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Epigrafe

"E impossivel avaliar a forca que

possuimos sem medir o tamanho do
obstaculo que podemos vencer, nem
o valor de uma agcdo sem sabermos o

sacrificio que ela comporta.”
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Resumo

A Anemia Falciforme (A.F.) é uma doenga hematologica genética na qual
ocorre mutacdo no gene da B-hemoglobina. Essa mutagdo promove polimerizagao
das moléculas de hemoglobina, promovendo alteragdes (afoicamento) da estrutura
fisica dos eritrocitos e aumento da adesdo das células sanguineas no vaso
contribuindo para o aumento do processo vaso-oclusivo, principal caracteristica da
doenca. A doenga promove um processo inflamatério crbnico e ha aumento de
diversas citocinas pré-inflamatérias, a exemplo do TNF-a, sendo este, portanto um
importante alvo para intervengéo terapéutica. A hidroxiuréia (HU) € o unico farmaco
disponivel para o tratamento e seus efeitos benéficos estdo associados a
capacidade de biotransformagdao da mesma em Oxido nitrico. Entretando, a
mielotoxicidade e demais efeitos deletérios da HU, torna importante a introducao de
novos farmacos que agregue os efeitos benéficos da mesma sem sua potencial
toxicidade. O NO desempenha efeitos benéficos tais como: vasodilatacéo, inibigao
da agregacao plaquetaria e produgcao de hemoglobina fetal (HbF), esta ultima tem
funcdo de diminuir a polimerizagdo da hemoglobina. Nesse contexto, em
continuidade com uma linha de pesquisa que visa o0 planejamento, sintese e
avaliagcao farmacoldgica de novos protoétipos candidatos a farmacos para tratamento
das complicagcbes da anemia falciforme, foi sintetizada uma nova série de quatro
compostos hibridos inéditos (I-IV) contendo a subunidade ftalimidica (inibidora de
TNF-a) e o nucleo furoxanico (doador de NO) espacgados pela subunidade N-
acilidrazona. Todos os compostos apresentaram-se como doadores de NO. Os
compostos | a IV mostraram-se inibidores de TNF-a, sendo o composto IV o mais
promissor, inibindo em torno de 65% em concentracdes menores que os demais. No
ensaio de agregacao plaquetaria induzida por ADP, os compostos Ill e IV foram
capazes de inibir sigficativamente a agregacao plaquetaria. Ademais, a subunidade
N-acilidrazona contribuiu para a atividade inibidora de TNF-a e de agregacao. Além
disso, o composto | apds 72h foi capaz de aumentar a expressao génica de gama
globina aproximadamente duas vezes mais que o controle, na concentragéo de 5
MM. Assim, estes compostos sdo promissores candidatos a farmacos para o

tratamento das complicagdes da anemia falciforme.
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Abstract

Sickle Cell Anemia is a genetic blood disease in which there is a mutation in
the B-hemoglobin gene. This mutation promotes polymerization of hemoglobin
molecules that change the structure of the erythrocyte cytoskeleton promoting
sickling of the cell. Moreover, there is increased adhesion of blood cells in the vessel
contributing to the increasement of the vaso-occlusive process, the main
characteristic of the disease. It is further known that the chronic inflammation
associated with the disease contributes to a number of complications and among the
process responsible for this proinflammatory cytokine is TNF-a, which is an important
target for therapeutic intervention. Hydroxyurea (HU) is the only available drug for
treatment and its beneficial effects are associated with the same capacity
biotransformation of nitric oxide. The NO plays beneficial effects such as
vasodilation, inhibition of platelet aggregation and production of fetal hemoglobin (Hb
F), latter has the function of decreasing polymerization of hemoglobin. In this context,
continuing the research line that aims at planning , synthesis and pharmacological
evaluation of new prototypes drug candidates for the treatment of sickle cell anemia
complications, in this work have synthesized a series of four new hybrid compounds
( 1- IV) containing the phtalimide (TNF-alfa inhibitory subunit) and furoxan subunits (
nitric oxide donors) according to structural design. The compounds were presented
as NO donors. Compounds [-IV were shown to be inhibitors of TNF-a in the
immunoassay of this cytokine assay and the compound IV is the most promising
inhibiting between 65% in smaller concentrations than the other. In the assay of
ADP-induced platelet aggregation, compounds Il and IV were able to inhibit platelet
aggregation sigficantily. In addition, the compound | after 72 hours was able to
increase the gene expression of gamma globin approximately two times the control,
at a concentration of 5 yM. Thus, these compounds are promising drug candidates

for sickle cell anemia complications treatment
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1 INTRODUGAO

A anemia falciforme é a hemoglobinopatia hereditaria crénica mais prevalente
no mundo. Sua origem & predominantemente africana e tem sido relacionada como
uma forma de protecdo seletiva contra as formas mais letais de malaria, devido a
sua grande presencga nas areas endémicas desta doenga (WEATHERALL et al.,
2008).

Estima-se que a anemia falciforme ocorra em 1 a cada 500 nascimentos
afroamericanos e em 1 a cada 4000 nascimentos hispanoamericanos (BONDS,
2005). No Brasil calcula-se que nasgam, por ano, em torno de 3.500 criangas com
doenca falciforme e 200.000 portadores de traco falciforme (SIMOES et al., 2010).

A anemia falciforme é caracterizada por uma mutacéo pontual no sexto codon
do gene da B-globina, na qual ocorre uma troca de uma timina por uma adenina
(GTG para GAG), resultando na substituicdo de um &cido glutdmico por valina no
gene B-globina dando origem a hemoglobina anémala (B°-globina) (SAFO et al.,
2004).

A desoxigenacdo da hemoglobina mutada (HbS) favorece interagdes
hidrofébicas entre as subunidades [ do tetr@mero das moléculas de hemoglobina,
induzindo a formagao de polimeros que pode levar ao afoicamento das hemacias
(BUNN, 1997).

A polimerizagdao da HbS representa o evento primario na doenga, pois causa
alteragdes na estrutura e flexibilidade dos eritrocitos, promove desidratacao celular,

estresse fisico e oxidativo, o que pode levar a hemolise das hemacias.

Quando ha rompimento da hemacia, o grupo heme ¢ liberado na circulagao, e
o atomo de ferro central deste nucleo, é capaz de sequestrar moléculas de 6xido
nitrico produzidas pelo endotélio vascular durante o processo homeostatico, o que
gera nos pacientes falciformes um “carater vasocontritor” (REITER et al., 2002 ).

Além disso, a deficiéncia de NO gerada aliada a outros fatores fisiolégicos
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envolvidos na fisiopatologia da doenga produzem o aumento na agregagao

plaquetaria, gerando um quadro de hipercoagulabilidade (ROTHER, 2005).

A vaso-oclusédo € decorrente da obstrugao, principalmente da microcirculagéo,
causada pelas células falciformes e pela maior adesdo das células sanguineas ao
endotélio vascular. Esse quadro pode levar a isquemia e infarto de diversos tecidos
por uma perfusio tissular inadequada e ainda contribui para as crises dolorosas,
disfungdo dos érgéos, e em alguns casos, morte (STEINBERG, 2006; CROIZAT,
1994; DUITS et al., 1996; WUN et al., 1997).

Foi relatado que pacientes com anemia falciforme apresentam aumento
significativo dos niveis circulantes de algumas citocinas inflamatorias, dentre elas o
fator de necrose tumoral alfa (TNF-o.) (MALAVE et al., 1993). Além dos efeitos pro-
inflamatoérios que o TNF-a exerce, aumentando as propriedades quimiotaticas e
exacerbando a inflamacgao, ele também é reponsavel por: aumentar a aderéncia de
neutréfilos ao endotélio vascular, estimular a produgao de radicais livres e a sintese
de outros mediadores inflamatérios como IL-1B e PGE,. Ademais, o TNF-a também
altera as propriedades coagulantes e anticoagulantes (LANARO et al., 2009; INGLIS
et al., 2005)

Deste modo, o aumento dos niveis plasmaticos de TNF-a em pacientes
portadores de anemia falciforme contribui com as crises vaso-oclusivas, e pode levar
ao aparecimento de episodios infecciosos e inflamatérios (BUCHANAN et al., 2004;
MALAVE et al., 1993; FRANCIS et al., 1992). Assim, compostos que inibam essa

citocina poderiam auxiliar na diminuigdo dos sintomas clinicos da doenca.

A talidomida € um farmaco hipnético e sedativo e foi reconhecida como
inibidora da sintese de TNF-a. Diversos analogos estruturais tém sido sintetizados e
avaliados, buscando otimizar essa atividade (CHAULET et al, 2011). A subunidade
ftalimidica foi destacada como essencial (farmacoférica) para atividade de inibigéo
de TNF-a em estudos de relagao estrutura-atividade (LIMA, FRAGA & BARREIRO,
2001). Foi verificado também, que era a inibicdo desta citocina a responsavel por
efeitos analgésicos periféricos observados com o uso da talidomida (RIBEIRO,
2000).
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Até o momento, ndo existe um tratamento especifico para anemia falciforme.
Os farmacos disponiveis auxiliam no tratamento dos sintomas, visando melhorar a
qualidade de vida do paciente. Dentre estes famacos esta a hidroxiureia (HU), a qual
tem capacidade de melhorar o fluxo pelos vasos sanguineos, diminuir a
concentracdo de HbS, aumentar os niveis de HbF e atuar como fonte exdgena de
oxido nitrico (NO) (STEINBERG, 2006; SPACE et al., 2000).

A HU é um agente antineoplasico que interrompe o ciclo celular nas fases S e
G1. Estudos tém demonstrado que o tratamento com HU promove aumento dos
niveis circulantes de algumas citocinas pré-inflamatérias podendo descompensar de
certa forma os efeitos benéficos gerados pelo farmaco. Ademais, um ter¢co dos
pacientes tratados nao respondem a terapia. Sabe-se, entretanto, que a HU apés
metabolizagdo, que ocorre principalmente no figado, € biotransformada em oxido
nitrico (NO) sendo este um dos responsaveis pelos efeitos benéficos do farmaco
(KING, 2003).

O NO exerce varios efeitos como, por exemplo, vasodilatagcéo, inibicdo da
agregacao plaquetaria e da expressao de moléculas de adesdo e estimula a
producdo de hemoglobina fetal (HbF) através da via de guanilato ciclase soluvel
(sGC) pelo aumento da expressdo de y globina em células eritroleucémicas e
eritroblastos humanos primarios(CONRAN et al., 2004; COKIC, 2003).

O aumento da HbF, tem sido um alvo muito explorado em pacientes
portadores da doencga, pois os altos niveis da mesma estao relacionados com a
diminuicdo da polimerizagao da HbS, o que contribui com a redugédo da severidade
da doenca (STEINBERG, 2006).

Os doadores de 6xido nitrico podem ser uma alternativa no tratamento dos
sintomas da anemia falciforme. Alguns exemplos destes compostos sao: os nitritos e
nitratos orgénicos, furoxanos, complexos NO-metalicos, N-nitrosaminas, S-
nitrosotidis e N-hidroxiguanidinas (BARRETO, CORREA & MUSCARA, 2005).

Os derivados furoxanicos (1,2,5-oxadiazol-2-6xido), em razdo das suas
propriedades doadoras de oOxido nitrico, tem sido muito explorados na Quimica

Farmacéutica e Medicinal para obtencdo de uma série de compostos hibridos com
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diferentes atividades farmacologicas, como por exemplo, atividade antiagregante
plaquetaria (CERECETTO & PORCAL, 2005; CENA et al., 2004; CALVINO et al.,
1992).

Assim, neste trabalho as estruturas foram planejadas visando a acao
sinérgica de modulagdo da sintese de TNF-a e aumento dos niveis de NO. A
diminuicdo dos niveis de TNF-a leva a redugao da resposta inflamatoria e imune
celular, da hiperalgesia e a um maior equilibrio das propriedades coagulantes. Aliado
a isso, as propriedades vasodilatadoras, o estimulo da produgado de gama globina,
aumentando HbF pela acdo do NO representam uma nova abordagem terapéutica

para o tratamento da doenca falciforme.

2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

ANEMIA FALCIFORME
Aspectos gerais

A hemoglobina (Hb) é uma heme-proteina presente nos eritrocitos cuja
principal fungdo € o transporte de oxigénio e gas carbdnico (PERUTZ et al., 1990).
Sua molécula é um tetramero polipeptidico, constituido por cadeias globinicas sendo
duas subunidades a e outras duas nao alfa, cada uma contendo uma subunidade
heme (Figura 1), que consiste em um anel porfirinico (protoporfirina IX) formando um
complexo central com o atomo de ferro (Fe?*), onde ocorre a ligagdo do oxigénio
(DICKERSON ,1983).

Thais Regina Ferreira de Melo



Figura 1: Estrutura da hemoglobina e do grupo heme (protoporfirina IX).
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Fonte: Adaptado de: HTTP://gassama.myweb.uga.edu/, acessado em 03/05/2014

Diferentes cadeias globinicas sao sintetizadas entre o periodo embrionario e
adulto. Durante o periodo embrionario sdo expressas as hemoglobinas Grower1,
Grower2 e Portlant, deixando de serem expressas na fase fetal em que prevalece a
producao da hemoglobina fetal (HbF), constituida por duas das cadeias alfa e gama

(a2y2) e seus niveis decaem apoés seis meses do nascimento (FORGET, 1998).

A sintese de cadeias delta se inicia por volta do sexto més de gestagdo dando
origem a hemoglobina (HbA;) constituida de duas cadeias alfa e duas delta (0202)
que representa de 2,5%- 3% das hemoglobinas em individuos sadios. A
hemoglobina A (HbA), contém duas cadeias alfa e beta (a,p2) e € predominante nos
eritrécitos de adultos sadios representando aproximadamente 97% das moléculas
totais de hemoglobina (HUEHNS et al., 2008).

Existem centenas de variantes do gene da B-globina, um exemplo é a

hemoglobina S (HbS), presente na anemia falciforme. Essa hemoglobina é

Thais Regina Ferreira de Melo



6

constituida por duas cadeias a e duas [ (012[382), como a HbA, e resulta de uma
substituigdo de aminoacidos (acido glutdamico por valina) no gene da cadeia [3-
globinica. Essa mutacdo altera propriedades fisico-quimicas da hemoglobina
desencadeando os fendmenos fisiopatolégicos da doenga (BUNN & FORGET,
1986).

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

Os portadores do traco tém uma expectativa de vida semelhante ao da
populacdo em geral, ndo sendo observado aumento de mortalidade associada
especificamente a essa condicdo (ROCHA, 2004; STARK, JANERICH &
JEREB,1980). Entretanto, alguns estudos relatam uma correlagao entre a presenca
do trago e algumas complicagbes que ocorrem em condi¢des de hipoxia,
desidratacido e acidose, como a insuficiéncia renal, necrose tissular, tromboembolia
venosa e rabdomidlise (MURAO & FERRAZ, 2007; AUSTIN et al., 2007;
MAKARYUS, CATANZARO & KATONA, 2007).

Historico

As células alongadas e em forma de foice (Figura 2), caracteristicas da
anemia falciforme, foram observadas pela primeira vez em um esfregago sanguineo
em 1910 pelo médico James Herrick. Hahn and Gillespie, posteriormente, sugeriram
que em baixas concentracdes de oxigénio ocorria a falcizagdo das hemacias. Anos
depois, Watson e colaboradores correlacionaram a diminuigao dos niveis de HbF e o
aparecimento dos sintomas da doenga falciforme em criancas (WATSON et al.,
1948; HANH & GILLESPIE 1927). Em 1949, Linus Pauling e colaboradores

caracterizaram molecularmente a doenca utilizando eletroforese para demonstrar
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que havia uma diferenca de migracao entre a HbS (falciforme) e a HbA (normal) (
HERRICK et al., 1910).

Posteriormente, Ingram (1956) demonstrou por meio de estudos de
eletroforese que a anemia falciforme era ocasionada pela substituicdo do acido

glutdmico por uma valina no gene da B-globina da hemoglobina (INGRAM, 1956).

Figura 2: Hemacias de individuo falciforme visualizadas sob microscopio dptico
mostrando (setas) a presenca de células com aspecto anémalo e alongado

Fonte: FRENETTE & ATWEH, 2007

Origem e epidemiologia

Acredita-se que a doencga teve origem ha milhares de anos atras, nos paises
subsaarianos e do centro-oeste da Africa, no Leste asiatico e em algumas regides
da India (WEATHERALL, 2008). A distribuicdo da doenca esta correlacionada com
as regides endémicas de malaria, devido a hipdtese explorada por muitos estudos
de protecédo a infeccéo pelo plasmédio (TAYLOR et al.,, 2012; MIN-O & GROS,
2005).

Diversos mecanismos bioquimicos e imunoldgicos tém sido estudados para
explicar a relagdo entre a protecdo da HbS contra a malaria. Sabe-se que as
hemacias falciformes infectadas sofrem fagocitose mais rapidamente, reduzindo
assim a parasitemia (PIEL et al., 2010). E sabido ainda que nas células falciformes a

invasao € diminuida e o crescimento do parasita € dificultado devido as condigdes
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bioquimicas desfavoraveis como a baixa tensdo de oxigénio e de potassio
intracelular (AYI et al., 2004; PASVOL et al., 1978). Embora existam muitos estudos
sobre estes complexos mecanismos envolvidos na protegao contra a malaria, ainda

nao é totalmente clara a relevancia dos mesmos in vivo (GONG et al., 2013).

De acordo com dados da Organizagdo Mundial da Saude (OMS) de 2011,
cerca de 5% da populagdo mundial carrega o gene de hemoglobinopatias sobretudo

da anemia falciforme e talassemias.

A AF foi durante muito tempo restrita a Africa, ao Oriente Médio e partes da
india, mas atualmente também é comum nas Américas, Caribe e Europa,
principalmente por conta da migragdo e miscigenacao racial. Nos Estados Unidos a
anemia falciforme afeta aproximadamente um em cada 500 recém-nascidos afro-
americanos por ano, e entre 90.000 e 100.000 individuos no total (BONDS, 2005).

Com base nos dados do Programa Nacional de Triagem Neonatal, estima-se
a existéncia de 2 milhdes de portadores do gene da Hb S no Brasil e que 25 a 50 mil
pessoas tenham a forma homozigética (Hb SS). Calcula-se que nasgam, por ano,
em torno de 3.500 criangas com a doenga falciforme e 200.000 portadores de traco
falciforme (SIMOES et al., 2010).

Fisiopatologia

O gene falciforme é resultado de uma mutagdo pontual no gene da (B-globina,
gerada pela troca de uma timina por adenina (GTG para GAG) substitiuindo o sexto

aminoacido que codifica uma valina ao invés de um acido glutamico (BUNN, 1997).

Essa substituicdo causa modificacbes na estrutura tridimensional da
hemoglobina. A carga neutra da valina permite interagbes hidrofébicas entre as
moléculas de hemoglobina, desencadeando a agregacdo em grandes polimeros,
quando em estado desoxigenado (DYKES et al., 1979).

A polimerizagdo da HbS representa o evento primario na patogénese
molecular da anemia falciforme e ¢é dependente de alguns fatores como:

concentracdo de HbS e oxigénio, presenca de hemoglobinas normais, pH,
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temperatura, forga ibnica, e pressdo. (DE FRANCESCHI & CORROCHE, 2004;
STUART & NAGEL, 2004). A polimerizagdo gera alteragbes na estrutura e
flexibilidade dos eritrocitos, promove desidratacao celular, estresse fisico e oxidativo,
0 que pode levar a hemdlise das hemacias (REES et al., 2010; BRITTENHAM et al.,
1985).

O processo vaso-oclusivo € a maior causa de morbidade em pacientes com
anemia falciforme, pois gera o quadro de isquemia, podendo resultar em infarto
tecidual e € o principal responsavel pelos sintomas clinicos da doenga como as
crises algicas, sindrome toracica aguda e nefropatia. O ciclo de isquemia seguido
por reperfusdo gera lesdo tecidual, causa estresse oxidativo e inflamatdrio,
aumentando a expressao de moléculas de adesao e consequentemente a produgao
de citocinas inflamatérias, agravando ainda mais a vaso-oclusao (Figura 3) (WOOD
et al., 2005; BELCHER et al., 2005).
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Figura 3: Fisiopatologia da anemia falciforme
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Fonte: Adaptado de REES et al., 2010

As hemacias falciformes apresentam aumento da interagdo com endotélio
vascular, leucécitos, neutrdfilos e plaquetas, devido ao aumento da expressao das
moléculas de adesdao em sua superficie levando a formagdo de agregados

heterocelulares, contribuindo com a vaso-oclusao (SAKAMOTO et al., 2013).

Estudos tém demonstrado essa interagdo enolva um complexo de integrinas
0431, expressas nas superficies dos eritrocitos, as quais podem se ligar a
fibronectina e a VCAM-1, ICAM-1 e E-selectina expressas na superficie das células
endoteliais (ZENNADI et al., 2008). Além disso, varios ligantes participam
indiretamente do processo, como trombospondina, fator de von Willebrand,

imunoglobulina e fibrinogénio (KAUL et al., 2009).

Thais Regina Ferreira de Melo



11

A anemia hemolitica € outro processo fisiopatolégico importante na AF e
também ¢é impulsionada pela polimerizagdo da HbS. Durante a hemdlise dos
eritrocitos, ha liberacdo da hemoglobina, arginase e difosfato de adenosina (ADP)
para o plasma. A hemoglobina livre pode sequestrar o o6xido nitrico endotelial
diminuindo os niveis basais dessa molécula. Além disso, a arginase liberada pode
metabolizar a arginina plasmatica transformando-a em ornitina e uréia. Assim, com a
diminuicdo da concentragcao da arginina que atuaria como substrato para sintese de

NO, ha diminuicdo dos niveis fisiolégicos do mesmo. (REITER et al., 2002)

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

O aumento de ADP no plasma induz ativagdo e agregacao de plaquetas e
pode contribuir para a patogénese da oclusdo vascular (JAGROOP et al., 2003;
GLODSMITH et al.,1995).

Neste contexto, a diminuicdo dos niveis de NO contribui para a vasculopatia e
hipercoagulabilidade da doenga e tem sido relacionada as manifestagdes clinicas
como a hipertensdo pulmonar, ulcera de pernas, priaprismo e doenga
cerebrovascular (KATO et al., 2006).
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Figura 4: Propriedades do NO nos vasos sanguineos.
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Fonte: adaptado de MILLER & MEGSON, 2007

A inflamacdo € um fator central na gravidade da vasculopatia da anemia
falciforme. A ativagcdo de leucécitos, juntamente com as células endoteliais
danificadas e a maior adesdao das células sanguineas ao endotélio vascular,
aumentam a producéo de citocinas pro-inflamatérias como a TNF-q, IL-1[3, IL-8 que
contribuem para o carater inflamatério crénico da doenga, propagando os episodios
de dor e as crises vaso-oclusivas (OKPALA, 2004; PERELEMAN et al., 2003).

