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Resumo

As neoplasias sao a segunda maior causa de mortes no mundo, ficando atrds apenas de
doencas cardiovasculares. Os tumores sélidos representam uma das maiores dificuldades na
terapia oncogénica. Devido ao desequilibrio que ocorre entre o consumo e o fornecimento de
oxigénio pra esses tecidos, desenvolve-se uma condi¢do de hipdxia capaz de conferir
resisténcia ao tumor contra terapias radioativa e quimicas. Além disso, a hipdxia gerada
nesses tecidos € capaz de induzir a transcri¢do de diferentes genes promovendo a formagao de
novos vasos para suprir a deficiencia de oxigé€nio e nutrientes nestes tecidos. Nesse contexto,
desenvolvemos no Laboratério de Pesquisa e Desenvolvimento de Farmacos (Lapdesf), uma
molécula hibrida util ao tratamento de tumores sdlidos com mecanismo duplo de agdo, a
saber: a) citotoxicidade apenas em ambiente com baixa tensdo de oxigénio (anaerdbio); b)
inibicdo da angiogénese. As buscas de novos firmacos que apresentem mecanismo duplo de
acdo podem contribuir de maneira significativa no tratamento da doenca, diminuindo a
resisténcia das células tumorais ao tratamento. A nova molécula, sintetizada com rendimentos
de 60%, foi purificada e caracterizada por infravermelho e espectroscopia de ressonancia
magnética nuclear. Ensaios in vitro para caracterizacdo da atividade bioldgica estio em
andamento. Essa nova molécula apresenta, possivelmente, um novo mecanismo de agdo e

representa uma nova abordagem ao tratamento de tumores solidos.



1 INTRODUCAO

Segundo dados notificados em 2011 no Sistema de Informacdes sobre Mortalidade
(SIM), as neoplasias malignas constituem a segunda causa de morte na populacdo,
representando quase 16% dos oObitos de causa conhecida (BRASIL, 2013). O relatério
recentemente publicado pela Organizacdo Mundial de Saide (OMS) estima que no ano de
2030 ocorrerdo 27 milhdes de casos de cancer e 17 milhdes de mortes em decorréncia da
doenca (BRASIL, 2011).

Nos paises mais desenvolvidos, os tipos predominantes de cancer sio de pulmao,
mama, prostata e codlon, diferente de paises em desenvolvimento, onde as neoplasias
predominantes sao de estobmago, figado, cavidade oral e colo de utero. Entretanto, ao longo
dos anos tem se tornado cada vez mais dificil tracar padroes de tipos de neoplasias incidentes
em paises ricos e pobres, pois vem se observando uma diminuicdo dessa homogeneidade
dentro desses grupos de paises com aumento progressivo nos casos de cancer, que
historicamente, ndo eram expressivos (BRASIL, 2011).

Como observado no mundo todo, o Brasil também tem passado por processo de
transi¢do em que podemos observar uma mudanca no perfil de enfermidades populacional. As
doencas infecciosas e parasitdrias, desde os anos 1960, deixaram de ser a principal causa de
morte dando lugar as doencas do sistema circulatério e neoplasias. Esse quadro € reflexo do
envelhecimento da populagdo, consequéncia de um intenso processo de urbanizacdo, e das
acoes de promocao e recuperagdo da saide (BRASIL, 2011).

Os tumores solidos tém ganhado destaque entre as neoplasias por representarem um
grande desafio para a medicina devido a sua resisténcia as terapias radioativas € quimicas
(HARRIS, 2001; AKAKURA et al, 2001; HOCKEL & VAUPEL, 2001;

KRISHNAMACHARY et al., 2003; TSURUO et al., 2003). Tais tumores sdo formados por
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células neopldsicas, vasos sanguineos e intersticio, uma matriz rica em coldgeno que age
como barreira entre as células neopldsicas e os vasos (JAIN, 1994). Inicialmente a
vascularizacdo tumoral ocorre de forma normal, suprindo as necessidades do tumor,
entretanto, com o desenvolvimento tumoral os vasos ndo siao capazes de fornecer oxigénio e
nutrientes para todo o tecido, desenvolvendo regides hipéxicas (MIYOSHI et al., 2006).

O desenvolvimento de tais regides € responsavel pelas caracteristicas bioldgicas
apresentadas pelo tumor (MIYOSHI et al., 2006). Sob baixa pressdo de oxigé€nio ocorre
ativacdo de vdrios fatores pré-angiogénicos como o fator induzido por hipéxia (HIF-1), fator
de crescimento vascular endotelial (VEGF), fator de crescimento derivado de plaqueta
(PDGF) e fator de crescimento fibroblastico (FGF) (CONTI, 2013), capazes de induzir a
formacdo de novos vasos e permitir o crescimento e proliferacdo tumoral.

A partir das caracteristicas biolégicas dos tumores sélidos, novos firmacos tém sido
planejados na tentativa de se melhorar a atividade e seletividade, ja que a hipoxia € condi¢ao
apenas dos tecidos neopldsicos (KNOCKE, 1999; VAUPEL et al., 2003). Partindo-se disso,
planejamos uma nova molécula hibrida formada por um derivado quinoxalinico, na tentativa
de conferir 2 molécula citotoxicidade seletiva apenas a condi¢des de hipdxia, e um nucleo

ftalimidico na tentativa de conter a angiogénese tumoral.

1.1. Cancer

O cancer pode ser definido como uma doenca onde células anormais, que passaram
por vdrias mutacdes, se dividem de forma descontrolada (ZHAO, et al., 2011) desenvolvendo
resisténcia contra apoptose, além de apresentarem habilidade de auto-renovacao, caracteristica
normal as células tronco (MAROTTA & POLYAK, 2009). Além dessas caracteristicas, a

capacidade de invasdo tecidual dos tumores € uma grande preocupacgdo, pois através do



sangue e do sistema linfatico o tumor consegue se espalhar pelo corpo desenvolvendo o
estagio mais devastador e causador de morte no cancer: a metastase (ZHAO, et al., 2011).

Tumores em crescimento atingem um estigio em que O suprimento sanguineo
existente passa a ser insuficiente para suprir as necessidades metabdlicas do tumor, ficando
algumas dreas em condi¢des de hipdxia, considerada quando a pressdo de oxigénio em um
tecido € menor que 5-10mmHg (HARRIS, 2001), condi¢ao esta bastante comum em tumores
s6lidos (LU & KANG, 2010).

