU (10 puM), composto 4b (2,5 uM)
e 0.1% (DMSO) durante 14 dias de cultura. Producdo de hemoglobina quantificada por
HPLC utilizando sobrenadante dos lisados celulares. As quantidades relativas de
hemoglobina foram expressas como porcentagem média HbF/(HbF + HbA) + EPM e
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HbA/(HbA + HbF) +tEPM. * p < 0,05, comparado ao controle DMSO (ANOVA seguido de
teste de Tukey) (N=3).
Fonte: dados da pesquisa

A figura 16 mostra a curva de crecimento dos precursores eritroides derivados de
células CD34* tratadas com DMSO, pomalidomida, HU e 4b durante 14 dias de
cultura. Nota-se toxicidade do composto 4b semelhante a HU.

Figura 16: Curvas de crescimento das culturas de precursores eritroides derivados de
células CD34+.
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Céulas tratadas com DMSO (0,1%), pomalidomida (1 puM), HU (10 uM) e composto 4b (2,5
uUM) (n=3) durante 14 dias.
Fonte: dados da pesquisa

Citometria de Fluxo

A citometria de fluxo é uma técnica utilizada para a analise qualitativa ou
guantitativa de células ou particulas (uma a uma) em suspensao através de um
fluxo. O reconhecimento dessas células é feito por meio de anticorpos marcados
com fluorocromo, comumente ficoeritrina (PE) ou fluoresceina isotiocianato (FITC),
gue ao serem estimulados por um feixe de laser emitem um féton que é captado por

sensores do equipamento (SHAPIRO, 2003). O processo de diferenciagéo eritroide
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foi acompanhado através dessa técnica utilizando-se anticorpos de superficie celular
(anti-a-integrina, anti-glicoforina A (GPA) e Banda-3). A a-integrina € expressa no
inicio da diferenciacédo, enquanto o0 aumento da expressao de banda 3 é verificado
durante a diferenciacdo terminal, deste modo é possivel observar na Figura 17 um
maior aumento da expresséo de banda 3 nas culturas tratadas com HU e 4b no 11°
e 14° dia quando comparado ao DMSO.

Além disso, a morfologia celular foi verificada utilizando corante May-
Grunwald Giemsa (Figura 18), onde observa-se o predominio de eritroblastos poli e
ortocromaticos nas células tratadas com composto 4b enquanto no controle (DMSO)
observam-se proeritroblastos e eritroblastos basofilicos.

Figura 17. Diferenciacéo terminal dos precursores eritroide derivados de células

CD34+.
14° dia
¥ 1
4 = o | 4 “
| - \ i
|10pM HU 1 @ | -
9 Y
| < | ﬁ
| | ; w . ";J
| ;

addntegrina

'-r'l'w"'L_'ﬂ" R e e ] R s S |L.1 L e e L e R e o LR i s s Bt

GPA— 3 Bandas —>
Células foramtratadas com DMSO (0,1%), pomalidomida (1 puM), HU (10 uM), composto 4b
(2,5 pM) monitorada por citometria de fluxo pelos nives de a4-integrina e banda-3 das
células GPA positivas nos dias 7, 11, 14 da cultura.

Fonte: Dados da pesquisa
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Figura 18. Citospins corados com May-Grunwald Giemsa mostrando a morfologia
celular durante a diferenciagao terminal celular das células CD34+ tratadas com
DMSO, pomalidomida e composto 4b no 14° dia.

>R P Ce-s-¢

Eritroblasto Eritroblasto Eritroblasto
%?L‘:.::;;g:f: BFU-E CFU-E  Proeritroblasto  “Basofilico  Policromatico Ortocromatico Reticuldcitos
Pom 1.0pM

DMSO

4b 1.0uM

Fonte: Dados da pesquisa
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Estudos de mecanismo de agao
Alguns fatores como BCL11A, SOX-6, GATA-1, KLF-1 e LSD estédo
envolvidos na inibicdo da expressdo da gobina y. Neste contexto, foi entdo
investigado o envolvimento dessas proteinas no mecanismo de inducao de gobina y
pelo composto 4b nas células CD34*. Apés 4 dias de diferenciacdo, o composto 4b
(2,5 pM) e a HU (10 uM) nao afetaram a expressao de BCL11A e IKZF1 sendo
estatisticamente iguais ao DMSO (Figura 19). Foi ainda investigado os niveis de
LRF, outro dentre estes fatores de transcricdo e nenhuma alteracdo foi observada

(Figura 20).

Figura 19. Western blot da expresséo de BCL11A e IKAROS nas células CD34+ no 4°
dia tratadas com DMSO (0,1%), pomalidomida (1 uM), HU (10 uM), composto 4b (2,5

UM).
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GAPDH foi usado como controle interno. Resultados apresentados em U.A. EPM, * p < 0.05,
comparado ao controle DMSO (ANOVA seguido de teste de Tukey) (N=3)
Fonte: Dados da pesquisa
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Figura 20. Western blot da expresséo de LRF nas células CD34+ no 4° dia tratadas
com DMSO (0,1%), pomalidomida (1 pM), HU (10 uM), composto 4b (2,5 puM).
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GAPDH foi usado como controle interno. Resultados apresentados em U.A. EPM, * p < 0.05,
comparado ao controle DMSO (ANOVA seguido de teste de Tukey) (N=3)
Fonte: dados da pesquisa

Outra via de silenciamento sdo as modificacbes epigenéticas e dentre elas
estd a a acetilacdo de histonas. Deste modo, foram avaliados os niveis de histona
(H3) nas células tratadas, porém serdo necessarias um maior numero de replicatas
bioldgicas para que o resultado seja conclusivo (Figura 21).

Figura 21.Western blot da expresséo de histona H3 total nas células CD34+ no 4° dia
tratadas com DMSO (0,1%), pomalidomida (1 uM), HU (10 uM), composto 4b (2,5 uM).
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GAPDH foi usado como controle interno. Resultados apresentados em U.A. EPM, *p< 0.05,
comparado ao controle DMSO (ANOVA seguido de teste de Tukey) (N=2).
Fonte: Dados da pesquisa
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5.1.3. Quantificacdo de GMPc

A producédo de guanosina monofosfato ciclica soluvel (GMPc) foi quantificada
a fim de avaliar o efeito do composto 4b e HU em células endoteliais de veia
umbilical humana (HUVEC) e células CD34*. O composto 4b mostrou aumentou

significativo de GMPc (Figura 22).

Figura 22: Efeito do DMSO (0,1%), pomalidomida (1 uM), HU (10 uM), composto 4b (2,5
KUM) nos niveis de GMPc.
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(A) O tratamento foi realizado com células HUVEC em confluéncia e os niveis intracelulares
de GMPc foram mensurados ap6s 4h (B). O tratamento foi realizado no 4° dia da cultura de
células CD34* e os niveis intracelulares de GMPc foram mensurados apos 48h. (N=3)

5.1.4. Viabilidade celular em mondcitos e quantificagcéo de TNF-a

Para a avaliacdo da viabilidade dos compostos sintetizados, foi utilizado o kit
Live/Dead (Thermo Scientific), o qual possibilita a contagem de mondcitos viaveis de
individuos controles incubados durante 24h com DMSO, pomaldomida, HU e

composto 4B utilizando fluorescéncia. Os resultados foram expressos em
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porcentagem de células viaveis (Figura 23). A citocina TNF-a foi quantificada no
sobrenadante obtido da cultura de mondcitos através do teste imunoenzimatico
ELISA. A pomalidomida e o composto 4b apresentaram viabilidade celular
superiores a 90% nas concentracdes utilizadas. O composto 4b apresentou
diminuicao significativa de TNF-a, sendo comparavel a pomalidomida (Figura 24).

Figura 23. Viabilidade celular em mondcitos utilizando DMSO, pomalidomida e
diferentes concentracfes do composto 4b.
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Fonte: dados da pesquisa

Figura 24. Concentracdo de TNF-alfa produzido por monécitos em meio contendo
LPS (controle positivo), pomalidomida 5uM e composto 4b.
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*p<0,05 comparado ao controle LPS (ANOVA seguido de teste de Tukey) (N=3)

Fonte: dados da pesquisa
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6 DISCUSSAO
Embora o mecanismo reacional exato para formacao derivado furoxanico (2a)

nao seja completamente elucidado, ha algumas hipéteses descritas na literatura. Em
uma dessas, descrevendo a obtencdo do derivado 4-nitro-3-fenil-1,2,5-oxadiazol-2-
N-6xido (2a) (Figura 25), foi proposto que 0 mecanismo reacional ocorre em
multiplas etapas mediadas por reacfes radicalares envolvendo o didxido e oxido de
nitrogénio resultantes da reacdo do nitrito em solucdo acida (FERSHTAT et al.,

2014; TAKAYAMA; HANASAKI; IJICHI, 1996).

Figura 25. Proposta de formagao do derivado furoxanico 4-nitro-3 fenil-1,2,5-
oxadiazol-2-N-6xido sugerida por TAKAYAMA; HANASAKI; 1JICHI, 1996

4 A
H ..
NaNO, —> 2HNO, — NO +NO, +H,0

Fonte: retirado e adaptado de (TAKAYAMA; HANASAKI; 1JICHI, 1996)

No espectro de RMN H (Figura 31) do derivado furoxanico 2a destacam-se a
presenca multipletos dos hidrogénios aromaticos entre & 7,75 e 7,59. No espectro de
RMN 13C (Figura 32) é possivel visualizar a diferenca dos deslocamentos entre os

carbonos do nucleo furoxanico em & 111 e & 167. O espectro também apresenta 0s
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sinais de deslocamentos quimicos referentes aos carbonos da fenila em & 131,61
(C6); & 130,08 (C8 e C12); d 128,85 (C9 e C11); d 120,68 (C10). Estes dados
sugerem a formacao deste derivado furoxanico.