Uma vez que a polimerizagao da HbS é o processo inicial da vaso-oclusao, a
mesma tem sido um alvo terapéutico importante e muito explorado. Atualmente, a
estratégia utilizada de promover o aumento dos niveis de hemoglobina fetal (HbF),
tém tido um enorme impacto na redugao do numero e gravidade de episddios vaso-
oclusivos e ainda na diminuicdo da mortalidade de pacientes com A.F. (MANWANI,
2013; MA et al., 2007).
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Tratamento

A complexidade da anemia falciforme é uma barreira para as descobertas
cientificas de terapias que sejam eficazes e seletivas. Este fator associado ao
desinteresse da industria farmacéutica pela pesquisa de novos farmacos para
doencgas negligenciadas € um dos grandes obstaculos para a descoberta de
tratamentos mais efetivos (GEE et al., 2013; O'CONNELL, 2007).

Como nao ha tratamento especifico, as intervengdes clinicas se baseiam em
medidas gerais e preventivas, visando a melhora da sobrevida e qualidade de vida

dos pacientes, sendo o tratamento na maioria das situagdes, apenas sintomatico.

Assim, serao discutidas a seguir as abordagens terapéuticas disponiveis para
o tratamento dos sintomas da anemia falciforme (Figura 5) e serdo abordadas as
principais estratégias na busca de novas abordagens terapéuticas no contexto atual

da anemia falciforme.

Figura 5: Abordagens terapéuticas disponiveis para o tratamento dos sintomas da

anemia falciforme
Derivados do acido butirico;
Eritropoietina;
Talidomida e derivados.
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Abordagens terapéuticas

Indutores de sintese de HbF

A indugdo de HbF tem se mostrado um alvo promissor em diversos estudos
experimentais e clinicos envolvendo pacientes portadores da anemia falciforme (
PACE & ZEIN, 2006 ; STEINBERG & RODGERS, 2001). Os niveis elevados de HbF
em pacientes com anemia falciforme tem sido reconhecido como um fator
prognoéstico de gravidade clinica, uma vez que os niveis de HbF = 20% estao
associados com a redugado de eventos clinicos e a baixa concentracdo de HbF é
reconhecida como um preditor de mortalidade precoce. Estes fatos podem ser
relacionados a diminuigdo da polimerizagdo da HbS gerada pelo aumento da HbF e
a menor adesividade da mesma, prevenindo o processo vaso-oclusivo (AKINSHEYE
etal., 2011;PLATT et al., 1994)

= Hidroxiureia

A HU (Figura 6) € um agente quimioterapéutico, antimetabdlito, inibidor
seletivo da sintese de ribonucleotideo difosfato redutase, enzima necessaria na
conversao de ribonucleotideos difosfatados em deoxiribonucleotideos difosfatados.
A HU impede que as células saiam da fase G1/S do ciclo celular, sendo usada
principalmente em neoplasias do sistema hematopoiético (HANFT et al., 2000).
Atualmente, é o unico farmaco aprovado pelo FDA (Food Drug Administration) para

uso em pacientes com anemia falciforme.

Figura 6: Estrutura quimica da hidroxiureia

Além da diminuigdo da vaso-oclusdo, do numero de episédios de sindrome
toracica aguda e da necessidade de transfusdo sanguinea, estudos demonstraram

que a HU tem a capacidade de aumentar a concentragdo de hemoglobina fetal, bem
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como diminuir o numero de crises dolorosas em pacientes sob tratamento
(CHARACHE et al., 1995; KINNEY et al., 1999). Em um estudo que acompanhou
durante nove anos pacientes tratados com o farmaco, foi observada diminuicdo de
40% no numero de mortes de pacientes tratados com o farmaco (FERSTER et al. ,
2001).

Alguns dados sugerem que o mecanismo pelo qual a HU aumenta os niveis
de HbF é devido a biotransformagédo da mesma em NO e a ativagdo da guanilato
ciclase soluvel em células eritréides. (COKIC et al , 2008; COKIC et al , 2003). A
ativagdo de sGC aumenta a expressédo de gama globina em células eritroleucémicas

e eritroblastos humanos primarios. (CONRAN et al., 2004).

Dentre os efeitos descritos da HU estdo: a diminuicio do numero de
leucocitos, reticuldcitos e plaquetas e a diminuigdo da adesividade dos eritrocitos e
leucdcitos ao endotélio. (HILLERY et al., 2000).

Embora a hidroxiureia tenha muitos efeitos benéficos, um dos principais
efeitos colaterais é a mielotoxicidade. Outros efeitos deletérios sdo a
hiperpigmetacado cutanea, lesées ulcerativas em membros inferiores, aumento dos
niveis de citocinas inflamatérias. (NAHAVANDI et al., 2002).

Ainda que existam efeitos deletérios relatados, as evidéncias documentadas
da eficacia do uso da hidroxiuriea na reducdo da morbidade e mortalidade dos
pacientes justificam seu uso clinico devido a falta de outras opgbes terapéuticas
mais seguras e eficazes. Entretanto cerca de um tergco dos pacientes tratados nao
respondem a hidroxiureia ou necessitam de aumento da dose para tratamento
cronico eficaz, aumentando o risco de toxicidade (RAGHUPATHY & BILLET, 2009)

Nesse contexto, torna-se muito importante a introdugdo de um novo farmaco

que agregue os efeitos benéficos da HU sem sua potencial toxicidade.
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=  Decitabina e azacitidina

A decitabina (5-aza-2-deoxicitidina) (Figura 7) € um potente indutor de HbF
via hipometilacdo do gene promotor da gama globina, inibindo a enzima
metiltransferase (DE SIMONE et al., 1983). Estudos realizados com um pequeno
grupo de pacientes demontraram que a decitabina promoveu um aumento na
producdo de HbF, mesmo em pacientes que nao respondiam bem a hidroxiuréia.
(SAUNTHARARAJAH et al., 2003). Em modelos animais a decitabina n&o induziu
carcinogénese e curiosamente mostrou-se preventiva ao cancer (LANTRY et al.,
1999). Seu analogo a azacitidina (5-azacitidina) (Figura 7), também se mostrou
como bom indutor de HbF, porém causou neutropenia, trompocitopenia e leucopenia
em humanos, além de uma potencial carcinogénico em animais e devido a isso seus
estudos foram descontinuados para o uso na anemia falciforme (SANTOS & CHIN,
2011; CARR et al., 1984).

Deste modo, a decitabina representa uma alternativa na terapia da anemia
falciforme, porém estudos mais amplos sdo necessarios para confirmar sua eficacia

e seguranca em pacientes com a doenca ( HOPPE, 2011).

Figura 7: Estrutura quimica da decitabina e seu analogo azacitidina.
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=  Derivados do acido butirico

Os butiratos (Figura 8) s&o acidos graxos de cadeia curta inibidores da
histona deacetilase, o que resulta na indugdo do gene da gama globina e aumento
da producédo de HbF. Acredita-se que o mecanismo envolvido nesta indugao seja a
sinalizagdo via MAPK p38, a qual regula a expressdo génica de gama globina
(MCCAFFREY et al , 1997). Os butiratos tém demostrado um aumento sustentado
da concentragcdo de HbF nos pacientes tratados. Porém, sua meia-vida curta exige
um volume admistrado muito grande e sua administracdo é somente por via
parenteral, devido a baixa absorcédo oral, limitando sua efetividade clinica. Neste
contexto, novos derivados do acido butirico, com melhor biodisponibilidade e maior
meia-vida estdo, atualmente, sob investigagdes em modelos animais (KUTLAR et al.,
2012; PACE, et al., 2002).

Figura 8: Estruras quimicas dos derivados do acido butirico
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= Eritropoetina

A eritropoetina humana recombinante € outro composto com capacidade de
promover o aumento dos niveis da HbF, conforme demonstrado em estudos in vivo
e in vitro. O uso da mesma combinada com hidroxiureia revelou aumento da
concentracdo de HbF com poucos efeitos colaterais, principalmente em pacientes
pouco responsivos a HU, mostrando que esta combinagao permite um melhor perfil
de tolerancia nesse tipo de paciente (LITTLE et al., 2006).
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= Talidomida e derivados

A talidomida foi originalmente usada como agente hipnotico/sedativo e
antiemético, mas foi retirado do mercado na década de 60 devido aos seus efeitos
teratogénicos (MCBRIDE, 1961). Atualmente, a talidomida € usada no tratamento
de doengas autoimunes e hematoldgicas, como o mieloma multiplo, devido aos seus

efeitos anti-inflamatorios e imunomoduladores (ERIKSSON et al., 2011).

Além do fator de necrose tumoral (TNF-a) tem sido descrito que a talidomida
inibe o fator de crescimento do endotélio vascular (VEGF) e prostaglandina E2
(PGE2) e aumenta a produgédo de espécies reativas de oxigénio (ROS). Estudos
demonstraram que o farmaco induz a expressdo de mRNA de gama globina de
maneira dose dependente. Segundo os autores, 0 mecanismo desta inducao estaria
associado a via de sinalizagcdo de p38 MAPK e acetilagcdo de histona H4.(
AERBAUJINAI et al., 2007).Essa proposta foi baseada em relatos anteriores de que o
aumento da producdo de ROS atuaria como sinalizador para mediar a fosforilagcdo
da tirosinas kinases como a p38 MAPK regulando a expressdo génica de gama
globina (HSIAO et al., 2006).

A lenalidomida e a pomalidomida (Figura 9) sdo imunomoduladores analogos
da talidomida também descritos como inibidores de TNF-a (LIST et al, 2006).
Moutouh-de Parseval e colaboradores (2008) demonstraram que a pomalidomida e
a lenalidomida s&o indutoras da sintese de HbF e moduladoras da diferenciacédo de
eritrocitos em ensaio utilizando células tronco de medula éssea tanto dos pacientes
controle quanto dos portadores da doenca falciforme. O efeito observado foi ainda
maior quando esses farmacos foram combinados com a hidroxiureia, sendo a
combinagdo com pomalidomida mais efetiva que a combinagao com lenalidomida
(MOUTOUH-DE PARSEVAL et al, 2008). Estudos in vivo com animais portadores da
doenca tratados com a pomalidomida demonstraram aumento na expressao da HbF
comparavel com a HU, porém nao apresentou os efeitos mielosupressivos da
mesma, uma vez que foi capaz de aumentar a eritropoiese, preservando a fungao
medular (MEILER et al., 2008).
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Figura 9: Estrutura quimica da talidomida e seus derivados: pomalidomida e

lenalidomida
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Inibidores da desidratacao de eritrocitos

A polimerizacdo da HbS é dependente da concentragdo intracelular de
hemoglobina S, a qual é diretamente dependente do estado de hidratagéo celular.
Dessa forma, a prevencao da desidratacdo celular tem sido explorada como
potencial estratégia terapéutica através da inibicao da via de co-transporte potassio-
cloreto, na qual a saida do potassio ocasiona saida de ions cloreto e agua gerando
um desequilibrio osmadtico na célula levando a desidratacdo e polimerizagcdo das
moléculas de HbS (FLATMAN et al., 2004).Outra via que pode ser inibida é via
calcio ativada, conhecida como de canal de Gardos, canal de transporte de ions
potassio ativado pelo calcio intracelular, o qual se encontra aumentado nos

eritrécitos falciformes, gerando maior perda de potassio e agua (LEW et al., 2005).
= Magnésio

O magnésio (Mg®*) é um importante regulador do transporte celular de
cations, pois 0 aumento a concetracdo da Mg®" intracelular inibe o efluxo de potassio
do ertrocito e consequentemente previne a desidratacdo(BRUGNARA &
TOSTESON, 1987).

Estudos preliminares em animais transgénicos portadores de anemia
falciforme mostraram que a suplementacdo de magnésio pode reduzir
significativamente o co-transporte de KCI, e portanto diminuir volume corpuscular
médio, células densas e o numero de reticulécitos (DE FRANCESCHI et al., 1996 ).
A administragdo de magnésio para pacientes adultos com anemia falciforme tem
apresentado minima toxicidade e, possivelmente, menor frequéncia de vaso-oclusao
(DE FRANCESCHI et al., 2000).
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O pidolato de magnésio combinado com a HU foi utilizado em ensaio de fase
clinica |, com durancéo de seis meses em criangas e demonstrou diminui¢do no co-
transporte de KCI, porém sem mudangas dos parametros hematolégicos. Foi
observado que a toxicidade do pidolato de magnésio € principalmente em nivel
gastrointestinal (diarréia e dores abdominais). Estudos de fase clinica Il ainda estao
sendo realizados para investigar a prevencdo da desidratagdo dos eritrocitos e a
reducao da frequéncia de eventos dolorosos em adultos e criangas administrando-se
o pidolato de magnésio concomitante com a HU e sozinho, a fim de fornecer maiores
informagdes para posteriores ensaios clinicos de fase Ill (HANKINS & AYGUN,
2009).

= Clotrimazol

O antifungico clotrimazol (Figura 10) se mostrou como bloqueador do canal de
Gardos, porém, seus efeitos colaterais impem a sua utilizagdo clinica a longo prazo
(DE FRANCHESCI et al., 1994). Entretanto, este serviu como prototipo para
modificagdes moleculares e foram descobertos alguns compostos como NS3623 e o
NS1652, ativos na inibicao de canais de Gardos, impedindo a hemdlise e a formagao
de células falcizadas in vivo, usando camundongos transgénicos (MCNAUGHTON-
SMITH et al., 2008; BENNEKOU et al., 2001).

= |CA- 17043 (Senicapoc)

Em estudos pré-clinicos com o composto ICA-17043 (Figura 10), o mesmo foi
capaz de diminuir a atividade do canal de Gardos, resultando em um aumento da
concentragcdo de Hb, diminuigdo das células densas e da hemdlise, entretanto, nao
houve reducéo da frequéncia de episddios de vaso-oclusao (STOCKER et al., 2003;
ATAGA et al., 2008).

Deste modo, os beneficios clinicos deste composto ainda necessitam de
maiores investigagdes sendo necessarios alguns ensaios para comprovar a eficacia
clinica do ICA-17043.
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Figura 10: Estruturas quimicas dos inibidores de desidratacaode eritrocito
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Inibidores da adesé&o celular

O aumento da adesao das células falciformes no endotélio vascular envolve a
expressdo de varios fatores de adesdo que incluem a integrina o431, CD36,
molécula intracelular de adesao-4 (ICAM-4 ), as quais podem se ligar ao endotélio
através da E-selectina, P-selectina, integrinas e VCAM-1, diretamente ou ainda por
meio de moléculas como a trombospondina e o Fator de vonWillebrand (VWF) (
EMBURY et al., 2004; MATSUI et al., 2001).

= GMI-1070

O GMI-1070 (Figura 11) € uma molécula glicomimética sintética inibidora da
pan-selectina, que tem como alvos E, P e L-selectinas e tem se mostrado como
restaurador do fluxo sanguineo na vaso-oclusdo, aumentando a sobrevida nos
animais tratados. Além disso, em ensaios in vitro se apresentou como potente
inibidor de adesado de neutrdfilos pela inibicido de E-selectina e ICAM-1. Assim,
ensaios clinicos ainda estdo sendo realizados para determinar a eficacia do
tratamento na vaso-oclusao aguda (CHANG et al., 2010; WUN et al.,2010).
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Figura 11: Estrutura quimica do GMI-1070
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A heparina, um polissacarideo, tem sido estudada devido ao seu potencial de
interferir na adesao das células falciformes ao endotélio através da P-selectina. De
fato, estudos clinicos utilizando heparina de baixo peso molecular relataram reducao
da duragdo e gravidade dos episédios agudos de vaso-oclusdo. (KUTLAR et al.,
2012; MATSUI et al., 2002).

= Eptifibatide

Ensaios clinicos de fase | com eptifibatide (Figura 12), o qual € um peptideo
sintético ciclico antagonista da glicoproteina |llb/llla (ou integrina apP3),
demonstraram além da diminui¢cdo da ativacao plaquetaria, reducdo dos marcadores
inflamatorios e 0 aumento da vasodilatagdo em pacientes com anemia falciforme (
LEE et al., 2007).

Estudos de fase clinica Il foram iniciados a fim de avaliar os riscos de
sangramento e o potencial beneficio clinico na diminui¢do da vaso-oclusao com uso
do eptifibatide (VICHINSKY, 2012).
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Figura 12: Estrutura quimica do eptifibatide
{ N

H: N)J\NH

Fare

SHD

j’ //,

= Prasugrel

O prasugrel (Figura 13) € um farmaco da classe das tienopiridinas, usado no
tratamento da aterotrombose. E responsavel pela inibicdo do receptor ADP,
prevenindo a ativagdo inicial e a consequente agregacgao plaquetaria. O prasugrel
esta em estudo de fase Il para uso na doenca falciforme, a fim de monitorar a taxa e
gravidade de eventos hemorragicos bem como os seus efeitos na vaso-ocluséo
aguda (JAKUBOWSKI et al., 2011).

Figura 13: Estrutura quimica do prasugrel

* Propranolol

O propranolol (Figura 14) é um bloquedor beta adrenérgico utilizado
principlamente para o tratamento da hipertensdo. Estudos in vitro em animais
falcizados mostraram que a adesdo dos eritrocitos ao endotélio e vaso-oclusao
induzida por epinefrina foram prevenidas pelo com uso do propranolol. A partir

destes dados, os ensaios de fase Il estdo sendo executados para determinar o efeito
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inibitério do propranolol em marcadores soluveis de adesao endotelial na doenga
(ZENNADI et al, 2007).

Figura 14: Estrutura quimica do propranolol
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Vasodilatadores

A promogédo da vasodilatagdo € um efeito desejavel durante o tratamento,
sendo util para prevenir os processos de vaso-oclusdo. O NO é um vasodilatador
sintetizado pelas células endoteliais a partir da L-arginina. E responsavel por manter
o ténus vascular e encontra-se diminuido na anemia falciforme. (REITER et al.,
2002). Além da diminuicdo da vasodilatagcdo, existe um aumento da inflamacéao,

adesao e de moléculas pro-coagulantes (KATO et al., 2006).

Assim, a terapia visando o aumento da biodisponibilidade de NO pode
proporcionar um efeito benéfico aos pacientes, uma vez que, segundo estudos 50%
dos pacientes possuem disfungdo endotelial gerada pela deficiéncia de NO (MACK
& KATO, 2006).

Doadores de 6xido nitrico

O NO é um gas soluvel com meia-vida curta, utilizado para tratar recém-
nascidos com hipertensdo pulmonar. O primeiro uso clinico na doenca falciforme foi
relatado por Atz e Wessel no tratamento da sindrome toracica aguda. A inalagéo do
NO diminui a pressao e resisténcia vascular pulmonar e melhora a oxigenagao (ATZ
& WESSEL, 2007). Dentre as desvantagens do NO inalado esta o seu alto custo e a
necessidade de profissionais com treinamento para a administracdo. Neste contexto,
€ necessario o desenvolvimento de doadores de NO, menos custosos e com perfil
farmacocinético adequado.
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Dentre os doadores de NO disponiveis na terapéutica, os nitratos organicos
sdo os mais comumente utilizados para tratamento de angina e insuficiéncia
cardiaca. No entanto, seu uso prolongado pode levar ao mecanismo de tolerancia, o
que justifica a falta de eficacia destes farmacos apds determinado periodo de
tratamento. Esse fendbmeno pode ser explicado pelo fato de que os nitratos
necessitam reagir com grupos tiois para liberagao de NO, depletando ou diminuindo
o conteudo de tidis nas células, levando a auto-inibicdo do seu metabolismo
(SCHOENAFINGER, 1999).

Outras classes de doadores de NO disponiveis sdo: nitritos, complexos NO-
metalicos, N-nitrosaminas, N-nitrosotiois, N-hidroxiguanidinas, derivados de acido
hidroxdmico. Alguns desses doadores como complexos NO-metalicos, N-
nitrosaminas e N-nitrosotiois apresentam algumas desvantagens como instabilidade
quimica, fisica e meias-vidas muito curtas. A menos que essa instabilidade seja
resolvida, essas desvantagens os desqualificam como potencias farmacos doadores
de NO (BARRETO,CORREIA & MUSCARA, 2005).

=  Furoxanos como doadores de 6xido nitrico

O furoxano e seus derivados (N-Oxido-1,2,5-oxadiazol) representam uma
importante classe de compostos heterociclicos com diferentes propriedades
quimicas e atividades biolégicas. Sdo compostos estaveis em meio acido e frente a
eletréfilos, além de apresentarem estabilidade térmica, porém sdo pouco estaveis
frente a nucledfilos e bases. (WANG, 2002) Comparando-os com os outros doadores
de NO, os derivados furoxanicos podem exibir um perfil farmacolégico muito
desejavel: liberacdo lenta e sem o desenvolvimento de mecanismo de tolerancia dos
nitratos (SCHONAEFINGER et al., 1999). Esses compostos podem ser obtidos por
diversas rotas sintéticas como oxidacdo de dioximas, termdlise de o-nitroazidas;
dimerizagao de N-Oxidos de nitrilas, oxidagcdo de o-amino nitroderivados, reagcao de
alcenos com N2O3; (CURINI et al., 2000; SCHONAEFINGER et al., 1999; HWANG et
al., 1998; BOHN et al., 1995; GODOVIKOVA et al, 1993; GASCO et al., 1991).

Alguns estudos descrevem que o anel furoxanico substituido pode sofrer

tautomerismo (Figura 15). Esta isomerizagdo envolve furoxanos com diferentes
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subtituintes e depende da natureza dos substituintes, bem como dos solventes e
temperatura (CERECETTO & PORCAL, 2005; GASCO,1981).

Figura 15: Equilibrio tautomérico do furoxano
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As diversas atividades farmacologicas estdo relacionadas em parte a
capacidade de doacao de oOxido nitrico pela subunidade furoxanica. Dentre elas
podemos citar: antichagasica (CERECETTO et al., 1999), antiagregante plaquetaria
(CENA et al 2004), propriedades vasodilatadoras (DEL GROSSO et al., 2005;
FRUTTERO et al., 1995), antineoplasica, (CERECETTO, 2005), neuroprotetora
(SCHIEFER et al., 2012), entre outras.

Ainda que a capacidade de doagdo de NO dos derivados furoxanicos esteja
bem fundamentada na literatura, os mecanismos para essa doacao ainda nao foram
totalmente elucidados (GASCO et al.,, 2004). Feelish e colaboradores relataram
inicialmente, que alguns derivados  furoxanicos como a N,N’-
diisopropilfuroxancarboxamida e seus analogos N,N-dimetil, eram capazes de
liberar NO na presenca de tidis (FEELISCH, SCHONAEFINGER & NOAK, 1992).

Estudos posteriores com o 4-fenil-3-furoxancarbonitriio propuseram o

mecanismo para doagao de NO representado na Figura 16 (MEDANA et al., 1994).
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Figura 16: Mecanismo proposto para liberacao de NO pelos derivados furoxanos
(MEDANA et al., 1994).
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O ataque do tiolato pode ocorrer no carbono das posi¢cdes 3 ou 4. No caso do
4-fenil-3-furoxancarbonitrilo ocorreu preferencialmente na posicéo 3. E proposto que
isto aconteca devido a deficiéncia de elétrons do carbono na posigcéao 3, gerada pelo
efeito elétron-retirador do grupamento ciano. De fato, observa-se que a maior
doacao de NO esta relacionada a presencga de grupos elétron-retiradores ligados a
este carbono quando se relaciona a capacidade de doagao de NO com o substituinte
do carbono ligado ao N-6xido (SORBA et al., 1997). Curiosamente alguns furoxanos
também podem produzir NO na auséncia de tidis (HECKER, M. et al., 1995).

