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Resumo

A formacgao do trombo arterial, composto predominantemente por plaquetas, se da
sob condi¢coes de estresse de cisalhamento elevado, nos locais de lesdo aterosclerotica
vascular e fluxo sanguineo perturbado e tem como consequéncia diminui¢do ou obstrucao do
calibre dos vasos dos diferentes 6rgaos podendo levar a eventos isquémicos.

As doengas cardiovasculares sdo consideradas as principais causas de morte no
mundo. Nesse contexto, estima-se que a aterosclerose/aterotrombose seja a causa primaria de
doenca arterial coronariana e acidente vascular cerebral representado mais de 50% das causas
de mortes em paises ocidentais .

E sabido que a aterosclerose, primeiro evento que predispde & aterotrombose, ¢
considerada um processo inflamatério cronico, e que a utilizagdo de antiinflamatorios ndo
esteroidais (AINEs) COX-1, melhor estabilizam a estrutura da placa ateromatosa impedindo o
rompimento € a consequente formagdo do trombo.

Neste contexto, no presente trabalho foram obtidos de novos candidatos a farmacos
com propriedades doadoras de NO e antiagregantes plaquetarias, através da estratégia de
hibridagdo molecular dos AINEs contendo uma subunidade doadora de o6xido nitrico,
representada pelos furoxanos, e espacada por uma subunidade N-acil hidrazonica. Dessa
forma, a inibicdo da sintese de tromboxanos associada a doagdo de 6xido nitrico permitiu
atuacdo nas plaquetas através de um mecanismo multiplo de acao com fins de diminui¢do da
agregacao plaquetaria.

Os produtos intermediarios e finais apresentaram bons rendimentos e foram
caracterizados por técnicas analiticas as quais predisseram que as estruturas propostas foram
obtidas. Todos os compostos se como doadores de 6xido nitrico. Os compostos la e 3a
apresentaram atividade analgésica superior a dipirona, utilizada como controle. No ensaio de
agregacao plaquetaria “in vitro” o composto la apresentou inibi¢cdo inibiu significativamente

a agregacao plaquetaria.
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1 INTRODUCAO

1.1. AGREGACAO PLAQUETARIA E ATEROSCLEROSE

A agregacdo plaquetaria acontece nos locais de lesdo vascular e fluxo sanguineo
dificultado ou turbilhonado. O rompimento da placa aterosclerdtica leva a exposi¢ao da matriz
extracelular e extravasamento do contetdo pro-trombdtico, permitindo adesdo e ativagdo das
plaquetas com formacdo de trombo subjacente (Figural) (GOROG, D.A., SWEENY &
FUSTER., 2009). Através dos receptores da superficie plaquetaria (receptor plaquetario
glicoproteina 1b(Gplb), V/ IX /,integrinas) as plaquetas se aderem a endotélio pela interagao
com o Fator de von Willebrand(FvW). (KULKARNI, S., TENNO & SEGBHAN 2000)

As plaquetas, apos ativagdo, participam ainda da cascata da coagulacdo ativando a via
extrinseca através inducdo de fatores teciduais pro-coagulantes, como CD40/C40L e P-
selectina/PSGL-1 e a via intrinseca através expressao de fosfatidilserina que se liga aos
fatores VIla/[Xa e Va/Xa. (LINDMARK et al, 2000). A ativacdo da cascata de coagulacao
leva a produgdo de trombina que amplifica ativacdo plaquetaria pelo aumento da expressao de
fosfatidilserina na superficie das plaquetas através de uma via de retroalimentacdo positiva

(MUHLESTEIN, 2010).
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Rupnsia da placa’

Muresclerose futmagis do Wamba

Figural: Ateroma presente em artéria aterosclerodtica cuja ruptura leva a formagao do trombo (adaptado de: LIBBY, 2002).

A aterosclerose ¢ uma doenga progressiva caracterizada pelo acumulo de lipideos e
componentes fibrosos em artérias. Sabe-se que a mesma se apresenta ndo s6 como um simples
acimulo passivo de lipideos na parede arterial, tido como conceito décadas atras, mas sim
como uma inflamag¢ao cronica. Nesse contexto, a doenca engloba um processo complexo que
envolve inflamacgdo, disturbios do metabolismo lipidico e ocorréncia de eventos vasculares
(FARMER & TORRE-AMIONE, 2002).

O inicio da doenga se da pela formacao de ateroma nos vasos sanguineos. Os ateromas
sao placas compostas por lipideos e tecido fibroso que se formam na parede dos levando a
diminui¢ao ou obstrucao do calibre dos vasos dos diferentes 6rgaos podendo levar a eventos
isquémicos como: sindrome coronaria aguda, infarto agudo do miocardio, acidentes
vasculares cerebrais entre outros. As placas podem ser instaveis, apresentando atividade
inflamatodria intensa com grande atividade proteolitica, capa fibrdtica fina e nacleo lipidico
proeminente € o rompimento desta leva a formag¢do do trombo ou ainda estaveis que
caracterizam-se por predominio de colageno organizado em capa fibrosa espessa com poucas

células inflamatdrias e nicleo lipidico em propor¢des menores. (YEH & KHAN, 2006).
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Estima-se que a aterosclerose seja a causa primdria de doenga arterial coronariana e
acidente vascular encefalico (AVE). Em paises ocidentais ¢ tida como a causa de 50% das
mortes (ROBERTS, 1995).

Sugere-se que o processo de aterosclerose seja iniciado pela agressdao ao endotélio por
diversos fatores como o estresse mecanico e as lipoproteinas de baixa densidade (LDL)
oxidadas. A LDL oxidada por mieloperoxidase, ceruloplasmina ou modulada por o6xido
nitrico ¢ considerada um potencial fator de risco para a inflamagdo responsavel por
desencadear o efeito aterosclerotico (FARMER & TORRE-AMIONE, 2000). O endotélio
agredido passa apresentar disfungdes como maior aprisionamento de LDL no espago
subendotelial e o surgimento de moléculas de adesdo leucocitaria na superficie endotelial.
Estas sdo responsaveis pela atragdo de monocito e linfocitos para a parede arterial. O LDL
oxidado também desencadeia a producdo de interleucina-1, este ¢ fator estimulante para
migracdo e proliferacdo das células musculares lisas da camada média arterial. Estas células
musculares migram para a camada intima e iniciam a produgdo de citocinas, fatores de
crescimento e matriz extracelular que formaré a capa fibrosa da placa aterosclerdtica. O LDL
oxidado também pode causar a formacao de microtrombos de plaquetas (MORA et al 1987).

O recrutamento e a adesdo de células leucocitarias mononucleares que ocorre no
ateroma em formagao sdo mediados pela expressdo de moléculas de adesdo na superficie das
células endoteliais. Entre as principais moléculas de adesdo produzidas pelo endotélio e
envolvidas na diminui¢do do rolamento das células destacam-se as selectinas, apds a ativacao
leucocitaria; moléculas de adesdo intercelular produzidas pelo endotélio (ICAM-1, ICAM-2) e
moléculas de adesdo a células vasculares tipo 1 (VCAM-1) também participam da ativacao
inflamatdria e promovem a adesdo estavel e a passagem dos leucocitos pelo endotélio. Estes
leucocitos apos adentrarem o ateroma transformam-se em células espumosas por meio de

acimulo de lipideos. A regula¢do da expressao de moléculas de adesdo também sofre uma
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regulagdo negativa. O oxido nitrico, por exemplo, reduz a adesdo leucocitaria as artérias
humanas (KHAN et al 1996).

Hé intima associac@o entre aterosclerose e aterotrombose, pois ndo raro os sintomas
clinicos de um ateroma envolvem o evento trombdtico. A aterotrombose ¢ a causa mais
comum de evento isquémico agudo. Diversos fatores contribuem para a aterotrombose como,
por exemplo: idade, raga, histérico familiar, fumo, hipertensdo, diabetes, obesidade,
inatividade fisica e dislipidemias elevagdao das lipoproteinas de baixa densidade (LDL) e
diminuicdo das lipoproteinas de alta densidade (HDL). A manifestagdo clinica da
aterotrombose estd ligada ao local arterial afetado e pode incluir sindrome coronaria aguda,
infarto agudo do miocardio, infarto isquémico e ataque de isquemia transiente. Nos Estados
Unidos a aterotrombose ¢ altamente prevalente. Cerca de 13 milhdes de norte americanos
possui doengas arteriais coronarianas, 5 milhdes sobrevivem a infarto e 8-12 milhdes possuem
doenca arterial periférica. Em 2004, estimou-se que os gastos do governo norte americano
com doencas cardiovasculares custou cerca de 368 bilhdes de dolares no ano (FAXON &
NESTO, 2006).

Os processos relacionados a inflamagdo podem participar na erosdao endotelial e
indubitavelmente contribuir para a formagdao de trombos. Os mediadores inflamatorios e as
lipoproteinas oxidadas podem estimular a expressdo e producao de metaloproteinases que
degradam componentes da membrana subendotelial promovendo a ruptura do endotélio. Apods
a lesdo endotelial ha exposicao do colageno subendotelial, aderéncia de plaquetas, exposicao
do fator tecidual e depleg¢ao local de prostaciclina. (LIBBY & AIKAWA, 2002; LIBBY,
2002).

A interacdo das plaquetas com os leucédcitos e células endoteliais € uma das
responsaveis pela associacao entre inflamagao e aterogénese. O papel das plaquetas no quadro

inflamatdrio cronico presente na aterosclerose esta relacionado a ativagdo, adesdo das células
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ao endotélio e liberagdo de mediadores inflamatorios e substancias mitogénicas, que alteram a
quimiotaxia, adesdo e atividade proteolitica das células endoteliais. Durante a adesdo ao
endotélio as plaquetas ativadas liberam moléculas pro-inflamatdrias e citocinas que ativam
mondcitos e aumentam seu recrutamento para a lesdo aterosclerotica (SEMPLE &
FREEDMAN, 2010).

Sendo a inflamagdo o papel central da aterotrombose agentes com atividades duais de
acdo: antiinflamatérios e antiagregantes paquetarios sdao fundamentais para prevenir a
morbidade e mortalidade associadas a doenca aterotrombodtica vascular (MUHLESTEIN,
2010).

Devido a atividade essencial das plaquetas nas doengas tromboembolicas, os fArmacos
antiagregantes plaquetarios possuem importante valor teraputico como preventivos na
aterotrombose. Diversos estudos tém demonstrando reducdo de morbidade e mortalidade por
doencas aterotromboticas com a utilizagdo desses agentes. Ademais, um grande numero de
evidéncias sugere que a utilizacao da terapia antiplaquetaria por longos periodos pode exercer
efeito benéfico ndo somente na diminui¢do da ativagdo plaquetaria, mas também pela redugao

da inflamacao associada (KEREIAKES, 2003; MICHELSON, 2010).

1.2. TERAPIA ANTIPLAQUETARIA

A terapia antiagregante plaquetaria inclui: inibidores da biossintese de tromboxanos,
antagonistas de receptor purinérgico P2Y 12, antagonistas de integrina allbB3 e antagonistas
de trombina. A terapia antiagregante mais utilizada usa acido acetil salicilico (AAS) e
clopidogrel, isoladamente ou em associacdo (MICHELSON, 2010).

O AAS inibe irreversivelmente a enzima prostaglandina endoperdxido sintase
(PGHS), também denominada cicloxigenase (COX), impedindo a formagdo de TXA; nas

plaquetas ativadas. O tromboxano ¢ um potente indutor da agregacdo plaquetaria e a
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diminuicdo de seus niveis pelo AAS constituem uma importante abordagem terapéutica para
prevengdao de doencas tromboembolicas. O AAS ¢ considerado ainda a terapia padrdo nos
eventos isquémicos agudos e na prevencado secundaria. A longo prazo, um dos inconvenientes
de sua utilizagdo sdo os efeitos gastrintestinais podendo causar ulceragdo e sangramento.
Estudos ainda apontam que uma série de individuos apresenta “resisténcia” ao farmaco nao
respondendo a terapia adequadamente (CUNHA et al 2003; SHARMA et al 2009).

Os antagonistas do receptor purinérgico P2Y 12 representados pelos pro-farmacos
ticlopidina e clopidogrel representam outra classe de antiagregantes plaquetarios. A
ticlopidina inibe irreversivelmente esse receptor e possui curto tempo de meia-vida com longa
duracdo de agdo. Entretanto, seu uso clinico esta restrito devido a presenca de efeitos adversos
como desconforto gastrointestinal e, mais gravemente, o surgimento de neutropenia e
trombocitopenia. O clopidogrel, pertencente a classe das tienopiridinas, ¢ um agente
antitrombodtico cuja aplicagdo clinica estd bem estabelecida nas sindromes coronarianas
agudas e nas intervencdes coronarianas percutaneas. Apresenta eficacia semelhante a do AAS
na prevengao secundaria ao infarto. (MICHELSON, 2008; HAMILTON, 2008).

A classe de inibidores da integrina allbB3, receptor do fibrinogénio e do fator Von
Wilebran (fvW), age inibindo a via final comum na agregacdo plaquetaria. A acdo desses
farmacos bloqueia a agregacdo plaquetaria induzida por qualquer agonista e, por isso, essa
classe ¢ constituida pelos antiplaquetdrios mais potentes disponiveis atualmente, como o
tirofibano, abciximabe e a eptifibatida. Entretanto, apresentam alguns inconvenientes
farmacocinéticos relacionados a baixa biodisponibilidade oral limitando a utilizacdo por via
parenteral e também efeitos adversos como trombocitopenia e elevadas taxas de sangramento
(HAMILTON, 2008).