Posteriormente, o furoxano (2a) foi reagido com o 4-hidroxibenzaldeido para
formacgéo do derivado furoxanico 4-(4-formilfenoxi)-3-fenil-1,2,5-oxadiazol-2-N-6xido
(6). Na primeira etapa desta reacao ocorre a desprotonacao da hidroxila presente no
aldeido pela acédo da base DBU, transformando-o em anion fendxido que atua como
nucleodfilo. A reacao ocorre por um mecanismo de substituicdo nucleofilica aroméatica
bimolecular e envolve a formacdo de um carbanion com elétrons delocalizados

(complexo de Meisenheimer) (Figura 25).

Figura 26. Mecanismo de formacgéo do intermediério 6
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Fonte: elaborado pelo autor

No espectro de RMN de 'H (Figura 32) destaca-se o hidrogénio da funcgéo
aldeido com deslocamento de 6 10,02. Além disso, € possivel observar os sinais dos
hidrogénios aromaticos entre & 8,06 e & 7,55. Os carbonos do anel furoxanico estao
deslocandos em & 157 e & 107 e a carbonila do aldeido se encontra no espectro de
RMN de 3C (Espectro 33) deslocada em & 190,63 sugerindo a formacédo da

molécula desejada (6).
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6.1.1. Sintese do derivado furoxanico 3,4-bis(fenilsulfonil)-2-N-6xido-1,2,5-oxadiazol
(2b) e 4-(4-formilfenoxi)-3-(fenilsulfonil)-1,2,5-oxadiazol- 2-N-oxido (12)

No espectro de RMN *H (Figura 35) é possivel visualizar sinais na regido dos
hidrogénios aromaticos do derivado 2b em & 8,11, 6 7,92 (H17 e 22) e & 7,77 (H16,
18, 21 e 23).

Em seguida, houve a funcionaliza¢do do nucleo furoxanico 2b para obtencdo
do intermediario 12. O espectro de RMN de 3C do intermediario 12 apresentou onze
sinais, para os quais se destacam & 114,4 e & 157,4 atribuidos aos carbonos C-3 e
C-4 do anel furoxanico (Figura 38). Esses dois sinais juntamente com o simpleto em
0 10,03 (Figura 37) referente ao hidrogénio do aldeido e a respectiva carbonila em &
119 do espectro de RMN de 2C sugerem a presenca da funcdo aldeido. No
espectro de absor¢cdo na regido do infravermelho os estiramentos axiais da ligagao

C-H do aldeido podem ser visualizados em 2.852 cm™ e 2.922 cm™ (Figura 36).

6.1.2. Sintese do derivado furoxanico 3-metil-4-nitro-1,2,5-oxadiazol-2-oxido (2c) e
4-(4-formilfendxi)-3-metil-1,2,5-oxadiazol- 2-N-6xido (13)

O espectro de RMN *H (Figura 39) do derivado 2c observa-se o deslocamento
da metila em 2,71 ppm, como um simpleto integrando para trés hidrogénios. No
espectro de RMN 13C (Figura 40) é possivel visualizar o deslocamento do carbono
metilénico em 7,0 ppm e os carbonos do nucleo furoxanico em 107 ppm e 159 ppm
atribuidos aos carbonos C-3 e C-4, respectivamente.

O espectro de RMN de 'H (Figura 41) do intermediario 13 mostra o

hidrogénio da funcdo aldeido com deslocamento de & 10,01, integrando para um
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hidrogénio. Também € possivel observar os hidrogénios metilicos em & 2,12 e 0s
dubletos dos hidrogénios aroméaticos em & 8,04 e & 7,65. Os carbonos do anel
furoxéanico se encontram delocados em & 157 e & 107 e a carbonila do aldeido se
encontra no espectro de 3C (Figura 42) em & 191,8 e sugerindo a presenca deste

grupo funcional na molécula desejada (13).

6.2. Sintese dos intermediarios N-acilhidrazénicos e produtos finais

A sintese de todas as N-acilhidrazonas deve seguir 0 mecanismo proposto
para formacao de imina ilustrado na Figura 27.

ApoGs protonogdo da carbonila do aldeido em meio &cido, ocorre o ataque
nucleofilico do par de elétrons livre do grupo amino da hidrazida a carbonila do
aldeido, levando a formacdo do intermediario tetraédrico neutro, chamado de
carbonilamina. Na etapa seguinte a transferéncia do préton do nitrogénio para o
oxigénio via solvente, permite a eliminacdo subsequente de uma molécula de agua.
O par de elétrons do nitrogénio forma uma ligacdo ™ com o carbono, originando o
ion iminio. A etapa final consiste na desprotonacao deste ion, resultando na imina

(COSTA et al., 2003; BRUICE, 2014).
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Figura 27. Mecanismo da reacdo de formacéo dos intermediarios 14-19.
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De acordo com dados descritos na literatura, baseados em estudos de RMN
de 'H e 3C de N-acilidrazonas, a condensacdo de hidrazidas com aldeidos,
utilizando catélise &cida leva a formacdo preferencial de N-acilidrazonas com
configuracdo diastereoisomérica (E). Foi ainda descrito que o favorecimento da
formacdo do distereoisébmero (Z) s6 foi observado em derivados orto-piridinicos,
provavelmente devido a formacdo de ligacdo-H intramolecular entre o atomo de
nitrogénio piridinico e o hidrogénio da fun¢édo amida do grupo N-acilidrazona. Desta
forma, com base nos deslocamentos quimicos caracteristicos dos prétons iminicos
de derivados N-acilidrazonicos descritos por Palla (PALLA et al.,1982; PALLA,
GERARDO et al., 1986) e outros trabalhos (CUNHA et al., 2002; LIMA et al., 2000;
pdde-se supor que os sinais referentes aos hidrogénios iminicos de todos os
intermediarios e compostos finais sintetizados neste trabalho eram referentes aos
diastereoisobmeros com a configuracdo relativa (E), uma vez que se encontram

deslocados para campo mais baixo do que & 8,10 nos espectros de RMN 'H e a
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presenca de um unico deslocamento quimico referente ao hidrogénio iminico em

todos as moléculas contendo a subunidade N-acilhidrazona.

grong

Nos espectros de RMN H (Figura 43 e 45) dos intermediarios (14) e (15), é

6.2.1. Sintese dos intermediarios (14) e (15)

C?*Q

\ \
N_ N N
O@ O@

possivel visualizar os sinais referentes aos hidrogénios do anel aromatico
dissubstituidos vizinhos ao grupo amino da amina primaria; estes mais protegidos
pelo efeito elétron-doador da mesma séo visualizados 6 6,55 (2H) e & 6,60 (2H). Os
simpletos dos hidrogénios amidicos das N-acilhidrazonas s&o visualizados em ©
11,69 (1H) e & 11,54 (1H) para os compostos 14 e 15, respectivamente. Além disso,
para 0s mesmos compostos se pode observar os simpletosem 6 8,41 (1H) e © 8,42
(1H) da imina. JA os outros hidrogénios mais desprotegidos, devido ao efeito
elétron-retirador do grupo carbonila, estdo na regiao entre 6 7,55-7,65 e & 7,58-7,63,
apresentando-se como um multipleto juntamente com os hidrogénios do anel
aromatico ligado ao furoxano.

Os sinais dos carbonos do anel furoxanico estao apresentados em 6 114 e ©
153 (intermediario 14) no espectro 15, e em & 112 e & 153 (intermediario 15) no
espectro 17. Ja o sinal das carbonilas das N-acilhidrazonas estdo em 6 161,92 e &
161,94. Os carbonos das iminas das N-acil hidrazonas podem ser visualizadas em &
150,13 e & 146,91 para os compostos 14 e 15, respectivamente. Todos 0s espectros
permitiram evidenciar para ambos 0s compostos a formacdo de um Udnico

diastereoisomero devido a presenca de apenas um unico sinal (simpleto), nos
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espectros de RMN de H, referente ao hidrogénio iminico (N=CH) da subunidade N-

acilidrazona.

6.2.1.1. Sintese dos produtos finais (3a) e (3b)

" ; N (b HN-N C; \
’ H\)}_@ >\(© E \0 3o

E possivel observar o desaparecimento do sinal da amina primaria dos

\
\ N
0@ O

intermediarios 14 e 15 respectivamente em: 6 6,39 (Figura 43) e & 5,81 (Figura 45) e
o aparecimento dos hidrogénios da amina primaria ligada ao anel ftalimidico nos
produto finais 3a e 3b em: & 6,53 (Figura 78) e & 6,58 (Figura 49). Além disso, se
pode visualizar as duas carbonilas dos anéis 3-amino-ftalimidicos com deslocamento
em & 168 , & 167 nas Figura 49 e 51, sugerindo a obtencdo das moléculas

desejadas.

6.2.1.2. Sinteses dos intermediéarios (16) e (17)

Sty Ty

16 17 .
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N® O O‘N® o
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NH, O

No RMN de 'H do intermediario 16 (Figura 53) é possivel observar o simpleto
da amina primaria integrando para dois hidrogénios em & 6,40 e para 17 (Figura 55)
em © 5,81. O simpleto mais deslocado em & 11,70 e & 11,54 correspondente a

amida dos compostos 16 e 17, respectivamente. Para ambos compostos é possivel
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visualizar o simpleto referente ao hidrogénio da funcédo imina com deslocamento em
0 8,42. Para os espectros de 3C (Figuras 54 e 56) é possivel visualizar em & 158,23
e 0 158,65 a presenca dos carbonos carbonilicos e em & 150,13 e & 152,82 os
carbonos iminicos para os intermediarios 16 e 17, respectivamente. Os carbonos do
nucleo furoxanico apresentam seus deslocamentos em & 153,59 e 6 111,37 para o
intermediario 16 e & 153,83; & 111,75 para o intermediario 17. Este conjunto de

dados dos métodos analiticos sugerem a formacédo dos intermediarios 16 e 17.