Estudos recentes conduzidos por Cerecetto e colaboradores sugerem outro
mecanismo de doacgdo de NO cisteina dependente. (Figura 17). Este mecanismo

propde que o ataque do tiolato ocorre no nitrogénio do N-6xido.
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Figura 17: Mechanismo de doacdo de NO proposto por Cerecetto et al. ( Santos, 2009)
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Atualmente a hibridacdo molecular dos furoxanos com diversas moléculas
tem sido uma abordagem muito utilizada na Quimica Farmacéutica e Medicinal. A
obtencdo dos hibridos é realizada ligando-se uma molécula do doador de NO com
outra subunidade com atividade farmacoldgica de interesse, diretamente ou através
de um espacador que contribua ou nado interfira nas atividades farmacoldgicas
desejadas. Deste modo é possivel se obter na mesma estrutura quimica dois efeitos
farmacoldgicos, atingindo diferentes alvos com uma s6 molécula, melhorando a
tolerancia, otimizando a farmacocinética de liberacdo de ambas as substancias, o
que pode beneficiar o tratamento de certas doencas multifatoriais como a anemia
falciforme. (SCATENA, 2010).

Neste contexto, Santos e colaboradores sintetizaram novos compostos
hibridos contendo a subunidade estrutural da talidomida (Figura 18) e diferentes
nucleos furoxanicos a fim de se obter compostos uteis para o tratamento da anemia
falciforme, combinando o efeito anti-inflamatério da subunidade ftalimidica e a
modulagdo da doacdo de NO oriunda dos derivados furoxanicos. Todos os
compostos apresentaram atividade anti-inflamatéria e analgésica maior que a
indometacina e dipirona, as quais foram usadas como controle. A doacao de NO foi
variavel entre os compostos (9-28%), sendo que estes demonstraram habilidade em
induzir a expressao de gama-globina in vitro (SANTOS, 2009).
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Figura 18: Derivados ftalimidicos sintetizados por Santos, 2009
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Diversos:
= Arginina

A arginina € um aminoacido cuja biotransformacao resulta na formacéao de L-
citrulina e NO (Figura 19). E sabido que os pacientes falciformes apresentam
deficiéncia deste aminoacido e foi verficado que suplementacao deste aumenta os
niveis de NO principalmente em pacientes que apresentavam eventos vaso-
oclusivos (MORRIS et al., 2000). Ademais, outro estudo mostrou que a administragéo
oral de arginina reduziu a pressao arterial pulmonar em pacientes com hipertensao
pulmonar (MORRIS et al., 2003)

A administragao da arginina € uma alternativa a inalagdo de NO por ser mais
facil e segura e tem sido uma pratica adotada na clinica médica para alguns
pacientes.
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Figura 19; Sintese do 6xido nitrico a partir da L-arginina.

4 N
MH MHz MH.-
/l\ )h\\“
HHN MH, HM N— OH HM o
NADPH NADPH
— —— + s
04 O
Hy M coo H N CO0 HoN coo
L-arginina M-hidroxi-L-arginina L-citrulina
\ o
= Sildenafila

O sildenafila (Figura 20) € um farmaco utillizado no tratamento da disfungao

erétil

e hipertensao pulmonar.

E um inibidor

da fosfodiesterase-5, enzima

responsavel por degradar cGMP, amplificando o efeito do NO endogeno. (ATZ &

WESSEL, 1999) Além disso, o famaco diminui a ativagdo da glicoproteina llb/llla

plaqueta-dependente em pacientes com a doenga falciforme e hipertensao

pulmonar. (VILLAGRA et al.,

2007)

Tem sido descrito que o sildenafil tem a capacidade aumentar a sinalizagao

de cGMPC e poderia ser util para tratamento de pacientes falciformes com
hipertensado pulmonar. (BIALECKI & BRIDGES, 2002; BURNETT et al., 2006)

Figura 20: Estrutura quimica do sildenafila
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=  Estatinas

As estatinas tem se mostrado efetivas na prevencdo de danos nos vasos
sanguineos por meio de diversos mecanismos, incluindo o aumento do NO
endotelial. Esses farmacos sao capazes de diminuir a inflamagao vascular e
restaurar o relaxamento endotelial em caso de doencas coronarias e acidente
vascular cerebral. Uma vez que o metabolismo de NO se encontra alterado na
doencga falciforme, as estatinas podem ter um efeito benéfico no tratamento da

doenca.

Alguns estudos mostraram que a lovastatina também diminuiu a expressao do
receptor do fator de ativagao plaquetaria no epitélio e endotélio. Em um estudo com
animais transgénicos, a expressao do fator tecidual em células endoteliais foi inibida
pelo farmaco (SOLOVEY et al., 2004).

Assim estes dados sugerem que as estatinas podem ser uteis no tratamento

da doenca falciforme e novos estudos clinicos estao investigando seu potencial uso.

Agentes quelantes

A terapia de quelacdo de ferro tem sido utilizada a fim de controlar a
sobrecarga de ferro em pacientes que recebem repetidas transfusdes sanguineas,
como € o caso dos pacientes com a doenca falciforme, a fim de diminuir as
complicagbes da doenca (WANKO & TELEN, 2005). O acumulo de ferro pode
ocorrer no figado, coracao e érgaos enddcrinos, € aumenta a formagao de espécies
reativas de oxigénio causando dano tecidual e muitas vezes morte (RAGHYPATHY
et al., 2010).

O ferro é essencial no transporte de oxigénio e metabolismo energético
celular e se encontra ligado, na maioria das vezes, as proteinas ou enzimas, pois na
forma livre atua como catalisador de reagdes oxidativas e consequentemente
sintese de radicais superoxidos e radical hidroxila, sendo extremamente reativo e
danoso. A conversao do superdxido em H202 pela superdxido dismutase causa
peroxidagcdo de lipideos da membrana de diversas organelas citoplasmaticas,
levando ao dano celular. Deste modo, a intervencao terapéutica para reducédo do
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ferro livre torna-se necessaria visto que o organismo humano n&o possui um
mecanismo efetivo de eliminacdo do mesmo (CAPPELLINI & PIGA, 2008).

= Deferroxamina (Desferal®)

A deferroxamina (DFO) (Figura 21) é um agente quelante hexadentado
introduzido na terapéutica em 1963. O mesmo ainda continua sendo um dos mais
utilizados no tratamento da sobrecarga de ferro em disturbios de hemoglobina como
€ 0 caso da anemia falciforme e talassemias. O DFO apresenta alto peso molecular
e alta afinidade pelo Fe(lll) e do ponto de vista estrutural, a quelagédo ocorre em
estequiometria 1:1, ou seja, um atomo de ferro pode interagir com uma molécula de
farmaco (COOD, 2008).

A DFO apresenta baixa absor¢ao gastrointestinal por via oral e devido a isto
sua administracdo € subcutdnea ou intravenosa, o que diminui a adesdo dos
pacientes ao tratamento. Além disso, os efeitos adversos como reacgdes
inflamatdérias no local da aplicagdo, alteracbes oculares e auditivas, retardo no
crescimento e complicagdes cardiacas também tém contribuido para a diminuigao
da adesao ao tratamento (LIUI et al., 2010). Estas desvantagens tem motivado a

pesquisa de novos agentes quelantes de ferro com melhor biodisponibilidade oral.

Figura 21: Estrutura quimica da deferroxamina
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= Deferasirox (Exjade®)

O deferasirox aprovado pelo FDA em novembro de 2005 como agente

quelante oral, € uma molécula trivalente e apresenta alta afinidade pelo ferro. Para
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que a coordenagdo com o metal ocorra sdo necessarias duas moléculas do farmaco
para fixar um atomo de ferro (Figura 22) ( PORTER, 2010).

Seu efeito quelante perdura por 24 horas produzindo redugao progressiva da
concentracado de ferro livre plasmatico. Os efeitos adversos mais observados sao
disturbios gastrintestinais, erupgdo cuténea, elevagdo da creatina sérica e
transaminases. Esta forma de tratamento mais conveniente e menos invasiva
aumenta a adesao do paciente ao tratamento. Entretanto, seu grande problema é o
alto custo. (SECHAUD et al., 2008)

Figura 22: Estrutura quimica do deferasirox.
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= Deferiprone

O deferiprone foi desenvolvido para ser um agente quelante de ferro sendo
necessario trés moléculas para cada atomo de ferro. Este farmaco nao é tao efetivo
quanto a deferroxamina sendo utilizado em pacientes intolerantes a mesma. Sua
meia-vida curta e a sua inativagao feita por glucorinagdo no metabolismo de fase I,
inibe a ligagado do ferro com o grupo 3-hidroxil diminuindo sua eficacia (Figura14)
(KONTOGHIORGHES et al., 1990) A eficacia poderia ser melhorada pela introdugao
de grupos volumosos na posi¢ao 2 da piridina, a fim de diminuir a conjugagdo com
glucoronideo ou sulfato (KONTOGHIORGHES et al., 2005)

Algumas das caracteristicas para obtengao de quelantes ideiais sédo: atividade
oral com biodisponibilidade adequada; a remocgao seletiva de ferro do figado, tecido

do coragéo, tecido enddcrino e do ferro néo ligado a transferrina; baixa toxicidade
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em orgao como a medula 6ssea, figado e rins; perfil farmacocinético adequado com

acesso limitado ao sistema nervoso central e placenta. (HIDER & ZHOU, 2005)

Varias estratégias para a descoberta de novos agentes quelantes tem sido
descritas na literatura. Alguns candidatos a farmaco desenvolvidos incluem:
tiosemicarbazonas (RICHARDSON et al., 2009) hidrazonas de isonicotinol
(KALINOWSKI et al., 2008) e os derivados do deferiprone (CP520 e CGP65015)
(HIDER & ZHOU, 2000) e de hidroxipiridinonas (Figura 23) (TURCOT et al., 2000).

Figura 23: Estruturas quimicas das hidrazonas do isocotinol e derivados do deferiprone.
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Modificadores de hemoglobina

E sabido que o afoicamento dos eritrécitos se inicia com a polimerizacdo da
hemoglobina devido as intera¢des hidrofobicas entre as suas cadeias quando ha
desoxigenagcdo (HARRINGTON et al.,, 1997). A inibicdo deste proceso poderia

manter a integridade dos eritrocitos aumentando seu tempo de vida.

Os modificadores de hemoglobina classificam-se em covalentes e néo-

colaventes. Embora os nido-covalentes tenham apresentado atividade interessante,
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0 seu uso ainda é um pouco limitado. Ja os covalentes tem sido os mais relatados
na literatura (WATERMAN et al., 2013).

A modificagdo da hemoglobina causada pelos modificadores covalentes
diminui o afoicamento dos eritrécitos por dois possives mecanismos: aumento da
solubilidade de HbS e/ou aumento da afinidade pelo oxigénio (UENO & BAI, 1989).

= |sotiocianatos e aldeidos

Os isotiocianatos tem sido descritos com potencial para alterar as
propriedades de solubilidade da hemoglobina S, retardando o processo de
polimerizagao, especificamente por se ligarem a subunidade B da HbS responsavel

pela interagao hidrofébica que culmina na polimerizagao.

Os derivados de isotiocianatos atravessam a membrana do eritrocito,
aumentam a afinidade da HbS, inibindo a polimerizacdo da HbS desoxigenada
(PARK et al., 2003).

Tem sido relatado que compostos contendo a fung¢ao aldeido poderiam formar
um aduto (base de Schiff) com alguma amina N-terminal presente nos aminoacidos
da cadeia de HDbS. Safo e colaboradores demonstraram que os aldeidos
heterociclicos como o furfural, 5-metilfurfural, 5-etilfurfural e 5-hidroximetilfurfural,
foram capazes de aumentar a afinidade da hemoglobina pelo oxigénio e inibir o
afoicamento. Os pesquisadores identificaram ainda que essa substancia

apresentava grande segurancga. (SAFO et al., 2004)

Entretanto alguns fatores como a baixa biodisponibilidade por via oral,
necessidade de altas doses para obter efeito significante e ainda a toxicidade dose-

dependente limitam o uso dos isotiocinamatos e aldeidos na terapéutica.

Inibidores de Rho-kinase (Rock)

A proteina Rho-kinase (ROCK), identificada como um efetor da Rho GTPase,
esta envolvida em processos celulares, incluindo contractilidade, quimiotaxia,
adesao e migracao, facilitando a infiltracdo de células inflamatdrias, tanto in vitro
como in vivo. (BOUREUX et al., 2007)
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A inibicdo da via das Rho/ROCK, tem se mostrado benéfica para doengas
cardiovasculares, neuroldgicas e oncoldgicas. Dentre as atividades in vivo descritas
destes inbidores estdo: regulacdo da pressao arterial, aumento da resisténcia
vascular, regressao de lesdes coronarias ateroscleréticas, prevencdo do
desenvolvimento de diabetes, reparagdo neuroldgica, diminuicdo da formacao de
agregados B—mieloide, inibicdo do crescimento, progressao e metastase de tumores,
dentre outras. (FUKUMOTO et al., 2005; KANDABASHI et al., 2000; SHIMOKAWA
et al., 2001; KISHI et al., 2005; HARA et al., 2000; SONG et al., 2013; LIU et al.,
2009; YING et al., 2006)

Atualmente os inibidores de Rho-kinase tém se mostrado promissores para o
tratamento das complicacbes da anemia falciforme. Em um estudo in vitro foi
mostrado que inibidores da Rho-kinase como o Y-27632 (Figura 24) foi capaz de
reduzir a ativagcado de células endoteliais humanas e a adesdo de eosindfilos de
pacientes com anemia falciforme. O fasudil (Figura 24), inibidor de rho-kinase
aprovado no Japao para o tratamento e prevencdo do vaso-espasmocerebral,
mostrou-se benéfico na redugdo de complicdes pulmonares em animais portadores
de anemia falciforme, por inibir o recrutamento de eosindfilos e de quimiocinas que

promovem a progressao da resposta inflamatoéria pulmonar (PALLIS et al., 2013).

Um estudo de cruzamento de banco de dados permitiu identificar o
hidroxifasudil como promissor para o tratamento dos sintomas da anemia falciforme,
devido sua capacidade de aumentar os niveis de eNOS, NO e cGMP, o que
possibilitaria a indugéo da produgéao de HbF (DAl et al., 2011). Além disso, 0 mesmo
demonstrou habilidade de reduzir os niveis de IL-6, IL1-B e TNF-a, os quais tem
acgao proé-inflamatoéria na doenca, reduzindo assim a inflamacgao (DING et al., 2010).
O hidroxifasudil reduziu ainda a expressao de moléculas de adesdao como a ICAM-1
e a coagulagdo (WASHIDA et al., 2011). Quando comparado com a hidroxiuréia, o
hidroxifasudil demonstrou diferentes efeitos e mais benéficos que a mesma, sendo
melhor na reducéo da vaso-oclusao e inflamacao do que a mesma. Neste contexto
este farmaco tem sido sugerido como uma alternativa para o tratamento da anemia
falciforme (ESSACK, BAJIC & RADOVANOVIC, 2013).
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Figura 24: Estrutras quimicas dos inibidores de Rho-kinase
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Agonistas de adenosina

Algumas evidéncias tém mostrado que as células iINKT sao responsaveis pela
propagacéo da resposta inflamatoria da lesdo causada pela esquemia-reperfusao
presente na fisiopatologia da anemia falciforme, contribuindo assim para o aumento

da inflamacgao e da vaso-oclusao.

Agonistas A2 de adenosina tém se mostrado promissores na redugédo da
ativagdo de células iNKT, leucécitos e plaquetas diminuindo a injuria pulmonar
(WALLACE & LINDEN et al., 2010).

O regadenoson (Figura 25) € um agonista seletivo (A2) de adenosina e seu
uso para anemia falciforme esta sendo investigado através de estudos clinicos. Os
resultados preliminares demonstraram que o mesmo diminuiu a ativacdo de céluls
iINKT com auséncia de efeitos toéxicos, representando um farmaco promissor no

tratamento da anemia falciforme (FIELD et al., 2013).

Figura 25: Estrutura quimica do regadenoson
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3 OBJETIVOS
3.1. Objetivo geral

Este trabalho visa o planejamento, sintese e avaliagdao farmacologica de
quatro candidatos a farmacos inéditos para tratamento dos sintomas da anemia

falciforme.

3.2. Objetivos especificos

e Sintese, isolamento, purificacdo e caracterizacdo estrutural dos compostos

hibridos planejados.
¢ Avaliagao da capacidade de doacao de 6xido nitrico.

e Avaliagdo da capacidade dos compostos em inibir a sintese do fator de

necrose tumoral alfa (TNF-a) em ensaio enzimatico por ELISA.
¢ Avaliagao da capacidade de inibicdo da agregacao plaquetaria.

e Avaliagdo da capacidade dos compostos em induzir a expressao génica de

gama-globina.
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4 PLANEJAMENTO ESTRUTURAL

Utilizando a estratégia de hibridagcdo molecular foram planejadas novas
moléculas contendo as subunidades farmacoféricas: a) do protétipo talidomida (1),
representada pelo nucleo ftalimidico (A); b) do nucleo furoxanico (B) com doagao

diferenciada de 6xido nitrico (Esquema 1).

Hibridagio )
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Esquema 1: Planejamento estrutural dos novos compostos hibridos (I-IV) contendo a
subunidade espacadora N-acilidrazona.

As estratégias de modificagdo molecular tém se mostrado muito promissoras
na Quimica Farmacéutica e Medicinal (WERMUTH, 2004). Entre os processos de
modificagdo molecular destacam-se: hibridacado, latenciagdo, bioisosterismo entre
outros (SANTOS, 2009).

A hibridagcdo é um processo de modificagcdo molecular caracterizado pela
conjugacao de caracteristicas estruturais definidas de dois compostos bioativos

distintos, em uma unica molécula. Essa estratégia tem sido empregada para
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obtencdo de diversos farmacos disponiveis no mercado e mostra-se atraente e

promissora para identificacdo de novos protétipos (STRUPEZEWSKI, 1991).

Alguns processos fisiopatolégicos envolvidos na génese de doengas podem sugerir
a necessidade de se desenharem bioligantes ou protétipos incluindo na mesma
molécula propriedades farmacodinamicas duplas ou triplas, de forma a assegurar
uma melhor eficacia terapéutica (BARREIRO & FRAGA, 2001)

A subunidade ftalimida (A), grupo farmacoférico da talidomida, cuja principal
agcao é a modulacao direta sobre biossintese de TNF-a da talidomida, foi mantida
nos derivados planejados (LIMA et al., 2001; MIYACHI et al., 1997). A presenca do
anel fenilico ligado a subunidade ftalimidica nos compostos planejados (Esquema 1)
permite explorar substituicbes mais adequadas para modulagdo da citocina TNF-a
conforme dados de relagdo estrutura-atividade descritos na literatura (MULLER et
al., 1999). Além disso, recentemente foi relatado que a talidomida também possui a
capacidade de induzir a expressao do gene de gama-globina através do aumento de
espécies reativas de oxigénio mediadas pela p38 MAPK (AERBAJINAI et al., 2007).

A subunidade N-acilidrazona presente nos novos derivados planejados foi
utilizada como agente espacgador. Diversos relatos na literatura demonstram a
importancia dessa subunidade em compostos com atividade analgésica, anti-
inflamatdria e antiagregante plaquetaria. (LIMA et al., 2008; BARREIRO et al., 2002;
BARREIRO & FRAGA, 1999). Acredita-se que essas propriedades estejam
relacionadas ao melhor reconhecimento dessa subunidade pelas enzimas
ciclooxigenases (COX) e 5-lipooxigenase, o que consequentemente melhoraria o
perfil de inibicdo das mesmas, reduzindo a sintese de prostaglandinas, tromboxanos
e leucotrienos (SILVA et al.,, 2004 ; MATHY et al., 1993). Dessa forma, esse
espacador poderia contribuir e agregar as atividades farmacoldgicas dos novos

compostos hibridos.

Os derivados furoxanicos (2a-b) foram selecionados como doadores
exogenos de oxido nitrico. O NO apresenta uma série de efeitos benéficos que
poderiam ser explorados para o tratamento da anemia falciforme como:

vasodilatagao, inibicdo da agregacéao plaquetaria e indugao de hemoglobina fetal.
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De acordo com resultados obtidos anteriormente, inibicdo de TNF-a
associada a capacidade de doagdo de Oxido nitrico representa uma nova
abordagem para o tratamento dos sintomas da anemia falciforme (SANTOS et al.,
2012). Assim, neste projeto planejou-se uma série de compostos hibridos (I-IV)
(Esquema 1) pretendendo-se assegurar e otimizar o carater dual de acdo ao

tratamento das complicagdes da doenca.
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5 MATERIAL E METODOS

5.1. Material (Reagentes e solventes)

2-aminobenzoidrazida (Sigma Aldrich)
4-aminobenzoidrazida (Sigma Aldrich)

acetato de etila (Quemis)

acido 3-aminobenzdico (Sigma Aldrich)

acido 4-aminobenzdico (Sigma Aldrich)

acido aceético glacial (Quemis)

acido feniltioacético (Sigma Aldrich)

alcool cinamico (Fluka)

anidrido ftalico (Sigma Aldrich)

cisteina (Sigma Aldrich)

clorocromato de piridinio (PCC) (Sigma Aldrich)
cloroférmio (Vetec)

1,8-diazabicicloundec-7-ene (DBU) (Sigma Aldrich)
diclorometano (Vetec)

dimetilformamida (DMF) (Quemis)
dimetilaminopiridina (DMAP) (Across)

etanol (Quemis)
etil-3-(3-dimetilaminopropil)carbodiimida (EDC) (Sigma Aldrich)
metanol (Vetec)

nitrito de sodio (Across)

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

silica gel para cromatografia em coluna 40-60 um (Sigma Aldrich)
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5.2. Equipamentos

e espectrofotometro de infravermelho FTIR-8300 da Shimadzu;
e espectrofotobmetro UV/Vis Shimadzu;
e aparelho de ponto de fusédo capilar modelo SMP3 da Bibby Stuart Scientific;

5.3. Animais

Foram utilizados camundongos da linhagem Swiss (25-30 g) machos, adultos,
com 6 a 8 semanas de idade. Os animais foram mantidos em jejum por 8 horas e
com livre acesso a agua. Todos os animais utilizados neste trabalho foram
manipulados de acordo com normas estabelecidas pela Comissdo de Etica
Internacional para manuseio de animais em modelos de inflamagdo. Os
experimentos foram aprovados pelo comité de ética da Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas (CEP 32/2013.) (Anexo ).