Os antagonistas da a¢do da trombina, representados por firmacos como ximelagatran,

atuam inibindo as diversas agdes deste polipeptideo plasmatico como: promog¢ao da agregacao



21

plaquetaria, formacdo de fibrina através da acgdo catalitica de conversdo do fibrinogénio em
fibrina, ativagdo do fator XIII responsavel pela ligacdo cruzada de fibrina entre outros. Os
inibidores da acdo da trombina na agregacdo plaquetaria esta relacionada a ativacao dos
receptores de protease ativados PAR-1 e PAR-4 (HO & BRIGHTON, 2006).

Importante abordagem terapéutica na inibi¢do da agregagdo plaquetaria ¢ o aumento
dos niveis dos nucleotideos ciclicos GMPc e AMPc, os quais interferem em todas as vias da
agregacdo e tem como estimuladores o 6xido nitrico e a prostaciclina respectivamente para
guanilato ciclase e adenilato ciclase (Figura 2). Clinicamente, os inibidores de fosfodiesterase
(ex. dipiridamol e cilostazol) tém sido utilizados em baixas dosagens, geralmente em
associagdo com outros antiagregantes. O objetivo € obter sinergismo de a¢do por aumentar os
niveis desses nucleotideos ciclicos, inibindo a funcdo plaquetaria sem interferir na

musculatura lisa (SCHWARZ et al 2001).
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,go formagé&o de TXAB: P2Y12:
AAS Clopidogrel
AAS 3 prasugrel

Inibidores de
PDE:
Dipiridamol
Cilostazol

@ " Cilostazol
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Figura 2: Principais alvos de agdo dos farmacos nas plaquetas. (Adaptado de COSTA, 2008).
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Uma vez que as terapias disponiveis se apresentam insuficientes para o controle efetivo
dos eventos vasculares, tanto a descoberta de novos alvos terapéuticos como a de fairmacos
que atuem em mais de um alvo terapéutico, constituem-se abordagens importantes para o

desenvolvimento de novos agentes antiplaquetarios.

1.3. MODIFICACOES MOLECULARES

Entre os métodos de descoberta de novos farmacos a modificagdo molecular se
mostra como uma das mais promissoras (WERMUTH, 2004). Entre os processos de
modificacdo molecular destacam-se: hibridacdo, latencia¢do, bioisosterismo entre outros
(SANTOS, 2007; BARREIRO, & FRAGA, 2001; CHUNG et al., 2005)

A hibridagdo ¢ um processo de modificacao molecular caracterizado pela conjugacao
de caracteristicas estruturais definidas de dois ou mais compostos bioativos distintos, em uma
unica molécula. Essa estratégia tem sido empregada para obtencdo de diversos farmacos
disponiveis no mercado e mostra-se atraente e promissora para identificagdo de novos
prototipos (STRUPEZEWSKI, 1991).

Alguns processos fisiopatologicos envolvidos na génese de doengas podem, por suas
caracteristicas, sugerir a necessidade de se desenharem bioligantes ou prototipos onde sejam
incluidas, na mesma molécula, com duas ou mais propriedades farmacodinamicas, de forma a
assegurar uma melhor eficacia terapéutica (BARREIRO & FRAGA, 2001).

Neste caso, o desenho estrutural, baseado no mecanismo de agao, deve considerar
fatores estruturais mais complexos, de maneira a assegurar a mesma molécula planejada o
reconhecimento molecular por dois ou mais alvos terapéuticos, simultaneamente, aumentando

a efici€ncia terapéutica.
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1.4. PLANEJAMENTO ESTRUTURAL

Utilizando a estratégia de hibridacdo molecular foi planejada uma nova série de
estruturas quimicas contendo as subunidades farmacoforicas: a) dos protdtipos
antiinflamatorios: 4cido salicilico, cetoprofeno, diclofenaco, ibuprofeno e naproxeno,
representadas pela subunidade (A); b) a subunidade N-acil-hidrazonica; (B) utilizada como
agente espacgador e; ¢) o nucleo furoxanico (C) como doador de 6xido nitrico (Esquema 1).

A inflamagdo possui papel importante na fisiopatologia da aterosclerose sugerindo
que a utilizagdo de AINEs como preventivo em doses anti-inflamatorias poderia reduzir as
manifestagoes clinicas da doenca arterial coronariana (ROSS, 1999; RIDKER et al 2000).

Os anti-inflamatorios ndo esterdides (AINEs) inibidores da enzima ciclo-oxigenase
(COX-1), presente nas plaquetas podem inibir, ao contrario do AAS, reversivelmente a
producdo de tromboxano A2 (TXA2). Nas doses em que sdo usados como analgésicos os
AINEs inibem reversivelmente a atividade da COX-1 nas plaquetas em torno de 70-80%
(PATRONO et al 2004).

Ao contrario dos farmacos inibidores seletivos da COX-2 que ndo inibem a sintese
de tromboxanos nas plaquetas, alguns farmacos COX-1 nao seletivos como o naproxeno,
diclofenaco, ibuprofeno, meloxicam demonstram esse potencial. Alguns trabalhos mostram
que o naproxeno, por exemplo, suprime a producdo de tromboxano e inibe a agregagao
plaquetaria em 88% (VAN HECKEN at al 2000; CARR et al 1986). Embora promissor este
nivel de inibicdo da sintese de tromboxanos ¢ insuficiente para bloquear adequadamente a
agregacdo plaquetaria “in vivo” sendo, portanto, necessarias estratégias para aumentar a
inibicdo quase completa da atividade agregante de inibidores reversiveis (PATRONO et al
2004; PATRONO et al 2001; MASFERRER & NEEDLEMAN, 2000). Portanto, para fins de
otimizagdo os AINEs tidos como mais promissores na inibicdo de tromboxano A2 foram

selecionados com objetivo de aumentar a atividade antiagregante plaquetaria de um inibidor
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reversivel visando melhor controle de eventos hemorragicos associados ao uso de inibidores
irreversiveis e a diminuigdo do processo inflamatério presente na aterosclerose. O controle do
processo inflamatorio auxilia na melhor estabilizagdo da placa aterosclerotica, retartando ou
impedindo sua ruptura.

Muitos estudos tém demonstrado que a presenca da subunidade N-acil hidrazona
confere aos compostos aumento na atividade antiagregante plaquetéria em ensaios de indugao
de agregacdo por fator de agregagcdao plaquetaria.  Acredita-se que existe melhor
reconhecimento pela COX-1 dessa subunidade e consequentemente melhor perfil de inibicdo
da enzima reduzindo a formag¢ao de tromboxano A2 (CUNHA et al 2003; FRAGA et al 2000;
SILVA et al 2004). Outro mecanismo proposto ¢ baseado na propriedade quelante da
subunidade N-acil hidrazona a qual tem sido associada com o sequestro de calcio intracelular
das plaquetas o que interfere no processo de ativagao e agregacao (TODESCHINI et al 1998).

O furoxano e derivados (N-6xido-1,2,5-oxadiazol) apresentam propriedades quimicas
e bioldgicas antimalaricas, antimicrobianas, antichagasicas, antineoplasicas, antiagregantes
plaquetarias, vasodilatadores entre outras e todas estas atividades estdo relacionadas com a
capacidade de doagdo de 6xido nitrico (NO) pela subunidade furoxanica.(CERECETTO &
PORCAL, 2005).

Devido as suas propriedades vasodilatadoras, a capacidade de doagdo de NO foi
estudada para obter novas substancias com esse perfil farmacoldgico (CENA et al., 2004).
Alguns estudos desenvolvidos recentemente propde que o mecanismo de liberacao de NO seja

cisteina-dependente conforme esquematizado na Figura 3.
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Figura 3: Mecanismo sugerido para liberacdo de NO pelos derivados furoxanicos.(CERECETTO & PORCAL, 2005 )

No mecanismo apresentado na Figura 3, observamos que para que a doacao de NO
aconteca, inicialmente o enxofre da cisteina faz o ataque ao nitrogénio N-6xido. Ocorre,
entdo, a abertura do anel furoxanico e apos isto ha outro ataque nucleofilico de um residuo de
cisteina ao carbono alfa da subunidade N-6xido, levando a formagdo de subprodutos que
culminam com a formagdo e liberacdo de NO. Deste modo, se pode propor que substituintes
introduzidos no carbono alfa a subunidade N-6xido que retirem densidade eletronica, e sejam
favoraveis estericamente, tornam o atomo de carbono mais deficiente do ponto de vista
eletronico e mais suscetivel ao ataque do nucledfilo. Observou-se que a maior doagdo de NO
esta relacionada a presenca de grupos eletroatratores ligados ao carbono alfa ligado ao N-
oxido, mostrando que, de fato, a capacidade de doagdo de NO se relaciona com o substituinte
deste carbono. (SORBA et al., 1997).

O 6xido nitrico esta envolvido em diversos processos vasculares como diminui¢do da
expressao de citocinas induzidas pelo fator tissular, hiperplasia da camada intima apos lesao
do endotélio vascular, adesdo dos mondcitos ao endotélio, oxidagdo de lipoproteinas de baixa
densidade (LDL) (pelo seqiiestro de radicais lipidicos propagatorios), vasodilatagdo e inibicao
da adesdo e agregacdo plaquetaria. Os receptores intracelulares via guanilato ciclase soluvel
que catalisa a formagao do segundo mensageiro 3’,5’-guanosina monofosfato (GMPc) sao os

mediadores de muitas destas respostas. (ZAFAR et al 2007).
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Quando a biodisponibilidade de NO ¢ reduzida, leva a disfun¢do endotelial, com
inicio e progressao do processo aterogénico, instabilidade da placa e formacao do trombo.
Alguns relatos mostram que pacientes com sindrome coronaria aguda apresentam aumento do
estresse oxidativo e diminui¢do da producdo de NO (FREEDMAN et al 1998).

Muitos relatos da literatura demonstram que os eventos trombodticos da
aterotrombose diminuem significativamente com compostos que apresentam propriedades
doadoras de 6xido nitrico, devido a manutencao dos niveis de NO, como derivados do acido
acetilsalicilico tendo uma funcdo éster de nitrato que apresentaram melhora na reperfusao e
atividade antitrombdtica (VOETSCH et al 2004; RUSSO et al 2002). Alguns hibridos de anti-
inflamatoérios contendo subunidades doadoras de NO demonstraram melhor ou comparavel
perfil analgésico, anti-inflamatorio e ainda a auséncia de gastrotoxicidade. (CENA et al 2003;
VELAZQUEZ et al 2005; VELAZQUEZ et al 2008; CHIORILI et al 2003; LAZZARATO et
al 2008; ABDELLATIF et al 2009) .

Atualmente, fazendo uso da hibridagdo molecular, tem sido explorado como doadora
de NO a subunidade furoxanica em varios processos fisiopatolégicos nos quais a presenga
desse mediador ¢ importante. Deste modo, atividades farmacoldgicas duplas podem ser
associadas em uma mesma estrutura quimica e¢ quando planejadas adequadamente trazem
beneficios para o tratamento de determinadas doengas como, por exemplo, a aterotrombose
(CENA et al., 2004).

A inibi¢do da sintese de tromboxanos associada a capacidade de doagdo de 6xido
nitrico utilizando espacadores N-acil hidrazonicos representa uma abordagem diferenciada
para o tratamento e prevencao dos eventos tromboembolicos.

Assim, utilizando a estratégia de hibridagdao molecular planejou-se uma série de
compostos hibridos, contendo os antiinflamatérios ndo esterdides: 4acido salicilico,

diclofenaco, ibuprofeno e naproxeno, e os derivados furoxanicos com perfis diferenciados de
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doagdo de 6xido nitrico espagados pela subunidade N-acilhidrazona. Pretendeu-se assegurar o
carater multiplo de acdo antecipado como benéfico para a terapia antiplaquetaria na prevencao

e tratamento da aterotrombose.

subunidade
N-acilhidrazona
(antiagregante plaquetario)

derivados furoxanicos

O R C
AINES™ "OH )J\((
A+B+C H N
I N

N-oO"
—— . . ~
Hibridacao R1 =CHs, CgHs
1) Molecular
@)
y
AINESs - antiinflamatérios ndo esterdides
acido salicilico, cetoprofeno, diclofenaco,
ibuprofeno e naproxeno espacador
N-acilhidrazénico AINE R1
A 1a) acido salicilico; R1 = CHs
0 H C 1b) 4cido salicilico; R1 = CgHs
N= Rq 2a) naproxeno; R1=CHj
AINEs” INH 7\ 2b) naproxeno; R1 = CgHs
N. ~N 3a) cetoprofeno; R1=CHgy
0 o 3b) cetoprofeno; R1 = CsHg
4a) diclofenaco; R1=CHgj;
R1 = CHjs, CgH .
. S 4b) diclofenaco;; R1=CgHg
5a) ibuprofeno;; R1 =CHj
1-5(a-b)

Esquema 1: Planejamento estrutural dos novos compostos hibridos 1-5 (a-b) contendo a subunidade espacadora N-
acilhidrazona.
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2 OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL

Este trabalho visa a pesquisa de novos compostos para tratamento e prevengdo da
aterotrombose através do planejamento, sintese e avaliagdo farmacologica de candidatos a

farmacos potencialmente uteis como antiagregantes plaquetarios.