6.2.1.3. Sintese dos compostos finais (4a) e (4b)

o H
é”MQ
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0 o}
N/ I
Qgg@
(0]
S
No espectro de RMN de 'H (Figura 57) do produto final 4a observa-se o
deslocamento do hidrogénio da amida em & 12,06, da imina em d 8,48 e da amina
em & 6,58. J4 para o produto final 4b estes hidrogénios se encontram deslocados
em 6 12,02, 6 8,49 e d 6,61, respectivamente. Estes mesmos hidrogénios para o
intermediario 17 sao visualizados em & 11,54, & 8,33 e & 5,81 (Figura 55). Observa-
se deslocamentos quimicos desses hidrogénios, devido ao efeito de desblindagem
causado pela introducdo da subunidade ftalimidica nos produtos finais. Nos
espectros de RMN de 3C (Figuras 58 e 60) é possivel observar o deslocamento
quimico das carbonilas do anel 3-amino-ftalimidico em 6168,54 e 167,35 para o

composto 4a e 8 167,82 e 6 166,58 para o0 4b. Pode-se visualizar ainda a presenca
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do deslocamento quimico do carbono da carbonila e da imina da fungdo N-
acilhidrazona em & 162,42 e & 146,8, respectivamente (Figura 59).

O espectro de massas de alta resolucéo (Figura 61) (ESI-TOF), apresentou o

pico do ion molecular [M+H]* com valor de m/z de 625,1123, concordante com o

valor calculado de sua massa monoisotopica 624,1063 com base na férmula a

empirica C3oH20NsOsS para o ion molecular do composto (4b).

6.2.2. Sinteses dos intermediarios (18) e (19)

NH, o

O hidrogénio da funcédo amida para os intermediarios 18 e 19 sdo visualizados em &
11,67 e & 11,51 (Figuras 62 e 64). Ja o hidrogénio da imina aparece como um
singleto integrando para um hidrogénio em & 8,4 para ambos intermediarios. Estes
sinais juntamente com os sinais das carbonilas (Figuras 63 e 65) em & 165 e 6 162 e
dos carbonos da imina em & 150 e & 152 permitem caracterizar nos intermediarios a
presenca da subunidade N-acilhidrazona nos intermediarios 18 e 19,

respectivamente.
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6.2.2.1. Sintese dos compostos finais (5a) e (5b)
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No espectro de RMN de 'H (Figura 66) do composto 5a é possivel observar o
hidrogénio pertencente a imina com deslocamento de 6 8,35 e da amida em & 12,01.
O deslocamento da amina primaria se encontra em ©& 6,52 como um singleto
integrando para um hidrogénio. Os deslocamentos dos hidrogénios dos anéis
aromaticos aparecem como multipletos na regidao compreendida entre & 7,04 - &
8,02.

As carbonilas do anel 3-amino-ftalimidico apresentam deslocamentos quimicos
em O 168 e & 166 (Figura 67). Estes sinais estavam ausentes no espectro de RMN
de 3C do intermediario 18. A carbonila da amida apresenta deslocamento quimico
em & 162,87 e a imina em & 151,1. Os deslocamentos dos carbonos do nucleo
furoxanico podem ser visualizados em 6 153 e 6 111.

A Tabela 12 compara os deslocamentos do intermediario 19 com o produto final
5b. E possivel observar o do sinal dos hidrogénios da amina priméaria do
intermediario 19 em & 5,80 (Figura 65) enquanto no composto 5b é possivel
visualizar os hidrogénios da amina primaria mais deslocados em 6 6,61 por estarem
ligados ao aromatico pertencente ao nucleo ftalimidico (Figura 68). Para o composto

final 5b é ainda possivel visualizar as duas carbonilas pertencentes ao anel 3-
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aminoftalimidico com deslocamento em & 168 e & 166 (Figura 70). O espectro de
massas de alta resolucdo (ESI-TOF), apresentou o pico do ion molecular [M+H]*
com valor de m/z de 499,1367, concordante com o valor calculado de sua massa
monoisotopica 498,1288 com base na férmula a empirica C2sH1sNeOs para o ion
molecular (Figura 71) do composto (5b). Assim, este conjunto de dados dos

meétodos analiticos sugerem a formacgao dos produtos finais 5a-b desejados.
6.3. Ensaios farmacologicos

6.3.1. Deteccédo quantitativa de nitrito

Em temperatura ambiente, o NO é gas com baixa estabilidade, possuindo
meia vida extremamente curta. Em meio aquoso, o NO reage formando ions nitrito e
nitrato (DUSSE et al., 2003). Portanto, uma das formas indiretas de avaliar a
capacidade de doacdo de 6xido nitrico pelos compostos é através da quantificacéo
de nitrito presente em solucdo conforme mostra a Figura 28 (GIUSTARINI et al.,
2008). O método de quantificacdo de nitrito para derivados furoxanicos descrito por
Sorba e colaboradores (1997) € um método pratico e rapido utilizando reagente de
Griess, e por esta razao, foi utilizado para avaliacdo dos compostos deste trabalho.

Figura 28. Mecanismo de detecgéo de nitrito utilizando reagente de Griess
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Fonte: proprio autor
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De acordo com os dados da Tabela 1, pode-se observar que na auséncia de
cisteina nenhum composto foi capaz de doar éxido nitrico apos 1 hora, mostrando
que a doacdo de oOxido nitrico pelos derivados furoxanicos é dependente da
presenca de grupos tibis, presentes, por exemplo na cisteina conforme € descrito na
literatura (QING ZOU et al., 2011; MEDANA et al., 1999).

O dinitrato de isossorbida (DNS) foi usado como padrdo apresentando
capacidade de doacao de 6xido nitrico de 12,6 %. A capacidade representativa do
DNS em doar NO deve-se ao fato dele possuir grupos ésteres de nitrato em sua
molécula passiveis de doacéo.

O composto 4b apresentou maior perfil de geracdo de nitrito com valor de
30%. Esta molécula apresenta a subunidade aril-sulfonila ligada ao carbono (C-3)
alfa ao N-Oxido, o qual é um grupo elétron-retirador, tornando esse atomo de
carbono mais deficiente do ponto de vista eletrbnico e mais suscetivel ao ataque do
nucledfilo (enxofre residuo de cisteina). E possivel observar ainda que para os
compostos contendo o grupo metil ligado ao carbono (C-3) alfa ao N-6xido, como € o
caso dos compostos 5a-b, nos quais a doacdo de NO foi praticamente nula mesmo
na presenca de cisteina. Esses resultados sugerem que a capacidade de doacéo de
NO se relaciona ao substituinte ligado ao carbono alfa N-6xido conforme havia sido
observado em resultados prévios do nosso grupo (SANTOS, 2009).

Desta forma, pode-se sugerir que a maior doacdo de NO esta diretamente
relacionada a presenca de grupos eletroatratores ligados ao carbono C-3 como
ocorre no caso do 4-fenil-3-furoxancarbonitrilo 3. Segundo os autores, iSso acontece
devido a deficiéncia de elétrons do carbono na posicdo 3, gerada pelo efeito elétron-

retirador do grupamento ciano (Figura 23) . De fato, observa-se que a maior doacao
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de NO esta relacionada a presenca de grupos elétron-retiradores ligados a este
carbono quando se relaciona a capacidade de doacdo de NO com o substituinte do
carbono ligado ao N-6xido (SORBA et al.,, 1997). Assim, os compostos obtidos
neste trabalho apresentam diferentes perfis de doacdo de NO e permitirdo estudar a
contribuicdo deste mediador na atividade bioldgica desejada.

Figura 29. Mecanismo proposto para liberacdo de NO pelos derivados furoxanicos
com ataque em C3
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Fonte: retirado e adaptado de FEELISCH; SCHONAFINGER; NOACK, 1992

6.3.2. Avaliacao da producdo de gama-globina e HbF em células CD34+

Para este ensaio foram selecionados os produtos finais 3b, 4b e 5b. A
selecdo destes compostos visa comparar 0 mesmo padrao estrutural de subtituicdo
regioisomeérica, com a principal diferenca relacionada ao tipo de furoxano (metil, fenil
ou fenilsulfonil). Desta forma, é possivel avaliar a contribuicdo da doacdo de NO a
capacidade dos compostos em induzir a producdo de gama-globina.

Foi possivel notar um aumento significativo de gobina y somente pelo
composto 4b (2,5 pM) em relacdo ao controle DMSO (Figura 14). Além disso, o
aumento de HbF deste mesmo composto também se mostrou significativo (Figura

14).
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Todos os tratamentos exibiram uma diminui¢cao na proliferacéo celular quando
comparadas ao DMSO durante os 14 dias de tratamento, entretanto a diminuicdo do
namero de células tratadas com 4b foi comparavel a hidroxiureia (Figura 15).

O processo de diferenciacao eritroide foi acompanhado através dessa técnica
utilizando-se anticorpos de superficie celular (anti-a-integrina, anti-glicoforina A
(GPA) e Banda-3). A a-integrina diminui progressivamente durante os estagios
tardios da diferenciacdo terminal eritroide humana, enquanto que a expressado da
Banda 3 aumenta progressivamente durante toda a extensdo dessa diferenciacao,
sendo entdo Uteis como marcadores para monitorar a progressado da diferenciacao
terminal eritroide humana (HU et al., 2013).

No 14° dia, ndo foi observado diferenca na diferenciacédo terminal das células
GPA-positivas (Figura 16). A andlise de citometria de fluxo nos dias 7, 11 e 14
indicou que o composto 4b e HU aceleram a diferenciacéo terminal nos dias 11 e 14
em comparagdo com DMSO e pomalidomida, uma vez que houve um aumento nas
células GPA-positivas que expressam a banda 3 (Figura 16). A aceleracdo da
eritropoese pode aumentar a chance de comprometimento prematuro da linhagem e
a inducdo da formacéo de células F (BLAU, 1993). De fato, estudos revelam que a
HU poderia efetivamente estimular a eritropoese e a producao de Hb F (TANG et al.,
2005; WANG et al., 2002) deste modo, o composto 4b poderia ter essas mesmas
propriedades.