5.4. Metodologia sintética

A obtencdo dos produtos finais planejados envolveu entre 4 e 5 etapas
sintéticas. Primeiramente foram obtidos os derivados furoxénicos funcionalizados,
conforme descrito na literatura (MONGE et al 1998; SANTOS, 2009), os quais foram
entdo acoplados com as hidrazidas, formando os intermediarios N-acil-hidrazdnicos.
Estes intermediarios foram posteriormente acoplados com o anidrido ftalico,
utilizando-se agente acoplante para a formacédo dos produtos hibridos finais
desejados. (Esquema 2 e 3). A metodologia sintética detalhada para cada etapa é

descrita nos Anexos.
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Esquema 2: Esquema geral da sintese dos compostos I e II.
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Esquema 3: Esquema geral da sintese dos compostos I1I e IV.
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5.5. Métodos Analiticos

e Cromatografia em Camada Delgada (C.C.D.). Utilizou-se cromatografia em
camada delgada (cromatofolhas de aluminio de area 20x20 cm- Silica gel 60
F254 0,2 mm de espessura - Merck) para o acompanhamento das reagdes. A
visualizagdo das substancias foi realizada em lampada ultravioleta (254-365

nm)

e Espectrometria de RMN "H e RMN *C. Os espectros de RMN *C e "H foram
realizados na Central Analitica do Instituto de Quimica da UNESP utilizando-
se espectrometro, Briker, modelo Advance DPX300 —( 300, 75, 600 MHz),
utilizando como solventes DMSO-d6 e CDCls.

e Espectrofotometria de absor¢do no infravermelho (IV): Os espectros de
absorgao no |V, na regiao do infravermelhomédio, ou seja de 4.000 a 400 cm”
! foram obtidos em pastilhas de KBr no espectrofotdmetro FTIR-8300 da

Shimadzu.

e Espectrometria de massas de alta resolugao (HRMS): os espectros foram
obtidos em Espectrémetro de Massas de Alta Resolugcdo da marca Bruker
com detector do tipo TOF (time-of-flight) (IQ-UNESP). As amostras foram
solubilizadas em acetonitrila (grau CLAE) em frascos de 1,5 mL e as analises
foram realizadas com o equipamento configurado para deteccdo de ions
positivos, faixa de razdo massa/carga de 50-2000 m/z e fluxo de gas seco de
5,0 L/min.

e Faixa de Fuséo: As faixas de fusao dos compostos foram determinadas, sem

correg¢ao, em aparelho de Ponto de fusdo capilar “Electrothermal”.

5.6. Ensaios Farmacolégicos
5.6.1. Detecgao quantitativa de nitrito (SORBA et al., 1997)

O NO em solugao rapidamente se oxida a nitritos e nitratos, por isso a
quantificacdo da concentragdo de nitrito € uma forma indireta de mensurar a

capacidade de doacao de 6xido nitrico pelos compostos.

Thais Regina Ferreira de Melo



47

Uma solucdo do respectivo derivado furoxanico e padrées (20uL) em DMSO
foi adicionado a tubo contendo 2 mL de tampé&o fosfato 50mM (pH 7,4) contendo 5
mM de cisteina, e ainda na auséncia de cisteina. A concentracao final de cada
composto no tubo foi 10*M. Apés 1 hora a 37°C, 1 mL dessa solugao foi tratada com
250uL do reagente de Griess. Apos 10 minutos a temperatura ambiente, a
absorvancia foi medida a 540 nm em espectrofotémetro UV/visivel. Os experimentos
foram realizados em triplicata. Os resultados foram expressos como porcentagem
nitrito (NO2 ) mol/mol + E.P.M.

5.6.2. Viabilidade celular e doseamento do fator de necrose tumoral alfa (TNF-

a) (STEWART et al., 2010; MOSMANN, 1983).

Para a avaliagdo da viabilidade e deteccdo de TNF-a dos compostos
sintetizados, foram utilizados camundongos da espécie Mus musculos (Swiss
albino), com peso aproximado de 25-30g, provenientes do Centro Multidisciplinar
para Investigacdo Bioldgica na Area da Ciéncia em Animais de Laboratério
(CEMIB/UNICAMP).

Apds estimulo prévio com tioglicolato 3%, macrofagos foram retirados da
cavidade peritoneal de camundongos. Para avaliagdo da viabilidade celular foi
utilizado o método colorimétrico de MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2il)-2,5-difenil brometo
de tetrazolina). Em uma placa de microtitulagdo de 96 pogos, foram incubadas
suspensdes de células do exsudato peritoneal (100 yL por pogo), na concentragao

de 5x10° células/mL, por 60 minutos para a aderéncia das células.

Os macrofagos aderentes, estimulados ou ndo com lipopolissacarideo (LPS),
foram incubados novamente junto com as preparagdes obtidas a partir dos
compostos (I-IV). O tempo de incubagéao foi de 24 horas a 37°C. Apds o tempo de
incubagao, o conteudo da placa foi vertido e 100 pL de solugédo de MTT (Sigma) a
1mg/mL foi adicionado a cada orificio. A placa foi entdo incubada por mais 3h a
37°C. Apos esse periodo, o conteudo da placa foi novamente vertido e 100 pL de
alcool isopropilico foram adicionados a cada orificio para solubilizar os cristais de
formazana formados. Somente células e meio de cultura RPMI-1640 foram utilizados

como controle negativo, equivalendo a 100% de viabilidade dos macrofagos.
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A leitura da absorvancia foi realizada em espectrofotometro UV/Visivel, em

comprimento de onda de 540 nm e filtro de referéncia 620 nm.

A citocina TNF-a foi quantificada no sobrenadante obtido da cultura de
macrofagos através do teste imunoenzimatico ELISA, utilizando Kit Pharmingen de
acordo com as instrucdes do fabricante. As microplacas de poliestireno de 96 pocos
foram adsorvidas com um anticorpo de captura anti-TNF-a de camundongo
purificado a 4pg/ml (100 ul/cavidade) em tampao PBS e incubadas “overnight” a
temperatura ambiente. As placas foram lavadas 3 vezes com solugdo salina
tamponada com fosfatos, pH 7,2 (PBS) contendo 0,05% de Tween-20 (PBS-T).

Apo6s a lavagem, foram bloqueadas com 300 uyl de BSA a 1% em PBS
(PBS/BSA), com 5% de sacarose e 0,5% de azida sddica) a temperatura ambiente
por 60 minutos e lavadas 3 vezes com PBS-T. Foram adicionados a placa 100ul de
cada citocina padrdao ou sobrenadantes das culturas de células peritoneais. As
placas foram incubadas a temperatura ambiente por 120 minutos, e lavadas 4 vezes
com PBS/T. Em seguida, foram adicionados 100 pl/cavidade de anticorpo anti-TNF-a
de camundongo marcado com biotina na concentragcao de 400 ng/ml em diluente de
reagente (1%BSA, 0,05% de Tween 20 em tampéo Tris-NaCl).

As placas foram incubadas a temperatura ambiente por 120 minutos e
lavadas 3 vezes com PBS-T, foram entdo adicionados 100 pl do conjugado
peroxidase-streptavidina diluido em PBS/BSA e incubadas novamente a temperatura
ambiente por 20 minutos. Apds esse processo, as placas foram lavadas 3 vezes
com PBS-T e 100 pul do substrato (10mM de tampéao citrato-fosfato, contendo 0,4 mM
de tetrametilbenzidina e 1,2 mM de H,0,) foram adicionados em cada cavidade. A

reacao foi interrompida adicionando-se 50 pl de H,SO4 2N.

A absorvancia foi lida a 450nm em espectrofotdmetro UV/visivel de
microplacas e as concentragdes das citocinas foram quantificadas utilizando uma
curva padrao previamente estabelecida com quantidades conhecidas de TNF-a
padrdo. Os testes foram realizados em ftriplicata e os resultados expressos em
picogramas/ml (STEWART et al 2010; MOSMANN, 1983).
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5.6.3. Avaliagao da 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
incisdo longitudinal no abdémen foi feita para a coleta de sangue arterial obtido do
ramo descendente da artéria aorta. Para obten¢cado de plaquetas lavadas, o sangue
dos ratos foi coletado em ACD-C (citrato de sédio 12.4 mM, acido citrico 13 mM e
glicose 11 mM) (9:1 v/v).

Primeiramente o PRP foi obtido por centrifugagdo do sangue total a 200 g em
temperatura ambiente por 15 min. Em seguida, o tampao de lavagem (NaCl 140
mM, KCI 0.5 mM, citrato trisédico 12 mM, glicose 10 mM e sacarose 12.5 mM, pH 6)
na propor¢ao 7:5 (tampéao/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 solugcdo de Krebs-Ringer
desprovida de Ca™ (NaCl 118 mM, NaHCO3; 35 mM, KCI 4,7 mM, KH,PO4 1,2 mM,
MgS0O4.7H,0 1,17 mM, glicose 5,6 mM) e o numero de plaquetas foi ajustado para
1,2 x 10® plaquetas/mL através de contagem manual utilizando-se camara de
Neubauer. Ao final, foi adicionado cloreto de calcio a suspensao plaquetaria para
uma concentracao final de 1mM. Para avaliagao do ensaio de agregacao plaquetaria
foi usado o método turbidimétrico. 400uL de solugdo contendo as plaquetas foram
transferidas para a cubeta de agregagcdo e avaliada usando o equipamento
agregbmetro de 1 canal (Qualiterm, Sdo Paulo, Brasil). O aparelho foi calibrado para
0% (suspensao de plaquetas lavadas) e 100% (solugao de Krebs-Ringer). Em

seguida a agregacao foi induzida por ADP (3-10 mM), e monitorada por 10 min.

As substancias teste e o veiculo empregado (DMSOQO) foram pré-incubados por
5 minutos antes da adicdo do agente agregante. A concentracdo de DMSO na
amostra nao ultrapassou o limite de 1% para nao ocorrer interferéncia nos
resultados. As amostras foram analisadas em ftriplicata e realizados em 3

experimentos independentes para cada substancia.

Thais Regina Ferreira de Melo



50

5.6.4. Avaliagao da expressado génica de gama globina dos compostos obtidos
em células K562 (SANTOS et al., 2012)

Para a avaliagdo da expressdo génica de gama globina foi utilizada a
linhagem celular de leucemia humana K562 ATCC (American Type Culture
Collection), Filadélfia, PA, EUA. As células foram cultivadas em meio DMEM
(Dulbecco’s Modified Eagle Mediun, Invitrogen, USA) contendo 10 % de soro bovino
fetal e glutamina. As células foram mantidas a 37 °C em atmosfera com 5 % de CO..
Para os experimentos as células foram incubadas na densidade de 1x10°

células/mL.

Para realizagdo da cultura com hemina (30uM), esta foi adicionada 72 horas
antes do inicio do experimento com o composto desejado. O tempo de 0 hora
consiste na retirada de células K562 n&o tratadas. A partir desse ponto, foram
adicionados os respectivos compostos nas concentragées desejadas (5, 30, 60 e
100 uM), as células foram entdo mantidas por 7 dias em cultura, sem nova adigao
de composto ou substituicdo de meio de cultura. Foram realizadas coletas de células
nos tempos 0, 24, 48, 72 e 96 horas. A morfologia das células foi analisada nestes
pontos através de laminas de citospin coradas com Leishman e a viabilidade celular

foi realizada através da coloragdo com azul de trypan em camara de Neubauer.
Extragdo de RNA

Para obtencdo do RNA de K562 foi utilizado o método de extragdo com o
reagente TRIzol (Gibco-BRL, Gaithersburg, MD) de acordo com as instru¢gées do
fabricante. A amostra contendo K562 e TRIzol foi incubada por 5 minutos a
temperatura ambiente, a fim de que houvesse completa dissociacdo dos complexos
nucleo-protéicos, 200 pyL de cloroférmio (CHCI3) foi adicionado e agitado
vigorosamente sendo realizada nova incubagdo por 5 minutos a temperatura
ambiente. Apds centrifugagcédo por 15 minutos a 19.000g em temperatura de 4°C, o
sobrenadante foi retirado e acondicionado em outro tubo, procedendo
imediatamente para a etapa de precipitagdo com 500 uL de isopropanol gelado.

Apos homogeneizagao, foi realizada nova incubagdo por 10 minutos em

temperatura ambiente seguida de centrifuga¢do por 10 minutos a 19.000g a 4°C. O
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sobrenadante foi desprezado e ao precipitado adicionou-se 800 uL de etanol gelado
a 70%, sendo realizada nova centrifugagdo por 5 minutos a 14.000g a 4°C.
Finalmente, o sobrenadante foi desprezado e o precipitado de RNA colocado para
secar por 10 minutos a temperatura ambiente, sendo ent&do ressuspendido em agua
estéril contendo dietilpirocarbonato (DEPC) e incubado a 55°C por 10 minutos e

posteriormente colocado em gelo para solubilizagao total do RNA.

A integridade da amostra foi verificada por eletroforese em gel desnaturante
de agarose a 1,2%. As amostras com qualidade adequada de RNA apresentavam
integras as duas subunidades ribossomais: 18S e 28S. Apos a eletroforese, as

amostras de RNA foram armazenadas em freezer -80°C.
Sintese de DNA complementar (cDNA)

As amostras de RNA obtidas, foram submetidas a sintese de DNA
complementar (cDNA) utilizando-se o kit Superscript 1l RTTM (Invitrogen, Life
Technologies). Apos leitura em espectrofotdmetro (Gene Quant-Pharmacia, USA) e
quantificacdo, 3 yg de RNA foram tratados com a enzima DNase | (Invitrogen, Life
Technologies), para remog¢ao de DNA contaminante. Foi adicionado 1,0 yL de 1 u/pL
DNase I, 1,0 yL de 10x DNase | Reaction Buffer (200 mM Tris-HCI, 20 mM MgCI2,
500 mM KCI2) e agua suficiente para um volume final de 10,0 yL de reagédo. A
reacao foi realizada por 15 minutos a temperatura ambiente e paralisada com 1,0 pyL
de 25 mM EDTA, e incubado por 10 minutos a 65°C.

Para a sintese do cDNA adicionou-se a seguir 1,0 uL de 50 uM oligo (dT) 20 e
1,0 yL de 10 mM dNTP’s. As amostras foram incubadas por 5 minutos a 65°C,
seguidos por 1 minuto a 4°C. A cada amostra adicionou-se 10,0 yL da seguinte
mistura de reacgao: 2 yL de 10x RT buffer, 4,0 uL de 25 mM MgCI2, 2,0 uL de 0,1 M
DTT, 1,0 uL de 40 U/uL RNase OUTTM e 1,0 uL de 200 U/uL Superscript Il RTTM.
A reagéao ocorreu por 50 minutos a 50°C, seguido de 5 minutos a 85°C. A seguir, foi
adicionado 1,0 yL de 2 U/uL E. coli RNase H por 20 minutos a 37°C.
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Verificagcdo da sintese de DNA complementar

A verificacao da sintese de cDNA foi feita por meio de PCR para amplificagao
do gene da beta-actina (BAC). Realizou-se as reagdes com: 5,0 uyL de 10x PCR
buffer (20 mM Tris-HCI, 500 mM KCI), 1,5 pL de 50 mM MgCI2, 1,0 yL de 10 mM
dNTP’s, 1,0 yL de 10 mM de primer BACF (5°- AAGAGATGGCCACGGCTGCT -
37), 1,0 uL de 10 mM de primer BACR (5"- TCGCTCCAACCGACTGCTGT - 37), 0,5
ML de Taq DNA polimerase, 1,0 uL de cDNA e 39 yL de agua, para um volume final
de 50 pL. O programa foi iniciado por 2 minutos a 94°C, seguido de 35 ciclos: 94°C/
30 segundos — 58°C/ 45 segundos — 72°C/ 40 segundos, sendo finalizado por 72°C/
7 minutos. Os produtos foram submetidos a eletroforese em gel de agarose a 1%

para verificagdo da ampliacdo de 640pb.
Eficiéncia de Reagéao

Para que a reagdo de PCR em tempo real seja confiavel e reprodutivas séo
necessarias condi¢cdes otimas de reagao, ou seja, que as amplificacdes apresentem
100% de eficiéncia de amplificagéo a cada ciclo, ocorrendo duplicagdo da amostra.

A eficiéncia de amplificagdo é obtida da formula 10 (-1/slope), onde slope

significa o valor da inclinagéo da curva (Meijerink et al, 2001).

A otimizagcdo acontece utilizando a concentracdo 6tima de primer com 7
quantidades conhecidas de amostra, em escala logaritimica: 2ng (2x100), 6,32ng
(2x100,5), 20ng (2x101), 63,2ng (2x101,5), 120ng, 200ng (2x102) e 632ng (2x102,5
). Os resultados sao utilizados para construgcdo de uma curva padrao Ct versus

quantidade de amostra.
PCR quantitativo em tempo real — “Real Time PCR”

Apds leitura em espectrofotometro (Gene Quant-Pharmacia, USA) e
quantificacao, aliquotas de cDNA foram utilizadas como molde em reagdes de PCR
quantitativa em tempo real. A técnica consiste no monitoramento O6ptico da
fluorescéncia emitida durante a reagdo de PCR (Higuchi et al., 1993), através da

ligagdo de uma sonda especifica ou um corante, na fita recém sintetizada.
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As reacbes, feitas sempre em duplicata, foram realizadas utilizando o
reagente SYBERGreen PCR Master Mix® (Applied Biosystems), que além de conter
todos os reagentes necessarios para PCR (dNTP’s, MgCL2, tampéao, Taq Ampli-
Gold), contém o corante SYBERGreen, componente intercalante de dupla fita
necessario para a detecgao da reacao ciclo a ciclo. Além disso, utiliza-se amostras

de cDNA e primers especificos para o gene analisado.

A deteccao de amplificacdo em tempo real foi realizada no equipamento ABI
5700 Sequence Detector System® (Applied Biosystems) em graficos de
fluorescéncia versus numero de ciclos. Quanto maior a expressdo de um gene, ou
seja, quanto mais cdpias existirem no inicio da reagdo, mais precocemente ocorre a

amplificagdo e, consequentemente, menor é o Ct.

As reacgdes realizadas continham 12,5 pyL do reagente SYBERGreen PCR
Master Mix®, 25 ng de amostra de cDNA e a concentragcdo o6tima de primer
determinada, perfazendo um volume final de 25 pyL. Em todos os casos foram feitos
controles negativos, contendo agua estéril em substituicdo a amostra. As reacgdes
foram preparadas em placas de 96 pogos (Sorenson, BioScience Inc) com tampas
plasticas que permitem a passagem de luz. O programa foi iniciado por 95°C/ 10
minutos, seguido de 45 ciclos: 95°C/ 15 segundos — 60°C/ 1 minuto. Ao final de uma
amplificagdo normal adiciona-se um passo de degradacdo durante o qual a
temperatura aumenta gradualmente de 60°C para 95°C. A medida que os produtos
gerados por PCR desnaturam com o aumento da temperatura, cai o sinal
fluorescente do SYBR Green. O gréfico resultante permite verificar se ha um ou mais
produtos de PCR presentes em cada reacdo, devido a diferencas de TM (melting
temperature) entre os produtos de PCR amplificados, essa diferenga é causada pelo

numero e composigcao de bases de cada produto.
Analise dos dados do real time

A expressdo dos genes de interesse foram determinadas de uma forma
relativa, sendo normalizadas com relagdo a genes chamados calibradores, neste
estudo foram utilizados a B-actina e o GAPDH, que sado genes cuja expressao € dita

constitutiva, ou seja, apresentam pouca variacdo entre diversas condigdes. No
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entanto, alguns trabalhos vém demonstrando que a expressao desses genes pode

variar consideravelmente (Vandesompele, 2002).

Dos valores de Ct obtidos, foi calculada média aritmética das duplicatas do Ct.
A seguir foi obtida a quantidade de expressdo (Q), por meio da férmula Q =
EdeltaCt, onde E = eficiéncia de reacao e delta Ct = menor Ct observado — Ct da
amostra. Desta forma a expressao foi relacionada a amostra que apresentou maior
expressao (Menor Ct observado), que recebeu valor Q = 1. Os valores de Q dos
genes calibradores de cada amostra foram submetidos ao programa Gnorm
(Vandesompele, 2002), que calcula a média geométrica entre eles, valor este
denominado Fator de Normalizagdo da amostra. A expressao normalizada de um
dado gene de interesse em uma determinada amostra é dada pela razdo entre o
valor Q do gene de interesse da amostra e Fator de Normalizagdo a amostra. O

dado obtido € expresso em unidades arbitrarias ou valor absoluto de expressao.

Os resultados foram avaliados aplicando-se o teste de Analise de Variancia
(ANOVA). Nos casos em que p < 0,05, as médias de tratamentos foram comparadas
pelo método de Tukey, com o calculo da diferenga minima significativa para a =
0,05.

6 RESULTADOS E DISCUSSOES

Os procedimentos experimentais e as respectivas identificagdes estruturais,
juntamente com seus espectros sdo apresentados na secdo Anexos. A interpretagao
dos espectros de infravermelho e ressonancia magnética nuclear (RMN de 'H e *C)
dos compostos obtidos foi realizada baseando-se nas referéncias de SILVERSTEIN
et al., 2000 e PAVIA et al., 1996. Para auxilio na interpretagdo dos deslocamentos
quimicos por RMN dos derivados que apresentam os nucleos furoxanicos, os
espectros obtidos foram comparados com os dados disponiveis na literatura
relativos a caracterizacdo estrutural de moléculas analogas (CERECETTO et al.,
1999).
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6.1. Sintese dos compostos 3-((2-(4-(1,3-dioxoisoindolin-2-
il)benzoil)hidrazono)metil)-4-fenil-1,2,5-oxadiazol-2-6xido (I) e 3-((2-(2-(1,3-
dioxoisoindolin-2-il)benzoil)hidrazono)metil)-4-fenil-1,2,5-oxadiazol-2-
oxido (Il)

Devido as semelhangas estruturais e mecanisticas de obtencdo dos

compostos | e I, (Esquema 2) estes serao discutidos em conjunto a seguir.

6.1.1. Sintese do derivado furoxanico funcionalizado 4-fenil-1,2,5-oxidiazol-N-
o6xido-3-carbaldeido (3)

A obtencgao do aldeido 4-fenil-1,2,5-oxidiazol-N-6xido-3-carbaldeido (2) se deu
pela reagao entre o alcool trans-cinamico (1) e o nitrito de s6dio em meio acido
aceético glacial, formando primeiramente o derivado 3-(hidroximetil)-4-fenil-N-6xido-
1,2,5-oxadiazol. Posteriormente a fung¢ao alcool foi oxidada a aldeido usando o
clorocromato de piridinio (PCC). A metodologia empregada para obtengao do alcool
foi realizada conforme descrito por CERECETTO et al., 1999 e SANTOS et al., 2012.

O rendimento da reagéo apos purificagao por coluna cromatégrafica foi de 48%.

Ha propostas de que o mecanismo reacional para obtencdo do derivado 3-
hidroximetil-4-fenil-1,2,5-oxadiazol-2N-6xido ocorra como representado no esquema
4, entretanto estudos sdo necessarios a fim de confirmar essa proposta.
Teoricamente, a reacdo envolve o mecanismo de nitrosagao/nitracdo do alcool
cinamico (alceno). Inicialmente, o anidrido nitroso (ou dioxodiazoxano) é formado a
partir do nitrito de sddio e dois equivalentes de acido acético. Em seguida, os
elétrons 11 da ligagdo C=C do alcool cinamico atacam um dos nitrogénios do anidrido
nitroso de modo que um dos seus atomos de oxigénio passa a comportar mais um
par de elétrons ndo-ligantes, oriundos da ligagcdo N=O. Este mesmo par de elétrons
nao ligantes reestebelece a ligagdo N=0O, fazendo com que a ligagcdo N-O com o
atomo de oxigénio central se rompa, ao mesmo tempo que o outro atomo de
nitrogénio ataca o centro carbocatiénico original do no alcool cinamico seguido de
rearranjo e formacgéo da nitro-oxima. Posteriormente a ligagéo 1 carbono-carbono é

reestabelecida e o oxigénio faz um ataque nucleofilico intramolecular e ocorre a
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liberagdo de uma molécula de agua. Apds outro rearranjo intramolecular o composto

3-hidroximetil-4-fenil-1,2,5-oxadiazol-2N-6xido é formado.