2.2.  OBJETIVOS ESPECIFICOS
— Sintese, purificagdo e caracterizagdo estrutural dos intermedidrios sintéticos.
— Sintese, purificacdo e caracterizagdo estrutural dos compostos hibridos.
— Avaliagdo da capacidade de doacao de 6xido nitrico pelos compostos.
— Avaliagdo da atividade antiagregante plaquetaria dos compostos hibridos.
— Avaliagdo da atividade analgésica em ensaio de contor¢ao abdominal induzida por

acido acético.
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3 METODOLOGIA

3.1. MATERIAL (REAGENTES E SOLVENTES)

Acetato de etila, acido acético, acido cloridrico 37%, acido salicilico, acido fosforico,
adenosina difosfato, alcool trans-cindmico, cetoprofeno, cisteina, cloroférmio, crotonaldeido,
diclofenaco, diclorometano, dimetilsulfoxido , dinitrato de isossorbida, etanol, hexano,

hidrato de hidrazina 64%, ibuprofeno, metanol, naproxeno, nitrito de sodio, silica para coluna.

3.2. METODOLOGIA SINTETICA

A metodologia de sintese dos intermedidrios e produtos finais esta inserida no anexo |

3.2.1. Sintese dos derivados furoxanicos funcionalizados

Para a obten¢ao dos derivados furoxanicos levou-se em conta o substituinte presente
no carbono alfa a subunidade N-6xido, pois se sabe que a doacdo de 6xido nitrico por parte
dos derivados furoxanicos depende do efeito eletronico deste substituinte. Assim, foram
selecionados dois substituintes: um eletroretirador e outro eletrodoador representados
respectivamente pelo grupo fenila e pelo grupo metila. Dessa forma, se pretendeu obter
padrdes diferenciados de doagdo de NO e foram tragcados a relacao entre o padrdo de doacao e
a atividade antiagregante plaquetaria pretendida (CERECETTO & PORCAL, 2005).

Para obtencao do derivado 4-metil-1,2,5-oxadiazol-N-6xido-3-carbaldeido (Esquema
2) se reagiu crotonaldeido com nitrito de s6dio em meio com dacido acético, conforme
procedimento previamente descrito, para obter o derivado furoxanico com rendimento de 30%

(Esquema 1) (SANTOS, 2009; MONGE et al 1998).
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Esquema 2: Sintese do 4-metil-1,2,5-oxadiazol-N-6xido-3-carbaldeido.

O segundo derivado furoxanico (4-fenil-1,2,5-oxadiazol-N-6xido-3-carbaldeido) foi
obtido através da rea¢do do alcool trans-cindmico com nitrito de sédio em meio com acido
acético com rendimento descrito como sendo de 90% (MONGE et al 1998). A fungdo alcool
foi oxidada a fun¢do aldeido usando como agente oxidante a mistura didoxido de
manganés/permanganato de potassio em cloroférmio com rendimento descrito como sendo de

60% (Esquema 3) (MONGE et al 1998; ADAMS & LUZZIO, 1989).

OH

alcool cinamico

a) NaNO,, HAc, 0°C, 24h (90%); b) MnO,, KMnO,, DCM, 3h (60%);

Esquema 3: Sintese do 4-fenil-1,2,5-oxadiazol-N-6xido-3-carbaldeido.

3.2.2. Sintese dos derivados antiinflamatdrios funcionalizados

A fungdo acido carboxilico presente nos derivados anti-inflamatorios foi inicialmente
esterificada ao éster metilico em meio contendo metanol catalisado por &cido. Posteriormente,
o derivado éster metilico foi reagido com hidrato de hidrazina 64%, através de uma reacao de
substituicdo nucleofilica bimolecular, para obtencdo das hidrazidas dos anti-inflamatorios

conforme procedimento previamente descrito (Esquema 4) (VIZIOLI et al 2009).
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0
AINEs—
OH

AINEs = &cido salicilico, naproxeno, ibuprofeno, diclofenaco, cetoprofeno

a) MeOH, H*cy., 4-24h (100%); b) NH,NH, 64%, EtOH, 6-24h (100%).

Esquema 4: Sintese das hidrazidas dos antiinflamatdrios.

3.2.3. Sintese dos compostos hibridos (produtos finais)

A tltima etapa reacional envolveu a reacdo de acoplamento entre os derivados
furoxanicos contendo a funcdo aldeido e os derivados antiinflamatérios nao esterdides
contendo a funcdo hidrazida com fins de obter a subunidade N-acil hidrazona. Essa reacao
pode ser realizada em meio etandlico ou metandlico catalisado por acido e levou a obtengdo
dos compostos hibridos espagados pela subunidade N-acil-hidrazona (Esquema 5) (CUNHA

et al 2003; BARREIRO et al 2002; LIMA et al 2008).

o]

o »NHH
a AINEs N=
AINEs—{ 2
Znm!
NHNH, N
\O\g.

AINEs = &cido salicilico, naproxeno, ibuprofeno, diclofenaco, cetoprofeno
R= CH3 ou C6H5

a) furoxano, EtOH, H* .

Esquema 5: Sintese dos compostos hibridos
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3.3. METODOS ANALITICOS

3.3.1. Cromatografia em Camada Delgada (C.C.D.)

Utilizou-se cromatografia em camada delgada para o acompanhamento das reacdes.
Foram utilizadas placas de silica gel G-60, com 0,25 mm de espessura, ¢ placas Alugram
Nano-Sil G/UV 254 da Merck para o acompanhamento das reagdes com o seguinte sistemas

solventes: Hexano/Acetato de Etila (70:30), Hexano/Acetato de Etila (50:50)

3.3.2. Espectrometria de RMN H'e RMN *C
Os espectros de RMN "°C e 1H foram realizados na Central Analitica do Instituto de
Quimica da Universidade de Sao Paulo (USP), utilizando-se espectrometro, Briiker, modelo

Advance DPX300 - 300 MHz.

3.3.3. Espectrofotometria de absorcéo no infravermelho (1V)

Os espectros de absor¢dao no 1V, na regido de 4.000 a 400 cm-1, foram obtidos em
pastilhas de KBr no espectrofotometro Shimadzu.
3.3.4. Ponto de Fusao

As faixas de fusdo dos compostos foram determinadas, sem corre¢do, em aparelho de

Ponto de fusdo capilar “Electrothermal”

3.4. ENSAIOS BIOLOGICOS

Os experimentos utilizando animais foram submetidos ao comité de ética em
pesquisa da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas — UNESP Araraquara e receberam parecer
favoravel a sua execugdo conforme protocolos CEP/FCF/CAr n° 05/2010 e CEP/FCF/CAr n°

06/2010, ANEXO II.
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3.4.1. Ensaio de atividade “in vitro” . Deteccdo quantitativa de nitrito (SORBA et al
1997)

O NO em solucdo rapidamente se oxida em nitritos e nitratos, por isso a
quantificacdo da concentracdo de nitrito ¢ uma forma indireta de mensurar a capacidade de
doagdo de 6xido nitrico pelos compostos.

Primeiramente foram preparadas as amostras pesando-se 0,0001 mol de cada
hidrazona e do padrao utilizado, dinitrato de isossorbida,a serem testados, e solubilizou-os
em 1 mL de dimetilsulféxido cada um em um tubo de ensaio.

Foi entdo preparado o tampao fosfato S0mM (pH 7,4) solubilizado 0,68g de fosfato
de potassio monobdsico em 80 mL de dgua destilada. O pH da solugdo foi ajustado, com
auxilio de equipamento, para valor de 7,4 com hidroxido de sodio 10% ou acido cloridrico
10%. Completou-se o volume em baldo volumétrico para 100 mL com agua destilada. O
balao foi protegido da luz.

Preparou-se também o tampdo fosfato S0OmM (pH 7,4) contendo SmM de cisteina
onde 0,68g de fosfato de potdssio monobdsico e 600 mg (SmM) de cisteina, conforme
procedimento adotado, foram solubilizados em 80 mL de 4gua destilada. O pH da solugdo foi
ajustado para 7,4 com hidroxido de s6dio 10% ou acido cloridrico 10%. Completou-se o
volume em baldo volumétrico para 100 mL com 4gua destilada. O baldo foi protegido da luz.

Em seguida foi preparado reagente de Griess em um baldo volumétrico de 100 mL
adicionou-se 4g de sulfonamida, 0,2g de dicloridrato de N-naftiletilenodiamina, 20 mL de
a’gua destilada e 10 mL de 4cido fosforico. O volume final do baldo foi completado para 100
mL.

Para construg¢do da curva de calibracdo foram preparadas solu¢des-padrao de nitrito
de sodio nas concentracdes de 10-80 nmol/L (SORBA et al 1997). Apos adicdo de reagente

de Griess, a mistura foi mantida em repouso a temperatura ambiente por 10 minutos.
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Decorrido este tempo, os valores de absorvancia foram medidos em espectrofotometro
UV/visivel Shimatzu no comprimento de onda de 540 nm.

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

como porcentagem nitrito (NO2” mol/mol + E.P.M.

3.4.2. Ensaio de atividade analgésica (CLOSE, B. et al 1996)

A atividade analgésica periférica dos compostos foi avaliada no modelo de contorgao
abdominal induzida por acido acético 0,6%, conforme previamente descrito. (COLLIER et al
1968) Neste ensaio os animais sdo pré-tratados com os compostos la, 2a, 3a, 4a, 5a por via
oral na concentragdao de 100 umol/kg (0,1 mL/20g) ou com o farmaco padrao dipirona (v.o.;
100 pmol/kg; 0,1 mL/20g). No grupo controle negativo ¢ administrado por via oral suspensao
de goma ardbica 5%. Apos 1 hora da administracdo das substancias ¢ injetada por via
intraperitonial uma solug¢do de acido acético 0,6% (0,1mL/10g camundongo) e registra-se
durante 30 minutos o nimero de contor¢des. A diminuigdo do nimero de contor¢des esta

relacionada a atividade analgésica periférica dos compostos, e ¢ expressa pela formula:

% atividade analgésica = n-n’/100n

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

A atividade analgésica foi expressa como % da inibi¢dao das contor¢des quando

comparado com o grupo controle. Os resultados foram expressos como médias + E.P.M. do
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numero de animais por grupo. Os dados foram estatisticamente analisados pelo teste t-Student
para um nivel de significancia *p<0,05.

Todas as substancias foram preparadas em suspensao de goma arabica 5% na dose de
100 umol/Kg. A goma ardbica 5% ndo apresentou atividade analgésica e teve o mesmo
numero de contorgdes da solucdo salina (resultados ndo mostrados).

Foram utilizados 6 grupos de animais: contendo cada um 6 camundongos de
linhagem Swiss, machos, de idade entre 6 a 8 semanas, peso médio de 20 a 30 gramas, do
biotério de Botucatu, com padrao sanitario convencional, totalizando 36 animais.

A eutandsia foi feita em camara de CO2, pois 0 mesmo em concentragdes acima de
70% atua como anestésico e produz rapida perda da consciéncia. E tido como um

procedimento de eutanasia aceitavel para rato. (CLOSE, B. et al 1996).

3.4.3. Atividade antiagregante plaquetaria (BORN & CROSS , 1962)

O método turbidimétrico foi utilizado conforme descrito por BORN & CROSS
(1962). Ratos Wistar machos (270-340g) foram anestesiados com isoflurano e uma incisao
longitudinal no abdomen foi feita para a coleta de sangue arterial obtido do ramo descendente
da artéria aorta. Para obtencao de plaquetas lavadas, o sangue dos ratos foi coletado em ACD-
C (citrato de sodio 12.4 mM, acido citrico 13 mM e glicose 11 mM) (9:1 v/v). Primeiramente
o PRP foi obtido por centrifugacao do sangue total a 200 g em temperatura ambiente por 15
min. Em seguida, o tampao de lavagem (NaCl 140 mM, KCl 0.5 mM, citrato trisédico 12
mM, glicose 10 mM e sacarose 12.5 mM, pH 6) na propor¢do 7:5 (tampao/plasma) foi
adicionado ao PRP e centrifugados por 13 min a 800 g. O precipitado plaquetario foi
ressuspenso em tampao de lavagem e novamente centrifugado a 800 g por 13 min.

Finalmente, as plaquetas foram ressuspensas em solu¢do de Krebs-Ringer desprovida de
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Ca++ (NaCl 118 mM, NaHCO3 35 mM, KCI 4,7 mM, KH2PO4 1,2 mM, MgS04.7H20
1,17 mM, glicose 5,6 mM) e o nimero de plaquetas foi ajustado para 1,2 x 108 plaquetas/mL
através de contagem manual utilizando-se cimara de Neubauer. Ao final, foi adicionado
cloreto de calcio a suspensdo plaquetaria para uma concentracao final de ImM. Para avaliagao
do ensaio de agregacdo plaquetaria foi usado o método turbidimétrico . 400ul de solugao
contendo as plaquetas foram transferidas para a cubeta de agregacdo e avaliada usando o
equipamento agregometro de 1 canal (Qualiterm, Sao Paulo, Brasil). O aparelho foi calibrado
para 0% (suspensdo de plaquetas lavadas) e 100% (solug¢dao de Krebs-Ringer). Em seguida a
agregacao foi induzida pelos diferentes indutores: ADP (3-10 mM), AA (200 uM), colageno
(5 pg/ml) e trombina (30-100 mU/mL) e monitorada por 10 min.
As substancias teste e o veiculo empregado (DMSO) foram pré-incubados por 5
minutos antes da adi¢do do agente agregante. A concentragdo de DMSO na amostra nao
ultrapassou o limite de 1% para ndo ocorrer interferéncia nos resultados. As amostras foram

analisadas em triplicata e realizados em 3 experimentos independentes para cada substancia.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. SINTESE DOS INTERMEDIARIOS E PRODUTOS FINAIS.
4.1.1. Caracterizagdo estrutural dos intermediarios furoxanicos funcionalizados.