Estudos in vivo demonstram que tumores s6lidos humanos contém regides com tensao
de oxigénio bastante diminuidas em relacdo aos niveis encontrados em tecidos sadios
(KNOCKE, 1999; VAUPEL et al.,, 2003) e isso ocorre devido ao desequilibrio entre o
consumo e suprimento de oxigénio. Embora a condi¢do de hip6xia seja toxica tanto a células
cancerigenas quanto a células sadias, as células cancerigenas sdo capazes de promover
alteracdes genéticas e adaptativas que permitem sua sobrevivéncia, e até mesmo proliferagao,
nessa condicio (HARRIS, 2001). Tal processo contribui para o cardter agressivo e
malignidade do tumor. Vérios estudos in vitro t€m demonstrado que a hipéxia tumoral induz,
a angiogénese através do fator induzido por hipéxia (HIF 1), promovendo, entre outras acoes,
resisténcia contra quimioterapia e radioterapia, e evasdo de processos apoptéticos. Esse
conjunto de fatores favorece o cardter invasivo, conforme apresentado na Figura 1, e facilita a
ocorréncia de metastases (HARRIS, 2001; AKAKURA et al., 2001; HOCKEL & VAUPEL,
2001; KRISHNAMACHARY et al., 2003; TSURUO et al., 2003; LU, X., KANG, 2010).

A fisiologia de células tumorais em hipdxia estd intimimante relacionada a alteracao
da expressdo génica sob condi¢des deficientes de oxigénio. O fator induzido por hipdxia
(HIF) € um fator de trascricdo que desempenha um importante papel na expressdao de varios
genes em hipoxia (SEMENZA, 2000; ZHONG et al., 1999). A HIF-1 € uma proteina

hetorodimérica formada pelas subunidades o e . Apesar da HIF-lo e HIF-1f serem
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constitutivamente expressas, em condi¢des de tensdo normal de oxigénio, HIF-1a é degradada
rapidamente por prolil hidroxilases que utilizam o oxigénio como substrato para hidroxilar a
proteina (LU & KANG, 2010). A HIF-1a hidroxilada se liga ao complexo von Hippel-Lindau
(VHL)-ubiquitina ligase que adiciona ubiquitina a ela, levando a sua degradacdo pela acao de
proteossomos. Por outro lado, sob condi¢des de hipdxia, a HIF-1a encontra-se estavel devido
a falta de oxigénio (LU & KANG, 2010), e ocorre acimulo de HIF-1a, disponivel para formar
dimeros com a subunidade . Esses dimeros sdo transportados até o nicleo, onde irdo iniciar a

transcricao génica (MIYOSHI et al., 2006).
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Figura 1. Avaliacao da capacidade de invasao de células HepG2 sob condi¢des normais de
oxigénio e hipoxia (retirado de MIYOSHI et al., 2006)

A proteina HIF-1 regula a expressao génica através da ligacdo ao elemento responsivo
a hipoxia (HRE) de genes alvos e € capaz de induzir mais de 40 genes sob condi¢des de
hipéxia (SEMENZA, 2002), como o das enzimas glicoliticas aldolases A e C, de
transportadores de glicose como GLUT-1 e GLUT-3 e de moléculas promotoras de
angiogénese como o fator de crescimento vascular endotelial (VEGF) (SEMENZA, 2003).
HIF-1la também aumenta a secre¢do de enzimas e proteinas relacionadas a invasdo e
metastase tumoral. Inimeros estudos t€ém demonstrado que a superexpressdao de HIF-1a esta

relacionada ao mal progndstico de vérios tipos de cancer (SEMENZA, 2003). Além disso, a
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HIF-1a é conhecida como molécula chave para a progressao tumoral em condi¢des de hipdxia
(MIYOSHI et al., 2006), sendo capaz de regular a adaptacdo metabdlica em situagdes de
privacao de oxigénio e ativar a transcricdo de genes involvidos na angiogé€nese tumoral
(CARMELIET, 1998).

O VEGEF, importante fator ativado pelo HIF-1, desempenha um papel central na
angiogénese tumoral (JENSEN et al., 2006; PLATE et al., 1992) através da interagdo com as
angiopoetinas (Figura 2). As angiopoetinas, Ang-1 e Ang-2, interagem com o VEGF através
de seus receptores de tirosina quinases, Tie-1 e Tie-2, e na presenga do VEGF Ang-2 promove

um aumento nos vasos sanguineos (REISS et al., 2005).

Celulas tumorais
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Figura 2. (a) Fatores pr6-angiogénicos; (b) angiogénese tumoral e metdstase. Ang-1,
angiopoetina 1; FGF, fator de crescimento fibroblastico; PDGF, fator de crescimento derivado
de plaquetas; VEGF, fator de crescimento vascular endotelial ( Adaptado de: CONTI et al.,
2013).
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Tais caracteristicas fisioldgicas dos tumores sdlidos sdo diferenciadas entre as células
sadias e as células tumorais e podem ser utilizadas como possiveis alvos terapé€uticos no

desenvolvimento de novas moléculas para o tratamento de tumores sélidos.

1.2. Desenvolvimento de novos farmacos antineopldsicos

1.2.1 Fdrmacos seletivos a condigoes de hipoxia

Recentemente, pesquisadores perceberam que a hipoxia é caracteristica comum e
especifica em tumores humanos. Baseado nessas diferencas fisioldgicas tem se tentado
desenvolver terapias que possuam como alvo a hipéxia tumoral (JAIN et al.,, 2006;
CALABRESE et al., 2007), onde os compostos apresentem citotoxicidade apenas quando em
auséncia de oxigénio (LU & KANG, 2010). Apesar de todos os efeitos deletérios da hipdxia
nas células, ela pode ser usada como uma ferramenta para o desenvolvimento de novos
farmacos mais seletivos: sendo a hipdéxia condi¢do apenas das células tumorais, firmacos que
apresentem citotoxicidade apenas nessas regides podem ser capazes de matar as células
tumorais deixando as células sadias intactas (AHN & BROWN, 2007).

Abaixo estdo relacionados alguns exemplos de moléculas seletivas a condi¢des de

hipodxia.

1.2.1.1 Radiossensibilizadores

Sabe-se que os tecidos em hipdxia sdo mais resistentes a radiacao ionizante que os tecidos

normais. Isso se deve ao fato de que o oxigénio presente no meio reage com radicais livres

liberados pela radiacdo formando espécies reativas capazes de promover a morte celular
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(OLIVEIRA & ALVES, 2002). Sendo assim, no caso de tumores sdélidos hd uma diminui¢ao

do suprimento de oxigénio com consequente redugdo na eficdcia da terapia radioativa (Figura

3).

vanms sangiineos

/o

células tumorals

Al ciélulas oxigenadas
8 oifulns em hipxin
e celulns em necrose

Figura 3. Ilustracdo da varia¢do na concentrac¢io de oxigénio em tumores sélidos (Retirado
de OLIVEIRA & ALVES, 2002)

Partindo-se disso, grupos de farmacos que mimetizem a a¢do danosa do oxigénio vém
sendo propostos com o intuito de aumentar a eficicia da terapia radioativa em tumores
solidos. As principais classes desses agentes sdo:

¢ Nitroimidazéis: Foram inicialmente usados como radiossensibilizadores mas

posteriormente foi observado sua capacidade de causar morte celular independente da
exposicao a radiacdo. Um dos representantes dessa série é o metronidazol (Figura 4).
Sabe-se que nitro aromdticos em ambientes anaerdbios sdo metabolizados em espécies
reativas de nitrogénio aumentando o estresse oxidativo no meio levando a morte

celular (TAYLOR & RAUTH, 1978).