Q Y
2NaNO, + 2CH;COOH === N-O-N + 2H;CCOONa + H,0

:OH (“) ‘OH (“)
ye) el
8 R
~_~— NS
Il}l N—OH
(0]
Q QH @
N~-g H@ e)

Esquema 4: Mecanismo de formacao do aldeido 3-hidroximetil-4-fenil-1,2,5-oxadiazol-
N-oxido ( Fruttero 1989)

Estudos de modelagem molecular realizados por Santos (2009) indicam que a
presenca da hidroxila do alcool cindmico auxilia na estabilizagdo da carga negativa
do oxigénio, conforme a posicdo mostrada no Esquema 4, através de ligagdo de
hidrogénio intramolecular, durante a formagao do produto . A posi¢cdo do oxigénio da
subunidade N-6xido esta diretamente relacionada a capacidade de doagao de 6xido

nitrico pelos compostos furoxanicos, sendo importante a sua determinagéo.

No espectro de RMN *C (Espectro 1) é possivel visualizar em & 53,51ppm o
sinal do carbono metilénico. Também mostra a diferenga dos deslocamentos entre
os carbonos do nucleo furoxanico (6 115,49 ppm e 6 158,24 ppm). Esta diferenga de
deslocamento quimico entre esses dois carbonos vizinhos deve-se ao efeito protetor
do carbono ligado ao N-6xido, ja que devido ao efeito de ressonancia ha protecao
deste carbono (C2), efeito este ndo observado com o outro atomo de carbono do
sistema furoxano, o qual esta ligado a subunidade fenila, conforme mostrado na

Figura 26. O espectro também apresenta os sinais de deslocamentos quimicos
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referentes aos carbonos da fenila em & 132,0 (C4); 130,08 (C5); 128,61 (C6); 127,73
(C7)ppm.

[
Q
o T £ TERES
% 38228
L“"Nf’"’"‘"’
5 3271 am
ia 5 +Jf
- _N N
]
3 o "o’
03
g by
__ % a
02 8718 | ™S
vl - '
7 Ul 2 =
T 8 3 [ g
i | | ]
' 1 s L
T ¥ ' > e |
“l L1l I L] 1 T 1] T 1} Ll | 34 1] i} L] 1] T LiAail 1 T 1 L] 1 T I LLAELI L 1 1 L T Ll I 1 1
210 200 150 180 170 160 150 140 130 120 110 100 80 B0 70 B0 50 40 30 2 10

Espectro 1: Espectro de RMN BC do composto 3-hidroximetil-4-fenil-1,2,5-oxadiazol-N-
oxido (75 MHz; DMSO-d6)

Figura 26: Efeito protetor em C2 devido a presenca da subunidade N-dxido.

No espectro de RMN 'H (Espectro 21, anexos) destaca-se a presenca dos
hidrogénios metilénicos (CHy) em 4,72, e os multipletos dos hidrogénios aromaticos,
melhor visualizados na ampliagdo no espectro 22 (Anexos), entre 7,95 e 7,81 ppm.

Estes dados sugerem a formagéao do composto.

Posteriormente, a funcao alcool foi oxidada a aldeido utilizando clorocromato
de piridinio (PCC) como agente oxidante e o produto foi obtido com 48% de
rendimento apds purificagdo por coluna cromatografica. O mecanismo da reagéo de
formacao composto 4-fenil-1,2,5-oxidiazol-N-6xido-3-carbaldeido (3) € mostrado no
Esquema 5 e tem inicio com o ataque nucleofilico do par de elétrons livre da

hidroxila ao atomo de cromo do cromato, que possui carga formal positiva (6+). Ha
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rompimento da ligagdo 1 (Cr=0) e o par de elétrons ™ é acomodado pelo atomo de
oxigénio. Este oxigénio abstrai um préton do ion piridinio neutralizando sua carga e
o ion cloreto é responsavel pela retirada do hidrogénio acido do oxigénio que
pertencia a fungdo alcool. O par de elétrons da piridina retira um préton acido do
carbono vizinho ao oxigénio e o par de elétrons da ligagcao sigma carbono-hidrogénio
forma uma ligacdo 1T com o oxigénio ligado ao crémio formando o aldeido e a

ligacdo oxigénio-cromio é entdo rompida em uma etapa de eliminacao.

Esquema 5: Mecanismo de oxidacio utilizando PCC (SOLOMONS, 2009)

O aldeido obtido apresentou foi obtido como um 6leo marrom e analisado por
CCD utilizando como fase mével a mistura de eluentes: acetato de etila:hexano
(5:5/v:v), onde foi observado Rf=0,71 e apds revelagao quimica com o reagente 2,4-
dinitrofenilhidrazina (Revelador de Brady) que cora em amarelo os grupos carbonilas

por condensagao.
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6.1.2. Sintese dos intermediarios 4-((2-(4-aminobenzoil)hidrazona)metil)-3-fenil-
1,2,5-oxadiazol- 2-oxido (6) e 4-((2-(2-aminobenzoil)hidrazona)metil)-3-
fenil-1,2,5-oxadiazol-2-oxido (7)

A obtencdo dos intemediarios N-acilidrazonicos (6) e (7), foi realizada
reagindo-se, respectivamente, as hidrazidas comerciais 4-aminobenzohidrazida (4) e
2-aminobenzohidrazida (5) com o 4-fenil-1,2,5-oxadiazol-N-6xido-3-carbaldeido

(3),utilizando catalise acida.

A reacdo de condensacao entre a hidrazida e o aldeido (Esquema 6) inicia-se
com o ataque nucleofilico do par de elétrons livre do grupo amino da hidrazida a
carbonila do aldeido(3), que apresenta uma carga positiva, por conta da protonacao
do oxigénio carbonilico, de modo a tornar o carbono carbonilico mais eletrofilico,
levando a formacdo do intemediario hemiaminal N-protonado.Nesta etapa ha
rompimento da ligagdo 1 carbono-oxigénio, e o par de elétrons se desloca para o
atomo de oxigénio. A transferéncia rapida do préton do nitrogénio para o oxigénio via
solvente, permite a eliminagdo subsequente de uma molécula de agua, a qual é
liberada quando o par de elétrons do nitrogénio forma uma ligagao 1 com o carbono,
originando o ion iminio, o qual é neutralizado com a retirada do hidrogénio ligado ao
nitrogénio pela molécula de agua deslocando o equilibrio na dire¢do da formagéo do
produto (COSTA et al., 2003).

N
* \
oN ) g P2 Neo /
3 o HaN
4o0ub HoN “
H
0 H o -H
o ')
&4 N-N= T N ©)LNN LN
N°NT AN < b OH Neo H H Neo
H N+O / 0 /
/ 0 HoN H.0 HoN

(6 - para)
(7- orto)

Esquema 6: Mecanismo da reacio de formacio dos intermediarios 6 e 7
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Os intermediarios (6) e (7) foram avaliados por CCD utilizando como eluente a
mistura de solventes hexano:acetato de etila (5:5, v/v) . O composto 6 apresentou-se
como um solido amarelo e faixa de fusao entre 217-219°C, (Rf = 0,29) e rendimento
de 75%. Ja o composto intermediario (7), caracteriza-se por um sélido amarelo claro,
de PM = 323,31 g/mol (C14H11N503), faixa de fusdo entre 196-199°C , (Rf = 0,27) e

rendimento de 70%.

As estruturas dos compostos obtidos foram comprovadas por espectrometria

no infravermelho, RMN (*H e ®C) e espectrometria de massas.

Nos espectros na regido do infravermelho (Espectros 24 e 30, anexos),
relativos a hidrazona (6) e (7) respectivamente, podem ser observados o0s
estiramentos axiais da ligagdo N-H da amina em 3469 e 3358 cm™ para (6) e em
3421 e 3342 cm™ para (7).

Os estiramentos axiais referentes a carbonila C=0 da amida apresentam-se
em 1635 e 1662 cm™ para os compostos (6) e (7), respectivamente, assim como 0s
estiramentos de deformacédo axial em 1600 e 1612 cm™ apontam a presenca da
ligacdo C=N dessas hidrazonas. Observa-se ainda os estiramentos de deformacgao
axial referente & ligacdo N-O do derivado furoxanico em 1284 e 1247cm™ para os

compostos (6) e (7) respectivamente.

Nos espectros de RMN 'H (Espectros 2 e 3) dos intermediarios (6) e (7) é
possivel visualizar os sinais referentes aos hidrogénios do anel aromatico
dissubstituido vizinhos ao grupo amino da amina primaria, estes mais protegidos
pelo efeito elétron-doador da mesma séo visualizados em & 6,58 ppm (2H) e & 6,57
ppm (2H) e seus respectivos carbonos (C2) no RMN de "*C (Espectros 4 e 5 ) em
114 e 6 113,05 ppm. Ja os outros hidrogénios mais desprotegidos, devido ao efeito
elétron-retirador do grupo carbonila, estdo na regido entre d 7,66-7,54 ppme 0 7,63-
7,52 ppm apresentando-se como um multipleto juntamente com os hidrogénios do
anel aromatico ligado ao furoxano e seus carbonos em ©6131,67 e & 128,71 ppm
para os intermediarios (6) e (7) respectivamente. Nao foi possivel observar a correta
multiplicidade dos hidrogénios aromaticos e apesar de ser uma caracteristica comum

para alguns derivados furoxanicos, apresentaram correta integragdo do numero de
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hidrogénios. Os sinais dos carbonos do anel furoxanico estédo apresentados em o
113,67 e & 156,48 ppm (intermediario 6), 8113,48 e & 156,56 ppm (intermediario 7) e

entre & 129-131ppm estao os carbonos do anel ligado a ele.

Os simpletos dos hidrogénios amidicos das N-acilhidrazonas em & 11,88 ppm
(1H) e & 12,02 ppm (1H) (para 6 e 7, respectivamente), juntamente com os
simpletos em & 8,31 ppm (1H) e & 8,28 ppm (1H) da imina e os valores dos
espectros de RMN'™C, no qual os carbonos referentes as carbonilas das N-
acilhidrazonas em & 153,22 e & 151,01ppm e dos carbono das iminas das N-acil
hidrazonas em & 131,09 & 132,28ppm permitiram evidenciar para ambos os
compostos a formacado de um unico diastereoisébmero devido a presenca de apenas
um Unico sinal (simpleto), nos espectros de RMN de 'H, referente ao hidrogénio

iminico (N=CH) da subunidade N-acilidrazona.
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Espectro 2: Espectro de RMN 'H do composto 6, (300 MHz, DMSQg)
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Espectro 3: Espectro de RMN 'H do composto 7, utilizando como solvente(300 MHz,
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Espectro 4: Espectro de RMN BC do composto 6 (75 MHz; DMSQge)
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Espectro 5: Espectro de RMN *C do composto 7 (75 MHz; DMSO-d6)

De acordo com dados descritos na literatura, baseados em estudos de RMN
de 'H e *C de N-acilidrazonas, a condensagado &cido catalisada de hidrazidas com
aldeidos leva a formacgado preferencial de N-acilidrazonas com configuragéo
diastereoisomérica (E). Foi ainda descrito que o favorecimento da formagao do
distereoisbmero (Z) sé foi observado em derivados orto-piridinicos, provavelmente
devido a formagéao de ligagdo-H intramolecular entre o atomo de nitrogénio piridinico
e o hidrogénio da fungdo amida do grupo N-acilidrazona. Desta forma, com base nos
deslocamentos quimicos caracteristicos dos prétons iminicos de derivados N-
acilidrazonicos descritos por Palla (PALLA et al.,1982; PALLA, GERARDO et al.,
1986) e outros trabalhos (CUNHA et al., 2002; LIMA et al., 2000; PEREIRA et al.,
1998), pdde-se propor que os sinais referentes aos hidrogénios iminicos de todos
os intermediarios e compostos finais sintetizados neste trabalho eram referentes aos
diastereoisbmeros com a configuragdo relativa (E), uma vez que se encontram

deslocados para campo mais baixo do que & 8,10 nos espectros de RMN 'H, porém
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a confirmagdo inambigua de qual diasteroisomero foi formado poderia ser
comprovada, por exemplo, por cristalografia de raio-x, visto que os deslocamentos
quimicos podem sofrer influéncia de substituintes diferentes, solventes e de outros

fatores.

6.1.3. Sintese dos compostos finais I e Il

A sintese dos compostos finais | e Il se deu pelo acoplamento dos
intermediarios (6) e (7) com o anidrido ftalico utilizando EDC como agente acoplante
e DMAP como catalisador. Os produtos | e |l foram obtidos com rendimentos de 55%

e 47%, respectivamente, apos a purificagdo por coluna cromatografica.

Os compostos | e Il foram caracterizados por infravermelho, RMN H', C™ e
espectrometria de massas. No espectro na regido do infravermelho, a principal
modificagdo observada é a presenca dos estiramentos axiais simétricos e
assimétricos das carbonilas do sistema imidico da ftalimida que aparecem em 1740
e 1712 cm™ (composto 1) e 1780 e 1710 cm™ (composto Il) e auséncia do
estiramento dos estiramentos da amina primaria, melhor observado na sobreposigao

dos espectros (Espectros 6 e 7).
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Espectro 6: Sobreposicao dos espectros na regido do infravermelho do intermediario (6)
e final (I) ( pastilha de KBr)
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Espectro 7: Sobreposicao dos espectros na regido do infravermelho do intermediario (7)
e final (II) (pastilha de KBr).

De acordo com dados da literatura, os estiramentos associados a presenca
do anel furoxanico aparecem em aproximadamente 1600 cm™, 1640 cm™ e 1510 cm”
' entretanto, nos espectros apresentados ndo pode ser destacado de forma
inequivoca por ser esta uma regido de impressao digital, onde aparecem também
varios outros estiramentos como os estiramentos axiais carbono-carbono aromaticos

(BOYER et al., 1986).

A analise dos espectros 8 e 9 de RMN de hidrogénio dos produtos | e I
permitiu visualizar os simpletos das amidas em 612,37 (1H) e 6 12,43(1H) ppm e o
hidrogénio da imina em & 8,41(1H) e & 8,23 (1H) ppm, respectivamente. O multipleto
com integragao para quatro hidrogénios em & 8,01 para o composto | e & 7,94 para
o composto |l foi atribuido aos hidrogénios do anel ftalimidico conforme descrito na
literatura (LIMA et al., 2002). Os hidrogénios aromaticos apresentam-se como
multipletos na regiao entre & 7,8 -6 7,1 ppm, sendo dificil a distingdo entre os eles,

porém a integracdo dos mesmos € condizente com o numero de hidrogénios
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(espectro 33 apliado, anexos). Foi possivel distinguir os hidrogénios do anel
aromatico do furoxano mais desprotegidos em & 8,06 com constante de

acoplamento J=7,79 Hz e os hidrogénios mais protegidos vizinhos a amida em

07,61.

—&00

802502
{795
794
794

)

Cdiﬂm};@

0"/\

Espectro 8: Espectro de RMN 'H do composto I, (300 MHz,DMSOdg)
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Espectro 9: Espectro de RMN "H do composto II, (300 MHz, DMSOd)

Nos espectros 10 e 11 de RMN '*C observam-se as carbonilas do sistema
ftalimidico em & 167,28 ppm (composto I) e & 168,20 ppm (composto IlI). Os
carbonos do anel aromatico ftalimidico também podem ser observados nos
deslocamentos quimicos dos carbonos em 6 136,37 / 6 125,06 e 6 135,39/ 6 124,09
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ppm, além disso, os deslocamentos do nucleo furoxanico estdo presentes em &

157,56 / O

114,39 e d 156,21 /

0 112,88 ppm, para os compostos | e I,

respectivamente. O carbono da carbonilico da amida apresenta-se em & 164,05 e &

163,03, ademais o carbono iminico tem seu deslocamento em 0 134,92 e 0 133,59.
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Espectro 10:

Espectro de RMN 13 C do composto I, utilizando como solvente (75 MHz

DMSOds)
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Espectro 11: Espectro de RMN BC do composto I, utilizando como solvente (75 MHz
DMSOdg)

No espectro 12 de HMBC do composto Il visualiza-se o acoplamento do
hidrogénio da imina (6 8,23 ppm) com o carbono mais protegido (& 114,39 ppm) do

furoxano, evidenciando o posicionamento do N-6xido ligado a este carbono.
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Espectro 12: Espectro de RMN HMBC do composto II (75 MHz DMSOde)

Nas tabelas 1 e 2 podemos comparar os deslocamentos dos intermediarios 6
e 7 com os produtos finais | e Il. E possivel observar que os hidrogénios
pertencentes a imina e aos anéis aromaticos estdo presentes nas estruturas dos
intermediarios e produtos finais, porém houve variagdo do deslocamento quimico de
quase todos esses hidrogénios, devido ao efeito de desprotecdo gerado pela

introdugéo do nucleo ftalimidico nos produtos finais.
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Tabela 1: Comparacao dos deslocamentos quimicos do intermediario 6 e produto final I.

H 1
2 3 6 7\g 0 7
/A
| N
Composto |
Posicdo | RMN "H (3) RMN ™°C (3) RMN H (3) RMN C (3)
1 - 118,72 -
2 6,58 (dd) 113,05 7,62 (d) 128,57
3 7,66-7,54 (m) 131,67 8,06 (m) 136,37
4 - -
5 - 153,22 - 164,05
6 11,88 (s) - 12,37 (s)
7 8,31 (s) 131,09 8,419 (s) 134,92
8 - 113,48 - 114,39
9 - 156,48 - 157,56
10 - - - 127,18
11 7,97 (d) 129,51 8,06 (d) 130,26
12 7,66-7,54 (m) 129,19 7,66 (m) 129,86
13 7,66-7,54 (m) 130,22 7,66 (m) 133,00
1’ - - -
2 - - - 168,20
3 - - 8,01 (m) 130,53
4 - - 8,01 (m) 125,06
NH, 5,9 (s) - - _
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Tabela 2: Comparacao dos deslocamentos quimicos do intermediario 7 e produto final

I1.

(7 Composto Il
Posigdo RMN "H (3) RMN "°C (3) RMN "H (3) RMN °C (3)
1 - - - -
2 6,57 (t) 116,86 7,50-7,17 (m) 123,95
3 6,75 (dd) 114,76 7,50-7,17 (m) 128,90
4 7,21 (tt) 133,35 7,50-7,17 (m) 131,96
5 7,63-7,52 (m) 128,71 7,87-7,73 (m) 130,82
6 - - -
7 - 151,01 162,90
8 12,02 (s) - 12,43 (s)
9 8,28 (s) 132,28 8,23 (s) 133,57
10 - 112,88 113,07
11 - 156,56 156,50
12 - 126,46
13 7,96 (dd) 129,53 7,87-7,73 (m) 129,32
14 7,63-7,52 (m) 129,21 7,67-7,54 (m) 129,11
15 7,63-7,52 (m) 131,57 7,67-7,54 (m) 132,47
1’ - -
2’ - - 167,35
3’ - -
4 - - 7,94 (m) 135,39
5 7,94 (m) 124,09
NH, 6,46 (s) - -
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Os espectros de massas de alta resolugdo (micrOTOF ESI-TOF)
apresentaram o pico relativo ao aduto de sodio [M+Na]® com valores de m/z de
476,0944, concordantes com o valor calculado de sua massa monoisotopica
453,1073 com base na formula a empirica Cy4H1sNsO5 para o ion molecular
(espectros 42 e 49, anexos) de ambos compostos (I e Il), confirmando a obtengao

destes produtos.

6.2. Sintese dos compostos 4-(4-((2-(4-(1,3-dioxoisoindolin-2-
il)benzoil)hidrazono)metil)fenoxi)-3-(fenilsulfonil)-1,2,5-oxadiazol-2-6xido
(m) e 4-(3-((2-(4-(1,3-dioxoisoindolin-2-il)benzoil)hidrazono)metil)fenoxi)-3-

(fenilsulfonil)-1,2,5-oxadiazol-2-6xido (IV)

6.2.1. Sintese do 3,4-bis(fenilsulfonil)-2-N-6xido-1,2,5-oxadiazol (9).

Primeiramente o acido feniltioacético (9) foi oxidado a sulfona (10) utilizando
excesso de peroxido de hidrogénio 30%. Em seguida utilizando uma mistura de
acido nitrico 98% e acido acético glacial obtém-se o derivado bisarilsulfonilfuroxanico
(11) em rendimento de 56% como um sélido com faixa de fusao entre 140-142°C
(FARRAR, 1964). O mecanismo reacional nao é descrito na literatura, mas acredita-
se que esse explora a reatividade do carbono metilénico que deve sofrer uma

reacao de descarboxilagdo com mecanismo semelhante as reagdes periciclicas.

O espectro 13 de RMN de ®C mostra os deslocamentos dos carbonos
heteroaromaticos da subunidade furoxanica em & 115,16 e & 155,67. Novamente, o
efeito de ressonancia explica a maior protecdo de carbono ligado ao N-6xido,
conforme ja discutido. J& os carbonos do grupo fenila apresentam os seguintes
deslocamentos quimicos: 6 137,16; & 136,26; 6 136,18 ; & 135,84 ; 6 130,18 e o
129,83 ppm.
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Espectro 13: Espectro de RMN de "*C de 3,4-bisaril-sulfonilfuroxano (11) (75 MHz;
CDCI3).

O espectro de massas de alta resolugao (micrOTOF ESI-TOF) (Espectro 43,
anexos) no modo positivo apresentou picos relativos ao aduto de sodio [M+Na]* com
valor de de m/z de 388,98, que sdo consistentes com os valor d massa
monoisotopica de 366,0987 calculado com base na formula empirica C14H1oN206S2.
Esses dados permitem caracterizar este produto como pertencente a classe de

1,2,5-oxadiazol-2-N-6xido.

6.2.2. Sintese dos intermediarios furoxanicos 12 e 13

O 3,4-bis(fenilsulfonil)-2-N-6xido-1,2,5-oxadiazol foi reagido com o 4-
hidroxibenzaldeido, em meio basico, para formacao do intermediario 12 e com o 2-
hidroxibenzaldeido para formacgédo do intermediario 13. A funcdo fenol em meio
fortemente basico (DBU), é desprotonado transformando-se em um fendxido que

atua como nucledfilo, inicialmente se adicionando ao carbono heteroaromatico, para
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posteriormente eliminar a sulfona que pode se decompor em SO, e benzeno. O
mecanismo desta reacdo € uma adicdo-eliminacdo e envolve a formacdo de

carbanion com elétrons delocalizados (complexos de Meisenheimer) (Esquema 7).

|
O No_
o) eliminagéo N ’
rapida o’!r\lxo

Complexo de Mesenheimer

S
G

subprodutos

Esquema 7: Mecanismo de formacio dos intermediarios 12 e 13.