4.1.1.1. Espectroscopia de absor¢ao no infravermelho (IV)

4000 3500 2000 2500 2000 1750 1500 1250 1000 750 500

1/cm
Espectrol: Espectro na regido do Infravermelho do intermediario 4-metil-1,2,5-oxidiazol-N-6xido-3-carbaldeido(KBr).

Tabela 1: Bandas de absor¢ao do espectro no infravermelho relativos ao 4-metil-1,2,5-oxidiazol-N-6xido-3-carbaldeido

(KBr).
Marcador V (cm?) Grupo caracteristico Tipo de deformacéo
A 292421 C-H (Aromatico) Axial
B 2360,01 C-Haigeido Axial
(© 1609,67 C=0 Angular
D 1570,71 N-O (N-o6xido) Angular
E 1375,20 CH; Angular Simétrica

Os espectros de absorcdo no infravermelho de todos os derivados furoxanicos

funcionalizados apresentaram fung¢des que caracterizam esses compostos. Tais estiramentos
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podem ser observados na deformacio axial em 2360 cm™ que caracteriza a ligacdo C-H da
funcao aldeido. A fun¢do N-O ( N-6xido ) destes compostos também podem ser visualizada
nestes nos espectros nas deformacgdes axiais em 1577 cm”, 1575 em™ e 1570 cm™. Em 4-
metil-1,2,5-oxidiazol-N-6xido-3-carbaldeido podemos observar a deformacao provocada pelo
estiramento angular simétrico da metila em 1375 cm™.

Em aproximadamente 3400 cm ™' podemos observar a deformacio provocada pelo
OH referente a agua contida no KBr, utilizado no preparo da amostra, devido ao excesso de

umidade.
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Espectro 2: Espectro na regido do Infravermelho do intermediario 4-fenil-1,2,5-oxidiazol-N-6xido-3-carbaldeido(KBr)

Tabela 2: Bandas de absor¢@o do espectro no infravermelho relativos ao 4-fenil -1,2,5-oxidiazol-N-6xido-3-carbaldeido

(KBr)
Marcador V (cm™?) Grupo caracteristico ~ Tipo de deformacao
A 3061,16-2924,10 C-H aromatico Axial
B 2336,86 C-Haigeido Axial
© 1600,02 C=0 Axial
D 1577,84 N-O (N-6xido) Angular
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Aromatico
E 697,30 Angular
Monossubstituido

Os espectros de absor¢cdo no infravermelho de todos os derivados furoxanicos
funcionalizados apresentaram fung¢des que caracterizam esses compostos. Tais estiramentos
podem ser observados nas deformagdes axais em 2336 cm™, 2360 cm™ e 2371 cm™ que
caracterizam a ligacdo C-H da fun¢do aldeido. A fungdo N-O ( Noxido ) destes compostos
também podem ser visualizada nestes nos espectros nas deformagdes axiais em 1577 cm’,
1575 em™ e 1570 cm™. Em 4-fenil-1,2,5-oxidiazol-N-6xido-3-carbaldeido podemos observar

o estiramento da fenila monossubstituida em 697,30 cm’ .

4.1.2. Caracterizagdo estrutural dos derivados anti-inflamatorios funcionalizados

4.1.2.1. Espectroscopia de absor¢ao no infravermelho (IV)

Espectro 3: Espectro na regido do Infravermelho do derivado 2-hidroxibenzohidrazida (KBr)
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Tabela 3: Bandas de absor¢ao do espectro no infravermelho do derivado 2-hidroxibenzohidrazida (KBr)

Marcador V (cm?) Grupo caracteristico Tipo de deformacéo

A 3319,49 N-H Axial

B 2708,13 C-Hj omatico Axial

C 1647,21 (C=0) vl Axial

D 1352,10 NH Angular
Aromatico 1,2

E 1134,14 Angular
dissubstituido

Podemos destacar os estiramentos axiais N-H em 3319 cm™ e o estiramento C=0 em
1647 cm™ referente a carbonila da fun¢io amida presente na hidrazida. sugerindo que a reagio
ocorreu. Além disso, os estiramentos de NH e NH, presente na hidrazida podem ser

observados em deformacdes angulares presentes em 1352 cm™

Espectro 4: Espectro na regido do Infravermelho do derivado 2-(6-metoxi-2-naftil) propanohidrazida(KBr)
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Tabela 4: Bandas de absorg@o do espectro no infravermelho relativos a 2-(6-metoxi-2-naftil) propanohidrazida (KBr)

Marcador V (cm?) Grupo caracteristico Tipo de deformacéo
A 3280,92 N-H Axial
B 2970,38 Cl kgt Axial
C 1635,64 C=0 hidrazida Axial
D 1297,10 NH Angular
B 1215,15 C-0-C Axial

Os estiramentos axiais N-H em 3280 cm” e o estiramento C=0 em 1635 cm’
referente a carbonila da fungcdo amida presente na hidrazida podem ser observados, sugerindo
que a reacdo ocorreu. Além disso, os estiramentos de NH e NH; presente na hidrazida podem

ser observados em deformacdes angulares presentes em 1297 cm’™
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Espectro 5: Espectro na regidao do Infavermelho do derivado 3-benzoilfenil)propanohidrazida (KBr)



Tabela 5: Bandas de absorgao do espectro no infravermelho relativos ao 2-(6-metoxi-2-naftil) propanohidrazida(KBr)

Marcador V (cm?) Grupo caracteristico Tipo de deformacéo
A 3292.,49 N-H Axial
B 2935,66 Cl kgt Axial
C 1674,21 C=0 hidrazida Axial
1,3 aromaritoco
D 700,16 Angular

dissubstituido.
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Podemos destacar os estiramentos axiais N-H em 3292 cm™ e o estiramento C=0 em

1674 cm™ referente a carbonila da fun¢io amida presente na hidrazida, sugerindo que a reacio

ocorreu.
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Espectro 6: Espectro na regiao do Infravermelho do derivado {2-[(2,6-diclorofenil)amino]fenil } acetohidrazida(KBr)
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Tabela 6: Bandas de absorcéo do espectro no infravermelho relativos ao derivado {2-[(2,6-diclorofenil)amino]fenil }
acetohidrazida (KBr)

Marcador V (cm?) Grupo caracteristico Tipo de deformacéo
A 3325,28 N-H Axial
B 1637,56 C=0 hidrazida Axial
C] 1518,33 N-H Angular
Aromatico
D 773 Angular
trissubstituido.

Podemos destacar os estiramentos axiais N-H em 3325 cm™ ¢ o estiramento C=0 em
1637 cm™ referente a carbonila da fun¢do amida presente na hidrazida. sugerindo que a reacio
ocorreu. 'Além disso, os estiramentos de NH e NH, presente na hidrazida podem ser

observados em deformacdes angulares presentes em 1518 cm™

Hz
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Espectro 7: Espectro na regido do Infravermelho do derivado 2-(4-isobutilfenil) propanohidrazida(KBr)
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Tabela 7: Bandas de absor¢@o do espectro no infravermelho relativos ao derivado 2-(4-isobutilfenil) propanohidrazida (KBr)

Marcador V (cm™) Grupo caracteristico Tipo de deformacéo

A 3313,71 N-H Axial

B 2953,02 C-Hiomatico Axial

© 1637,56 (C=0) 1wl Axial

D 1359,10 NH Angular
Aromatico 1,4

E 986,34 Angular
dissubstituido

Podemos destacar os estiramentos axiais N-H em 3313 cm™ e o estiramento C=0 em
1637 cm™ referente a carbonila da fun¢io amida presente na hidrazida. sugerindo que a reacio
ocorreu. '. Além disso, os estiramentos de NH e NH, presente na hidrazida podem ser

observados em deformacdes angulares presentes em 1359 cm™

4.1.3. Caracterizacdo estrutural das hidrazonas do derivado furoxanico metilado

4.1.3.1. Espectroscopia de absor¢ao no infravermelho (IV)
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Espectro 8: Espectro na regiao do Infravermelho do produto final 1a (KBr)
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Tabela 8: Bandas de absor¢do do espectro no infravermelho do produto final 1a (KBr)

Marcador V (cm™?) Grupo caracteristico Tipo de deformacéo
A 3317,71 OH Axial
B 3098,78 C-H (Aromatico) Axial
© 1658,85 Cc=0 Angular
D 1606,77 C=N nidrazona Angular
E 1485,25 N-O Angular
F 1207.,49 CH; Angular Simétrica

Podemos destacar os estiramentos axiais O-H em 3317 cm™ e o estiramento C=0
em 1658 cm-1 referente a carbonila da fungdo amida presente na hidrazona. Podemos ainda
visualizar o estiramento da deformacdo axial do C-H aromatico em 3098,78 cm™ e 1606 cm-'
referente ao estiramento C=N resultante da formag¢ao da hidrazona. Em 1485,25 ¢é observado
o estiramento N-O. Neste espectro ndo se observa mais a presenca da ligagdo C-H de
aldeidos que aparecia entre 2371 ¢ 2336 cm™, evidenciando o éxito da reagdo de substituigio

nucleofilica e auséncia da fun¢ao aldeido.
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Espectro 9: Espectro na regido do Infravermelho do produto final 2a (KBr)

Tabela 9: Bandas de absorg@o do espectro no infravermelho do produto final 2a (KBr)

Marcador V (cm?) Grupo caracteristico Tipo de deformacéo
A 2960,73 C-H (Aromatico) Axial
B 1680,00 C=0 Angular
C 1616,35 C=N pidrazona Angular
D 1487,23 N-O Angular
E 1207,49 CH; Angular Simétrica

Podemos destacar estiramento da deformacao axial do C-H aromatico em 2960,73
cm’ e o estiramento C=0 em 1680 cm™ referente a carbonila da funcdo amida presente na
hidrazona. Em 1616 cm™ & observado o estiramento C=N resultante da formacdo da

hidrazona. Em 1487,23 ¢ encontrado o estiramento do N-O. Neste espectro ndo se observa
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mais a presenca da ligacio C-H de aldeidos que aparecia entre 2371 e 2336 cm’,

evidenciando o éxito da reacao de substitui¢do nucleofilica e auséncia da fungao aldeido.

%T |
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Espectro 10: Espectro na regido do Infravermelho do produto final 3a (KBr)
Tabela 10: Bandas de absorc¢ao do espectro no infravermelho do produto final 3a (KBr)
Marcador V (cm?) Grupo caracteristico Tipo de deformacéo
A 2929,03 C-H (Aromatico) Axial
B 1670,43 C=0 Angular
C 1617,38 C=Nhidrazona Angular
D 1459,21 N-O Angular

E 1172,77 CH; Angular Simétrica
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Pode-se destacar estiramento da deformagio axial do C-H aromatico em 2929 cm™ e
o estiramento C=0 em 1670 cm™' referente a carbonila da fungdo amida presente na hidrazona
e em 1617 cm™ ¢ observado o estiramento C=N resultante da formacdo da hidrazona e em
1459,21 cm™ o estiramento N-O .Neste espectro nio se observa mais a presenca da ligagio
C-H de aldeidos que aparecia entre 2371 e 2336 cm™, evidenciando o éxito da reacdo de

substituicao nucleofilica e auséncia da funcao aldeido.
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Espectro 11: Espectro na regido do Infravermelho do produto final 4a (KBr)
Tabela 11: Bandas de absorc¢ao do espectro no infravermelho do produto final 4a (KBr)
Marcador V (cm?) Grupo caracteristico Tipo de deformacéo

A 2928,07 C-H (Aromatico) Axial

B 1674,28 C=0 Angular
@ 1618,35 C=Njidrazona Angular
D 1455,35 N-O Angular

E 1175,340 CH; Angular Simétrica
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Podemos destacar estiramento da deformacao axial do C-H aromatico em 2928,07
cm’ e o estiramento C=0 em 1674 cm™ referente a carbonila da fungdo amida presente na
hidrazona e em 1618 cm™ observa-se o estiramento C=N resultante da formacio da hidrazona
e em 1455,35 ¢ observado o estiramento N-O. Neste espectro ndo se observa mais a presenga
da ligacio C-H de aldeidos que aparecia entre 2371 e 2336 cm™, evidenciando o éxito da

reacao de substituicdo nucleofilica e auséncia da funcao aldeido.
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Espectro 12: Espectro na regido do Infravermelho do produto final 5a (KBr)
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Tabela 12: Bandas de absorc¢do do espectro no infravermelho do produto final 5a (KBr)

Marcador V (cm?) Grupo caracteristico Tipo de deformacéo
A 2924,09 C-H (Aromatico) Axial
B 1654,92 C=0 Axial
C 1602,85 C=N hidrazona Angular
D 1460,11 N-O Angular
E 1165,00 CH; Angular Simétrica

Podemos destacar estiramento da deformacao axial do C-H aromatico em 2924,09
cm’ e o estiramento C=0O em 1654 referente a carbonila da fungdo amida presente na
hidrazona e em 1654 cm” ¢é observado o estiramento C=N resultante da formacdo da
hidrazona e em 1487,23 o estiramento N-O.Neste espectro ndo se observa mais a presenca da
ligagdo C-H de aldeidos que aparecia entre 2371 e 2336 cm™, evidenciando o éxito da reacio

de substitui¢ao nucleofilica e auséncia da fun¢ao aldeido.