CH,CH,0OH

Figura 4. Estrutura quimica do metronidazol
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e Derivados da platina: Representados pela cisplatina (Figura 5), agem no DNA e RNA
através de ligacOes covalentes na estrutura tridimensional do material genético,

impedindo sua duplicacdo (KATZ et al., 2009).

cl
CI\F:’t N

NH;

Figura S. Estrutura quimica da cisplatina

1.2.1.2 Agentes antineopldsicos biorredutiveis

Em trabalho realizado por Sartorelli e colaboradores, foi proposto que células em hipdxia
apresentariam maior capacidade redutora do que células normoéxicas (LIN et al., 1972). Sendo
assim, uma nova abordagem terapéutica poderia ser explorada com o desenvolvimento de
novos agentes antineopldsicos que sO se tornariam citotéxicos quando ativados por
nitrorredutases celulares (LIN et al., 1972). Essas moléculas sdo portanto pré-fairmacos, que in
vivo sdo ativadas através do metabolismo celular tornando-se téxicas (OLIVEIRA &

ALVES, 2002). As principais classes de agentes biorredutiveis sdo:

e antibidticos contendo uma funcdo quinona, tendo a mitomicina C (Figura 6) como

principal representante (ROCKWELL et al., 1982);
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H,N

HaC

Figura 6. Estrutura quimica da mitomicina C

nitroimidazéis sendo os mais expressivos da classe o metronidazol (Figura 4) e o

misonidazol (Figura 7) (OLIVEIRA & ALVES, 2002);

CH,CHCH,OCH;

OH

Figura 7. Estrutura quimica do misonidazol

di-N-6xidos de benzotriazina representada pela tirapazamina (Figura 8) (ZEMAN et

al., 1986).

Figura 8. Estrutura quimica da tirapazamina.
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1.2.1.3 Derivados quinoxalinicos

Os derivados quinoxalinicos apresentam vdrias propriedades biolégicas de interesse na
quimica medicinal, podendo ser destacadas as atividades antibacteriana, antiviral, anticancer,
antifiingica, anti-helmintica e inseticida (CARTA et al., 2005).

Virios estudos demonstram o efeito antibacteriano das quinoxalinas 1,4-diéxidos
(QdNO) e buscam explicar o seu mecanismo de acdo. Até entdo acreditava-se que as QdNO
agiam como inibidores da sintese de DNA, levando a morte bacteriana (SUTER et al., 1978;
ENGLISH; DUNEGAN, 1970). De acordo com Suter e colaboradores, a enzima bacteriana
QdNO redutase € necessdria para a ativacdo de tais compostos (SUTER et al., 1978). Os
pesquisadores utilizaram cepas de Escherichia colimutants, deficiente na funcdo dessa
enzima, que apresentou resisténcia as QdNO 30 vezes maior que a cepa selvagem. Além
disso, relataram que a atividade bactericida das QdNO ¢é muito maior em condi¢des
anaerdbicas, quando comparadas a condi¢Oes aerdbicas. Em condi¢cdes anaerdbicas a
moléculas foi capaz de impedir completamente a sintese de DNA bacteriano(SUTER et al.,
1978).

Em 1948, Iland segeriu que algumas quinoxalinas-1,4-diéxido poderiam ser usadas
também para o tratamento da tuberculose (ILAND, 1948). Partindo do mesmo principio, em
1999, Sainz e colaboradores sintetizaram uma nova série de derivados quinoxalinicos 1,4-
di6xido substituidos e comprovou sua eficicia in vitro. Os resultados apresentados por Sainz
mostram que alguns substituintes, como o cloro, nas posi¢oes 2, 3, 6 e 7 (Figura 9) podem
aumentar a atividade tuberculostitica dos compostos contra o Mycobacterium tuberculosis
H37Rv, sendo que na concentragdo de 12,5 mg/mL a % de inibi¢do de crescimento foi entre

72 ¢ 100% (SAINZ et al., 1999).
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Figura 9. Estrutura quimica das quinoxalinas

Recentemente foi descoberta a agdo das quinoxalinas-1,4-dioxido e de seus derivados
reduzidos contra o T. cruzi (AGUIRRE et al., 2004). O nifurtimox e o benznidazol sdo os
unicos farmacos atualmente disponiveis no mercado para tratamento da doenga de Chagas,
entretanto eles ndo sdo eficazes contra todas as cepas do 7. cruzi. Os resultados encontrados
foram bastante promissores: 33 QdNOs e seus compostos relacionados apresentaram
atividade contra as formas epimastigota de duas cepas do parasita (cepas Brener e Tulahuen)
(CARTA et al., 2005).

Apesar das vdrias atividades bioldgicas descritas, a atividade antitumoral € a mais
promissora para uso das quinoxalinas. Especificamente para tumores em condi¢Oes de
hipéxia. Ja € sabido, ha mais de 50 anos, que baixos niveis de oxigenacdo, ou hipdxia,
protegem as células contra a morte por Raios-X (HALEY et al., 1957; HALEY et al., 1959).
A condicdo de hipéxia em tumores sélidos ndo é um problema apenas para a terapia
radioativa mas também confere resisténcia a maioria das drogas anticancer e, além disso,
parece aumentar a metdstase e acelerar a progressao tumoral (CARTA et al., 2005).

Suter et al., em 1978 sugeriu que a atividade seletiva em hipoxia das quinoxalinas 1,4-
diéxido envolve a reducdo enzimdtica do composto (1) a intermedidrio instdvel (2)
promovendo a liberacao de espécies reativas de oxigénio (3) (Figura 10).

O radical (2) pode retirar diretamente dtomos de hidrogénio da cadeia de DNA para
formacdo do metabdlito (3), liberando dgua, ou pode se fragmentar liberando radical hidroxila

(agente de clivagem do DNA) e seu metabdlito (3) (CARTA et al., 2005).
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Figura 10. Reduc¢io enzimatica das QdNO (retirada de CARTA et al., 2005).