E importante ressaltar que o ataque do oxigénio (fenéxido) ocorre ao carbono
que nao sustenta a subunidade N-6xido, devido a sua maior desprotecéo, conforme

discutido previamente.

Os compostos foram obtidos com rendimentos de 58% e 41%, apos
purificacdo por coluna cromatografica. Os espectros de massas de alta resolugao
dos intermediarios 12 e 13 obtidos pelo modo de ionizag&o positiva e apresentaram
picos relativos aos adutos de hidrogénio e de sodio [M+H]" e [M+Na]® com valores
de m/z de 347,0319 e 369,0137, que sao consistentes com os valores das massas
monoisotopicas calculadas 346,0265 coma base na férmula na empirica
C15H10N206S™ desses compostos (Espectros 47 e 51).

O espectro de RMN de "*C do intermediario 12 apresentou onze sinais, para
0s quais se destacam em & 112,95 ppm e 6 158,65 ppm atribuidos aos carbonos do
anel furoxanico (Espectro 14). Esses dois sinais juntamente com o simpleto em &

10,03 (1H) referente ao hidrogénio do aldeido no espectro de RMN 'H e as bandas
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em 2.852 cm™ e 2.922 cm™1 no espectro de IV, sugerem a obtencao do intermediario

12 como um derivado furoxanico contendo o grupo aldeido (Espectro 46).
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Espectro 14: Espectro de RMN de *C do composto 12 (75 MHz; CDCls).

Ja para o intermediario 13, os estiramentos observados no espectro de
absorcdo na regido de IV em 1.697 cm™, 2.762 e 2.850 cm™ (Espectro 48)
juntamente com o sinal do espectro de RMN de 'H em &H 10,03, confirmam a
presencga de um grupo aldeido (Espectro 49). O espectro de RMN de 3C apresentou
sinais em & 110,68 e & 153,38 ppm, referentes aos carbonos do anel furoxanico
(Espectro 50). O espectro de RMN de 'H apresenta um dubleto em & 8,10 ppm
pertencente aos hidrogénios mais desprotegidos do anel aromatico ligado ao
furoxano. Os demais sinais na regido de aromaticos apresentam-se sobrepostos,
mas a integracdo mostra a proporgao referente a nove hidrogénios, sugerindo a

obtencao do intermediario 13.
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6.2.3. Sintese dos intermediarios 14 e 15

Os intermediarios 14 e 15 foram sintetizados reagindo-se os intermediarios 12
e 13 contendo a funcao aldeido, com a 4-aminobenzohidrazida para formagao da N-

acilhidrazona, conforme o mecanismo discutido anteriormente.

Os intermediarios 14 e 15 foram obtidos com rendimentos de 58 e 41%,
respectivamente. No espectro obtido na regidao do infravermelho, os estiramentos
referentes as deformagdes axiais assimétricas e simétricas de N-H aparecem em
3454 e 3358 cm™ e o estiramento em 1635 cm™ indica a presenca do estiramento
referente & deformacgao da ligacdo C=0. No RMN de 'H do composto 14 (Espectro
15) é possivel observar o simpleto da amina primaria integrando para dois
hidrogénios em & 5,78 ppm e para 15 (Espectro 16) em & 5,82ppm. O simpleto mais
deslocado em & 11,52 e 11,61 ppm, juntamente com o simpleto da imina com
deslocamento em & 8,33 ppm e em ®& 8,4 ppm para os compostos 14 e 15,
respectivamente, caracterizam a N-acilhidrazona e os respectivos carbonos podem
ser visualizados também nos espectro de HMBC (Espectros 54 e 57 anexos) sendo
em 6 152,92 e 6 153,26 o deslocamento dos carbonos carbonilicos. Em © 144,96 e
0 145,02 ppm, visualiza-se os deslocamentos dos carbonos iminicos para os

compostos 14 e 15, respectivamente.

Dentre os hidrogénios aromaticos € possivel distinguir o hidrogénio mais
protegido no anel 1,4 dissubstituido em & 6,58 aparecendo como um tripleto no
espectro do intermediario 14, pois acopla com os hidrogénios da amina, como
visualizado no espectro de HMBC, ja os hidrogénios do intermediario 15

apresentam-se como um dupleto em o 6,6.
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Espectro 16: Espectro de RMN de 'H do composto 15 (300 MHz; DMSOd6).

Os carbonos do nucleo furoxanico (Espectro 17 e 18) apresentam seus
deslocamentos em & 158,65; & 111,13 ppm (intermediario 14) e 6 159,02; & 111,74
ppm (intermediario 15). Os carbonos referentes ao anel aromatico aparecem com
deslocamentos muito préximos, tornando dificil a diferenciacdo de seus sinais,
mesmo com o0s espectros bidimensionais, porém a caracterizagdo por
espectroscopia de massas de alta resolugao obtida pelo modo de ionizagao positiva
apresentou o pico relativo ao aduto de sddio [M+Na]" com valor de m/z de 502,0765,
que € consistente com o valores calculado 479,0899 com a base na formula na
empirica CyH17N506S desses compostos, confirmando a formacdo dos mesmos
(Espectro 58)
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Espectro 17: Espectro de RMN Cc" do composto 14 (75 MHz DMSOd)
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6.2.4. Sintese dos compostos finais Ill e IV

A sintese dos compostos finais Ill e IV se deu pelo acoplamento nos
intermediarios (14) e (15) com o anidrido ftalico utilizando EDC como agente

acoplante e DMAP como catalisador.

Nos espectros de infravermelho observa-se a presenca da banda de N-H em
3268 e 3292 cm para os compostos Ill e IV, respectivamente e a principal
modificagdo observada €& a presenga dos estiramentos axiais simétricos e
assimétricos das carbonilas do sistema imidico da ftalimida que aparecem em 1774
e 1743 cm™ (composto 1ll) e 1782 e 1744 (composto 1V) e auséncia do estiramento
dos estiramentos da amina primaria, melhor observado na sobreposi¢cao dos

espectros (Espectro 19 e 20).

3500 2000 2500 2000 1750 1500 1260 1000 780 S00
Afem

Espectro 19: Sobreposicao dos espectros na regido do infravermelho do intermediario
(14) e final (I1I) (pastilha de KBr).
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Espectro 20: Sobreposicao dos espectros na regido do infravermelho do intermediario
(15) e final (IV) (pastilha de KBr).

As tabelas 3 e 4 comparam os deslocamentos dos intermediarios 14 e 15 com
os produtos finais Il e IV. E possivel observar que os hidrogénios e carbonos
pertencentes a imina, aos anéis aromaticos e do nucleo furoxanico estao presentes
nas estruturas dos intermediarios e produtos finais, porém ocorreu deslocamento
quimico de quase todos esses hidrogénios, devido ao efeito de desprote¢ao gerado
pela introducdo da subunidade ftalimidica nos produtos finais. Destaca-se o
desaparecimento do sinal da amina primaria no produto finalem & 5,78 e 6 5,82 e o
aparecimento dos hidrogénios aromaticos da ftalimida na regiao de & 8,00 e dos
seus carbonos em 127,20 e 123,66 (composto lll) e 128,77 e 124,50 (composto V).

Os espectros de massas de alta resolugdo destas substancias (Espectros 64
e 70) apresentaram o pico relativo ao aduto de sodio [M+Na]® com valor de m/z de
632,08, que sao condizentes com os valores de massa monoisotépica calculaa de
609,0954 com base na formula na empirica C3pH19N50gS desses compostos.
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Os produtos finais Ill e IV foram obtidos com 30% e 25% de rendimento,
respectivamente, apdés a purificagdo por coluna cromatografica e contém a
subunidade furoxanica tida como doadora de 6xido nitrico e a subunidade ftalimidica

— inibidora da sintese de TNF-alfa.
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Tabela 3: Comparac¢ao dos deslocamentos quimicos do intermediario 14 e produto final

111.
o H7 O H7
H ) : Hoo oSN
H,N 3 10 N } 1 e N @17
N7 S\\ 14 16
. b-+\_ o 1
(6]
(14) Composto llI
Posica 1 13 1 13
o RMN 'H () RMN “C () RMN 'H (d) RMN “C ()
1 - 119,65 - -
2 6,56 (t) 113,07 7,54 (dd) 120,23
7,94-7,90
3 7,76 (m) 130,51 134, 98
(m)
4 - - - -
5 - 152,82 - 162,82
6 11,52(s) - 12,05 (s) -
7 8,33(s) 144,96 8,49(s) 146,84
8 - - - -
9 7,70-7,65(m) 129,91 7,87 (m) 130,16
10 7,56(dd) 120,54 7,64 (d) 120,20
11 - - - 132,70
12 - 158,65 - 158,24
13 - 111,75 - 111,42
14 - - - 136,92
15 8,04 (dd) 128,98 8,05 (dd) 129,00
16 7,70-7,65 (m) 128,57 7,77 (m) 128,68
17 7,91(ttt) 136,75 7,94-7,90(m) 136,41
1 - - - 166,88
2’ - - - -
3 - - 8,05(dd) 128,35
4 - - 8,01 (dd) 123,66
NH, 5,72 (s) - - -
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Tabela 4: Comparacao dos deslocamentos quimicos do intermediario 15 e produto final

IV.
N 1 19
17
"
17 o O\S\
2 4 o O4l
;@‘)J\f\j’ )\@ \f)&N’PO—
HN 1 H
2 2 3 12
(15)
Composto IV
Posigao RMN "H (3) RMN ™°C (3) RMN "H (3) RMN ™°C (3)

1 - - - -
2 6,6(dd) 113,10 7,56(m) 121,50
3 7,69-7,65 (m) 130,34 7,96-7,92(m) 135,37
4 - - - -
5 - 153,26 - 167,26
6 11,61(s) - 12,09 (s) -
7 8,4(s) 145,08 8,50(s) 147,11
8 - - 137,35
9 7,94-7,49(m) 117,79 7,85-7,77(m) 118,11
10 - - -
11 7,60-7,40(m) 119,65 7,73-7,64 (m)
12 7,60-7,40(m) 126,58 7,73-7,64 (m) 127,61
13 7,60-7,40 (m) 130,52 7,73-7,64 (m) 131,96
14 - - - 153,33
15 111,74 - 111,77
16 134,59 - -
17 8,06 (dd) 129,08 8,09(m) 130,54
18 7,69-7,65 (m) 128,69 7,85-7,77(m) 129,09
19 7,94-7,49 (m) 137,35 7,96-7,92(m) 136,78
1 - - - 167,26
2 - - - -
3 - - 8,09(m) 128,77
4 - - 8,00 (m) 124,50
NH, 5,82 (s) - - -
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6.3. Detecgao quantitativa de nitrito (Doacao de éxido nitrico)

O 6xido nitrico (NO) é um radical importante envolvido em muitos processos
fisiologicos e fisiopatoldgicos. O nucleo furoxénico (2-N-6xido-1,2,5-oxadiazol) tem
sido amplamente usado na sintese de compostos com importantes atividades

farmacolodgicas, por apresentar capacidade de doagédo de NO. (GASCO et al., 2004).

Em meio aquoso o NO & muito instavel e sua meia vida extremamente curta,
formando ions nitrito e nitrato (DUSSE et al., 2003). Portanto, uma das formas de
avaliar a capacidade de doacdo de Oxido nitrico é pela quantificacdo de nitrito
presente em solucdo. Um dos principais métodos de quantificacdo de nitrito para
derivados furoxanicos € descrito por Sorba et al., 1997, e foi utilizado neste trabalho
por ser um metodo pratico e rapido para avaliagdo da capacidade dos derivados

furoxanicos em doar 6xido nitrico.

O mecansimo de doacdo de 6xido nitrico pelos furoxanos ainda ndo é bem
conhecido. MEDANNA e colaboradores (1994), propuseram que a doagao de 6xido
nitrico se iniciaria pelo ataque da cisteina, presente no ensaio, ao carbono que
liagado diretamente a subunidade N-6xido conforme representado na Figura 8.
Porém o carbono ligado a subunidade N-6xido apresenta-se protegido, ou seja,
enriquecido eletronicamente, dificultando a adi¢do nucleofilica de um residuo de

cisteina, de acordo com a analise de dados de RMN de "*C.

Cerecetto e colaboradores propdem que o ataque inicial do residuo de
cisteina se da no nitrogénio da subunidade N-6xido, conforme representado na
Figura 9, pois de acordo com calculos de potencial eletrostatico ha maior deficiéncia
eletrénica no nitrogénio N-6xido do nucleo furoxanico que no carbono que sustenta

esse grupo.

A doacéao de o6xido nitrico é benéfica no tratamento dos sintomas da anemia
falciforme, pois esse mediador induz a produgdo de RNAm de gama globina, que
culminara produzindo hemoglobina fetal. Sendo assim, o ensaio quantitativo de

nitrito produzido no meio foi realizado a fim de se entender como a relagao de
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doacdo de NO pode interferir na capacidade das células em aumentar a expressao
do RNAm de gama globina, considerando as diferentes caracteristicas de doacao de

NO apresentadas pelos compostos.

As concentracdes de nitrito foram determinadas através da curva analitica
(f(x)= 0,0372x+ 0,0386; r2= 0,9992) usando espectrofotbmetro UV/visivel na
concentracdo compreendida entre 10-80 nmol/L, utilizando o Reagente de Griess.
Os resultados, expressos em porcentagem de nitrito (+ E.P.M), sdo representados

para cada composto na Tabela 5.

Tabela 5: Porcentagem de producao de Nitrito % (mol/mol)

% NITRITO
Compostos Auséncia (mol/mol)
Cisteina 5 mmol

0 12,6 +0,4
0 7,3+0,2
0 6,7+0,8

&QA #S@ 0 12,1+0,3

Composto Il O—N _

CEE @ b Q 11,9+0,6

Composto IV
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De acordo com os dados da Tabela 5, pode-se observar que na auséncia de
cisteina nenhum composto foi capaz de doar 6xido nitrico apdés 1 hora, mostrando
que a doacao de Oxido nitrico pelos derivados furoxanicos € dependente da
presencga de grupos tidis, presentes, por exemplo na cisteina conforme € descrito na
literatura (QING ZOU et al., 2011; MEDANA et al., 1999).

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

molécula passiveis de doacéo.

De acordo com a tabela 5 os compostos sintetizados (I-1V) que apresentaram
maior perfil de geragao de nitrito foram os compostos Ill e [V com valores de nitrito
quantificados em 12 e 11%, respectivamente. Estas moléculas apresentam a
subunidade arilsulfonil ligada ao carbono vizinho ao N-6xido, o qual € um grupo
elétron-retirador, tornado esse atomo de carbono mais deficiente do ponto de vista
eletrénico e mais suscetivel ao ataque do nucledfilo (enxofre residuo de cisteina).
Assim, se pode confirmar que a capacidade de doacdo de NO se relaciona o
substituinte do carbono ligado ao N-6xido conforme se havia observado em
resultados prévios do nosso grupo (Santos, 2009). A maior doagdo de NO esta
diretamente relacionada a presenca de grupos eletroatratores ligados a esse
carbono (SORBA et al., 1997). Esses dados permitem inferir que os compostos

obtidos neste trabalho apresentam diferentes perfis de doacao de 6xido nitrico.

6.4. Viabilidade celular e doseamento do fator de necrose tumoral alfa (TNF-a)

O TNF-a é uma das citocinas pro-inflamatérias envolvidas no processo vaso-
oclusivo e de dor na anemia falciforme, contribuindo com o carater inflamatério
crénico da doenga (MALAVE et al., 1993).

A fim de avaliar a inibicdo desta citocina pelos compostos sintetizados,
primeiramente foi realizado o teste de viabilidade celular a fim de determinar as

concentragcdes que seriam utilizadas no teste de doseamento do TNF- a.
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Foram testados no ensaio de viabiliadade os compostos I-IV, nas
concentragbes de 400uM; 200uM; 100uM; 50uM; 25uM; 12,2uM (Figura 27). Foi

considerado como satisfatéria viabilidade igual ou superior a 70%.

Figura 27: Viabilidade celular em diferentes concentragdes dos compostos I-IV. As
células em meio de cultura (RPMI-1640) foram utilizadas como controle negativo (CN),
equivalendo a 100% de viabilidade.
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Os compostos Il e Il apresentaram em geral boa viabilidade celular, sendo
considerados pouco citotéxicos. O composto Il apresentou viabilidade em todas as
concentragbes testadas. Para o composto Il foram consideradas viaveis todas as
concentracdes a partir de 200uM e para o composto IV a partir de 50 uM. A excegao
é feita ao composto |, que apresentou resultados com maior citotoxicidade, sendo

que em nenhuma das concentragdes testadas o composto mostrou-se viavel.

Apos a definigdo da viabilidade celular dos compostos sintetizados foi
possivel realizar o teste imunoquimico para determinacdo de TNF-a. Os compostos
I-IV foram testados em trés concentracdes diferentes, as quais variam de acordo

com o resultado obtido no ensaio de viabilidade celular (Figura 28):
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Figura 28: Concentracio de TNF-a produzido por macroéfagos em meio contendo os
compostos I-IV em diferentes concentracoes, utilizando RPMI-1640-C (controle
negativo, C-) e LPS (controle positivo, LPS); *p<0,05 (em comparacio ao grupo LPS).

Os compostos |, Il e IV apresentarem valores estatisticamente significativos
em todas as concentracbes avaliadas, com relacdo a concentracdo de TNF-a
(pg/mL) quando comparado ao controle contendo somente LPS. O composto Il

mostrou valor significativo somente na concentragao de 25uM.

Nos resultados de porcentagem de inibicdo apresentados na Figura 29 é
possivel observar que os compostos |, Ill e IV apresentaram porcentagem de
inibicdo em torno de 60%, em concentracdes menores que a talidomida. O composto
| exibiu melhor perfil de inibicdo, uma vez que esta ocorreu em menores
concentracdes em relagdo aos demais compostos, porém sua citotoxicidade nestas
concentragdes nao foi testada, logo para podermos afirmar que este composto foi o
mais ativo sao necessarios estudos de viabilidade celular para o mesmo. Sendo

assim, o composto IV provavelmente é o mais ativo, uma vez que em relagdo aos
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demais compostos, apresentou maior porcentagem de inibigdo (65%) em todas

concentragdes testadas, as quais foram significativas em relagéo a talidomida.

Alguns estudos mostraram que o anel aromatico substituido em diferentes
posicoes ligado a ftalimida pode levar a um aumento na inibicdo de TNF-a.
(MIYACHI et al.,1997). De fato, conforme é possivel observar, os compostos |, lll e
IV, os quais possuem o anel aromatico ligado diretamente a ftalimida substituido na
posicao para apresentaram maiores valores de inibicdo em relagdo ao composto Il

substituido na posigao orto.
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Figura 29: Porcentagem de inibicio de TNF-a pelos compostos I-IV em diferentes
concentracdes, utilizando RPMI-1640-C (controle negativo nao inibe TNF-a) *p<0,05
(em comparacio ao grupo talidomida)
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O composto FUR-FD VI pertence a série de compostos sintetizada
anteriormente pelo grupo de pesquisa e devido a sua semelhanga estrutural com o
composto IV, é possivel comparar a atividade inibidora de TNF-a entre esses
compostos. A figura 30 mostra que o composto IV é melhor inibidor TNF-a que o
composto FUR-FD VI, uma vez que a sua porcentagem de inibicdo € superior a do
FUR-FD VI em doses inferiores a do mesmo. Este fato poderia ser explicado pela

introducado da N-acilidrazona no composto IV, a qual é descrita com atividade anti-
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inflamatoria, contribuindo, deste modo, para a inibicdo do TNF-alfa (FRAGA &
BARREIRO, 2006; BARREIRO et al., 2002) .

Figura 30: Comparacio da porcentagem de inibicio de TNF-alfa entre os compostos
Lapdesf FUR-FTD VI e o composto VI.
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6.5. Avaliacao da atividade antiagregante plaquetaria dos compostos (I-IV)
utilizando ADP (10mM) como indutor

Tem sido relatado que pacientes com anemias hemoliticas frequentemente
apresentam anormalidades na coagulagdo. No caso da anemia falciforme observa-
se um estado de hipercoaguabilidade, devido a multiplos fatores envolvidos na
fisiopatologia da doencga. (KYPERS, 2007)

A hemolise intravascular pode levar a um estado pro-coagulante, uma vez
que libera arginase, hemoglobina no plasma, gerando uma deficiéncia de NO, por
meio do sequestro deste e também pela deplegcdo de arginina, contribuindo com
aumento da ativacdo de plaquetas e expressdo de moléculas de adesdo (ROTHER,
2005). Aliado a isso, durante a hemdlise ha também um aumento de ADP, que atua
no aumento da agregacgao plaquetaria contribuindo com o processo-vaso-oclusivo.
(GLODSMITH et al., 1995)
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Deste modo, os hibridos sintetizados contendo os furoxanos e tendo como
espacgador a subunidade N-acilidrazona foram avaliados no ensaio de agregacéao
palquetaria induzida por ADP. A Figura 16 apresenta o grafico com os valores

obtidos no ensaio de agregacgao plaquetaria dos compostos | a IV:

Figura 31: Grafico da porcentagem de agregacio do ensaio de inibicdo da agregacao
plaquetaria em plasma rico em plaquetas (PRP) citratado de ratos através do método
turbidimétrico induzido por ADP.
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Conforme mostrado na Figura 31 os compostos IlI e IV inibiram
significativamente a agregacgao plaquetaria quando comparados com os compostos |

e Il e o acido acetil salicilico (AAS).

A subunidade N-acilidrazona além de apresentar atividade analgésica e anti-
inflamatoéria também ¢é citada como antiagregante plaquetaria, sendo capaz de
mimetizar o acido araquidbnico, inibindo, deste modo, as ciclooxigenases e
consequentemente a sintese de tromboxanos (LIMA et al 2008; SILVA et al 2004;
BARREIRO et al 2002; BARREIRO & FRAGA, 1999).

A fim de avaliar a contribuicdo desta subunidade na atividade antiagregante
plaquetaria dos compostos sintetizados, os resultados obtidos foram comparados
com os do composto LAPDESF FUR-FD VI, pertencente a série de compostos
sintetizada anteriormente, devido a sua semelhancga estrutural aos compostos lll e IV

(Figura 32). Conforme é possivel observar na figura 32 a porcentagem de agregacao
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do LAPDESF FUR-FD VI foi cerca de 45%. Ja para os compostos Ill e IV a
porcentagem foi entre 10 e 15 %. Sendo assim, a diminuicdo da agregacgao

plaquetaria pelos compostos Ill e IV pode estar relacionada a introducédo da
subunidade N-acilidrazona nestes compostos.

Figura 32: Grafico da porcentagem de agregacio do ensaio de inibicao da agregacao
plaquetaria em plasma rico em plaquetas (PRP) citratado de ratos através do método
turbidimétrico induzido por ADP do composto LAPDESF FUR-FD VI.
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Na anemia falciforme, a injuria tecidual causada pelas células falciformes e a
ativacao plaquetaria aliada a outros fatores fisiopatolégicos produzem um quando de
hipercoagulabilidade (KYPERS, 2007). Assim, farmacos antiagregante plaquetarios
tém se mostrado uteis na terapéutica, a exemplo do prasugrel, inibidor do receptor
de ADP, que se encontra em fase de estudo.