4.1.3.2. Ressonancia Magnética Nuclear (RMN).

CHj3




Tabela 13: Deslocamentos do produto 1a.

Tabela 14: Deslocamentos do produto 1a
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Espectro 13: Ressonancia Magnética Nuclear bidimensional do produto 1a, utilizando como solvente
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Espectro 14: Espectro ampliado do produto 1a entre as regides de 6 8,8 - 3 6,7 ppm.

O composto la possui seus sinais correspondentes bem representados no espectro
13. Neste espectro podemos observar a correta interagao dos hidrogénios aromaticos e suas
multiplicidades.

Em 7,0, 7,4 e 7,8 podemos visualizar os hidrogénios do anel aromatico orto
substituido e sdo apresentados em dupletos. O sinal 8,51 podemos visualizar os hidrogénios
da metila da hidrazona e em 2,5 observa-se os hidrogénios da metila ligada ao anel furoxano.

No espectro bidimensional 14 ¢ permitido observar os sinais referentes aos carbonos.
Os carbonos do anel aromatico hidroxilado aparecem em C2 em 134 ppm, em C3 em 117,0

ppm, C4 em 119 ppm, C5 em 128,0 ppm, C7 em 166,0 ppm, C9 em 136,0 ppm, C10 em 9,0
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De acordo com os dados apresentados no espectro bidimensional 13, podemos inferir
que a sintese da hidrazona do 4cido salicilico foi realizada com éxito, uma vez que se podem

visualizar os principais sinais de deslocamento de carbono e hidrogénio da estrutura da

molécula proposta.
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Tabela 15: Deslocamentos do produto 2a.
RMN H* 8 (ppm) Multiplicidade
H, 34 Singleto
H, a H; 7,8a7,1 Multipleto
Hs 2,51
Ho 1,49
Hao 8,27 Singleto
Hiy 2,32 Singleto
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Espectro 15: Ressondncia Magnética Nuclear H' do produto 2a utilizando como solvente 0 DMSOds.

Neste espectro podemos observar a correta interacdo dos hidrogénios aromaticos e
suas multiplicidades. Entre 7,8 e 7,1 podemos visualizar o acoplamento dos hidrogénios
pertencentes ao naftaleno. Em 3,4 podemos visualizar o hidrogénio da metoxila caracterizado
pelo singleto, em 8,27 o hidrogénio da metila da hidrazona e por fim em 2,32 observa-se a
metila ligada ao anel furoxano.

De acordo com os dados apresentados no espectro 15, hé indicio de que a sintese do
composto 2a foi realizada com éxito, uma vez que se podem visualizar os principais sinais de
deslocamento hidrogénio da estrutura da molécula proposta porém nota-se a presenca de

diasteroisomeros devido a duplicacdo dos sinais no espectro.
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Tabela 16: Deslocamentos do produto final 3a
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Espectro 16 - Ressondncia Magnética Nuclear (RMN H')do produto final 3a utilizando como solvente 0 DMSOd;.
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Espectro 17 - Espectro ampliado na regido entre 1,5 ¢ 4,0 ppm.

O composto 3a possui seus sinais correspondentes bem representados no espectro 10.
Neste espectro podemos observar a correta interagdo dos hidrogénios aromdticos e suas
multiplicidades. Entre 7,0 e 8,0 ppm corresponde ao deslocamento dos hidrogénios da
estrutura aromatica . O sinal 2,31 ppm corresponde ao deslocamento dos hidrogénios da

metila .
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Os dados apresentados no espectro 16 dao indicio de que a sintese do composto 3a
foi realizada com €xito, uma vez que pode-se visualizar os principais sinais de deslocamento

de carbono e hidrogénio da estrutura da molécula proposta.

cl o)
H ! 8 _N H
H 10
2 4 6 - CHs
; cl 3 o\ﬁ/ /
o—N

Tabela 17. Deslocamentos do composto final 4a

RMN H* 3 (ppm) Multiplicidade
Hi; Ha 7,39
Hs 7,18
Hs 6,90 Multipleto
Hs 12,30 Singleto
Hio 2,38 Singleto
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Espectro 18 : Ressondncia Magnética Nuclear H' do composto final 4a utilizando como solvente 0 DMSOdj.
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Espectro 19: Espectro ampliado na regido entre 1,0 e 1,5 ppm.

O composto 4a possui seus sinais correspondentes bem representados no espectro 5.
Neste espectro podemos observar a correta interagdo dos hidrogénios aromaticos e suas
multiplicidades.Em 7,39 ppm corresponde ao deslocamento dos hidrogénios em posi¢ao orto
confirmando a presenga de uma estrutura aromatica 1,2,6 trissubstituida O sinal 2,38ppm
corresponde ao deslocamento dos hidrogénios da metila .

De acordo com os dados apresentados no espectro 18 ha um indicativo de que a
sintese do composto final 4* foi realizada com éxito, uma vez que se podem visualizar os

principais sinais de deslocamento de carbono e hidrogénio da estrutura da molécula proposta.
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Tabela 18: Deslocamentos do produto final 5a

RMN H* 8 (ppm) Multiplicidade
H: H, 0,84 Multipleto
Hs; Hg 7,16

Hgy 4,03 Multipleto
Hio 1,38
Hiq 1,98 Singleto
Hi, 2,28 Singleto
DMSFJ—EIG
%

85 @
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Espectro 20 : Ressondncia Magnética Nuclear (RMN H') do produto 5a utilizando como solvente o DMSOds.
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O composto 5a possui seus sinais correspondentes bem representados no espectro 5.
Neste espectro podemos observar a correta interagdo dos hidrogénios aromaticos e suas
multiplicidades.Em 0,84 ppm podemos observar o sinal integrado dos hidrogénios das metilas
que ¢ igual a seis. 7,16 ppm correspondem ao deslocamento dos hidrogénios em posi¢ao orto
confirmando a presenga de uma estrutura aromatica 1,4 dissubstituida . Em 4,03 podemos
visualizar o hidrogénio do carbono ligado ao anel aromatico 1,4 dissubstituido que apresenta
como multipleto e sinal integrado para um hidrogénio. O sinal 1,38 corresponde ao
deslocamento dos hidrogénios da metila , e o sinal 1,98 corresponde ao hidrogénio
pertencente ao carbono da hidrazona . Em 2,28 encontra-se o deslocamento do hidrogénio da
metila representada pelo singleto de valor integrado igual a trés.

Os dados apresentados no espectro 19, sdo indicios de que a sintese do composto 5a
foi realizada com éxito, uma vez que se podem visualizar os principais sinais de deslocamento

de carbono e hidrogénio da estrutura da molécula proposta.

4.1.4. Caracterizacdo estrutural das hidrazonas do derivado furoxanico fenilado

4.1.4.1. Espectroscopia de absor¢ao no infravermelho (IV)
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Espectro 21: Espectro na regido do Infravermelho relativo ao produto final 1b (KBr)
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Tabela 19: Bandas de absorc¢ao do espectro no infravermelho relativos ao produto final 1b (KBr)

Marcador V (cm™?) Grupo caracteristico Tipo de deformacéo
A 3417,71 OH Axial
B 1668,85 C=0 Angular
@ 1608,63 C=N htidrazona Angular
D 1450,47 N-O Angular
E 692,27 Aromético Angular

Podemos destacar os estiramentos axiais O-H em 3417 cm™ e o estiramento C=0 em
1668 cm™ referente a carbonila da funcdo amida presente na hidrazona. Podemos ainda
visualizar o estiramento da deformacio angular em 1608 cm™ referente ao estiramento C=N
resultante da formacdo da hidrazona. Em 1450 ¢ observado o estiramento N-O e 629 o
estiramento do anel aromatico. Neste espectro ndo se observa mais a presenca da ligagao C-H
de aldeidos que aparecia entre 2371 e 2336 cm”, evidenciando o éxito da reagdo de

substituicao nucleofilica e auséncia da funcao aldeido.

Espectro 22: Infravermelho relativo ao produto final 2b (KBr)
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Tabela 20: Bandas de absorcao do espectro no infravermelho relativos ao produto final 2b (KBr)

Marcador V (cm?) Grupo caracteristico Tipo de deformacéo
A 2974,23 C-H (Aromatico) Axial
B 1683,86 C=0 Angular
C 1607,77 C=N hridrazona Angular
D 1394,53 N-O Angular
E 696,30 Aromético Angular

Podemos destacar estiramento da deformacéo axial do C-H aromatico em 2974 c¢m’™
e o estiramento C=0 em 1683 cm’' referente a4 carbonila da funcdo amida presente na
hidrazona. Em 1607 cm™ & observado o estiramento C=N resultante da formacdo da
hidrazona. Em 1394 cm™ é encontrado o estiramento do N-O ale do estiramento do anel
aromdrico em 696 cm™. Neste espectro ndo se observa mais a presenca da ligacio C-H de

aldeidos que aparecia entre 2371 e 2336 cm™, evidenciando o éxito da reagio de substituicio

nucleofilica e auséncia da func¢ao aldeido.

Espectro 23: Espectro na regido do Infravermelho relativo ao produto final 3b (KBr)
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Tabela 21: Bandas de absorc¢éo do espectro no infravermelho relativos ao produto final 3b(KBr)

Marcador V (cm/1) Grupo caracteristico Tipo de deformacéo
A 1664,32 C=0 Angular
B 1605,25 C=Nhidrazona Angular
© 1448,10 N-O Angular
D 710,38 Aromético Angular

Podemos destacar estiramento da deformacdo angular do C=O em 1664 cm-1
referente a carbonila da fungdo amida presente na hidrazona e em 1605 cm-1 observa-se o
estiramento C=N resultante da formacao da hidrazona, em 1448 ¢ observado o estiramento N-
O e o estiramento do anel aromatico em 710 cm-1. Neste espectro nao se observa mais a
presenca da ligacdo C-H de aldeidos que aparecia entre 2371 e 2336 cm-1, evidenciando o

éxito da reacao de substituicao nucleofilica e auséncia da fungao aldeido.
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Espectro 24: Infravermelho relativo ao produto final 4b (KBr)
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Tabela 22: Bandas de absorc¢do do espectro no infravermelho relativos ao produto final 4b (KBr)

Marcador V (cm?) Grupo caracteristico Tipo de deformacéo
A 1684,88 C=0 Angular
B 1600,35 C=Nhjidrazona Angular
© 1408,40 N-O Angular
D 748,38 Aromético Angular

Podemos destacar estiramento da deformacdo angular do C=0O em 1684 cm’
referente a carbonila da funcdo amida presente na hidrazona e em 1600 cm™ observa-se o
estiramento C=N resultante da forma¢ao da hidrazona, em 1408 ¢é observado o estiramento N-
O e o estiramento do anel aromatico em 748 cm™. Neste espectro nio se observa mais a
presenca da ligagio C-H de aldeidos que aparecia entre 2371 e 2336 cm™, evidenciando o

éxito da reacdo de substitui¢ao nucleofilica e auséncia da fungao aldeido.

4.1.4.2. Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)




Tabela 23: Deslocamentos relativos ao produto final 1b.

Tabela 24: Deslocamentos relativos ao composto final 1b.
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Espectro 25: Ressondncia Magnética Nuclear H' do composto final 1b utilizando como solvente 0 DMSOd".
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Espectro 26: Ressonancia Magnética Nuclear *C do composto final 1b utilizando como solvente o DMSOd®..

O composto 1b possui seus sinais correspondentes bem representados no espectro 25.
Neste espectro podemos observar a correta interagdo dos hidrogénios aromaticos e suas
multiplicidades.

Entre 7,77 e 7,35, podemos visualizar os hidrogénios dos anéis aromadticos
apresentados em multipleto. No sinal 8,38 podemos visualizar o hidrogénio da imina da
hidrazona e em 12,16 observa-se o hidrogénio da amida.

No espectro 26 ¢ permitido observar os sinais referentes aos carbonos. Os carbonos
aparecem em C2 em 156 ppm, em C3 em 119ppm, C4 em 134ppm, C7 em 164ppm, C10
em 158 ppm, C11 em 116ppm, C12 em 136 ppme C13 e C17 em 128.

De acordo com os dados apresentados nos espectros 25 e 26, ha indicio de que a
sintese do composto 1b foi realizada com éxito, uma vez que pode-se visualizar os principais

sinais de deslocamento de carbono e hidrogénio da estrutura da molécula proposta.
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Tabela 25: Deslocamentos relativos ao produto final 2b.

RMN H* 8 (ppm) Multiplicidade
CH; 3,82 Singleto
H,aHqg 7,8a7,1 multipleto
Hi, 1,48
His 11,68 Singleto
Hio- Hz 7,8-7,1 Multipleto
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Tabela 26 : Deslocamentos relativos ao produto final 2b.
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Cs 156,40 Cio 129
Cp, 18,62 Cao 128
Ci3 170,90 Cy 127
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Espectro 27: Ressonancia Magnética Nuclear H' do produto final 2b utilizando como solvente o DMSOd®.
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Espectro 28: Ressonancia Magnética Nuclear 13C do produto final 2b utilizando como solvente o DMSOd®

O produto 2b possui seus sinais correspondentes bem representados no espectro 27.
Neste espectro podemos observar a correta interagdo dos hidrogénios aromaticos e suas
multiplicidades.