Os autores sugerem que mesmo as QdNO substituidas, como as 3-aminoquinoxalina-
2-carbonitrila 1,4-di6xido, exibem atividade seletiva contra células em hipdxia, podendo atuar
como agentes causadores de danos ao DNA, ativados por redu¢do sob condicdes fisiologicas
adequadas (MONGE et al., 1995a; MONGE et al., 1995; ORTEGA et al., 2000).

Baseados no mecanismo de acdo das QdNO descrito por Suter (SUTER et al., 1978) e
na semelhanca estrutural entre o nuicleo da tirapazamima (TPZ) (Figura 7), ja conhecida pela
sua atividade contra tumores sélidos, e das quinoxalinas 1,4-diéxidos, Monge et al., em 1995
sintetizou e avaliou a toxicidade da série 3-aminoquinoxalina-2-carbonitrila-1,4-di6xido
substituida nas posicdes 6 e 7 em células em hipdxia, sendo a mais seletiva a 6-cloro-3-
aminoquinoxalina-2-carbonitrila-1,4-diéxido (Figura 11). Esse composto foi capaz de matar

60% das células tumorais sem afetar nenhuma célula sadia (MONGE et al., 1995).
(0]
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Figura 11. Estrutura quimica da 6-cloro-3-aminoquinoxalina-2-carbonitrila-1,4-dioxido.

Ensaios de sobrevivéncia clonogénica, Matrigel, e radiossensibilizagdo foram
realizados in vitro e in vivo, utilizando células de carcinoma pulmonar de Lewis (LLC) e de

adenocarcinoma mamdrio EMT-6. Além da citotoxicidade seletiva em hipdxia apresentada
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pelas quinoxalinas, o tratamento das células com compostos derivados de quinoxalina-1,4-
diéxido mostrou que tais compostos sdo capazes também de inibir a secre¢do do fator
induzido por hipéxia (HIF-1a) e o fator de crescimento vascular endotelial (VEGF) (GALI-
MUHTASIB et al., 2004).

Haung et al. (2005) demonstraram que a expressao de HIF-la estd intimamente
relacionada a expressdo de VEGF, densidade de microvasos e o progndstico de pacientes
(HUANG et al., 2005): quanto maior a densidade de vasos, menor a sobrevida (LEON et al.,

1996).

1.2.2 Farmacos inibidores da angiogénese

Além de se utilizar da situacdo de hipdxia propriamente dita como um possivel alvo
terapéutico, varios estudos mostram que um significativo avanco terapéutico no tratamento do
cancer pode ser alcancado também através do uso de inibidores da angiogénese induzida pela
privacdo de oxigénio nos tecidos (ESCUDIER et al., 2007; FAIVRE et al., 2007; HURWITZ
et al., 2004; SANDLER et al., 2006).

As discussdes sobre qual o mecanismo de acdo exato dos farmacos anti-angiogénicos e
se eles tem um efeito antitumoral direto continuam (GERSTNER & BATCHELOR, 2012).
Inicialmente, a hipétese era de que os agentes antiangiogénicos agiam prevenindo a formagao
de novos vasos sanguineos e destruindo os vasos tumorais ja existentes, deixando o tumor em
privacdo de oxigénio e nutrientes (FOLKMAN, 2007). Recentemente, outras evidéncias tém
demonstrado uma importante ligacdo entre a angiogénese e células produzidas pela medula
Ossea. Mondcitos e macrofagos sdo capazes de expressar VEGF sendo recrutados para os
tumores, aumentando a expressdo de VEGF e contribuindo para a angiogénese e crescimento

tumoral (BARLEON et al., 1996; KERBER et al., 2008). Portanto, a supressdo da sintese de
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VEGEF nas células medulares pode contribuir também para a desaceleracdo do crescimento
tumoral (KERBER et al., 2008). Alguns representantes dessa classe de farmacos sao

sorafenibe (Figura 12), sunitinibe (Figura 13) e bevacizumabe, um anticorpo monoclonal

(ESCUDIER et al., 2007; FAIVRE et al., 2007; HURWITZ et al., 2004; SANDLER et al.,
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Figura 12. Estrutura quimica do sorafenibe

2006).

Figura 13. Estrutura quimica do sunitinibe

1.2.2.1  Derivados ftalimidicos

Outro farmaco conhecido por sua atividade antiangiogénica € a talidomida. Derivada
do 4cido glutamico, a talidomida foi inicialmente desenvolvida como sedativo, sendo
posteriormente descoberta sua atividade imunomodulatéria, devido a sua capacidade em inibir
TNF-a, e propriedade antiangiogénica (KUMAR & CHHIBBER, 2011) através da diminui¢ao
da ativagdo de receptores de VEGF e de FGF (SHORTT et al., 2013).

Os andlogos da talidomida sdo farmacos imunomoduladores (IMiD) com um amplo
espectro de aplicagdes e alvos moleculares. A prépria talidomida apresenta eficdcia clinica

como anti-inflamatério e antineopldsico, sendo usada no tratamento de mielodisplasias e
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mieloma madaltiplo, em que apresentou resposta em mais de 30% de pacientes refratarios.
Entretanto, apesar de sua utilizacdo ja ser conhecida ha vérias décadas, o seu macanismo
exato ainda permanece indefinido (MOEHLER, 2012).

As diversas propriedades bioldgicas dos andlogos da talidomida indicam que eles
podem apresentar mecanismos de agdo diferentes nas diferentes doengas e ndo podem ser
utilizados de forma indiscriminada. O uso da talidomida é especifico para determinadas
neoplésias, o que sugere que seu alvo e mecanismo de acdo variam e estdo diretamente
ligados a biologia de tais tumores susceptiveis ao farmaco (MOEHLER, 2012).

A talidomida e seus andlogos tém demonstrado grande eficicia contra reguladores da
angiogénese (MOEHLER, 2012). In vivo, a inibicdo de véarios fatores pré-angiogénese como
IL-6, TNF-a e VEGF, ¢é evidéncia para comprovagdo da acdo indireta da talidomida na
supressdo da angiogénese (CORRAL et al., 1999; FERGUSON et al., 2007; LU et al., 2009).
Experimentos realizados com o objetivo de descobrir os mecanismos por trds da
teratogenicidade da molécula apresentaram resultados indicando as propriedades

antiangiogénicas do farmaco (D’AMATO et al., 1994).

1.3. Modificacoes moleculares

Entre os métodos de descoberta de novos farmacos a modificacio molecular se
mostra como uma das mais promissoras (WERMUTH, 2004). Entre os processos de
modificagdo molecular destacam-se: hibridacdo, latenciagdo, bioisosterismo entre outros
(SANTOS, 2009).