Além disso, a morfologia celular foi verificada utilizando corante May-
Grunwald Giemsa e notou-se a predominancia de eritroblastos poli e ortocromaticos
nas ceélulas tratadas com composto 4b, enquanto no tratamento com DMSO ainda

estdo presentes pro-eritroblastos, sendo evidente a aceleracdo da diferenciacéo das
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células tratadas com essa molécula teste. Ademais, as células apresentaram
morfologia hormal para todos os tratamentos (Figura 17).

A repressao da expressdo gobina y € regulada por uma série de fatores. Entre
estes, o BCL11A é reconhecido como o regulador principal e pode interagir com
diversos outros fatores como SOX-6, GATA-1, KLF-1 e LSD. Todos estes cooperam
no silenciamento do gene da gobina y (BAUER; ORKIN, 2015). A capacidade da
pomalidomida induzir HbF esta relacionada com a reducdo dos fatores
transcricionais BCL11-A e SOX-6 durante a eritropoese (DULMOVITS et al., 2015).
A pomalidomida também se liga ao cereblon, levando a ubiquitinacdo e degradacéo
proteasomal de lkaros (IKZF1) e Aiolos (IKZF3), resultando na citotoxicidade para
tratamento do mieloma (ZHU et al., 2011). Neste contexto, foi entdo investigado o
envolvimento dessas proteinas no mecanismo de inducdo de gobina y pelo
composto 4b nas células CD34*. ApGs 4 dias de diferenciacdo, o composto 4b (2,5
pMM) e a HU (10 pM) néo afetaram a expressao de BCL11A e IKAROS sendo igual
estatisticamente iguais ao DMSO, sugerindo que o mecanismo de inducao de gobina
y para esta molécula difere daquele da pomalidomida, sendo mais semelhante ao da
HU (Figura 10).

Estudos recentes mostraram que o fator relacionado a leucemia/linfoma (LRF)
reprime a expressao de gobina y independentemente de BCL11A. LRF é codificado
pelo gene ZBTB7A, sendo um fator de transcricdo de ZBTB que se liga ao DNA no
C2H2-terminal do dedo de zinco, recrutando um complexo de repressao (MASUDA

et al., 2016).
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Os niveis de expressao de LRF nas células tratadas foram verificados por
Western Blot (Figura 19), porém nenhuma alteracdo foi observada nas células
tratadas com pomalidomida, HU ou composto 4b.

As modificacdes epigenéticas também desempenham um papel importante no
silenciamento de genes da expressdo de gobina y. Este mecanismo pode estar
associado ao aumento da acetilacdo de histonas e a diminuicdo da metilagcdo do
DNA do gene para y- globina (GINDER, 2015). De fato, os inibidores da histona
deacetilase, como o butirato de sédio, mostraram induzir HbF in vivo em pacientes
com anemia falciforme (WITT et al., 2003). A fim de avaliar se esses mecanismos
estdo envolvidos na expressédo de gobina y pelo composto 4b, foram avaliados os
niveis de histona nas células tratadas. No entanto, nossos dados com a modificacdo

das histonas pelo composto 4b ndo foram conclusivos e serao re-avaliados.

6.3.3. Quantificacdo de GMPc

O NO é responsavel por ativar guanilato ciclase (GC) levando ao aumento da
sintese de GMPc. Este atua como mediador para diversas atividades
cardiovasculares tais como antiplaguetaria e vasodilatodora. Além disso, é
responsavel por aumentar a expressao de gobina y em células eritroleucémicas e
eritroblastos primarios (COKIC et al., 2013; CONRAN et al., 2004).

A producao de GMPc foi quantificada a fim de avaliar o efeito do composto 4b e
da HU em células endoteliais de veia umbilical humana (HUVEC) e células CD34".

As células HUVEC se mostraram mais responsivas que as CD34*, apresentando
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resultados na quantificacdo mais homogéneos. O composto 4b aumentou
significativamente a formacdo de GMPc nas células HUVEC comparado com o
controle.

A pomalidomida ndo afetou os niveis de GMPc, conforme esperado. A via do
NO/GMPc possui um importante papel na expressédo gobina y, ativando os fatores
de transcricdo c-Jun e c-Fos que se ligam na regido controladora de locus do gene
da gama-globina, sendo uma via interessante a ser estudada (Figura 30).

Figura 30. Expresséo de gama-globina mediada pela via GMPc-NO
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Fonte: Retirado e adaptado de Cokic et al, 2013.

6.3.4. Viabilidade celular em mondcitos doseamento do fator de necrose tumoral alfa
(TNF-a)

O TNF-a é uma das citocinas pré-inflamatorias envolvidas no processo vaso-
oclusivo da AF participando na ativacéo de leucdcitos, estimulacdo de macrofagos e

guimiotaxia de células inflamatérias aumentando de crises dolorosas na anemia
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falciforme, contribuindo com o carater inflamatério crénico da doenca (CAJADO et
al., 2010).

A fim de avaliar a inibicAo desta citocina pelos compostos sintetizados,
primeiramente foi realizado o teste de viabilidade celular com objetivo de determinar
as concentracdes que seriam utilizadas no teste de doseamento do TNF-a.

Foram testados no ensaio de viabilidade os compostos 4b, nas concentracdes de
1uM e 2,5 uM e pomalidomida 5 uM. A viabilidade celular variou entre 89 a 95%,
sendo considerada satisfatoria para todas as concentracdes.

Apos a definicdo da viabilidade celular dos compostos sintetizados foi possivel
realizar o teste imunoquimico para determinacdo de TNF-a. O composto 4b foi
testado em duas concentracdes diferentes e mostrou uma diminuigcao significativa na
producdo de TNF-a em relacdo ao controle positivo (LPS), sendo esta inibicdo
comparavel a pomalidomida. Estes dados sdo consistentes com a litetatura, que tém
demonstrado que a subunidade ftalimidica seria resposavel por inibir TNF-

a(SHARMA; KUMAR; SINGH, 2010).
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7 CONCLUSOES

Até presente momento, foram sintetizados 16 intermediarios sintéticos com
rendimentos variando entre 21% e 75%. Todos os compostos foram caracterizados
por métodos analiticas que sugerem a obtencéo desses compostos. Foram obtidos 6
produtos finais com rendimentos variando entre 13 e 30%.

No ensaio de doacéo de Oxido nitrico foi possivel observar que o mecanismo
de doacdo para todos os compostos é cisteino-dependente, uma vez que na
auséncia deste aminoacido a doacdo foi nula. Os compostos 4a-b apresentaram
maior capacidade de geracao de nitrito entre os compostos da série, com valores
variando entre 28 e 30%.

Os compostos finais 3b, 4b, e 5b foram avaliados quanto a capacidade de
induzir o aumento de producdo de gobina y. O composto 4b foi 0 mais promissor,
aumentando a expressdo de gobina y de maneira comparavel a HU, porém com
menor dose (2,5 uM).

O mecanismo de inducdo de gobina y pelo composto 4b também foi
investigado e aparentemente 0 mesmo atua por um mecanismo diferente da
pomalidomida, uma vez que nado esta relacionado com BCL11A e IKAROS. Além
disso, os niveis de LRF, um repressor do gene da gobina y independente de
BCL11A, também nédo foram alterados. Estudos envolvendo mecanismos
epigenéticos com histonas foram iniciados, porém os dados néo foram conclusivos.

O composto 4b também foi capaz de aumentar a producdo de GMPc nas

células HUVEC e CD34" em quantidade comparavel a HU, porém em menor dose.
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Adicionalmente, o composto 4b diminuiu significativamente a producdo de TNF-a em
mondocitos estimulados com LPS.

Os resultados obtidos até o presente momento caracterizam o novo composto

4b sintetizados como protétipo potencialmente util ao tratamento da anemia

falciforme.
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Apéndice |

1 SINTESE DOS DERIVADOS FUROXANICOS FUNCIONALIZADOS

1.1 Intermediario 4-nitro-3 fenil-1,2,5-oxadiazol-N-6xido (2a) e 4-(4-formilfenoxi)-3-

fenil-1,2,5-oxadiazol-2-oxido (6)

\O,+\O
2a

X a  ON b) © N0
I\ o) N-g
N. _N-o )

estireno

a)NaNO, DCM, HCI; b) 4-hidroxibenzaldeido,DBU, DCM c) 2, 3 ou 4-aminobenzohidrazida, HAc, metanol;
d) anidrido 3-aminoftalico, EDC, DMAP, DMF.

Procedimento experimental

Em baldo de fundo redondo de 125 mL adicionou-se 2,2 mL do estireno(5) em
100 mL de diclorometano. Em seguida, adicionou-se lentamente 11g de nitrito de
sédio. ApGs a completa adicdo do nitrito de sodio, foram adicionados 9,15 mL de
acido acético. A reacao foi mantida em temperatura ambiente e agitacdo por periodo
de 2 horas. Em seguida, foram adicionados 3 mL de HCI (37%) e a reacao foi
deixada a temperatura ambiente overnight.

O isolamento da reacao foi realizado lavando-se a fase organica com agua (4
x 30 mL) em seguida foi adicionado o agente secante sulfato de sodio anidro para
remocao da agua residual. O volume do conteudo foi reduzido sob presséao reduzida
e a purificagdo do produto foi realizada por recristalizacdo em mistura de

50%etanol/50%agua.

Thais Regina Ferreira de Melo



92

O rendimento da reacdo foi de 67% e na analise por Cromatografia em
Camada Delgada (C.C.D) , fase movel 70% diclorometano e 30%hexano , foi obtido

Fator de Retencdo de 0,71 (Rf), faixa de fusédo 88,0 — 90,0°C.