Entre 7,8 € 7,1, podemos visualizar os hidrogénios dos anéis aromaticos apresentados
em multipleto. No sinal 3,82 podemos visualizar o hidrogénio da metila da metoxila da
hidrazona e em 11,68 observa-se o hidrogénio da amida.

No espectro 28 ¢ permitido observar os sinais referentes aos carbonos. Os carbonos
aparecem C6 em 156 ppm, em C12 em 18,62 ppm, C13 em 128, C16 em 157ppm, C17 em
113 ppm, C18 em 158 ppm, C19 em 129ppm, C12 em 136 ppm e C24 em 55,58.

Os dados apresentados nos espectros 27 e 28, sdo indicativos de que a sintese do
composto 2b foi realizada com €xito, uma vez que se podem visualizar os principais sinais de

deslocamento de carbono e hidrogénio da estrutura da molécula proposta.



Tabela 27: Deslocamentos do composto 3b.
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Tabela 28: Deslocamentos do composto 3b.
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Espectro 29: Ressonancia Magnética Nuclear H' do produto final 3b utilizando como solvente o DMSOd®
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Espectro 30: Ressonancia Magnética Nuclear C13 produto final 3b utilizando como solvente 0 DMSOd®

No espectro 29 podemos observar a correta interagdo dos hidrogénios aromaticos e
suas multiplicidades. Entre 7,9 ¢ 6,8 podemos visualizar o acoplamento dos hidrogénios dos
anéis aromaticos.. Em 11,95 podemos visualizar o hidrogénio da amida caracterizado pelo
singleto, em 8,55 o hidrogénio da imina da hidrazona e em 1,34 observa-se a metila.

No espectro 30 e ¢ permitido observar os sinais referentes aos carbonos. Os carbonos
aparecem C9 em 145 ppm, em C10 em 156 ppm, C11 em 113 ppm, C12 em 131 ppm, C13
em 129 ppm, C14 em 128 ppm, C18 em 49ppm, C19 em 18,91 .

De acordo com os dados apresentados no espectro 29 e 30, ha um indicio de que a
sintese do composto 3b foi realizada com éxito, uma vez que se podem visualizar os
principais sinais de deslocamento hidrogénio da estrutura da molécula proposta porém nota-se

a presenga de diasteroisdmeros devido a duplicacdo dos sinais no espectro.



Tabela 29: Deslocamentos do composto 4b

RMN H* 8 (ppm) Multiplicidade
Hs a Hs 7,80 - 7,95 Multipleto
H,a Hs 7,6-7,3 multipleto
Hg 11,97 Singleto
Hqg 8,16 Singleto
Hig- Hy 6,7-7,2 Multipleto
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Tabela 30: Deslocamentos do composto 4b
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Espectro 31: Ressonancia Magnética Nuclear H' do produto final 4b utilizando como solvente 0 DMSOdj
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Espectro 32: Ressonancia Magnética Nuclear *C do produto final 4b utilizando como solvente 0 DMSQOd,
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O composto 4b possui seus sinais correspondentes bem representados no espectro 31.
Neste espectro podemos observar a correta interagdo dos hidrogénios aromaticos e suas
multiplicidades.

Entre 7,8 e 7,95, podemos visualizar os hidrogénios do anel aromaticos presente na
molécula do diclofenaco apresentados em multipleto. No sinal 8,12 podemos visualizar o
hidrogénio da imina e em 11,68 observa-se o hidrogénio da amida.

No espectro 32 e ¢ permitido observar os sinais referentes aos carbonos. Os carbonos
aparecem C7 em 168 ppm, em C10 em 156 ppm, C11 em 113 ppm, C12 em 133 ppm, C13
em 130 ppm, C14 em 129 ppm e C15 em 128.

Os dados apresentados nos espectros 31 e 32, sdo indicativos de que o composto 4b
foi realizada com éxito, uma vez que se podem visualizar os principais sinais de deslocamento

de carbono e hidrogénio da estrutura da molécula proposta.
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4.2. RESULTADOS DO ENSAIO PARA MENSURACAO DE NITRITO

A tabela 31 apresenta os dados de dogao de nitrito dos compostos finais e do padrao

dinitrato de isossorbida.

Tabela 31: Porcentagem de doagao de Nitrito (mol/mol)

% NITRITO (mol/mol)

COMPOSTOS

Cisteina 5 mmol

Dinitrato de isossorbida

%
‘l‘?-—o
Ir %
O H 10,7 +0,2
o]
O
i
—N
2°0
]
Composto la 1+0.5
Composto 2a 2,3+ 0,1
Composto 3a 0,3+ 0,1
Composto 4a 2+ 0,5
Composto 5a 2+0,2
Composto 1b 5,1+0,9
Composto 2b 5,8+ 0,8
Composto 3b 3,8+0,7

Composto 4b 4,6+0,9
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A quantificagdo da concentracdo de nitrito ¢ uma forma indireta de mensurar a

capacidade de doacdo de o6xido nitrico pelos compostos, pois 0 NO em solucao rapidamente

reage formando nitritos e nitratos soliveis em meio aquoso. As concentracdes de nitrito foram

determinadas através da curva analitica (f(x)= 0,032x+ 0,025; 2= 0,9997) usando
espectrofotometro UV/visivel na concentracdo compreendida entre 10-80 nmol/L.

Podemos observar que a porcentagem de nitrito liberada pelos compostos b foram
maiores que 0os compostos a, isso se deve ao fato de terem diferentes substituintes no carbono
alfa ligado a subunidade N-6xido, Os compostos b possuem uma fenila como substituinte, a
qual ¢ responsavel pela retirada da densidade eletronica, tornando o atomo de carbono mais
deficiente do ponto de vista eletronico e mais suscetivel ao ataque pela cisteina, liberando
mais NO do que os compostos a que possuem uma metila como substituinte, comprovando,

conforme descrito que compostos com substituintes eletroatratores demonstram maior doacdo

de NO (SORBA et al., 1997).

De acordo com os resultados obtidos pode-se afirmar que os compostos sao doadores
de 6xido nitrico. Vale ressaltar que o padrao utilizado, dinitrato de isossorbida, possui dois
grupos ¢€steres de nitrato em sua molécula passiveis de doagdo e os compostos testados tem
somente uma, o que explica a grande diferenga na porcentagem de nitrito obtida entre os

compostos e o padrao.

4.3. RESULTADOS DO ENSAIO DE ATIVIDADE ANALGESICA

A reacdo inflamatoria libera mediadores quimicos como a bradicinina (BK),
prostaglandinas (PGI e PGE?2), entre outros, que podem desencadear a dor. Assim, compostos
que tenham ag¢do analgésica e antiplaquetaria podem contribuir para o tratamento na terapia
antiplaquetaria. Com este propdsito, a atividade analgésica de alguns compostos foi avaliada e

esta apresentada na Tabela 32:
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Tabela 32: % de inibigao da contor¢do abdominal (+ E.P.M)

% de inibi¢ao da contor¢ao

COMPOSTOS abdominal (+ E.P.M)
Dipirona 35+3.65
Composto la 68+ 7.0
Composto 2a 38.8+5.4
Compsto 3a 66.4+ 5.0
Composto 4a 22.37+ 8
Composto S5a 20,9+ 6.8

Os compostos apresentaram atividade analgésica no modelo animal usado. De acordo
com a tabela a acima, a exce¢dao dos compostos 4a e 5a, todos os compostos apresentaram

analgésica superior a dipirona usada como controle.



84
4.4. RESULTADOS DO ENSAIO DE AGREGACAO PLAQUETARIA
A Figura 4 apresenta o grafico com os valores obtidos no ensaio de agregacdo

plaquetaria dos compostos la e 1b:
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Figura 4: Grafico da porcentagem de agregacdo do ensaio de inibigdo da agregagdo plaquetaria em plasma rico em plaquetas
(PRP) citratado de ratos através do método turbidimétrico induzido por ADP.

Os compostos foram capazes de diminuir a agregacao plaquetaria quando comparados
ao ADP e o acido acetil salicilico conforme mostrado no grafico acima. Isto demostra que tais

compostos possuem uma atividade antiagregante e poderdo ser uteis na terapia

antiplaquetdria, visto que a agregagao das plaquetas possui atividade essencial na formagao do

trombo e consequentemente nas doengas tromboticas.
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5 CONCLUSAO

Todos os compostos intermediarios (hidrazidas e furoxanos) foram sintetizados com
rendimento entre 60% e 80% e os compostos finais foram obtidos por hibridagdo molecular
das hidrazidas dos anti-inflamatérios com os derivados furoxanicos espagados pela
subunidade N-acilhidrazona com rendimentos entre 30 % e 70%. Todos os compostos foram
analisados e caracterizados por meio de técnicas analiticas tais como: Faixa de Fusdo,
Espectrofotometria de Infravermelho (IV) e Ressonancia Magnética Nuclear (RMN), que dao
indicio de que as respectivas estruturas almejadas foram obtidas.

Foram realizados ensaios farmacologicos de analgesia pelo modelo de contorgao
abdominal induzida por 4cido acético 0,6% no qual os compostos apresentaram atividades
analgésica superior a dipirona utilizada como controle. No ensaio de agregacao plaquetéria o
composto la inibiu significativamente a agregacao das plaquetas quando comparado ao acido
acetil salicilico e apresentaram-se ainda como doadores de 6xido nitrico no ensaio de doagao
de 6xido nitrico utilizando reagente de Griess.

Tendo em vista os processos que envolvem a forma¢do do trombo, principalmente
inflamagdo e agregacdo de plaquetas, os compostos sintetizados por serem uteis como

antiagregrantes plaquetarios, poderdo ser utilizados na terapia da aterotrombose.
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6 PERSPECTIVAS

Os métodos de caracterizagdo por RMN e espectro de massas serdo concluidos para
confirmar que as estruturas almejadas foram obtidas. Serdo realizados os ensaios de analgesia
e agregacdo plaquetaria com todos os compostos finais sintetizados e ainda o ensaio de
atividade anti-inflamatoria aguda pelo modelo de edema de pata de rato induzido por
carragenina (WINTER, RISLEY & NUSS, 1962), uma vez que a inflamagao possui um papel
importante na fisiopatologia das doengas tromboticas. Os dados obtidos nesses ensaios
possibilitardo tragar um perfil mais detalhado de atividade dos compostos sintetizados, os
quais ja sdo promissores para tratamento da aterotrombose considerando os resultados aqui

apresentados.
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ANEXOS

Metodologia de sinteses e purificacdo dos compostos intermediarios e finais

ANEXO |

1.0 METODOLOGIA DE SINTESE DOS INTERMEDIARIOS E PRODUTOS FINAIS
1.1 SINTESE DOS DERIVADOS FUROXANICOS FUNCIONALIZADOS

1.1.1 Sintese do 4-metil-1,2,5-oxidiazol-N-6xido-3-carbaldeido (SANTOS, 2009)

NaNO, CH;COOH CHs

HaC\/\CHO

\j
X
/

0°C, 2h

Esquema 1: Obtengao do 4-metil-1,2,5-oxidiazol-N-6xido-3-carbaldeido

Para obtengao do derivado 4-metil-1,2,5-oxidiazol-N-6xido-3-carbaldeido adicionou-
se a uma solucdo de crotonaldeido (10g de crotonaldeido ou 0,142 mol em 20mL de 4cido
acético glacial) em balao de fundo redondo de 125 mL, uma solugdo saturada de nitrito de
sodio (0,497 mol). Essa adicao ¢ feita gota a gota, mantendo a reacdo a uma temperatura
abaixo de 14°C e sob agitagdo magnética constante. Apos a completa adicdo da solucao de
nitrito de sddio, a reacdo foi mantida em temperatura ambiente por uma hora.

O isolamento foi feito diluindo-se o contetdo reacional em 200 mL de agua com
posterior extragao em porc¢des de diclorometano em funil de separacdo. A fase organica foi
lavada com solugdo saturada de NaCl e o agente secante sulfato de sodio anidro foi utilizado
para remogao da dgua residual. Apos a evaporacao do diclorometano, a separacao do produto
desejado foi feita em coluna de cromatografia utilizando silica gel como fase estacionaria e
uma mistura de 50% Acetato de Etila e 50% Hexano como fase movel. O rendimento da

reagao ¢ de 30% e o fator de Retencao 0,19(Rf).
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1.1.2 Sintese do 4-fenil-1,2,5-oxidiazol-N-6xido-3-carbaldeido (SANTOS, 2009)

(0]
\ oH 1.NaNO, CH;COOH, 0°, 24h

-
=

2. KMnO,, MnO,, rt, 8h

Esquema 2: Obtengao do 4-fenil-1,2,5-oxidiazol-N-6xido-3-carbaldeido

O derivado furoxanico 4-fenil-1,2,5-oxidiazol-N-6xido-3-carbaldeido foi obtido
adicionando-se 10,8g do alcool trans-cindmico em 16mL de 4cido acético em baldo de fundo
redondo de 125 mL sob agitagdo magnética constante. Em seguida, foi adicionada gota a gota
solucdo saturada de nitrito de sédio mantendo a reacdo em banho de gelo. Apds a completa
adicdao da solugdo de nitrito de sodio, a reacdao foi retirada do banho de gelo e mantida em
temperatura ambiente por um periodo de vinte e quatro horas.