A hibridagdo € um processo de modificagdo molecular caracterizado pela
conjugacdo de caracteristicas estruturais definidas de dois compostos bioativos distintos, em

uma Unica molécula. Essa estratégia tem sido empregada para obtencdo de diversos farmacos
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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, por suas
caracteristicas, sugerir a necessidade de se desenharem bioligantes ou protétipos onde sejam
incluidas, na mesma molécula, propriedades farmacodinamicas duplas ou triplas, de forma a
assegurar uma melhor eficdcia terapéutica (BARREIRO & FRAGA, 2001).

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

aumentando a eficiéncia terapéutica.

14. Planejamento estrutural

Utilizando a estratégia de hibridacdo molecular foi planejada uma nova estrutura

quimica contendo as subunidades farmacoféricas: a) do protétipo talidomida, representada

pela insercdo do nucleo ftalimidico (A); b) do derivado quinoxalinico (B) (Esquema 1).

[
A 0 ? B
Ry N -NHe
N-—R
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A+B | Hibrida¢io Ry ’;‘ CN
o Molecular 0o
subunidade ftalimidica v derivado quinoxalinico
N
A o
OH
H
N H
o) ©\”/NHN
~———————— 0

espacador
N-acil hidrazonico

Esquema 1. Planejamento estrutural do novo composto hibrido contendo a subunidade
espacadora N-acil hidrazona.
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A subunidade ftalimidica (A), grupo farmacoférico principal para a acdo moduladora
direta sobre biossintese de TNF-a (fator pré-angiogenese) da talidomida, foi mantida nos
derivados planejados. A presenca de R vizinho a subunidade ftalimidica nos compostos
planejados (Esquema 1) permite explorar substituicoes mais adequadas para modulagdo da
citocina TNF-a conforme dados de relagao estrutura-atividade descritos na literatura (LIMA
et al 2001). Além disso, com a subunidade ftalimidica, buscamos uma inibicdo do fator de
crescimento vascular endotelial (VEGF) com consequente diminuicdo da vascularizacdo e
progressao tumoral.

A subunidade N-acil hidrazona presente nos derivados planejados foi utilizada como
agente espacador. Diversos relatos na literatura demonstram a importancia dessa subunidade
em compostos com atividade analgésica e anti-inflamatéria. Dessa forma, esse espacador
poderia contribuir e agregar as atividades farmacoldgicas dos novos compostos hibridos
(SILVA et al 2010; LIMA et al 2008; SILVA et al 2004; BARREIRO et al 2002;
BARREIRO; FRAGA, 1999).

A subunidade quinoxalinica foi adicionada a nova molécula hibrida devido a sua
capacidade em agir como causadora de danos ao DNA, ativados por reducido apenas sob
condi¢des de hipdxia, sendo portanto seletiva. A molécula € capaz de retirar diretamente
atomos de hidrogénio da cadeia de DNA e liberar espécies reativas de oxigénio apenas
quando em situagdo de hipdxia, deixando as células sadias intactas (CARTA et al., 2005).

A identificacdo do protétipo € a etapa-chave para a descoberta da arquitetura
molecular adequada para acdo dos candidatos a farmacos. A fim de assegurar o perfil
farmacodinamico, e principalmente farmacocinético os substituintes devem ser racionalmente
selecionados. Assim, neste trabalho pretende-se sintetizar um novo compostos hibridos mais

potente e seguro no tratamento de tumores soélidos.
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2 OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

Este trabalho visa o planejamento e sintese de novo derivado quinoxalinico, desenhado

usando a estratégia de hibridacdo molecular, uteis para o tratamento de tumores sélidos.

2.2. Objetivos especificos

e Sintese, purificacdo e caracterizacao estrutural dos intermedidrios sintéticos (I), (II)
e (11D).

e Sintese do composto hibrido 2-amina-6-((2-(4-(2-
carboxibenzamida)benzoil)hidrazona)metil)-3-cianoquinoxalina 1,4-dioxido (IV).

e Purificacdo e caracterizagdo estrutural do composto hibrido 2-amina-6-((2-(4-(2-

carboxibenzamida)benzoil)hidrazona)metil)-3-cianoquinoxalina 1,4-dioxido (IV).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1. Materiais (reagentes e solventes)

e  4-cloro-3-nitrobenzaldeido (Sigma Aldrich), acetato de etila (Quemis), dcido acético
glacial (Synth), acido cloridrico (Synth), anidrido ftilico (Sigma Aldrich), azida de sédio
(Merck), diclorometano (Quemis), dimetilformamida (Quemis), dimetilsulféxido (Vetec),
EDC (Sigma Aldrich), etanol (Synth), éter etilico (Quemis), éter de petréleo (Synth), hexano
(Synth), malononitrila (Sigma Aldrich), silica gel para cromatografia em coluna 0,06-0,2 mm

(Sigma Aldrich), sulfato de s6dio anidro (Synth), tolueno (Synth) e trietilamina (Synth).

3.2. Métodos Analiticos

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

Para acompanhamento das reagdes foi utilizada cromatografia em camada delgada

(cromatofolhas de aluminio 20x20 cm Silica gel 60 F254 0,2 mm de espessura - Merck)

3.2.2. Espectrometria de RMN IH e 13C

Os espectros de RMN 'H e C foram realizados na Central Analitica do Instituto de
Quimica da Universidade de Sao Paulo (USP), utilizando-se espectrdmetro, Briiker, modelo

Advance DPX300 operando a 300 MHz para 'He a75 MHz para B,
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3.2.3. Espectrofotometria de absor¢do no infravermelho (IV)

Os espectros de absorcdo no IV, na regido de 4.000 a 400 cm™, foram obtidos em
pastilhas de KBr no espectrofotdmetro Shimadzu, disponivel no Laboratério de Quimica

Farmacéutica da FCFAR-UNESP, Araraquara.

3.2.4. Ponto de Fusdo

As faixas de fusdo dos compostos foram determinadas, sem correcdo, em aparelho de
Ponto de fusdo capilar “Electrothermal”, disponivel no Laboratério de Quimica Farmacéutica

da FCFAR-UNESP, Araraquara.

3.3. Procedimentos de sintese

3.3.1. Sintese do derivado benzofuroxdnico 6-formilbenzo/c]-N-oxido-1,2,5-

oxadiazol (I)
e N
CHO CHO O o)
/
NaN, A HJ\CEN:
b —— > Jo
~
NO, NO, N
Cl N,
4-cloro-3- 4-azido-3- (I)
nitrobelzaldeido nitobenzaldeido
(D (2)
\ y,

Uma solu¢do em baldao de 125 mL contendo 4-cloro-3-nitrobenzaldeido (1) (10g;
0,054 mol) e 30 mL de dimetilsulféxido foi aquecida a 75° C em banho de 6leo. Atingida essa

temperatura, foi retirado o banho e adicionada azida de sédio (3,53 g; 0,054 mol) em
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pequenas porgdes para que a temperatura nao ultrapassasse 80° C. Apds adicdo completa da
azida de sédio, a mistura reacional foi aquecida a 75° C durante 60 minutos. Posteriormente,
adicionou-se gelo a mistura reacional e a fase aquosa foi extraida com por¢des de éter. A fase
organica foi seca com sulfato de sédio anidro, filtrada e evaporada sob pressdo reduzida. O
produto 4-azido-3-nitrobenzaldeido (2) foi obtido e apresentou-se como um sélido amarelo
acastanhado.