Neste contexto, os compostos Il e IV apresentaram-se como promissores
antiagreagregante plaquetarios, podendo futuramente serem uteis no tratamento das
complicagdes da doencga (DALLALIO et al., 2007; CHIES & NARDI, 2001).
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6.6. Avaliacao da expressao génica de gama globina dos compostos obtidos

em células K562

A expressao génica de gama globina do composto | foi avaliada em diferentes
tempos (24, 48, 72 e 96h) e concentragdes (5, 30 e 60 uM), conforme mostrado na
Figura 33):

Figura 33: Avaliacio da expressdo génica de gama-globina em cultura de células K562
pelo Composto I expresso em unidades arbitrarias (U.A.), apos 24, 48, 72 e 96 horas nas
concentracoes de 5, 30 e 60pM. (controle DMSO)
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Conforme é possivel observar o composto | foi capaz de induzir a expressao
génica de gama globina na concentragcdo de 5 yM no tempo de 48 horas. No tempo
de 72 horas nesta mesma concentragdo, aumentou em quase duas vezes a

expressao génica de gama globina em relagé&o ao controle.

O aumento da HbF tem sido explorado como um alvo promissor em diversos
estudos por estar relacionado com a redug&o dos eventos clinicos caracteristicos da
doencga nos pacientes portadores da mesma ( PACE & ZEIN, 2006 ; STEINBERG &
RODGERS, 2001). Assim, pretende-se avaliar os demais compostos a fim de
entender qual a relagdo entre a maior ou menor doacdao de NO e a capacidade de
induzir a expressdo génica de gama globina, que culminard na produgédo de

hemoglobina fetal.
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7 CONCLUSOES

A partir dos resultados obtidos até o presente momento pode-se concluir que
as metodologias sintéticas utilizadas foram uteis para obtencdo dos derivados
furoxanicos, intermediarios e de quatro compostos finais inéditos (I, II, Il e 1V)

desejados, os quais foram obtidos com rendimentos adequados.

Os compostos (I a 1V) se apresentaram como doadores de oxido nitrico no
teste de doacdo de quantificagdo de nitrito. A capacidade de doar NO esta
diretamente relacionada a presencga do substituinte ligado ao nucleo heteroaromatico
furoxanico, mais especificamente ao efeito eletroatrator deste substituinte ligado ao
carbono contendo a subunidade N-6xido. Grupos quimicos que retiram a densidade
eletrénica aumentam a doacao de NO, e de forma contraria, grupos quimicos que
doam densidade eletronica diminuem. Assim, os derivados contendo a subunidade
arilsulfonil foram o que mais geraram nitrito, sendo esta uma forma indireta de se

avaliar a capacidade de doagao de 6xido nitrico.

No doseamento da sintese de TNF-a, os compostos |, Ill e IV apresentaram
melhor atividade inibidora de TNF-a. O composto IV apresentou porcentagem de
inibicdo significativa do TNF-a em relagdo a talidomida em doses menores que a
mesma sendo aparentemente o mais promissor, caso o composto | seja citotoxico
nas concentragdes utilizadas. Foi possivel verificar ainda que a subunidade N-
acilidrazona utilizada como espagador, contribuiu para a atividade anti-inflamatéria,
pela comparacao dos resultados recentes com os resultdos do composto FUR-FD VI
obtidos anteriormente, o possui semelhanca estrutural com o composto IV, sem a

subunidade N-acilidrazona como espacgadora.

A inibicdo da agregacado plaquetaria é importante para o tratamento das
complicagcbes da doenca, uma vez que a fisiopatologia da doenga envolve um
quadro de hipercoagulabilidade. Assim sendo, os compostos Ill e IV se mostraram
como 0s mais promissores antiagregantes plaquetarios. Comparando-se a atividade
dos compostos Ill e IV com a do composto FUR-FD VI, foi possivel observar que a N-
acilhidrazona também contribuiu para o aumento da atividade antiagregante

plaquetaria dos compostos obtidos.
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Os resultados obtidos até o presente momento caracterizam os novos
compostos sintetizados como candidatos a farmacos potencialmente uteis ao

tratamento das complicagdes clinicas da anemia falciforme.

Thais Regina Ferreira de Melo



99

8 PERSPECTIVAS

» Sintese, caracterizagdo e avaliagdo farmacoldgica do regioisbmero em

posicao orto ligado furoxano fenilsulfonil.

» Avaliacdo da capacidade dos compostos de induzirem a expressao génica de
gama globina e sua relagdo com a doacgao de NO, que culminara na produgéo

de hemoglobina fetal.

» Avaliacado farmacoldgica da analgesia, pelo ensaio de contor¢ao abdominal

induzido por acido acético.

» Avaliacdo da mutagenicidade, pelo ensaio de micronucleo.
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ANEXOS

Procedimentos experimentais e espectros

Os procedimentos sintéticos dos produtos obtidos, bem como as respectivas
caracterizagdes estruturais serdao apresentados nesta secdo na sequéncia de

obtenc&o dos produtos finais (compostos I-1V).
A) Procedimento sintético:

1. Sintese dos compostos | e Il

@)
OH H
N"ox \
©/\/\ a) \ \N+O b) \ /N+\O'
N-o N-o
élco10I cinamico 2 3
c)
0 H
-C Ig-l
5 | N N,N \/N 9 0 N//C L
_ H 6/’}_]\0 - AN N/ N
/ | H _/N\O
N A o'+
I- para HoN 6- para
Il - orto 7- orto
a) NaNO,, HAc, 0°C, 24h (90%); b) PCC, DCM, 25°C, 24h (60%); c) 4-aminobenzohidrazida/
2-aminobenzohidrazida , H*, MeOH, 24h (75%); d) anidrido ftalico, EDC, DMAP, 24h (55%)

Esquema 8: Obtencao dos compostos I e I a partir do alcool cinamico (I)
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1.1 Sintese do derivado furoxanico funcionalizado 4-fenil-1,2,5-oxidiazol-N-6xido-3-
carbaldeido (3) (SANTOS, 2009)

Esquema sintético:

s N

OH Oy-—H
"o @) o
\\,N"O' | N*O
N\O N\O
3

1 2
alcool cindmico

a)NaNOy , HAc, 0°C, 24h (90%); b) PCC, DCM (48%);

Procedimento:

Em baldo de fundo redondo de 125 mL adicionou-se 10,8 g do alcool trans-
cindmico(1) em 16mL de acido acético. Em seguida, com auxilio de funil de adicéo
adicionou-se lentamente a solu¢ao saturada de nitrito de sédio em agua 15,52g (0,3
mol) em 35 mL de agua destilada mantendo a reacdo em banho de gelo. Apds a
completa adi¢cdo da solucao de nitrito de sodio, a reagao foi retirada do banho de

gelo e mantida em temperatura ambiente por um periodo de 24 horas.

O isolamento da reacgao foi realizado por extragdo com éter etilico (4 x 30 mL).
A fase orgénica foi entdo lavada com solugdo saturada de NaCl, em seguida foi
adicionado 0 agente secante sulfato de sodio anidro para remocdo da agua
residual. O volume do conteudo foi reduzido sob pressao reduzida e a purificacdo do
produto desejado foi feita em coluna cromatografica usando silica gel como fase
estacionaria e mistura de 50% acetato de etila e 50% hexano como fase movel, o

produto isolado tem aspecto oleoso com coloragao alaranjada.

O rendimento da reacao foi de 90% e na analise por Cromatografia em
Camada Delgada (C.C.D) foi obtido Fator de Retengdo de 0,71 (Rf). Apds a
purificacdo do 3-hidroximetil-4-fenil-1,2,5-oxadiazol-N-6xido, a fung¢do alcool foi
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oxidada a aldeido diluindo-se 900mg (4,6 mmol) do derivado furoxanico em 30 mL
de diclorometano anidro em baldo de fundo redondo de 125 mL e adicionando 1,459
de PCC (clorocromato de piridinio) (6,7 mmol). Este meio reacional foi mantido sob
vigorosa agitagao e temperatura ambiente durante o periodo de 24 horas. Uma vez
completada a reacdo, o conteudo do meio reacional foi filtrado e foi feita extragao do
produto com cloroférmio (5 x 40mL). O monitoramento das reagdes foi realizado por
cromatografia em camada delgada (C.C.D.), utilizando como fase mével 50%
acetato de etila e 50%h. O produto formado é oleoso de coloragdo marrom e teve
fator de retengéo obtido através da cromatografia em camada delgada 0,85 (Rf) e

com rendimento de 48%.

Caracterizagao estrutural :

7 5
6 3 2

1
5 L\ OH
~ _N_ _N
O/\O/

RMN 1H (400 MHz; acetonads): 7,97 (m; Hs; 2H); 7,81 (m; He e H7; 3H); 4,72 (s; H1;
2H) ppm.

RMN 13C (400 MHz; acetonads): 158,6 (C2); 132,0 (C4); 130,08 (C5); 128,61 (C6);
127,73 (C7); 115,49 (C3); 53,81 (C1) ppm.

Thais Regina Ferreira de Melo



121

"
-t
TS
— ] !
6 3 i s
5
5 52|,
P | o
e i R
Acatone-df
0.2 !
0.1 J
\
0.0
189 313 200
=] 5] L
LR L I L I L L R L L L L L L Ll L L L L LN RN LR ALY LRLN LR RN RN LR LR LR L] T LLRELE LR LAl LA [T HRLLL
100 9.2 4.0 4.8 3.0 [ 7.0 f:5 6.0 9.3 a0 4.3 4.0 3.4 30 25 20 .45 1.0 0.3 0.0 -0.51
Espectro 21: Espectro de RMN de "H do composto 3-hidroximetil-4-fenil-1,2,5-
oxadiazol-N-6xido(3) (400 MHz; acetonadg)
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Espectro 22: Ampliacio do espectro de RMN 'H do composto 3-hidroximetil-4-fenil-
1,2,5-oxadiazol-N-6xido(3) (400 MHz; acetona-dg)
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1.2 Sintese dos intermediarios 6 e 7: Procedimento experimental 4-((2-(4-
aminobenzoil)hidrazona)metil)-3-fenil-1,2,5-oxadiazol- 2-oxido (6) e 4-((2-(2-

aminobenzoil)hidrazona)metil)-3-fenil-1,2,5-oxadiazol-2-oxido (7)

Esquema sintético

0 g
HaN H o ¢
| N " ’ X -N N
~ -O\N\+[ a) | N NI
- +

NHNH H N=
2 o-N _— = o (0]
H2N -
4- (4-aminobenzo (6- para)
hidrazida), (para) (7- orto)

a) EtOH, HAc, t.a., 8h

5- (2-aminobenzo
hidrazida) (orto) 6-75%
7-70%

Procedimento:

A reacao de formacao dos intermediarios (6 e 7) acima foi realizada em etanol
com catalise acida. Para tanto, foram adicionados em baldo de fundo redondo de 50
mL quantidades equimolares de 4-fenil-1,2,5-oxidiazol-N-6xido-3-carbaldeido (0,300
g; 1,5mmol) e de 4-aminobenzohidrazida (0,504 g; 1,5 mmol) em 15,0 mL de etanol,
com posterior adi¢do de 3 gotas de acido acético glacial. Posteriormente, a mistura
reacional foi colocada sob agitacdo constante a temperatura ambiente e ao abrigo
da luz, por 8 horas. O mesmo procedimento foi realizado para a obtengdo da
hidrazona na com substituinte amino na posi¢cao orto, utilizando-se, para tanto, a 2-
aminobenzohidrazida. O monitoramento das reagdes foi realizado por cromatografia
em camada delgada (C.C.D.), utilizando-se como fase mével: 50% hexano e 50%
acetato de etila. As placas cromatograficas também foram reveladas com o reagente
2 4-dinitrofenilhidrazina (Revelador de Brady) que cora em amarelo os compostos
contendo carbonila. Os resultados mostraram que essa fungao nao estava presente
nos produtos desejados (orientagdo para e orto), sugerindo a formacao destes

compostos.
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Ao término da reacgao, realizou-se filtragdo sob pressao reduzida e lavagem
do produto obtido com 10 mL de agua e 15 mL de etanol gelado, para a remogao de

reagente residual. O sélido obtido foi deixado secar a temperatura ambiente..

A hidrazona em orientagao para (6), 4-((2-(4-aminobenzoil)hidrazona)metil)-3-
fenil-1,2,5-oxadiazol- 2-6xido, caracteriza-se por um solido amarelo, de PM = 323,31
g/mol (C14H11N503), faixa de fuséo entre 217-219°C, fator de retencéo (Rf = 0,29) e
rendimento de 75%. J& a hidrazona em orientacdo orto (7), 4-((2-(2-
aminobenzoil)hidrazona)metil)-3-fenil-1,2,5-oxadiazol-2-oxido, caracteriza-se por um
sélido amarelo claro, de PM = 323,31 g/mol (C14H11N503), faixa de fuséo entre 196-
200°C , fator de retengao (Rf = 0,27) e rendimento de 70%.

Caracterizacao estrutural:

Infravermelho (pastilha de KBr) cm™: 3469 e 3358 (v NHy); 3221 (v N-Hamiga);
1635 (v C=0 amida ); 1600( v C=N); 1551( v NH;); 1357( v C-N); 1284 (vL N-O)

RMN *H (300 MHz; DMSOds) ppm: 11, 88 (1H, s, H6); 8,31 (1H, s, H7); 7,97 (2H, d,
H11, J= 7,54 Hz) 7,66-7,54 (5H, m, H3, H12 e H13); 6,58 (2H, d, H2; J=8,2 Hz); 5,9
(2H, s, NH2) ppm.
RMN =C (75 MHz; DMSOde) ppm: 156,48 (C9); 153, 22 (C5); 131,67 (C3); 131,09
(C7); 130,22 (C13); 129,51 (C11); 129,19 (C12); 126,20 (C10); 118,72 (C1); 113,48
(C8); 113,05 (C2).
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Espectro 23: Espectro na regiio do infravermelho do composto 6 (pastilha de KBr)
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Espectro 24: Espectro de RMN de 'H do composto 6, ampliado na regiao de 8,0 a 5,5
ppm. (300 MHZ, DMSOdg)
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Espectro 25: Espectro de RMN de HSQC do composto 6 (300 MHz; DMSQOd)
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Acquisition Parameter

Source Type ESI lon Potarity Positive Set Nebulizer 0.6 Bar
Focus Active Set Dry Heater 180 °C
Scan Begin 50 miz Set Capillary 4500V Set Dry Gas 5.0 Vmin
Scan End 1600 m/z Set End Plate Offset -500V Set Divert Vaive Waste
Intens. 346.0900 ) +MS, 0.1-1.0min #(4-58)
x108
5
4
3
21
14 227.0543 669.1917
120.0455 433.1276
0 | L It 1
100 200 300 400 500 600 700 miz

Espectro 26: Espectro de massas de alta resolu¢do do composto 6.

Infravermelho (pastilha de KBr) cm™: 3421 (v NH,); 3319 (v N-Hamiga); 1662(v C=0
amida ); 1612(v C=N); 1529 (v NH3); 1340( v C-N); 1247 (v N-O)

RMN 1H (300 MHz; DMSOds) ppm: 12,02 (1H, s, H8); 8,28 (1H, s, H9); 7,96 (2H, dd,
H13) 7,63-7,52 (4H, m, H5, H14 e H15); 7,21 (1H, tt, H4, J= 8,0Hz e J=1,7HZz); 6,75
(1H, dd, H2, J= 8,0Hz e J=1,7HZ) 6,57 (1H, tt, H4, J= 8,0Hz e J=1,7Hz ); 6,46( 2H, s,
NH2) ppm.
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RMN 13C (75 MHz; DMSOds) ppm: 156,50 (C11); 150,94 (C7); 133,35 (C4); 132,11
(C9); 131,72(C15); 129,53(C13); 129,21(C14); 128,85(C5); 117,01(C2); 115,07(C3);
113,38(C10); 112,48 (C1).
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Espectro 27: Espectro na regiio do infravermelho do composto 7 (pastilha de KBr)
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Espectro 28: Espectro de RMN de 'H do composto 7, ampliado na regido de 10,0 a 5,5

ppm (300 MHz, DMSOdg)
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Espectro 29: Espectro de RMN de HSQC do composto 7 (300 MHz; DMSOd)
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Espectro 30: Espectro de RMN de HMBC do composto 7 (300 MHz; DMSOd)
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Acquisition Parameter

Source Type ESI lon Polarity Positive Set Nebulizer 0.6 Bar
Focus Active Set Dry Heater 180 °C
Scan Begin 50 miz Set Capillary 4500V Set Dry Gas 5.0 Ifmin
Scan End 1600 m/z Set End Plate Offset -500 v Set Divert Valve Waste
Intens, 346.0905 +MS, 0.1-0.9min #(5-55)
x105
3
24
1
669.1926
227.0535 -
120.0453 324.1089
0 L
T 7 7 7 T 7
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Espectro 31: Espectro de massas de alta resolu¢do do composto 7.

1.3 Sintese dos compostos hibridos finais | e Il: 3-((2-(4-(1,3-dioxoisoindolin-2-
il)benzoil)hidrazono)metil)-4-fenil-1,2,5-oxadiazol-2-6xido (1) e  3-((2-(2-(1,3-

dioxoisoindolin-2-il)benzoil)hidrazono)metil)-4-fenil-1,2,5-oxadiazol-2-6xido (1)

Esquema sintético:

o H
0 e {
H b) X N’N \ N
(@] 6 + O —— (@] | H /N\O’
N ) o
X N N
| H N-o o N
A o+ 8 |- para
HoN - 0 Il - orto
(6 -para)
(7- orto)
b) DMF, EDC, DMAP t.a. 24h;
I-55% 11-53%

Procedimento:

A reacao de formagao dos compostos finais hibridos (I e Il) foi realizada em
um baldo de 125 mL, onde foram adicionados 0,149 g (0,001 mol) de anidrido ftalico
(8) e 0,230 g ( 0,0012 mol) de EDC (agente acoplante), seguidos de 0,323 g; (0,001

mol) do intemediario 4-((2-(4-aminobenzoil)hidrazona)metil)-3-fenil-1,2,5-oxadiazol-
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2-6xido (6) e 0,05 g de DMAP, como agente catalisador em 10,0 mL de
dimetilformamida anidro. O sistema foi mantido sob agitagdo constante e a
temperatura ambiente por 24 horas. O mesmo procedimento foi realizado para a
obtencao produto final 3b, utilizando-se 0,323 g(0,001 mol) do intermediario 4-((2-(2-

aminobenzoil)hidrazona)metil)-3-fenil-1,2,5-oxadiazol-2-oxido (7).

Ao término da reagao, foi adicionado ao meio cerca de 10 mL de agua
destilada e 10 mL de HCI 0,5 M para diminuir o pH do meio e provocar a
precipitacdo do produto. O isolamento da mistura reacional foi feito por filtragao
simples, lavando-se o precipitado com agua e etanol gelados e deixado secar a

temperatura ambiente.

O acompanhamento das reacodes foi realizado por cromatografia em camada
delgada (C.C.D.), utilizando-se como fase moével: 50% hexano e 50% acetato de

etila.

O composto final hibrido obtido (1), o 3-((2-(4-(1,3-dioxoisoindolin-2-
il)benzoil)hidrazono)metil)-4-fenil-1,2,5-oxadiazol- 2-oxido € caracterizado por um
sélido amarelo, com faixa de fusao entre 205-208°C, PM = 453,41 g/mol, fator de
retencdo (Rf = 0,64) e rendimento de, aproximadamente, 55 %. Ja o composto
hibrido (Il), 3-((2-(2-(1,3-dioxoisoindolin-2-il)benzoil)hidrazono)metil)-4-fenil-1,2,5-
oxadiazol-2-oxido é caracterizado por um sélido amarelo, com faixa de fusédo entre
250,5-251,1° C, PM = 453,41 g/mol, fator de retencao (Rf = 0,54) e rendimento de,

aproximadamente, 53%.
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Caracterizacao estrutural :

\ (o) 12 13
1 4
N H 1
3 $ 12
! HN—/N—/C

6 7 \8 10 1

/a

o~ +\O/N

Infravermelho (pastilha de KBr) cm™: 3230 (v N-Hamiga); 1740 € 1712(v C=0 imida )
1651(v C=0 amida ); 1606 (v C=N); 1379( v C-N); 1269 (v N-O).

RMN 1H (300 MHz; DMSOds) ppm:12,37 (1H, s, H6); 8,41 (1H, s, H7); 8,01(4H, m,
H3’, H4’) 8,06 (2H, d, H11, J=7,79 Hz) 7,97 (2H, m,H3) 7,66 (3H, m, H12 e H13);
7,61 (2H, d, H2, J=7,32 Hz).

RMN 15C (75 MHz; DMSOds)ppm: 168,20 (C1’) 1604,05 (C5), 157,56 (C9); 136,37
(C3); 134,92 (C7); 133,0 (C13); 130,53 (C3'); 130,26 (C11); 129,86 (C12); 128,57
(C2); 127,18 (C10); 125,06 (C4’) 114,39 (C8).
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Espectro 32: Espectro na regiio do infravermelho do produto final I ( pastilha de KBr)
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Espectro 33: Espectro de RMN de 'H do composto I, ampliado na regiao de 8,9 a 6,8
ppm(300 MHz,DMSOdg)
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Espectro 34: Espectro de RMN de HSQC do composto I (300 MHz; DMSOdg)
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Acquisition Parameter

Source Type ESI lon Polarity Positive Set Nebulizer 0.6 Bar
Focus Active Set Dry Heater 180 °C
Scan Begin 50 m/iz Set Capillary 4500 V Set Dry Gas 5.0 #fmin
Scan End 1600 m/z Set End Plate Offset -500 V Set Divert Valve Waste
Intens, 476.0944 +MS, 0.1-0.9min #(4-56)
x105
6
4
24 929.2015
387.0608 563.1341 799.1984 \
0 . - = - + ; ‘
400 500 600 700 800 900 1000 miz

Espectro 35: Espectro de massas de alta resolu¢ao do composto 1.
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Infravermelho (pastilha de KBr) cm™: 3253 (v N-Hamiga); 1780 € 1710(v C=0 imida )
1656(v C=0 amida ); 1602 (v C=N); 1379( v C-N); 1269 (v N-O)

RMN 1H (300 MHz; DMSOds) ppm: 12,43(1H, s, H8); 8,23 (1H, s, H9); 7,94 (4H, m,
H4', H5’) 7,87-7,73 (3H, m, H13, H5); 7,67-7,54 (3H, m, H14 e H15); 7,50-7,17 (3H,
m, H2, H3, H4, ).