A extracdo foi feita em porgoes de éter etilico, até que as fracdes de éter comecassem
a sair transparentes (as primeiras fragdes saem com uma coloragdo amarelo intensa). A fase
organica foi entdo lavada com solugdo saturada de NaCl e foi adicionado o agente secante
sulfato de sodio anidro para remog¢ao da agua residual. O volume do conteudo foi reduzido
sob pressao reduzida e a purificagdo do produto desejado foi feita em coluna de cromatografia
utilizando silica gel como fase estaciondria e uma mistura de 50% Acetato de Etila e 50%
Hexano como fase mével. O rendimento da reacao ¢ de 90% e o fator de Retengdo 0,71 (Rf).

ApOs a purificacdo, a funcdo alcool foi oxidada a aldeido diluindo-se 900mg do
derivado furoxanico em 30 mL de diclorometano anidro em baldo de fundo redondo de 125

mL e adicionando 1,45g de PCC (13,44 mmol). Este meio reacional foi mantido sob vigorosa
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agitacdo sob temperatura ambiente durante um periodo de 24 horas. Uma vez completada a
reacdo, o conteudo do meio reacional foi filtrado em coluna de terra diatomacea sob pressao
reduzida para remoc¢ao da mistura do 6xido. O fator de Retengdo ¢ 0,85 (Rf), e a reacao tem

rendimento de 60%.

1.2 SINTESE DOS DERIVADOS ANTIINFLAMATORIOS FUNCIONALIZADOS

1.2.1 Sintese do derivado 2-hidroxibenzohidrazida
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Esquema 3: Obten¢ao do derivado 2-hidroxibenzohidrazida

Na primeira etapa foi obtido o salicilato de metila . Em um baldo de 100mL,
adicionou-se 7 gramas de dacido salicilico, 30 mL de metanol e 2mL &cido sulfurico
concentrado. A reacdo foi mantida sob aquecimento e refluxo pelo periodo de 4 horas.

A extragdo foi feita com diclorometano (4 vezes de 50mL) e a fase orgéanica foi
lavada com solugdo saturada de cloreto de sodio e adicionado sulfato de sodio anidro que ¢
um agente secante para remog¢do da agua residual e fez-se uma filtracdo simples.O solvente
foi evaporado sob pressdo reduzida e apoOs evaporagdo, o produto foi obtido na forma de um
6leo incolor, com rendimento de 70 %.

Para a obten¢ao do 2-hidroxibenzohidrazida foi adicionado em um balao de 125 mL
10 mL do salicilato de metila (77,5 mmol), 50 mL de metanol ¢ 31 mL de hidrato de

hidrazina. A reagdo foi mantida sob refluxo e agitacdo por 16 horas até que a cromatografia
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em camada delgada indicasse o término da reagdo (Fase movel: 90% diclorometano; 10%
metanol).

A reacdo foi resfriada e o volume de solvente ¢ foi diminuido a pressao reduzida para

fornecer um solido branco amorfo com faixa de fusao entre 146°-149°C. O rendimento obtido

foi de 80%.

1.2.2 Sintese do derivado do 2-(6-metoxi-2-naftil)propanohidrazida
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Esquema 4: Obtencao do derivado 2-(6-metoxi-2-naftil)propanohidrazida

Na primeira etapa em um baldo de 250 mL conectado a um condensador de refluxo,
foram adicionados 0,7 g (3 mmol) de naproxeno, 50 mL de metanol e 2 gotas de acido
sulfurico concentrado. A rea¢do foi mantida sob refluxo e agitacdo por 6 horas até que por
cromatografia em camada delgada indicasse o término da reagdo (fase movel: 90%
diclorometano; 10% metanol). O produto foi obtido por eliminagdo do solvente a pressao
reduzida para fornecer 0,74 g um sélido amorfo de coloracdo alaranjado com faixa de fusao
entre 88°-94°C .

Na segunda etapa um baldo de 250 mL conectado a um condensador de refluxo,
foram adicionados 0,5 g de éster de naproxeno, 50 mL de metanol e 8 mL de hidrato de
hidrazina 25%. A reagdo foi mantida sob refluxo e agitacdo por 24 horas até que por
cromatografia em camada delgada indicasse o término da reacdo (fase moével: 1:1;

hexano:acetato de etila).
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O produto foi obtido por reducdo do solvente a pressao reduzida, seguido de adicao
de cerca de 4 mL de 4gua/gelo. Houve formagao de um precipitado que foi filtrado e lavado
com agua gelada para fornecer 0,38 g um sé6lido amorfo de coloragdo branca com faixa de

fusdo entre 129°C-133°C. O rendimento foi de 68%.

1.2.3 Sintese do derivado do cetoprofeno (3-benzoilfenil)propanohidrazida
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Esquema 5: Obtengao do derivado (3-benzoilfenil)propanohidrazida

Na primeira etapa o metil 2-(3-benzoilfenil)propanoato foi obtido adicionando-se a
um baldo de 250 mL conectado a um condensador de refluxo, 0,5 g (1,96 mmol) de
cetoprofeno, 50 mL de metanol e 2 gotas de 4cido sulfurico concentrado. A reagdo foi
mantida em agitagdo por 8 horas até que por cromatografia em camada delgada indicasse o
término da reagdo (fase movel: 70% hexano; 30% acetato de etila).O produto foi obtido por
eliminacao do solvente a pressao reduzida em temperatura ambiente para fornecer 0,527 g um
solido amorfo de coloragdao branca. Em um baldao de 250 mL conectado a um condensador de
refluxo, foram adicionados 0,5 g (1,86 mmol) de éster de cetoprofeno, 50 mL de metanol e 9
mL de hidrato de hidrazina 25%. A reagdo foi mantida sob aquecimento e agitacdo por 24
horas até que por cromatografia em camada delgada indicasse o término da reacdo (fase
movel:70% hexano: 30% acetato de etila).

A (3-benzoilfenil)propanohidrazida, foi obtida por redugdo do solvente a pressao
reduzida em temperatura ambiente, seguido de adi¢do de cerca de 4 mL de agua/gelo. Houve

formacao de um precipitado que foi filtrado e lavado com 4gua gelada para fornecer 0,375 g
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um s6lido amorfo de coloragdo branco com faixa de fusdo maior que 332°C. O rendimento

foi de 60%.

1.2.4 Sintese do derivado do diclofenaco {2-[(2,6-diclorofenil)amino]fenil} aceto-

hidrazida
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Esquema 6: Obtencao do derivado {2-[(2,6-diclorofenil)amino]fenil} aceto-hidrazida

A obtencao do intermediario metil {2-[(2,6-diclorofenil)amino]fenil}acetato foi feita
em um baldo de 125 mL, onde foram adicionados 500 mg (1,68 mmol) de diclofenaco, 40 mL
de metanol e 3 gotas de acido cloridrico concentrado. A reagdo foi mantida sob agitacdo e
refluxo por 6 horas até que o acompanhamento reacional por cromatografia em camada
delgada (C.C.D.) indicasse o término da reacdo (Fase movel: 90%CH2CI2: 10% MeOH). O
volume reacional foi reduzido a ~15 mL, adicionou-se gelo a mistura reacional (~4 mL) e o
pH foi neutralizado utilizando solugao de bicarbonato de s6dio saturada. Houve a formagao de
precipitado de cor branco que foi filtrado e lavado com 4gua gelada para fornecer 480 mg
(91%) do éster metilico.

Na segunda etapa em um baldo de 125 mL, foram adicionados 500 mg (1,61 mmol)
de éster metilico de diclofenaco obtido na etapa anterior, 20 mL de metanol e 6 mL de hidrato
de hidrazina 25%. A reacdo foi mantida sob agitacdo e refluxo por 24 horas até que o

acompanhamento reacional por cromatografia em camada delgada (C.C.D.) indicasse o
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término da reacao (Fase movel: 90%CH2CI12:10% MeOH). O volume reacional foi reduzido a
~8 mL, adicionou-se gelo a mistura reacional (~ 4 mL). A mistura foi armazenada
“overnight” em geladeira. Houve a formagdo de precipitado de cor branco que foi filtrado e
lavado com agua gelada para fornecer 450 mg (90%) da hidrazida de diclofenaco (faixa

fusdo= 160°C — 161,6 °C).

1.2.5 Sintese do derivado do 2-(4-isobutilfenil) propanohidrazida
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Esquema 7: Obtencao do derivado 2-(4-isobutilfenil) propanohidrazida

Na primeira etapa da sintese foi feita a esterificacdo do ibuprofeno adicionando em
um baldo de 125 mL, 0,3 g (1,45 mmol) de ibuprofeno, 20 mL de metanol (CH30OH) e 2 gotas
de acido sulfurico (H2SO4). A mistura foi mantida sob agitacdo a temperatura ambiente por
24 horas até que a cromatografia em camada delgada indicasse o término da reagdo (fase
movel: 95% diclorometano; 5% metanol).

O solvente foi evaporado em temperatura ambiente a pressao reduzida para obtengao
de 0,32 g de um sélido amorfo de coloragdo branco com rendimento de 90%.

Para obten¢do do 2-(4-isobutilfenil) propanohidrazida, em um baldo de 125 mL de
fundo redondo acoplado a um condensador de refluxo, foram adicionados 0,32 g do éster de
ibuprofeno (1,45 mmol), 20 mL de metanol (CH30H) e 10 mL de hidrato de hidrazina 25%.

A reacdo foi mantida a 45°C-50°C por 24 horas até que por cromatografia em camada
delgada (fase movel: 90% diclorometano; 10% metanol) pudesse se observar o término da

reacdo. Quando a reacdo ndo ocorria no tempo descrito adicionava-se cerca de 2 mL de
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hidrato de hidrazina 25% e acompanhava-se a reagdo por cerca de 4 horas. O isolamento
reacional foi feito reduzindo o volume de solvente, e adicionando em seguida cerca de 4 mL
agua/gelo.Foi, entdo, observada a formacao de um precipitado que foi filtrado e lavado com
cerca de 10 mL de agua gelada para fornecer 0,186 g de um so6lido amorfo de coloragao
branca com faixa de fusao entre 78°-81°C. O rendimento obtido foi de 60%.

Caso o produto ndo precipite com esse processo, deve-se adicionar acido sulfurico
até que o pH seja neutro, nesse pH ha formagao de precipitado que, da mesma forma que o

procedimento acima descrito, pode ser filtrado e lavado com agua gelada.

1.3 SINTESE DAS HIDRAZONAS DO DERIVADO FUROXANICO METILADO

1.3.1 Sintese do produto final (1a)
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Esquema 8: Obtengdo do produto final (1a)

U

Para obter o composto 1a, 200mg do 4-metil-1,2,5-oxidiazol-N-6xido-3-carbaldeido
foram dissolvidos em 5 mL de etanol e adicionados em baldo de fundo redondo de 125 mL,
com posterior adicdo de 2-3 gotas de acido acético glacial. Em seguida foram adicionados 237
mg 2-hidroxibenzohidrazida. O 4-metil-1,2,5-oxidiazol-N-6xido-3-carbaldeido foi colocado
em excesso pois ¢ muito solivel em etanol, meio em que ocorre a reagdo. A reagdo ocorreu
sob agitagdo constante e temperatura ambiente, por um perido de 7 horas.

O monitoramento da reacdo foi realizado por cromatografia em camada delgada

(C.C.D), utilizando como fase mével uma mistura de 70% Acetato de Etila e 30% Hexano. As
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placas cromatograficas foram reveladas com ninidrina, reagente que cora em rosa 0s grupos
com amina livre. Os resultados mostraram que essa fungdao nio estava presente no produto
desejado. Decorrido o tempo de reacdo, reduziu-se o volume do meio reacional sob pressao
reduzida, e adicionou-se gelo para ocorrer precipitacdo do produto. Este foi separado por
filtracdo e lavado com agua fria. A hidrazona do derivado furoxanico metilico ¢ um s6lido

amarelo com ponto de fusdo entre 216 -218°C, e rendimento de 62%.

1.3.2 Sintese do produto final 2a

Esquema 9: Obtengao do produto final 2a

A obtengdo do composto 2a, foi feita dissolvendo 300mg do 4-metil-1,2,5-oxidiazol-
N-o6xido-3-carbaldeido em 5 mL de etanol e adicionados em baldo de fundo redondo de 125
mL, com posterior adi¢do de 2-3 gotas de acido acético glacial. Em seguida foram
adicionados 600mg 2-(6-metoxi-2-naftil) propanohidrazida. O 4-metil-1,2,5-oxidiazol-N-
oxido-3-carbaldeido foi colocado em excesso pois € muito soliivel em etanol, meio em que
ocorre a rea¢do. A reagdo ocorreu sob agitacdo constante e temperatura ambiente, por um
perido de 12 horas.

O monitoramento da reagdo foi realizado por cromatografia em camada delgada
(C.C.D), utilizando como fase mével uma mistura de 70% Acetato de Etila e 30% Hexano. As
placas cromatograficas foram reveladas com o reagente reveladas com ninidrina, reagente
que cora em rosa os grupos com amina livre. Os resultados mostraram que essa fun¢do nao

estava presente no produto desejado. Decorrido o tempo de reagdo, reduziu-se o volume do
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meio reacional sob pressdao reduzida, e adicionou-se gelo para ocorrer precipitagdo do
produto. Como ndo houve precipitagdo do produto foram deitas extracdes com porgoes de
diclorometando até que este estivesse transparente. O solvente foi evaporado a sob pressao
reduzida. O produto foi purificado em coluna cromatografica na qual foi utilizada como fase
estaciondria silica e fase movel uma mistura de 50% Acetato de Etila e 50% Hexano. A
hidrazona obtida ndo tem ponto de fusdo definido por ser um produto oleoso e rendimento de
58%.