Posteriormente o produto foi dissolvido em 50 mL de tolueno e mantido sob
aquecimento em sistema de refluxo 90 minutos. Em seguida, o solvente foi evaporado e o
produto ressuspendido em 40 mL de acetato de etila, onde adicionou-se carvao ativado e
filtrou-se a mistura. A solucdo resultante foi adicionado éter de petréleo para precipitacdo. O
volume da solucdo foi reduzido em rotaevaporador e, posteriormente, adicionou-se
novamente éter de petréleo e o produto foi deixado em meio refrigerado para que ocorresse
sua precipitacdo. O isolamento do sélido formado (I) foi feito por filtragdo a pressao reduzida
e deixado secar a temperatura ambiente.

O monitoramento das reacOes foi realizado por cromatografia em camada delgada
(CCD), utilizando silica como fase estaciondria e diclorometano como fase movel . As placas
cromatogréificas foram reveladas com o Revelador de Brad (2,4-dinitrofenilhidrazida) que

cora em amarelo os grupos com a fung¢ao aldeido.

3.3.2. Sintese do intermedidrio  4-amino-N’-((benzo/[c][1,2,5]oxadiazol-5-

il)metileno)benzo hidrazida(Il)
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A reacdo de formacdo da hidrazona (II) acima foi realizada em meio etandlico,
catalisado por d4cido. Para tanto, foram adicionados quantidades equimolares de 6-
formilbenzo[c]-N-6xido-1,2,5-oxadiazol (I) (0,300 g; 0,0018 mol) e de 4-
aminobenzohidrazida (3) (0,276 g; 0,0018 mol) em 15,0 mL de etanol, onde foram
solubilizadas em um baldo de fundo redondo de 150 mL, com posterior adi¢dao de (0,52 mL;
0,0036 mol) de acido acético glacial, de modo que o pH da reacdo estivesse ajustado entre 4-
5. Posteriormente, a mistura reacional foi colocada sob agitacdo constante a temperatura
ambiente e ao abrigo da luz, por 8 horas. Ao término da reacdo, realizou-se filtracdo sob
pressdo reduzida e lavagem do produto retido com 4gua e pequena quantidade de etanol
gelado, para a remoc¢do de resquicios dos reagentes. O sdlido obtido foi deixado secar a
temperatura ambiente.

O monitoramento da reacdo foi realizado por cromatografia em camada delgada
(C.C.D.), utilizando-se como fase moével 50% hexano e 50% acetato de etila, e silica como
fase estaciondria. As placas cromatogrificas foram reveladas utilizando-se como reagente
revelador Iodo, portanto, tanto os compostos contendo a fun¢do hidrazida quanto o composto

hibrido (II) obtido irdo corar-se de amarelo, revelando seus diferentes fatores de retencao.
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As placas cromatograficas também foram reveladas com o reagente 2,4-

dinitrofenilhidrazida (Revelador de Brad) que cora em amarelo os grupos com a funcdo

aldeido.

3.3.3. Sintese do composto intermedidrio dcido 2-(4-((benzo[c][1,2,5]oxadiazol-5-

il)metilenoaminocarbamoil) fenilcarbamoil) benzoico (111)

e A
NH,
0
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+ o DMF H
H EDC; DMAP; ta. N H -
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O~ "NHN OH, o o NI
+/ NHN =
—'\{ L 0 =N
X O anidrido
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(1D 4) (111
. J

A reagdo de formacgdo do composto hibrido (II) foi realizada em um baldo de 125
mL, onde foram adicionados 0,300 g (0,001 mol) de 4-amino-N’-((benzo[c][1,2,5]oxadiazol-
5-il)metileno)benzo hidrazida (IT) em 10,0 mL de dimetilformamida anidro, seguido de (0,230
g; 0,0012 mol) de EDC (agente acoplante). A mistura reacional foram adicionados DMAP,
como agente catalisador, e anidrido ftalico (4) (0,149 g; 0,001 mol). O sistema foi mantido
sob agitacdo constante e a temperatura ambiente por 24 horas.

Ao término da reagdo, foi adicionado ao meio cerca de 20 mL de 4dgua destilada e 10
mL de HC1 0,5 M para favorecer a precipitacdo do produto.

O isolamento da mistura reacional foi feito por filtracdo simples, lavando-se o
precipitado com dgua e etanol gelados, seguido de pequenas quantidades de acetato de etila e

diclorometano, e deixado secar a temperatura ambiente.
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O acompanhamento das reacdes foi realizado por cromatografia em camada delgada
(C.C.D.), utilizando-se como fase mdvel 50% hexano e 50% acetato de etila e silica como
fase estaciondria. As placas cromatograficas foram reveladas utilizando-se como reagente
revelador Iodo. Portanto, tanto o composto intermedidrio (II) contendo a fun¢do hidrazona
quanto o composto intermedidrio (III) obtidos, irdo corar-se de amarelo revelando seus

diferentes fatores de retengao.

3.3.4. Sintese do composto final 2-amina-6-((2-(4-(2-

carboxibenzamida)benzoil)hidrazona)metil)-3-cianoquinoxalina 1,4-dioxido (IV).

-
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A reagdo de formacao do composto (IV) foi realizada em um baldo de 125 mL, onde
foram adicionados 6,68 g (15 mmol) de 2-(4-((benzo[c][1,2,5]oxadiazol-5-
il)metilenoaminocarbamoil)fenilcarbamoil) benzdico (III) em 10,0 mL de dimetilformamida,
e em seguida foram adicionados 1,19 g (18 mmol) de malononitrila (5). O sistema foi
mantido em banho de gelo até que a mistura reacional atingisse 0°C, onde, gota a gota, foram
adicionados 1,5 mL de trietilamina. Ap6s completa adi¢cd@o, o sistema foi mantido sob agitacao
constante, protegido da luz, em atmosfera de nitrogénio e a temperatura ambiente por 24
horas. O acompanhamento das reacdes foi realizado por cromatografia em camada

delgada(C.C.D.), utilizando-se silica como fase estaciondria e acetato de etila como fase

movel.
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Ao término da reagdo, foi adicionado ao meio cerca de 20 mL de 4dgua destilada e 10

mL de HCI 0,5 M para provocar a precipitacdo do produto, que foi separado por filtracdao
simples. O precipitado foi lavado com éter etilico e deixado secar a temperatura ambiente.