Caraterizacéo estrutural:

4-nitro-3 fenil-1,2,5-oxadiazol-N-6xido (2a)

O,N

/ \N
Ny N-0

2a
RMN *H (300 MHz; DMSQd6): 7,75 - 7,72 (m; 2H); 7,61-7,59 (m; 3H) ppm.

RMN 13C (400 MHz; acetonad6): 167,56 (C3); 131,61(C6); 130,08 (C8 e C12);
128,85 (C9 e C11); 120,68 (C10); 111,17 (C2) ppm.

Figura 31. Espectro de RMN de *H do composto 4-nitro-3 fenil-1,2,5-oxadiazol-N-6xido
(2a) (300 MHz; DMSOdse)
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Figura 32. Espectro de RMN *C do composto 4-nitro-3 fenil-1,2,5-oxadiazol-N-6xido
(2a) (75 MHz; DMSO-d6)
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RMN 13C (75 MHz; CDCla): 190,63 (C20): 161,05 (C17); 157,15 (C3); 134,42 (C14),
131,95 (C15 e C19), 131,09 (C16 e C18), 129,25 (C7 e C11), 126,51 (C8 e C10),
120,49 (C9), 107,89 (C2).

Figura 33: Espectro de RMN H do composto 4-(4-formilfenoxi)-3-fenil-1,2,5-oxadiazol-
2-oxido (6) (300 MHz; DMSOQgs).
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Figura 34: Espectro de RMN de *C do composto 4-(4-formilfenéxi)-3-fenil-1,2,5-
oxadiazol-2-N-6xido (6) (75 MHz; DMSOQOgs).
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7.1. Sintese do 3,4-bis(fenilsulfonil)-2-N-6xido-1,2,5-oxadiazol (2b) e intermediario

12

SH (0]
a) b)
G
7 8

00 O
\ /7
S
©/ \)J\OH

9

c)

A\

S @SW

OO\‘S/’O

[ _
N\O,E“O

2b

0} O\\ ,/OO\\S//O
S d) o o
D RO
HO N.gN-0 H —( ©
11 2b 12 \O/"\Fl\o_

a)NaOH, acido cloroacético, 130°C; b)HAc , H,O, (30%)t.a.; ¢) HNO3, HAc, 0-110°C; d) DBU t.a.

Procedimento experimental

Na primeira etapa, adicionou-se 9,3 mL de tiofenol (7) (90,70 mmol; d = 1,073
g/mL) em 40 mL de 4gua destilada em baldo de 250 mL. Adicionou-se entéo, 7,62 g
de hidroxido de sodio (190,60 mmol) e agitou-se por 5 minutos. Em seguida,
adicionou-se 9,449 de acido monocloroacético (99,84 mmol). A mistura reacional foi
mantida sob agitacdo e aquecimento a 110°C por duas horas. O produto (8) foi
recristalizado em etanol para fornecer 12,65 g de um sélido branco (83%
rendimento), com faixa de fusédo entre 60°C-61°C (PM = 168,21; CsHsO2S).

Para obtencdo do acido fenilsulfonilacetico (9), foi adicionado em baldo de
250 mL a quantidade de 5 g de &cido feniltioacético (8) (1 equivalente em mol) em
40 mL de &cido acético glacial e 12 mL (4 equivalentes em mol) de peréxido de
hidrogénio 30%. A reacédo foi mantida sob agitacdo a temperatura ambiente por dois
dias (48 horas). O isolamento foi realizado adicionando-se cerca de 10 mL de
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solucdo saturada de cloreto de sodio. Em seguida realizaram-se extra¢gfes (4 x 15
mL) com acetato de etila. Foi adicionado a fase orgéanica sulfato de sdédio anidro,
filtrou-se e evaporou-se a fase organica a presséao reduzida. O produto (9) obtido
com rendimento de 76% como um sélido branco (PM = 200,21; CsHsO4S).

Em seguida, em baldo de 100 mL, adicionou-se 3,21 g do A&cido
fenilsulfonilacético (10) e 10 mL de &cido acético glacial mantendo a temperatura a
0°C. Adicionou-se gota a gota 5 mL de acido nitrico fumegante a 0°C. A mistura
resultante permaneceu sob agitacdo a 0°C por 5 minutos e depois a reacao foi
mantida sob agitacéo e refluxo a 110°C por 45 minutos. ApGs esse tempo a mistura
reacional foi resfriada e adicionou-se lentamente agua gelada. Houve formacéo de
um precipitado que foi filtrado e lavado com agua gelada. O produto obtido (10) foi
cristalizado com uma mistura de acetato de etila/diclorometano/hexano (1:1:1) para
fornecer de 2,54 g de um sdlido branco com 65% de rendimento e faixa de fusdo
=140°C-142°C (PM = 366,38; C14H10N206S2).

Para obtencdo do intermediario 12, solubilizou-se 1 g de
bisarisulfonilfuroxano (10) (5,53 mmol) em 20 mL de THF, em um baldo de 50 mL.
Em seguida adicionou-se 0,83 mL de 1,8-diazabicicloundec-7-eno (DBU) e a reagao
foi mantida a sobre agitacdo por 15 minutos e entdo foi adicionado 0,67 g de
salicilaldeido (5,53 mmol) e reacdo foi mantida sob agitacdo em temperatura
ambiente por 1,5 horas. O acompanhamento da reacdo foi realizado utilizando
cromatografia em camada delgada utilizando como fase moével: 1:1 de DCM e
hexano.

O isolamento dos produtos foi realizado adicionando cerca de 20 mL de
solucéo saturada de cloreto de sédio e extracao da fase aquosa com acetato de etila
(4 x 30 mL). A purificacao foi realizada por coluna cromatogréafica (fase estacionaria:
silica; fase mével: Fase moével: 50% DCM: 50% hexano). O intermediario 12 foi
obtido com rendimento de 30% (PM = 285,04; C10H11N30sS).
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Caracterizacao estrutural:

acido fenilsulfonilacético (10)

o o O
\/,
\S/\)J\
[ j/ OH
9

RMN H (300 MHz; DMSO-d6) &: 7.92 (2H; m), 7.75 (1H; m), 7.65 (2H; m), 4.49(1H;
s) ppm.

Figura 35: Espectro de RMN de *H do acido sulfonilfeniltioacético (9) (400 MHz;
DMSOds).
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RMN H (300 MHz; DMSO-d6): &: 8.11 (4H; m), 7.92 (2H; m), 7.77 (4H; m) ppm.

Figura 36: Espectro de RMN de *H de 3,4-bisaril-sulfonilfuroxano (2b) (300 MHz;

DMSOde).
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4-(4-formilfenoxi)-3-(fenilsulfonil)-1,2,5-oxadiazol- 2-6xido (12)
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IV (KBr) cm: 2922 e 2859 (CHaideido), 1707 ( C=Oaideido), 3130 (C-H), 1623 (N-O),
1420 (C-H), 1395 (s N-H)

RMN H (300 MHz; DMSO-d6): d: 10.03 (1H; s), 8.03 (4H; m), 7.92 (1H; t), 7.75 (2H;
t), 7.66 (2H; d) ppm.

RMN *3C (75 MHz; DMSO-d6): &: 191.7, 157.4, 157.12, 136.2; 136.7; 134.1; 131.7;
130.0; 128,56; 119,8; 114.4 ppm.

Figura 37: Espectro na regido do infravermelho do composto 12 ( pastilha de KBr)
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Figura 38: Espectro de RMN de 'H do composto 12 (300 MHz; CDCly).
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Figura 39: Espectro de RMN de *C do intermediario 12 (75 MHz; DMSQgg).
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1.2 Sintese do derivado furoxanico 3-metil-4-nitro-1,2,5-oxadiazol-2-oxido (2b)
e 4-(4-formilfendxi)-3-metil-1,2,5-oxadiazol- 2-N-6xido (13)

- cH, N
HeC O O\(& -
3 a) O,N.  CHs b) | +N-O
M — 7/\< — > 0 N-g
OH N/ N-o~
12 ol H
acido metacrilico 2b 13
a)NaNO, DCM, H,S0O4 (60%); b) 4-
L hidroxibenzaldeido DBU,_ DCM )
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Procedimento experimental

Na primeira etapa o acido metacrilico (3,3 mL, 0,039mol) foi solubilizado em 35
mL de 1,2-dicloroetano, e posteriormente foi adicionado lentamente cerca 11,6 mL
de acido sulfarico (60%). A mistura reacional foi agitada vigorosamente e aquecida a
50°C. Ao atingir essa temperatura, foi adicionado 9,3g (0,13 mol) de nitrito de sédio,
vagarosamente e em pequenas por¢cdes. Observou-se a formagdo de um vapor
castanho, caracterizado pela liberagdo de didéxido de nitrogénio. Em seguida, a
reacao foi mantida em aquecimento e agitacdo por uma hora. Apdés o término da
reacdo a mesma foi resfriada a temperatura ambiente e entdo foram adicionados 40
mL de &gua, seguida da separacdo das fases. A fase orgéanica foi lavada com agua
(2x 40 mL). Posteriormente foi adicionado sulfato de sodio anidro a fase organica
para secagem da agua. Esta fase foi entéo filtrada e o solvente evaporado a pressao
reduzida. A purificacdo foi realizada por recristalizacao utilizando-se uma mistura de
etanol-agua (60:40, v/v) a quente. Foi realizada uma filtracdo a vacuo para
isolamento dos cristais obtidos. O produto 3-metil-4-nitro-1,2,5-oxadiazol-2-N-6xido
foi obtido como um sélido de coloracdo branca, com rendimento de 35% e faixa de
fusédo entre 59-64°C.