1.3.3 Sintese do produto final 3a
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Esquema 10: Obtencdo do produto final 3a

O composto 3a, foi obtido, dissolvendo 100mg do 4-metil-1,2,5-oxidiazol-N-6xido-
3-carbaldeido em 5 mL de etanol e adicionados em baldo de fundo redondo de 125 mL, com
posterior adi¢do de 2-3 gotas de acido acético glacial. Em seguida foram adicionados 200mg
3-benzoilfenil)propanohidrazida. A reacdo ocorreu sob agitacdo constante e temperatura
ambiente, por um periodo de 20 horas.

O monitoramento da reacdo foi realizado por cromatografia em camada delgada
(C.C.D), utilizando como fase mével uma mistura de 70% Acetato de Etila e 30% Hexano. As
placas cromatograficas foram reveladas com o reagente reveladas com ninidrina, reagente
que cora em rosa os grupos com amina livre. Os resultados mostraram que essa fungdo nao
estava presente no produto desejado. Decorrido o tempo de reagdo, reduziu-se o volume do
meio reacional sob pressdo reduzida, e adicionou-se gelo para ocorrer precipitacio do

produto. Como nao houve precipitagdo do produto foram deitas extragdes com porcdes de
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diclorometano até que este estivesse transparente. O solvente foi evaporado a sob pressao
reduzida. O produto foi purificado em coluna cromatografica na qual foi utilizada como fase
estaciondria silica e fase movel uma mistura de 50% Acetato de Etila e 50% Hexano. O
produto nao tem ponto de fusdo definido por ser um produto oleoso, fator de retengdo (Rf)e

rendimento de 50%.

1.3.4 Sintese do produto final 4a

Esquema 11: Obtencdo do produto 4a

O composto 4a foi obtido, dissolvendo 90mg do 4-metil-1,2,5-oxidiazol-N-6xido-3-
carbaldeido em 5 mL de etanol e adicionados em baldo de fundo redondo de 125 mL, com
posterior adi¢do de 2-3 gotas de acido acético glacial. Em seguida foram adicionados 200mg
{2-[(2,6-diclorofenil)amino]fenil }acetohidrazida. A reagdo ocorreu sob agitacdo constante e
temperatura ambiente, por um periodo de 8 horas.

O monitoramento da reagdo foi realizado por cromatografia em camada delgada
(C.C.D), utilizando como fase mével uma mistura de 70% Acetato de Etila e 30% Hexano. As
placas cromatograficas foram reveladas com o reagente 2,4-difenilaminopiridina (Revelador
de Brad) que cora em amarelo os grupos com a funcao aldeido. Os resultados mostraram que
essa funcdo nao estava presente no produto desejado. Decorrido o tempo de reagdo, reduziu-se
o volume do meio reacional sob pressdo reduzida, e adicionou-se gelo para ocorrer
precipitacdo do produtofoi feita entdo uma filtracdo a vacuo para isolamento do produto. A

faixa de fusdo do produto foi entre 190 e 192,7°C e rendimento de 80%.
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1.3.5 Sintese do produto final 5a
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Esquema 12: Obtengdo do produto S5a

Para obter o composto 5a 240mg do 4-metil-1,2,5-oxidiazol-N-6xido-3-carbaldeido
em 5 mL de etanol e adicionados em baldo de fundo redondo de 125 mL, com posterior
adicao de 2-3 gotas de acido acético glacial. Em seguida foram adicionados 400mg da 2-(4-
isobutilfenil) propanohidrazida. A reacdo ocorreu sob agitagdo constante e temperatura
ambiente, por um periodo de 17 horas.

O monitoramento da reacdo foi realizado por cromatografia em camada delgada
(C.C.D), utilizando como fase movel uma mistura de 70% Acetato de Etila e 30% Hexano. As
placas cromatograficas foram reveladas com o reagente reveladas com ninidrina, reagente
que cora em rosa os grupos com amina livre. Os resultados mostraram que essa fun¢do nao
estava presente no produto desejado. Decorrido o tempo de reagdo, reduziu-se o volume do
meio reacional sob pressdao reduzida, e adicionou-se gelo para ocorrer precipitagdo do
produto. Como nao houve precipitagdo do produto foram deitas extragdes com porcdes de
diclorometano até que este estivesse transparente. O solvente foi evaporado a sob pressao
reduzida. O produto foi purificado em coluna cromatografica na qual foi utilizada como fase
estacionaria silica e fase movel uma mistura de 50% Acetato de Etila e 50% Hexano. A

hidrazona ndo tem ponto de fusdao definido por ser um produto oleoso, e rendimento de 53%.
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1.4 SINTESE DAS HIDRAZONAS DO DERIVADO FUROXANICO
1.4.1 Sintese do produto final 1b
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Esquema 13: obtengao do produto final 1b

Para obter o produto final 1b foram dissolvidos 910mg do 4-fenil-1,2,5-oxidiazol-N-
oxido-3-carbaldeido em 5 mL de etanol e adicionados em baldo de fundo redondo de 125
mL, com posterior adi¢do de 2-3 gotas de acido acético glacial. Em seguida foram
adicionados 600mg . A reagdo ocorreu sob agitagdo constante e temperatura ambiente, por um
perido de 7 horas.

O monitoramento da reagdo foi realizado por cromatografia em camada delgada
(C.C.D), utilizando como fase movel uma mistura de 70% Acetato de Etila e 30% Hexano. As
placas cromatograficas foram reveladas com ninidrina, reagente que cora em rosa oS grupos
com amina livre. Os resultados mostraram que essa fungdao nio estava presente no produto
desejado. Decorrido o tempo de reacdo, reduziu-se o volume do meio reacional sob pressao
reduzida, e adicionou-se gelo para ocorrer precipitacdo do produto. Como ndo houve
precipitacdo do produto foram deitas extragdes com porc¢des de diclorometano até que este
estivesse transparente. O solvente foi evaporado a sob pressio reduzida. A hidrazona

apresentou faixa de fusdo entre 180° C — 183°C e rendimento de 50%.

1.4.2 Sintese do produto final 2b
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Esquema 14: Obtengao do produto final 2b

A obtencdo do produto final 2b , foi feita dissolvendo 380mg do 4-fenil-1,2,5-
oxidiazol-N-6xido-3-carbaldeido em 5 mL de etanol e adicionados em baldo de fundo
redondo de 125 mL, com posterior adicdo de 2-3 gotas de acido acético glacial. Em seguida
foram adicionados 400mg 2-(6-metoxi-2-naftil) propanohidrazida. O 4-fenil-1,2,5-oxidiazol-
N-6xido-3-carbaldeido foi colocado em excesso pois ¢ muito soluvel em etanol, meio em que
ocorre a reacdo. A reacdo ocorreu sob agitacdo constante e temperatura ambiente, por um
perido de 12 horas.

O monitoramento da reagdo foi realizado por cromatografia em camada delgada
(C.C.D), utilizando como fase movel uma mistura de 70% Acetato de Etila e 30% Hexano. As
placas cromatograficas foram reveladas com ninidrina, reagente que cora em rosa 0s grupos
com amina livre. Os resultados mostraram que essa fungdao nio estava presente no produto
desejado. Decorrido o tempo de reacdo, reduziu-se o volume do meio reacional sob pressao
reduzida, e adicionou-se gelo para ocorrer precipitacdo do produto. Como ndo houve
precipitacdo do produto foram deitas extragdes com porgdes de diclorometando até que este
estivesse transparente. O solvente foi evaporado a sob pressio reduzida. O produto foi
purificado em coluna cromatografica na qual foi utilizada como fase estacionaria silica e fase
moével uma mistura de 50% Acetato de Etila e 50% Hexano. A hidrazona tem faixa de fusao

entre 170°C- 174°C e rendimento de 55%.
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1.4.3 Sintese do produto final 3b

Esquema 15: Obtencdo do produto final 3b

O composto 3b, foi obtido, dissolvendo 500mg do 4-fenil-1,2,5-oxidiazol-N-6xido-3-
carbaldeido em 5 mL de etanol e adicionados em baldo de fundo redondo de 125 mL, com
posterior adi¢ao de 2-3 gotas de acido acético glacial. Em seguida foram adicionados 600mg
da 3-benzoilfenil)propanohidrazida. A reacdo ocorreu sob agitagdo constante ¢ temperatura
ambiente, por um periodo de 20 horas.

O monitoramento da reagdo foi realizado por cromatografia em camada delgada
(C.C.D), utilizando como fase mével uma mistura de 70% Acetato de Etila e 30% Hexano. As
placas cromatograficas foram reveladas com o reagente 2,4-difenilaminopiridina (Revelador
de Brad) que cora em amarelo os grupos com a funcao aldeido. Os resultados mostraram que
essa funcdo nao estava presente no produto desejado. Decorrido o tempo de reagdo, reduziu-se
o volume do meio reacional sob pressdo reduzida, e adicionou-se gelo para ocorrer
precipitacao do produto. Como nao houve precipitagao do produto foram deitas extragcdes com
porcdes de diclorometano até que este estivesse transparente. O solvente foi evaporado a sob
pressdo reduzida. O produto foi purificado em coluna cromatografica na qual foi utilizada
como fase estacionaria silica e fase mével uma mistura de 50% Acetato de Etila e 50%

Hexano. O produto tem faixa de fusdo entre 190°C e 195°C e rendimento de 42%.

1.4.4 Sintese do produto final 4b
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Esquema 16: Obtencao do produto final 4b

O produto final 4b foi obtido, dissolvendo 380 mg do 4-fenil-1,2,5-oxidiazol-N-
oxido-3-carbaldeido em 5 mL de etanol e adicionados em baldo de fundo redondo de 125 mL,
com posterior adicdo de 2-3 gotas de acido acético glacial. Em seguida foram adicionados
600mg {2-[(2,6-diclorofenil)amino]fenil}acetohidrazida. A reacdo ocorreu sob agitacdo
constante e temperatura ambiente, por um perido de 8horas.

O monitoramento da reagdo foi realizado por cromatografia em camada delgada
(C.C.D), utilizando como fase movel uma mistura de 70% Acetato de Etila e 30% Hexano. As
placas cromatograficas foram reveladas com o reagente 2,4-difenilaminopiridina (Revelador
de Brad) que cora em amarelo os grupos com a fun¢do aldeido. Os resultados mostraram que
essa funcdo nao estava presente no produto desejado. Decorrido o tempo de reagdo, reduziu-se
o volume do meio reacional sob pressdo reduzida, e adicionou-se gelo para ocorrer
precipitacdo do produto foi feita entdo uma filtracdo a vacuo para isolamento do produto. A

faixa de fusdo do produto estd entre 176°C-178°C e rendimento foi de 63%.



ANEXO I

Protocolos Comité de Etica
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Cimpus de Araraquara
Protocolo CEP/FCF/CAr n° 06/2010
Interessado: THAIS REGINA FERREIRA DE MELO
Orientador: Prof. Dr. Jean Leandro dos Santos
Projeto: Planejamento, sintese e avaliagdo farmacolégica de novos
candidatos a farmacos na Anemia Falciforme (Edema de
Pata de Rato).

Parecer n° 11/2010 — Comité de Etica em Pesquisa

O Comité de Etica em Pesquisa desta Faculdade, considerou o
protocolo para uso de animais na pesquisa “Planejamento, sintese e
avaliacdo farmacolégica de novos candidatos a farmacos na Anemia
Falciforme (Edema de Pata de Rato)", apresentado pela Académica em
Iniciagao Cientifica Thais Regina Ferreira de Melo, orientada pelo Professor
Doutor Jean Leandro dos Santos, do Departamento de Farmacos e
Medicamentos, desta faculdade, estruturado dentro dos principios éticos na
experimentacao animal do Colégio Brasileiro de Experimentagdo Animal -
COBEA, manifestando-se FAVORAVEL a sua execugao.

O relatério final do protocolo de pesquisa, com no maximo trés
folhas (espago 1,5 e letra 12) devera ser entregue em setembro de 2010.

Araraquara, 27 de abril de 2010.

ki - Lo
——Proff-Dr*; AURELUCE-BEMONTE
Coordenadora do.CEP
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Protocolo CEP/FCF/CAr n® 05/2010
Interessado: THAIS REGINA FERREIRA DE MELO
Orientador: Prof. Dr. Jean Leandro dos Santos
Projeto: Planejamento, sintese e avaliagdo farmacolégica de novos

candidatos a farmacos na Anemia Falciforme (analgesia).

Parecer n° 10/2010 - Comité de Etica em Pesquisa

O Comité de Etica em Pesquisa desta Faculdade, considerou o
protocolo para uso de animais na pesquisa “Planejamento, sintese e
avaliagdo farmacolégica de novos candidatos a farmacos na Anemia
Falciforme (analgesia)’, apresentado pela Académica em Iniciacdo
Cientifica Thais Regina Ferreira de Melo, orientada pelo Professor Doutor
Jean Leandro dos Santos, do Departamento de Farmacos e Medicamentos,
desta faculdade, estruturado dentro dos principios éticos na
experimentacédo animal do Colégio Brasileiro de Experimentacido Animal —
COBEA, manifestando-se FAVORAVEL a sua execugao.

O relatério final do protocolo de pesquisa, com no maximo trés
folhas (espacgo 1,5 e letra 12) devera ser entregue em outubro de 2010.

Araraquara, 27 de abril de 2010.

Coordenadora do CEP
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