Apbs secagem, o produto foi purificado em coluna cromatogréfica utilizando como

fase movel acetato de etila, e apresentou-se como um p6 vermelho.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

A interpretacdo dos espectros de infravermelho e ressondncia magnética nuclear
(RMN de H e 13C) dos compostos obtidos foi realizada baseando-se na referéncia de
SILVERSTEIN et al., (2000) e a interpretacao dos deslocamentos quimicos por RMN dos
derivados que apresentam o nucleo benzofuroxanico foi comparada com os dados disponiveis
na literatura relativos a caracterizacdo estrutural dessas moléculas (CERECETTO et al., 1999;

MONGE et al., 1993).
4.1. Composto I: 6 -formilbenzo[c]-N-oxido-1,2,5-oxadiazol.

A sintese do anel benzofuroxano inicia-se na primeira etapa com uma reagdo de
substituicao nucleofilica aromadtica entre os reagentes 4-cloro-3-nitrobenzaldeido e o sal azida
de sédio. A segunda etapa envolve o mecanismo de reacdo de eliminacdo com a saida do
grupo abandonador para a obtencdo do aldeido 4-azida-3-nitrobenzaldeido que por sua vez
passard por uma etapa de aquecimento que promoverd um rearranjo molecular
(ciclocondensagdo) com liberacdo de nitrogénio gasoso, obtendo-se assim o aldeido desejado.
A figura 14 demonstra o mecanismo de obtencdo do derivado benzofuroxanico.
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Figura 14. Mecanismo de formacao do 6-formilbenzo[c]-N-6xido-1,2,5-oxadiazol (I).
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O produto obtido caracteriza-se por um sélido amarelo ouro, que foi identificado por
C.C.D., apresentando fator de retencdo (R¢ = 0,75), PM = 164,12 g/mol (C7H4N203), faixa

de fusdo entre 66-68° C e rendimento de 78%.
4.1.1 Caracterizacdo estrutural por Infravermelho

O espectro na regido de infravermelho (Espectro 1) mostra os estiramentos axiais de
C-H aromatico em 3093,82 cm’ e de C-H do aldeido do derivado furoxanico em 2885,51 cm”
!. A banda de deformacio axial da ligacio C=0 da carbonila do aldeido foi obtida em 1695,43
cm’”, e o estiramento axial provocado pela ligacio C=N da molécula é evidenciado em
1618,28 cm™! (SILVERSTEIN, 2006). Em 1400,32 cm'l, observa-se o estiramento angular

referente a ligagao NO,, assim como a banda de deformacao axial da ligacao N-O em 1265,30

-1

90 —f MMM“\ f u Lb\
0 B -
75—}
] A c ’\ ] B 0
60— D H JU Nt
] 0
3] E =N
45—

3900 3600 3300 3000 2700 2400 2100 1950 1800 1850 1500 1360 1200 1050 900 750 600 450
benzofuroxano tiem

Espectro 1. Infravermelho do 6-formilbenzo[c]-N-6xido-1,2,5-oxadiazol em pastilha de KBr.
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Tabela 1. Bandas de absor¢do do espectro no infravermelho relativos ao composto (I) (KBr).

Marcador V (cm/1) Grupo Funcional Tipo de Deformacao
A 3093,82 C-H (aromatico) Axial
B 2885,51 C-H (aldeido) Axial
C 1695,43 C=0 (aldeido) Axial
D 1618,28 C=N Axial
E 1400,32 NO2 Angular
F 1265,30 N-O Axial

4.1.2 Caracterizacdo estrutural por Ressondncia Magnética Nuclear (RMN Hel’C )

O composto (I) possui seus sinais correspondentes bem representados nos espectros 2
e 3. O solvente dimetilsulféxido deuterado (DMSOds) foi utilizado para obtencdo dos
espectros de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN 'H). A presenca deste solvente pode ser
observada, no espectro 2, obtido em 9 2,50 ppm e a dgua pertencente ao solvente em o 3,32
ppm.

No espectro 3, observa-se o deslocamento referente ao hidrogénio da carbonila do
aldeido apresentando-se como um singleto em & 10,84 ppm. O hidrogénio 2 apresenta
deslocamento quimico em 6 8,45 e aparece como um dubleto, e os deslocamentos quimicos
em 0 7,77 e 7,89 ppm referem-se aos hidrogénios 5 e 4, respectivamente, aparecendo como
um duplo-dubleto, no caso do hidrogénio 4, e como um singleto, no caso do hidrogénio 5,

com constantes de acoplamento em J,,,=8,64 Hz € J;,.,, = 1,32 Hz.
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Tabela 2. Deslocamentos quimicos no espectro de RMN 'H e constantes de acoplamento do

composto (I).

RMN 'H d (ppm)
H aideido 10,84
H2 8,45
H4 7,89
H5 7,77
o E
‘N |
E 1.00 3.20 0

R e e e e e e e e e e e e e e e e e
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Espectro 2. Espectro de RMN "H do composto (I) (300 MHz; DMSOd6).
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Espectro 3. Ampliacio do espectro de RMN "H do composto (I) (300 MHz; DMSOd6).

Os espectros 4 e 5 permitem-nos observar os sinais obtidos no espectro de RMN de
BC. E possivel visualizar o deslocamento quimico do carbono 7, referente a carbonila do
aldeido, em & 190,98 ppm. O carbono C3 do anel aromatico pode ser visualizado em 132,75
ppm, o carbono C2 em 128,72 ppm e os carbonos C4 e C5 em 118,89 e 121,89,
respectivamente. E importante destacar os deslocamentos quimicos em & 117,42 e 114,61
atribuidos aos carbonos 6 e 1, respectivamente, referentes ao anel furoxanico.

Tabela 3. Deslocamentos quimicos no espectro de RMN BC do composto ().

RMN C13N° o (ppm)
Cc7 190,98
C3 132,75
C4 118,89
C5 121,89
C6 117,42
C1 114,61
C2 128,72
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Espectro 4. Espectro de RMN de "*C do composto (I). (75 MHz; DMSOd6).
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Espectro 5. Ampliacio do espectro de RMN de >C do composto (I) (75 MHz; DMSO,).