Para obtencdo do intermediario 13, solubilizou-se 1 g 3-metil-4-nitro-1,2,5-
oxadiazol-2-N-6xido (2c¢) (5,53 mmol) em 20 mL de diclorometano, em um baldo de
50 mL. Em seguida adicionou-se 0,83 mL de 1,8-diazabicicloundec-7-eno (DBU) e a
reacao foi mantida a sobre agitacédo por 15 minutos. Apés foi adicionado 0,67 g de 4-
hidroxibenzaldeido (5,53 mmol) e reacéo foi mantida sob agitacdo em temperatura
ambiente durante duas horas. O acompanhamento da reagao foi realizado utilizando
cromatografia em camada delgada utilizando como fase mével 1:1 DCM:éter de
petréleo.

O isolamento do produto foi realizado adicionando cerca de 20 mL de solucao
solucdo saturada de NaHCOs (5 x 30 mL). A purificacéo foi realizada por coluna
(coluna 5 cm de diametro), utilizando como fase estacionéria silica gel [6 cm de
altura (tamanho do poro 60 A; tamanho de particula 40-60 pym)] e fase movel
diclorometano:éter de petrdleo (80:20, v/iv) em modo isocratico cromatografica (fase
estacionaria: silica flash; fase movel: 50% diclorometano: 50% éter de petroleo). O
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intermediario 13 foi obtido com rendimento de 30% e faixa de fusdo entre 172-

175°C.

Caracterizacao estrutural

3-metil-4-nitro-1,2,5-oxadiazol- 2-oxido (2c¢)

O5N
27//\<

H RMN (300 MHz, CDCl3): 2.71 (s, 3H) ppm.

13C RMN (75 MHz, CDCls): 159,05 (C3); 107,60 (C2); 9,15 (C6).

Figura 40. Espectro de RMN de *H do composto 3-metil-4-nitro-1,2,5-oxadiazol- 2-oxido
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Figura 41: Espectro de RMN de **C do composto 3-metil-4-nitro-1,2,5-oxadiazol- 2-N-
oxido (2c) (300 MHz; CDCls).
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4-(4-formilfendxi)-3-metil-1,2,5-oxadiazol- 2-N-6xido (13)

RMN H (300 MHz; DMSO-d6): &: 10,01 (1H; s; Hi17); 8,04 (2H; d; H1); 7,65 (2H; d;
Hio); 2,12 (3H; s; He) ppm.

RMN 13C (75 MHz; DMSO-d6): &: 191,8; 162.3; 157.1; 133,8; 131,8; 119,9; 107,7;
6,7 ppm.
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Figura 42: Espectro de RMN de *H do composto 4-(4-formilfenéxi)-3-metil-1,2,5-
oxadiazol- 2-N-6xido (13) (300 MHz; DMSO).
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Figura 43: Espectro de RMN de *C do composto 4-(4-formilfen6xi)-3-metil-1,2,5-
oxadiazol- 2-N-6xido (13) (75MHz; DMSOQOgs).
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2 SINTESE DOS INTERMEDIARIOS N-ACILHIDRAZONICOS

2.1 Sinteses dos intermediarios N-acilhidrazonicos derivados do furoxano

fenilado (14-15)

0]

HN'N

o 2 v ) H an
" N-0 HoNY N, No.-

O N~g 14-(orto) 0"+ 0

6 15-(para)

a) 2-aminobenzohidrazida ou 4-aminobenzohidrazida; EtOH, HAc, t.a.

Procedimento experimental

A reacdo de formacao dos intermediarios (14-15) foi realizada em metanol
com catalise 4cida. Para tanto, foram adicionados em balédo de fundo redondo de 50
mL  4-(4-formilfenoxi)-3-fenil-1,2,5-oxadiazol-2-N-6xido  (6) (0,423 g; 1,5mmol),
seguido de 3 gotas de acido acético glacial e de 2-aminobenzohidrazida ou 4-
aminobenzohidrazida (0,504 g; 1,5 mmol) em 15 mL de metanol. A mistura reacional
foi colocada sob agitacéo constante a temperatura ambiente e ao abrigo da luz por 8
horas.

O monitoramento das reacdes foi realizado por cromatografia em camada
delgada (C.C.D.), utilizando-se como fase mével: 1:1 hexano:acetato de etila. As
placas cromatograficas também foram reveladas com o reagente 2,4-
dinitrofenilhidrazina (Revelador de Brady) que cora em amarelo os compostos
contendo carbonila de aldeido. Os resultados mostraram que essa funcdo nao
estava presente nos produtos desejados (14-15), sugerindo a formacédo destes
compostos.

Ao término da reacéo, realizou-se a filtragdo sob pressao reduzida e lavagem
do produto obtido com 10 mL de agua fria e 15 mL de metanol gelado, para a

remocao de reagente residual.
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Foi necessaria uma etapa adicional de purificacdo para o intermediario 15,
realizada por cromatografia de coluna executada no equipamento Isolera Biotage,
utilizando-se coluna de silica Sphere 20um (25g), com fluxo de 25 ml/min e fase
movel 50% acetato de etila / 50% hexano.

A hidrazona em orientacdo em orientacdo orto (14), 4-(4-((2-(2-
aminobenzoil)hidrazono)metil)-3-fenil-1,2,5-oxadiazol-2-N-0xido, caracteriza-se por
ser um solido branco de PM = 415,141g/mol , faixa de fusdo entre 201-203°C, fator
de retencdo (Rf = 0,27) e rendimento de 55%. Ja a hidrazona (15), 4-(4-((2-(4-
aminobenzoil)hidrazono)metil)-3-fenil-1,2,5-oxadiazol-2-N-6xido de PM =
415,141g/mol, apresentou faixa de fusdo entre 217-219°C, fator de retencdo (Rf =
0,30) e rendimento de 63%.

Caracterizacao estrutural

4-(4-((2-(2-aminobenzoil)hidrazono)metil)fenoxi)-3-fenill-1,2,5-oxadiazol-2-6xido (14)

H,N HN-N
\}—< >—o
H

14

RMN H (300 MHz; DMSO): 11,69 (s, 1H); 8,41 (s, 1H,); 8,07 (dd, 2H); 7,8 (dd, 2H,
J=7,8Hz); 7,55-7,65 (m, 6H); 7,18 (t, 1H, J= 8,0Hz e J=1,7Hz ); 6,77 (dd, 2H, J=

7,0Hz); 6,55 (ddd, 1H, J= 7,0Hz); 6,39 (s, 2H, NH2) ppm.

RMN 3C (75 MHz, DMSO): & 161,92; 153,64; 150,13; 132,95; 132,85; 131,00;

129,17, 128,67 ; 126,73; 121,71, 120,60; 116,44, 114,69, 108,41.
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Figura 44: Espectro de RMN H do 4-(4-((2-(2 aminobenzoil)hidrazono)metil)fenéxi)-3-
fenill-1,2,5-oxadiazol-2-6xido (14) (300 MHz, DMSOge)
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Figura 45: Espectro de RMN do 4-(4-((2-(2-aminobenzoil)hidrazono)metil)fenoxi)-3-
fenil-1,2,5-oxadiazol-2-N-6xido (14) (300 MHz; DMSOgg).
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4-(4-((2-(4-aminobenzoil)hidrazono)metil)fendxi)-3-fenill-1,2,5-oxadiazol-2-N-6xido

(15)

H,N o~
15

RMN *H (300 MHz, DMSOde): 11,54 (s, 1H); 8,42 (s, 1H), 8,08 (dd, J = 8.2 Hz, 2H);
7,82 (d, J = 7.6 Hz, 2H); 7,58 — 7,63 (m, 3H); 7,60 (m, 4H): 6,60 (dd, J = 7.6 Hz, 2H);

5,81 (s, 2H, NH2) ppm.

RMN 13C (75 MHz, DMSOude): 161,94; 153,51; 152,42, 133,03, 131,00; 129,17;

128,55; 126,73; 121,71; 120,58; 119,43; 112,69; 108,40.
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Figura 46: Espectro de RMN H do composto4-(4-((2-(4-
aminobenzoil)hidrazono)metil)fenoxi)-3-fenil-1,2,5-oxadiazol-2-N-6xido (15) (300 MHz,
DMSOgqs)
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2.2 Sinteses dos compostos finais (3a-b)

<&@p@m@6@f

N
o+ O ) (orto);
(orto) (para)

15 (para)

Procedimento experimental

A reacao de formagéo do composto final (3a) foi realizada em um baldo de
50 mL, onde foram adicionados 0,2 g (0,001 mol) de anidrido 3-aminoftalico (20) e
0,287 g (0,0015 mol) de EDC (agente acoplante), seguidos de 0,648 g; (0,002 mol)
do intemediario 4-((2-(2-aminobenzoil)hidrazona)metil)-3-fenil-1,2,5-oxadiazol-2-N-
oxido (14) e 0,05 g de DMAP, como agente catalisador em 20,0 mL de
dimetilformamida anidra. O sistema foi mantido sob agitacdo constante e a
temperatura ambiente por 48 horas. O mesmo procedimento foi realizado para a
obtencado produto final (3b), utilizando-se 0,648 g (0,001 mol) do intermediario 4-((2-
(4-aminobenzoil)hidrazona)metil)-3-fenil-1,2,5-oxadiazol-2-N-6xido (15). Ao término
da reacao, foi adicionado ao meio cerca de 10 mL de agua destilada gelada e
deixada em banho de gelo para que ocorre a precipitacdo. O isolamento da mistura
reacional foi feito por filtracdo simples, lavando-se o precipitado com agua gelada e
deixado secar a temperatura ambiente.

O acompanhamento das reacdes foi realizado por cromatografia em camada
delgada (C.C.D.), utilizando-se como fase movel 1:1 hexano:acetato de etila. A
purificacdo foi realizada por cromatografia em coluna, no equipamento Isolera
(Biotage®) utilizando coluna de silica gel Sphere 20 um, como fase estacionéaria e

gradiente isocratico com fase mével 45%acetato de etila a 55% éter de petrdleo.