RMN 15C (75 MHz; DMSOde)ppm: 167,35 (C2'); 162,09 (C7); 156,50 (C11); 135,39
(C4); 133,57 (C9); 132,47 (C15); 131,97 (C4); 130,92 (C5); 129,32 (C13); 129,11
(C14); 124,09 (C5'); 123,95 (C2); 113,07 (C10).
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Espectro 36: Espectro na regido do infravermelho do produto final II ( pastilha de KBr)
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Espectro 37: Espectro de RMN de 'H do composto I, ampliado na regiao de 8,9 a 6,4
ppm (300 MHz ; DMSOdg )
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Espectro 38: Espectro de RMN de HSQC do composto II (75 MHz, DMSOdg)
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Acquisition Parameter

Source Type ESI lon Polarity Positive Set Nebulizer 0.6 Bar
Focus Active Set Dry Heater 180 °C
Scan Begin 50 miz Set Capillary 4500 V Set Dry Gas 5.0 ¥min
Scan End 1600 m/z Set End Plate Offset -500 V Set Divert Valve Waste
Intens. 476.0970 +MS, 0.1-1.0min #(3-59)|
x105
3
357.0608
2
e
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Espectro 39: Espectro de massas de alta resolucio do composto II.

2.0 Sintese dos compostos lll e IV:

o)
Os 77
\\/, 0, 0 0%
—> | B C) K O\\S/,
N. .Nfp o)
9 o 12-(para) H
11 13-(meta) | N&
o

S R L

Il (para; para) N-o N

IV (para; meta) 14-(para: para)
15- (para; meta) o + et

a) Hy0,30% , HAc, t.a., 48h (76%); b) HNO3 HAc, 0-110°C, 1h (70%); c) DBU d)4-aminobenzohidrazida/2-aminobenzohidrazida, H*, MeOH,
24h (75%); e) Anidrido ftalico, EDC, DMAP, 24h -11(30%); IV (25%)

Esquema 9: Obtenciao dos compostos Il e IV .
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2.1 Sintese do 3,4-bis(fenilsulfonil)-2-N-6xido-1,2,5-oxadiazol (11).

Esquema sintético:

0] 0O
Q0 9 Os 7
S \Y O\ //O \S
©/ \)J\OH a) ©/S\)J\OH b) \SH \©
— = / _
@ N\O/N:O
9 10

11

a) H,0, 30% , HAc, t.a., 48h (76%); b) HNO3 HAc, 0-110°C, 1h (65%);

Procedimento:

Primeiramente foi obtido o acido fenilsulfonilacetico (10), adicionando em
baldo de 250 mL adicionou-se 5 g de acido feniltioacético (9) (1equivalente) em 40
mL de 4cido acético glacial e 12 mL (4 equivalentes) de peréxido de hidrogénio 30%.
A reacéao foi mantida sob agitagao a temperatura ambiente por dois dias (48 horas).
O isolamento foi realizado adicionando-se cerca de 10 mL de solucido saturada de
cloreto de sodio, em seguida realizaram-se extragdes (4 x 15 mL) com acetato de
etila. Foi adicionado a fase organica sulfato de sédio anidro. Em seguida, filtrou-se e
evaporou-se a fase organica a pressao reduzida. O produto (10) obtido com
rendimento de 76% como um sdélido branco (PM = 200,21; CsHsO4S).

Em seguida, em baldo de 100 mL, adicionou-se 3,21 g do fenilsulfonilacético
(10), obtido na etapa anterior, em 10 mL de acido acético glacial mantendo a
temperatura a 0°C. Adicionou-se gota a gota 5 mL de acido nitrico fumegante a 0°C.
A mistura resultante permaneceu sob agitagdo a 0°C por 5 minutos e depois a
reacao foi mantida sob agitagao e refluxo a 110°C por 45 minutos. Apds esse tempo
a mistura reacional foi resfriada e adicionou-se lentamente agua gelada. Houve
formacao de um precipitado que foi filtrado e lavado com agua gelada. O produto

obtido (11) foi cristalizado com uma mistura de acetato de
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etila/diclorometano/hexano (1:1:1) para fornecer de 2,54 g de um sodlido branco com
65% de rendimento e faixa de fusdo =140°C-142°C (PM = 366,38; C14H1oN206S>).

Caracterizacao estrutural:

0. O
R\
4 S
6 2 "OH
3 1
7 5
10

RMN H* (400 MHz; acetonage): 8 7,98 (2H ,dd. H5, Joro = 7,33Hz € Jmeta = 2,02);
7,76 (1H , ddd; H7; Jorto = 7,33 HZ € Jmeta = 2,02); 7,66 (ddd; H6; 2H; Jorto = 7,33

Hz € Jmeta = 2,02); 4,34 (s; H3; 2H) ppm.
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Espectro 40: Espectro de RMN de 'H do 4cido sulfonilfeniltioacético (10) (400 MHz;

acetonadg).
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Espectro 41: Espectro de RMN de 'H do 4cido sulfonilfeniltioacético (10) (; 400 MHz;
acetonads) — ampliacio regido aromatica.
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RMN 'H (300 MHz; CDCI3): 8,10 (H3se Hs; 4H; Jorto= 7,33 Hz € Jmeta = 1,26 Hz); 7,72
(H1 e H1o; 2H; Jorto= 7,33 Hz € Jmeta = 1,26 Hz ); 7,60 (H2 e Ho; 4H; Jorto= 7,58 Hz € J
meta= 1,77 HZ) ppm.

RMN *“C (75 MHz; CDCls): 155,67 (C6); 137,16 (C7) 136,26 (C4); 136,18 (C10);
135,84 (C1); 130,18 (C8); 129,83 (C3); 115,16 (C5) ppm.
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Espectro 42: Espectro de RMN de 'H de 3,4-bisaril-sulfonilfuroxano (11) (300 MHz;

CDCl5).

Thais Regina Ferreira de Melo



146

Intens.

+MS, 6.8min #405|

05 388.9874

4

3_

2_

1_

] 205.0676

694.2544 754 9p45
158.9634
301.1408 l 522.5950 552.24151 835.3266
ol C e LM - . L — o . .
100 260 300 400 500 600 700 800 960 1000 miz

Espectro 43: Espectro de massas de 3,4-bisaril-sulfonilfuroxano (11)

2.2 Sintese dos intermediarios furoxanicos 12 e 13

Esquema sintético:

o)
N/
O\S//O \S/
H
N« N¥o 07’(
-(para)
11 -(meta) N\ N

a) 4-hidroxibenzaldeido/2-hidroxibenzaldeido, DBU, THF, t.a.; 12 (58%) e 13(41%)

Procedimento:

Para obtencéo do intermediario 10, solubilizou-se 1 g de furoxano (11) (5,53

mmol) em 20 mL de THF, em um baldo de 50 mL. Em seguida adicionou-se 0,83 mL
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de 1,8-diazabicicloundec-7-eno (DBU) e a reagao foi mantida a sobre agitacdo por
15 minutos e ent&o foi adicionado 0,67 g de 4-hidroxibenzaldeido (5,53 mmol) e
reacao foi mantida sob agitacdo em temperatura ambiente por 1,5 horas. O
intermediario 12 foi obtido utilizando o mesmo procedimento utilizando o 2-
hidroxibenzaldeido. O acompanhamento da reacdo foi realizado utilizando
cromatografia em camada delgada utilizando como fase movel: 50% DCM: 50%

hexano.

O isolamento do produto foi realizado adicionando cerca de 20 mL de solugao
saturada de cloreto de sdédio e extragao da fase aquosa com acetato de etila (4 x 30
mL). A purificagédo foi realizada por coluna cromatografica (fase estacionaria: silica;
fase mével: Fase moével: 50% DCM: 50% hexano). O intermediario 13 com
rendimento de 32% (PM = 285,04; C1oH11N305S).

Caracterizacao estrutural:

IV (KBr) cm-1: 2922 e 2859 (v CHaideido), 1707 (v C=Oageico); 3130 (v C-H), 1623 (v N-
H), 1420 (8asC-H), 1395 (5s N-H)

RMN 1H (300 MHz; CDClzd): 10,03 (H-C=0, 1H , s,); 8,04 (H3, 2H, m, J meta= 3,0 Hz
e J oo = 9,00 Hz) 8,02( H9, 2H, m, J meta= 3,0 Hz e J oo = 9,00 Hz) 7,92 ( H1, 1H, tt;
J meta= 3,0 Hz € J oo = 9,00 Hz ); 7,75 (H2, 2H, m, J oo = 9,00 Hz); 7,66 (H8, 2H, d).

RMN 13C (75 MHz; CDClad6):193,58 (HC=0), 158,96 (C7); 158,64(C6); 138,28(C4)
137,81(C1); 135,65 (C10); 133,26(C9); 131,60 (C3); 130,10(C2); 121,39 (C8)
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Espectro 44: Espectro na regiao do infravermelho do composto 12 ( pastilha de KBr)
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Espectro 45: Espectro de RMN de 'H do composto 12 (300 MHz; CDCl;).
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Espectro 46: Ampliaciao do espectro de RMN de 'H do composto 12 (300 MHz; CDCl;).
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Espectro 47: Espectro de massas de alta resolu¢io do composto 12
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IV (KBr) cm-1: 1967, 2.762 € 2.850 (v CHaigeiqo), 1707 (v C=Oageico), 3130 (v C-H),
1623 (v N-H), 1420 (8asC-H), 1395 (s N-H)

RMN 'H (300 MHz; CDClsd): 10,03 (H-C=0, 1H , s,); 8,10 (H3, 2H, m, J meta= 3,0 Hz
e J oo = 9,00 Hz) 7,86 ( H12, 1H, m) 7,83 (2H, m, H1, H2 J meta= 3,0 Hz € J oo = 9,00
); 7,66 (3H, H8, H9, H10, m)

RMN ©C (75 MHz; CDClsas):190,54 (HC=0), 157,89 (C7); 153,56 (C6); 138,25 (C4)
137,84 (C11); 135,89 (C1); 130,96 (C9); 129,86 (C3); 128,66 (C2); 128,32 (C10)
125,74 (C8); 119,89 (C12)
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Espectro 48: Espectro na regiio do infravermelho do composto 13 ( pastilha de KBr)
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Espectro 49: Ampliaciao do espectro de RMN de 'H do composto 13 (300 MHz; CDCl;).
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Espectro 50: Espectro de RMN de BC do composto 13 (75 MHz; CDCl3).
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Espectro 51: Espectro de massas do composto 13
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2.3 Sintese dos intermediarios 14 e 15

Esquema sintético:

157

12-(para)
13-(meta)

o H
a) ®)<
. A _J NN
X O\S\O N H 4\@\\ O’

(@)
S
oo T
| N

-~
~_7

14-(para; para)
15-(para; meta)

a)4-aminobenzohidrazida, H*, MeOH, 24h 12-(75%) 13-(69%)

Procedimento:

A reacado de formacao dos intermediarios 14 e 15 acima foi realizada em
metanol, catalisada por acido. Para tanto, foram adicionados em baldao de fundo
redondo de 50 mL quantidades equimolares de 4-(4-formil)-3-(fenilsulfonil)-1,2,5-
oxadiazol- 2-oxido (12) (0,300 g; 1,5mmol) e de 4-aminobenzohidrazida (0,504 g; 1,5
mmol) em 15,0 mL de etanol, mL, com posterior adicdo de 3 gotas de acido acético
glacial. Posteriormente, a mistura reacional foi colocada sob agitagao constante a
temperatura ambiente e ao abrigo da luz, por 24 horas. O mesmo procedimento foi
realizado para a obtengdo da hidrazona (15), utilizando-se, para tanto, o
intermediario furoxanico 4-(2-formil)-3-(fenilsulfonil)-1,2,5-oxadiazol- 2-oxido(13). O
monitoramento das reagdes foi realizado por cromatografia em camada delgada
(C.C.D.), utilizando-se como fase mével: 50% hexano e 50% acetato de etila.

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

resquicios dos reagentes. O soélido obtido foi deixado secar a temperatura ambiente.

O intermediario (14), 4-(4-((2-(4-aminobenzoil)hidrazono)metil)fenoxi)-3-

(fenilsulfonil)-1,2,5-oxadiazol-2-oxido, caracteriza-se por um solido amarelo, de PM =
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479,47 g/mol (C22H17N506S), faixa de fusédo entre 173-175°C, fator de retencéo (Rf =
0,15) e rendimento de 75%. Ja o intermediario (15), 4-(3-((2-(4-
aminobenzoil)hidrazono)metil)fenoxi)-3-(fenilsulfonil)-1,2,5-oxadiazol-2-oxido,
caracteriza-se por um solido amarelo claro, de PM = 479,47 g/mol (C2H17N506S),
faixa de fusdo entre 175-178°C , fator de retencéo (Rf = 0,22) e rendimento de 69%.

Caracterizacao estrutural:

H
0 7
2 5 &/N 10
1
H 9 0 )
HoN 3 10 Q 17
2 14 - 21 \S
N W 14 16
\ O 15
O~N-
o

RMN *H (300 MHz; DMSOuds) ppm: 11,52(1H, s, H6); 8,33 (1H, s, H7); 8,04/ 7,86
(2H, d, H15, J=7,3Hz e J=1,2) 7,91 (1H,ttt, H17); 7,76 (2H, m, H3); 7,70-7,65 (4H, m,
H9, H16); 7,65 (2H, dd, H10, J=8,4Hz); 6,58( 2H, t,H2, J=8,8 Hz); 5,72 (2H, s, NH,).

RMN =C (75 MHz; DMSOds)ppm: 158,65 (C12); 152,82 (C5); 144,96 (C7); 136,75
(C17); 130,51 (C3); 129,98 (C15); 129,91 (C9); 128,57 (C16); 120,54 (C10); 119,65
(C1); 113,07 (C2); 111,75 (C13).
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Espectro 52: Ampliaciio do espectro de RMN de 'H do composto 14 (300 MHz;

DMSOds).
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Espectro 53: Espectro de RMN de HSQC do composto 14 (300 MHz; DMSQOdg).
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Espectro 54
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RMN 'H (300 MHz; DMSOds) ppm: 11,61(1H, s, H6); 8,4 (1H, s, H7); 8,06 (1H, d,
H17) 7,94-7,49 (4H, m, H17, H19, H9); 7,69-7,65 (3H, m, H18 e H3); 7,60-7,40 (3H,
m, H13, H12, H11); 6,60 (2H, dd, H2, J=8,28Hz, J=1,77Hz): 5,82 (2H, s, NHa).

RMN 3C (75 MHz; DMSOds)ppm: 159,02 (C14); 153,26(C5); 145,08 (C7); 137,35
(C19); 134,59 (C16); 130,52 (C13); 130,34 (C3);129,08 (C17); 128,69 (C18) 126,58
(C12); 119,65 (C11); 117,79 (C9); 113,10 (C2); 111,74 (C15).
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Espectro 55: Espectro de RMN de 'H do composto 15 (300 MHz; DMSOdg).
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Espectro 56: Espectro de RMN HSQC do composto 15 (300 MHz; DMSOd6).
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Espectro 57: Espectro de RMN de HMBC do composto 15 (300 MHz; DMSQOdg).
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Espectro 58: Espectro de massas de alta resolu¢ao do composto 15

2.4 Sintese dos compostos lll e IV

Esquema sintético:

166

/ N N i !
CAC [y o/ / =
~ s N
_—Io O\//
: A, : :
N\ /N\Q
° s I N\,
Il (para; para) 7 °

14-(para; para) IV (para; meta)
15-(para; meta)

a)Anidrido ftalico, EDC, DMAP, DMF t.a.

111 (30%) e IV (25%)

Procedimento:

A reagao de formagao dos compostos finais hibridos (lll e IV) foi realizada em
um baldo de 125 mL, onde foram adicionados 0,149 g (0,001 mol) de anidrido ftalico
(8) e 0,230 g (0,0012 mol) de EDC (agente acoplante) e ainda 0,05 g de DMAP,
como agente catalisador ,seguidos de 0,479 g; (0,001 mol) do intemediario 4-(4-((2-
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(4-aminobenzoil)hidrazono)metil)fenoxi)-3-(fenilsulfonil)-1,2,5-oxadiazol-2-oxido  (14)
em 20,0 mL de dimetilformamida anidro. A mistura reacional foi mantida sob
agitacado constante e a temperatura ambiente por 24 horas. O mesmo procedimento
foi realizado para a obtencéo produto final 1V, utilizando-se 0,479 g( 0,001 mol) do
intermediario (15), 4-(3-((2-(4-aminobenzoil)hidrazono)metil)fenoxi)-3-(fenilsulfonil)-
1,2,5-oxadiazol-2-oxido. Ao término da reacéo, foi adicionado ao meio cerca de 10
mL de agua destilada e 10 mL de HCI 0,5 M para diminuir o pH do meio e provocar a
precipitacdo do produto. O isolamento da mistura reacional foi feito por filtragao
simples, lavando-se o precipitado com agua e etanol gelados e deixado secar a

temperatura ambiente.

O acompanhamento das reacgdes foi realizado por cromatografia em camada
delgada (C.C.D.), utilizando-se como fase movel: 50% hexano e 50% acetato de

etila.

O composto final hibrido obtido (llIl), o 4-(4-((2-(4-(1,3-dioxoisoindolin-2
il)benzoil)hidrazono)metil)fenoxi)-3-(fenilsulfonil)-1,2,5-oxadiazol-2-oxido é
caracterizado por um soélido amarelo, com faixa de fusdo entre 220-223°C, PM =
609,57 g/mol, (C30H19N50gS) fator de retencdo (Rf = 0,37) e rendimento de
aproximadamente 30%. Ja o composto hibrido (1V), 4-(2-((2-(4-(1,3-dioxoisoindolin-
2-il)benzoil)hidrazono)metil)fenoxi)-3-(fenilsulfonil)-1,2,5-oxadiazol-2-oxido e
caracterizado por um soélido amarelo, com faixa de fusdo entre 202-204° C, PM =
609,57 g/mol, (C3oH19N50gS) fator de retencdao (Rf = 0,36) e rendimento de,

aproximadamente, 25%.
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Caracterizacao estrutural:

H
O 7
< 6 N 8 10
H 0 1
3 10 O 0/1@17
2 2 W
M N7 R
o-N_ ©
"o

IV (KBr) cm-1: 3268 (vN-H), 3059 (vC-H aromatico); 1774 e 1743 (v C=0 imida
simétrico e assimétrico); 1604 (v C=N furoxano) ; 1388 (v C-N-C)

RMN 1H (300 MHz; DMSOuds) ppm: 12,05 (1H, s, H6); 8,05 (4H, dd, H15, H3'); 8,01
(2H, dd, H4); 7,94-7,90 (3H, m, H3, H17); 7,87 (2H, m, H9); 7,77 (2H, m, H16);
7,64(2H, d, H10, J=7,76;); 7,54(2H, d, H2).

RMN 13C (75 MHz; DMSOds)ppm: 166,88 (C1'); 162,82 (C5); 158,24 (C12); 146,84
(C7); 136,92 (C14); 136,41 (C17):; 134,98 (C3) 132,70 (C11); 130,16 (C9); 129,00
(C15); 128,68 (C16); 128,35 (C3'); 127,20 (C10); 123,66 (C4’); 120,23 (C2); 111,42
(C13).
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Espectro 59: Espectro de RMN de H do composto final I1I (300 MHz; DMSOdg).
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Espectro 60: Ampliacao do espectro de RMN de 'H do composto IIT (300 MHz;

DMSOds).

Thais Regina Ferreira de Melo



170

Chemical Shift (ppm)
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Espectro 61: Espectro de RMN de BC do composto III (75 MHz, DMSOdg)
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Espectro 62: Espectro de RMN de HSQC do composto IIT (300 MHz; DMSOdg).
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Espectro 63: Espectro de RMN de HMBC do composto I1I (300 MHz; DMSOdg).
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Acquisition Parameter

Source Type ESI lon Polarity Positive Set Nebulizer 0.8 Bar
Focus Active Set Dry Heater 180°C
Scan Begin 50 mfz Set Capillary 4500V Set Dry Gas 5.0 limin
Scan End 1600 miz Set End Plate Offse! -500V Sef Divert Valve Waste
Imensé 632.0821 ) +MS, 0.1-1.0min #(5-59)
x10
3.
2
1
616.0878
6500950 7000
son || J | | 672.0766 0715
[ - —RL . - : —h
610 820 630 640 650 660 670 480 690 700 mz

Espectro 64: Espectro de massas de alta resolucio do composto final 111
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IV (KBr) cm-1: 3292 (vN-H), 3079 (vC-H aromatico); 1782 e 1744 (v C=0O imida
simétrico e assimétrico); 1607 (v C=N furoxano) ; 1399 (v C-N-C)

RMN 1H (300 MHz; DMSOds) ppm: 12,09(1H, s, H6); 8,5 (1H, s, H7)8,09 (4H, m,
H17, H3'); 8,00 (2H, m, H4’) 7,96-7,92 (3H, m, H3, H19); 7,85- 7,77 (3H, m, H9,
H18); 7,73-7,64 (3H, m, H11, H12, H13); 7,56 (2H, m H2).

RMN 13C (75 MHz; DMSOds) ppm: 167,26 (C1’); 161,23 (C5); 153,33 (C14); 147,11
(C7); 137,35(8); 136,78 (C19); 135,37 (C3) 131,96 (C13); 130,54(C17); 129,09(C18);
128,77(C3’); 127,61 (C12); 124,50(C4’); 121,50(C2); 118,11 (C9); 111,77(C15).
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Espectro 65: Espectro de RMN de H do composto final IV (300 MHz; DMSOdg).
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Espectro 66: Ampliacdo do espectro de RMN de 'H do composto final IV (300 MHz;

DMSOd).
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Espectro 67: Espectro de RMN *C do composto IV (75 MHz DMSOd6)
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Espectro 68: Espectro de RMN de HSQC do composto IV (300 MHz; DMSQOd6).
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Espectro 69: Espectro de RMN de HMBC do composto IV (300 MHz; DMSOdg).
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Espectro 70: Espectro de massas de alta resolu¢io do composto final IV.
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ANEXO |

Protocolo CEUA/FCF/CAr n® 32/2013

Interessado: THAIS REGINA FERREIRA DE MELO

Orientador: Prof. Dr. Jean Leandro dos Santos

Projeto: Sintese e Avaliagdo Farmacologica de novos compostos
hibridos teis para tratamento dos sintomas de anemia
falciforme

Parecer n? 53/2013 — Comissao de Etica no Uso de Animais

A Comissiao de Etica no Uso de Animais desta Faculdade,
reunida em 09 de outubro de 2013, considerou que o protocolo para uso de
animais na pesquisa: “Sintese e Avaliagdo Farmacoldgica de novos
compostos hibridos Uteis para tratamento dos sintomas de anemia falciforme”,
apresentado pela pos-graduanda THAIS REGINA FERREIRA DE MELO, sob
orientagao do Prof. Dr. Jean Leandro dos Santos, do Departamento de
Farmacos & Medicamentos desta Faculdade, estd estruturado dentro dos
principios éticos na experimentagdo animal do Conselho Nacional de Controle
de Experimentagdo Animal - CONCEA, manifestando-se FAVORAVEL & sua
execugan.

O relatério final do protocolo de pesquisa devera ser entregue em
DEZEMERQO de 2015, em formulario para este fim.

Araraquara, 17 de outubro de 2013.

;F " y , . i )
eri /dartie. (Koo OLY ol tten
Prof? Dre2 ALEXANDRA VO DE MEDEIROS
Vice-coordenadora da CEUA
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