O composto final hibrido obtido (3a), foi caracterizado como sélido amarelo,
com faixa de fusdo entre 250-252° C, PM = 559,52 g/mol, fator de retencéo (Rf =

0,10) e rendimento de 32%. Ja o composto final (3b), foi caracterizado por um sélido
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amarelo, com faixa de fuséo entre 205-208°C, PM = 559,52 g/mol, fator de retencéo
(Rf = 0,32) e rendimento de 43 %.
Caracterizacao estrutural

4-(4-((2-(2-(4-amino-1,3-dioxoisoindolin-2-il)benzoil)hidrazono)metil)fenoxi)-3-fenil-
1,2,5-oxadiazol-2-N-6xido (3a)

H,N o}

3a
RMN !H (300 MHz; DMSOus) ppm: 12,11 (s, 1H); 8,36 (s, 1H); 8,07 (dd, J = 8,0 Hz,
2H); 7,78- 7,83 (m, 3H); 7,58-7,56 (m, 6H), 7,54 — 7,47 (m, 3H), 7,02 -7,06 (m, 2H);
6,53 (s, 2H).
RMN 13C (75 MHz, DMSOuds) 168,34; 167,12; 162,62; 161,85; 153,82; 146,91,
146,34, 135,43; 132,67; 132,36; 130,97; 129,15, 128,88; 126,71; 121,68; 120,54;

111,06; 109,11; 108,40
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Figura 48: Espectro de RMN de 'H do composto final 3a (300 MHz; DMSQOds).
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Figura 49: Espectro de RMN de *C do composto final 3a (300 MHz; DMSOd).
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4-(4-((2-(4-(4-amino-1,3-dioxoisoindolin-2-il)benzoil)hidrazono)metil)fenoxi)-3-fenil-
1,2,5-oxadiazol-2-N-6xido (3b)

NH,

RMN H (300 MHz; DMSOus) ppm: 12.04 (s, 3H), 8.48 (s, 5H), 8.04 (d, J = 19.7 Hz,
23H), 7.90 (dd, 10H), 7.52 (d, J = 7,5 Hz, 8H), 7.08 (d, J = 7.0 Hz, 1H), 7.06 (dd J =
7,0 Hz, 1H), 6.58 (s, 2H).

RMN 13C (75 MHz, DMSOud,) d 168.54, 167.33, 163.29, 162.30, 154.27, 147.46,
147.37, 136.14, 132.45, 131.45, 129.59, 129.37, 128.65, 127.33, 127.15, 122.16,
122.03, 121.05, 111.73, 109.06, 108.84, 40.16, 40.02, 39.88, 39.74, 39.60, 39.46,
39.32, 30.85..
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2.3 Sinteses dos intermediarios N-acilhidrazénicos derivados do fenilsulfonil
furoxano (16-17)

H>—< -0 Q;»a) O/Z(
S H,N
N\ 2
o NH 0
\O/':—l\o_ O
16-(orto) / y
12 17-(para) N s@
O-\% A
v —

0]

a) 2-aminobenzohidrazida ou 4-aminobenzohidrazida; EtOH, HAc, t.a.

Procedimento experimental

Em balédo de fundo redondo de 50 mL foram adicionados 0,3 g (1,5 mmol) do
4-(2-formil)-3-(fenilsulfonil)-1,2,5-oxadiazol- 2-N-6xido (17), seguido de 3 gotas de
acido acético glacial e de 2-aminobenzohidrazida (0,504 g; 1,5 mmol) ou em 4-
aminobenzohidrazida (0,504 g; 1,5 mmol) em 15,0 mL de metanol. Posteriormente, a
mistura reacional foi colocada sob agitacdo constante a temperatura ambiente e ao
abrigo da luz, por 24 horas. O monitoramento das reacdes foi realizado por
cromatografia em camada delgada (C.C.D.), utilizando-se como fase moével: 1:1
hexano:acetato de etila.

Ao término da reacao, realizou-se filtracdo sob presséo reduzida e lavagem
do produto obtido com 10 mL de agua e 15 mL de etanol gelado. O soélido obtido foi
seco em dessecador a temperatura ambiente.

@) intermediario 4-(4-((2-(2-aminobenzoil)hidrazono)metil)fenoxi)-3-
(fenilsulfonil)-1,2,5-oxadiazol-2-N-oxido (16), foi caracterizado como um sélido
branco, de PM = 479,47 g/mol, faixa de fusdo entre 175-178°C, fator de retencdo (Rf
= 0,15 e rendimento de 59%. Ja o intermediario 4-(4-((2-(4-
aminobenzoil)hidrazono)metil)fenoxi)-3-(fenilsulfonil)-1,2,5-oxadiazol-2-N-6xido  (17)
foi obtido como um soélido branco com rendimento de 75%, de PM = 479,47 g/mol
(C22H17Ns06S), faixa de fuséo entre 173-175°C e fator de retencéo (Rf = 0,22).
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Caracterizacao estrutural
4-(4-((2-(2-aminobenzoil)hidrazono)metil)fenoxi)-3-(fenilsulfonil)-1,2,5-oxadiazol-2-N-
oxido (16)

NH
2 o H

N-N
H

@)
16 N%ﬁ?@
| S
O-N® ¢
)
©

RMN *H (300 MHz, DMSO): 11,70 (s, 1H); 8,42 (s, 1H), 8,06 (d, J = 7.4 Hz, 2H), 7,93
(t, J=7.5 Hz e J=1,2, 1H); 7.87 — 7.73 (m, 4H); 7,55 (m, 3H, 7,21 (t, J = 8.3 Hz, 1H;
6,76 (d, J = 7.9 Hz, 1H); 6,58 (t, J = 7.5 Hz e J=1,5, 1H): 6,40 (s, 2H, NH2).

RMN 13C (75 MHz, DMSO): 158,23; 153,59 ; 150,13 ; 136,92; 136,35; 132,94;

132,40; 130,10; 128,69, 120,15; 116,43; 114,68; 111,37.
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4-(4-((2-(4-aminobenzoil)hidrazono)metil)fenoxi)-3-(fenilsulfonil)-1,2,5-oxadiazol-2-N-

oxido (17)

17 O

= I
N‘ﬁ/*SO

O-N® ¢

RMN H (300 MHz; DMSOd6) ppm: 11,52 (s,1H); 8,42 (s,1H); 8,06(dd 2H, J=8 Hz)
7,77-7,94 (m, 5H); 7,67(dd, 2H J=7,5Hz); 7,51(dd, 2H, J=7,5Hz); 6,6 (dd, 2H,
J=8,0Hz); 5,8 (2H, s, NH>).

RMN 13C (75 MHz; DMSOd6) ppm: 158,65; 153,83; 152,82 ; 144,96; 136,75;

130,51; 129,98; 129,91, 128,57 ; 120,54, 119,65; 113,07; 111,75.
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3-(fenilsulfonil)-1,2,5-oxadiazol-2-N-6xido (17) (300 MHz; DMSOQOgs).

Fonte: dados da pesquisa
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2.4 Sintese dos compostos finais hibridos derivados do fenilsulfonil furoxano
(4a-b)

A reacédo de formacao do composto final hibridos (4a-b) foi realizada em um
baldo de 125 mL, onde foram adicionados, 0,2 g (0,001 mol) de anidrido 3-
aminoftalico e 0,287 g ( 0,0015 mol) de EDC (agente acoplante ), seguidos de
0,959 g da hidrazona (16 ou 17) (0,002 mol) e 20,0 mL de dimetilformamida anidro e
ainda 0,05 g de DMAP, como agente catalisador. A mistura reacional foi mantida sob
agitacao constante e a temperatura ambiente por 48 horas. O isolamento da mistura
reacional foi feito adicionando-se agua em banho de gelo para que houvesse
precipitacdo. Posteriormente foi realizada a filtracdo, lavando-se o precipitado com
agua e deixado secar a temperatura ambiente.

O acompanhamento das reacodes foi realizado por cromatografia em camada
delgada (C.C.D.), utilizando-se como fase movel 1:1 hexano:acetato de etila. O
composto foi purificado por cromatografia em coluna, no equipamento Isolera
Biotage, utilizando coluna de silica gel Sphere 20 um (10g), como fase estacionaria e
fase mével de com concentracao de 45% éter de petroleo/55% acetato de etila, fluxo
de 12 mL/min. Rendimento: composto 4a: 13% ; 4b: 20% . Faixa de fuséo 4a: 216-
218; 4b: 221-223,5°C.
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Caracterizacao estrutural
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RMN 'H (600 MHz; DMSOus) ppm: 12.06 (s, 1H), 8.48 (s, 1H), 8.06 (d, 2H, J = 7.1
Hz, 2H), 8.02 (dd, 1H, J=8,0), 7,89(dd, 2H7.63-7.59 (m, 7H), 7,52 (ddd,1H,J=7,0),
7.09 (dd, 1H,J=7,08), 7.05 (dd,1H,J=7,07), 6.58 (s, 2H).

RMN 13C (75 MHz, DMSOQuds) ppm: 168.54, 167.35, 163.36, 162.30, 147.44, 136.17,
135.52, 132.58, 132.43, 131.47, 129.60, 129.40, 128.66, 127.36, 127.16, 122.24,
122.00, 121.05, 111.78, 109.05, 108.85.
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Figura 59: Espectro de RMN de *C do 4-(4-((2-(4-aminobenzoil) hidrazono)
metil)fenoxi)-3-(fenilsulfonil)-1,2,5-oxadiazol-2-N-6xido (4a) (300 MHz; DMSOQgs).
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RMN 'H (300 MHz; DMSOQOuds) ppm: 12,02 (s, 1H); 8,49 (s, 1H); 8,02-8,07(m, 4H);
7,74-7,94 (m, 5H); 7,49-7,62 (m, 5H); 7,03-7,09 (m, 2H);; 6,61 (s, 2H).

RMN 13C (75 MHz, DMSOds) ppm: 167,82; 166,58; 162,42; 157,96; 153,46;
146,80;146,39; 136,63; 136,06; 135,36; 134,75; 132,39; 131,91; 129,81; 128,63;
128,36; 127,93 ;126,59; 121,68; 119,89; 111,00; 110,90; 108,39.
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Figura 60: Espectro de RMN de 'H do composto final 4b (300 MHz; DMSOgs).
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Figura 61: Espectro de RMN de *C do composto final 4b (75 MHz; DMSOgs).
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Figura 62: Espectro de massas de alta resolu¢céo do composto 4b.

Irteﬂss FRSO00001.d: +045, 0.0-0.2min £2.13
ERL
625112

089

D&+

a15. 2108

Si.5257
274.3735

| 18,2985
oz 2054880 .
541 1166
1035, 3160 12402.2177
oo |J.|_L“J L||I. J JLJ‘. | & |.| Lo l_ il b ) . : I ;
200

400 a00 00 1000 1200 miz

Fonte: dados da pesquisa

2.5 Sinteses dos intermediarios N-acilhidrazénicos derivados do 3-metil-
1,2,5-oxadiazol-2-N-6xido (18-19)

H
CHs 0 §
@) N HN N
YQ AR = )
o N-o 4 >\”/CH3
H,NS 7/ N’
H 18-(orto) o-N_ -
13 19-(para) 0

a) 2-aminobenzohidrazida ou 4-aminobenzohidrazida; EtOH, HAc, t.a.

Procedimento experimental

O intermediario 4-(4-formilfenoxi)-3-metil-1,2,5-oxadiazol-2-N-6xido  (13)
(0,23g, 0,874 mmol) foi suspenso em 20 mL de metanol e entdo foi adicionada a 2-

aminobenzohidrazida (0,132g, 0,874 mmol) e 3 gotas de acido acético glacial para

Thais Regina Ferreira de Melo
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obtengcdo do intermediario (18). A mistura foi agitada em temperatura ambiente
durante 4 horas até o final da reacdo confirmado pela C.C.D. (Fase médvel: 95%
diclorometano/ 5% metanol). Foi adicionada agua a mistura e esta colocada em
banho de gelo para favorecer a precipitacdo. O precipitado foi filtrado a pressao
reduzida e lavado com agua gelada. O composto (18) foi obtido como uma solido
branco com rendimento de 64% e faixa de fusdo compreendida entre 234,6 -
235,7°C.

Para o intermediario 19 utilizou-se o mesmo procedimento sintético,
entretanto, para este caso utilizou-se 4-aminobezohidrazida.

O intermediario (4-(4-((2-(2-aminobenzoil)hidrazono)metil)fenoxi)-3-metil-
1,2,5-oxadiazol-2-N-6xido (18), caracterizou-se por um solido branco, de PM =
353,33 g/mol, faixa de fusdo entre 165-168°C, fator de retencdo (Rf = 0,22) e
rendimento de 65%. Ja o] intermediéario 4-(4-((2-(3-
aminobenzoil)hidrazono)metil)fenoxi)-3-metil-1,2,5-oxadiazol-2-N-6xido (29),
caracterizou-se por ser um solido branco, faixa de fusdo entre 160-162°C, fator de

retencdo (Rf = 0,15) e rendimento de 66%.

Caracterizacao estrutural

4-(4-((2-(2-aminobenzoil)hidrazono)metil)fendxi)-3-metil-1,2,5-oxadiazol-2-6xido (18)

NH
2 9 Y
N-N
H
18 o
l\llﬁyCH?,
O\N\@
(0]
©)

RMN H (300 MHz; DMSOus) ppm: 11,67 (1H, s); 8,41 (1H, s): 7,80 (2H, dd, J =
8Hz): 7,48-7,57 (3H,m); 7,2 (1H,ddd, J = 7Hz ): 6,75 ( 1H, dd , J = 7Hz); 6,57 (1H, J
= 8Hz): 6,39 (s , 2H,); 2,13 (s, 3H).

RMN 3C (75 MHz, DMSOus): 165,73, 163,3, 154,02; 150,40; 145,70; 132,64,
129,05; 120,48; 116,68; 114,91; 113,64, 107,94, 7,29.
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Figura 63: Espectro de RMN de 'H do 4-(4-((2-(2-aminobenzoil)hidrazono)metil)feno6xi)-
3-metil-1,2,5-oxadiazol-2-N-6xido (18) (300 MHz; DMSOgg).
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Figura 64: Espectro de RMN C*2 44-(4-((2-(2-aminobenzoil)hidrazono)metil)fen6xi)-3-
metil-1,2,5-oxadiazol-2-N-6xido (18) (75 MHz DMSOye)
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4-(4-((2-(4-aminobenzoil)hidrazono)metil)fendxi)-3-metil-1,2,5-oxadiazol-2-N-6xido
(19)

RMN 'H (300 MHz, DMSOue) 11,51 (s, 1H); 8,41 (s, 1H); 7,80 (dd, 2H, J = 8 Hz),
7,67 (dd, 2H, J = 7,5Hz), 7,50 (dd, 2H, J = 7,5 Hz); 6,60 (dd, 2H, J = 7,5 Hz); 5,80 (s,
2H), 2,13 (s, 3H) ppm.

RMN 13C (75 MHz, DMSOuds) 162,98; 153,58; 152,47; 144,75; 132,79; 129,08;
128,64, 120,08; 119,40, 112,71, 107,74, 7,14.
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Figura 65: Espectro de RMN de 'H -(4-((2-(3-aminobenzoil)hidrazono)metil)fen6xi)-3-
metil-1,2,5-oxadiazol-2-N-6xido (19) (300 MHz; DMSOgs).
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Figura 66: Espectro de RMN de *C -(4-((2-(3-aminobenzoil)hidrazono)metil)fendxi)-3-
metil-1,2,5-oxadiazol-2-N-6xido (19) (75 MHz; DMSOgs).
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2.6 Sintese dos compostos finais hibridos derivados do metil-1,2,5-oxadiazol
2-N-6xido (5a-b)

o
H
AN Nj\@\o 2 QN 7
— CH HNN
( Y 3 o o = 0
HNC S N . A, ( )/\f(CHe'
15-(pora) oo @N/ / ot

-(para

a)EDC, DMAP, DMF t.a.

Procedimento experimental

A reacao de formacao do composto final hibrido (5a) foi realizada em um
baldo de 125 mL, onde foram adicionados, 0,2 g (0,001 mol) de anidrido 3-
aminoftalico e 0,287 g ( 0,0015 mol) de EDC (agente acoplante ), seguidos de
0,706 g da hidrazona (18) (0,002 mol) e 20,0 mL de dimetilformamida anidro e ainda
0,05 g de DMAP, como agente catalisador. A mistura reacional foi mantida sob
agitacao constante e a temperatura ambiente por 48 horas. O isolamento da mistura
reacional foi feito adicionando-se 4gua em banho de gelo para que houvesse
precipitacdo. Posteriormente foi realizada a filtracdo, lavando-se o precipitado com
agua gelada e deixado secar a temperatura ambiente. O mesmo procedimento foi
realizado para a obtencdo do produto final 5b utilizando-se o intermediario 19 .
Rendimento 5a: 15%, faixa de fusdo: 217-220°C. Rendimento 5b: 19%. Faixa de
fusdo: 218-222°C;

O acompanhamento das reacdes foi realizado por cromatografia em camada
delgada (C.C.D.), utilizando-se como fase movel 1:1 hexano:acetato de etila.

Os compostos foram purificados por cromatografia em coluna, no equipamento

Isolera Biotage, utilizando coluna de silica gel Sphere 20 um (10g), como fase
estacionaria e fase mével de com concentragdo de 55% éter de petroleo/45%

acetato de etila, fluxo de 13 mL/min.
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Caracterizacao estrutural

5a
N§0H3

O~-N®
0
o
RMN H (300MHz, DMSOus)ppm: 12,1 (s, 1H); 8,35 (s, 1H); 7,77-7,81 (m, 2H); 7,71-
7,62 (dd, 2H, J=7Hz); 7,547-7,52 (m, 4H), 7,02-7,06 (m, 2H); 6,87 (dd, 1H); 6,57 (s,
2H), 2,11 (s, 3H).

RMN 13C (75 MHz, DMSQus) ppm: 168,4; 167,18; 162,87; 153,90; 151,51; 146,9;
146,4 ; 139,3; 135,64 ;132,6; 132,17; 130,44; 128,16; 125,01; 128,16; 125,01;
121,68; 120,01 :111,21; 108,67 ; 107,75 ; 7,02.

0 2 H
-N
O 0
NH, 5b

N

| CH3

O\N\@
0]
©

RMN H (300 MHz, DMSOuds) ppm: 12,02 (s, 1H); 8,49 (s, 1H); 8,02 (dd, J=8,0Hz,
2H); 7,88 (dd, J=8Hz, 2H); 7,63 (d, 2H, J=7,5Hz); 7,5 (dd, 2H, J=7,5Hz), 7,06-7,10
(m, 2H); 6,87(m,1H 6,61 (s, 2H), 2,13 (s, 3H).

RMN 13C (75 MHz, DMSOde) ppm: 168,10; 166,86 ; 162,77 ; 153,90; 151,51; 147,08
- 146,75; 139,24; 135,64; 135,10 ; 132,19 ; 130,88 ; 128,92 ; 128,14 ; 126,86 ;
124,96 : 121,75 ; 119,97; 111,18 ; 108,67 ; 107,68; 7,02.

Thais Regina Ferreira de Melo



148

Figura 67: Espectro de RMN de *H do composto final 5a (300 MHz; DMSQge)
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Figura 68: Espectro de RMN de *C do composto final 5a (300 MHz; DMSOgg).
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Figura 69: Espectro de RMN de 'H do composto final 5b (300 MHz; DMSOus).
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Figura 70.Espectro de RMN de *C do composto final 5b (300 MHz; DMSOus).
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Figura 71: Espectro de massas de alta resolu¢cdo do composto 5b
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