4.2 Composto II: 4-amino-N’-((benzo[c][1,2,5]oxadiazol-5-il)metileno)benzo

hidrazida

Os resultados das placas, quando coradas com o reagente de Brad (2,4-
dinitrofenilhidrazida), mostraram que a funcdo aldeido ndo estava presente no produto

desejado, sugerindo a formacdo deste composto.
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A molécula 4-amino-N’-((benzo[c][1,2,5]oxadiazol-5-i1)metileno)benzo hidrazida

(IT), caracteriza-se por um sélido amarelo ouro, de PM = 297,27 g/mol (C14H11N503),

faixa de fusdo entre 227,2 - 227,8° C, fator de reten¢ao (R¢ = 0,30) e rendimento de 96 %.

4.2.1

Caracterizacdo estrutural por Infravermelho

No espectro do infravermelho (Espectro 6) relativo ao composto da hidrazona (II),

podem ser observados os estiramentos axiais da ligagdo N-H da amina para aromética em

3412,08 cm’’. As bandas de deformacdes angulares em 669,30 e 763,81 cm’! representam a

disubstitui¢ao no anel aromatico referente as posicoes 1 e 4 (orientagdo para).

O estiramento axial referente a carbonila C=0O da amida apresenta-se em 1635,64 cm™!

para o composto (II), assim como a banda de deformacdo axial em 1618,28 cm™ aponta a

presenca da ligacdo C=N do anel furoxanico, sugerindo que ocorreu a reacdo de formagao

deste composto. Observa-se ainda a banda de deformacgdo axial referente a ligagdo N-O do

derivado furoxanico em 1261,45 cm.
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Espectro 6. Infravermelho do composto 4-amino-N’-((benzo[c][1,2,5]oxadiazol-5-

il)metileno)benzo hidrazida em pastilha de KBr



Tabela 4. Bandas de absor¢do do espectro no infravermelho relativos ao Composto (II)

(KBr).
Grupo Tipo de
Marcador V (ecm/1) funcional Deformacao
A 3412,08 N-H Axial
B 3230,77 N-H (amida) Axial
C 292216 C-H (aromético) Axial
D 1654,92 C=0 (amida) Axial
E 1618,28 C=N Axial
F 1508,33 NO2 Axial
G 1398,39 C-N Axial
H 1261,45 N-O Axial
Disubstituicao

em anel

| 763,81 aromatico, Angular
posicgoes 1,4
Disubstituicao
em anel
J 669,30 aromatico, Angular
posicgdes 1,4
4.2.2 Caracterizacdo estrutural por Ressondncia Magnética Nuclear (RMN "H)
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A hidrazona (II) possui seus sinais correspondentes bem representados no espectro 7.

O solvente dimetilsulféxido deuterado (DMSQOdp) foi utilizado para obtenc@o dos espectros de

Ressondncia Magnética Nuclear de Hidrogénio (RMN de 'H).
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Os deslocamentos quimicos em o 7,69 e 6,60 foram atribuidos aos hidrogénios 11 e
15, e aos hidrogénios 12 e 14, respectivamente, aparecendo como um duplo dubleto
integrando para dois hidrogénios. O deslocamento em o 7,69 corresponde aos hidrogénios em
posicdo orto em relagdo ao grupamento amida (hidrogénios 11 e 15) e o deslocamento em o
6,60 corresponde aos hidrogénios em posicao orto em relagdo a amina livre (hidrogénios 12 e
14), indicando a presenga de uma estrutura aromética 1,4 dissubstituida. Esses hidrogénios
estdo simetricamente dispostos, ou seja, as distancias e angulos de ligacao de cada hidrogénio
em relacdo ao grupamento amida e em relagdo a amina livre sdo idénticos, possuindo assim
mesma constante de acoplamento em J,,,=8,0 € J,e1,=2,0.

No espectro ampliado (espectro 8), o deslocamento em 6 11,83 foi atribuido ao
hidrogénio 8 e em o 8,45 podemos visualizar o hidrogénio 7 da liga¢do imina da hidrazona
(IT), ambos aparecendo como singletos. Ja em 6 5,87, podem ser visualizados os hidrogénios
da amina livre aparecendo como singleto integrando para dois hidrogénios. Por fim, os
hidrogénios 2, 5 e 4 do derivado benzofuroxanico aparecem como um multipleto com
deslocamento quimico em 6 7,9, integrando para trés hidrogénios.

16 2

H2N 131 11 H _
H 2 O
1410~ l?3I\N/7 3 1_Nf
15 i 0
4 =N
6

Tabela 5. Deslocamentos quimicos no espectro de RMN 'H e constantes de acoplamento do
composto (II).

RMN H1 o (ppm)
H2, H4 e HS 7,9-17,7
H7 8,45
HS 11,83




Continuacao da Tabela 5.
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Espectro 8. Espectro de RMN 'H ampliado entre as regides & 5,5 ppm e & 12,0 ppm.
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4.3 Composto III: dcido 2-(4-((benzo/[c][1,2,5]oxadiazol-5-

il)metilenoaminocarbamoil)fenilcarbamoil) benzéico

O composto hibrido obtido (III), o 4&4cido 2-(4-((benzo[c][1,2,5]oxadiazol-5-
il)metilenoaminocarbamoil)fenilcarbamoil) benzdico, € caracterizado por um pé amarelo

claro cintilante, com faixa de fusdo entre 283,2 - 283,8°C, PM = 445,38 g/mol

(C22H15N506), nao presentou Rf (ficou retido) e rendimento de, aproximadamente, 50 %.

4.3.1 Caracterizacdo estrutural por Infravermelho

No espectro do infravermelho (Espectro 9) relativo ao composto da hidrazona (III),
pode ser observado o estiramento axial da ligacdo O-H do 4cido carboxilico em 3446,79 cm’™".
O estiramento axial referente a carbonila C=0 do 4cido carboxilico também apresenta-se em
1707,00 cm™, assim como as bandas de deformacdo axial em 1654,92/1620,21 cm™ que
apontam a presenca da ligacio C=0 da amidas dessa hidrazona, sugerindo que ocorreu a
reacdo de formacao deste composto. Observa-se ainda a banda de deformacgdo axial C=N da
ligcdo imina do derivado furoxanico em 1618,28 cm no composto, assim como o
estiramento axial referente a ligagio N-O em 1386,82 cm™'. Néo foi possivel visualizar neste
espectro a banda de deformacgdo referente ao anidrido ftilico que aparece entre 1865 - 1782

-1
cm .
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Espectro 9. Infravermelho do 4cido 2-(4-((benzo[c][1,2,5]oxadiazol-5-
il)metilenoaminocarbamoil) fenilcarbamoil) benzdico em pastilha de KBr.

Tabela 6. Bandas de absor¢ao do espectro no infravermelho relativos ao composto (II1)

(KBr).
Tipo de
Marcador v (cm-1) Grupo funcional Deformacio
A 3446,79 O-H Axial
B 3248,13 N-H (amida) Axial
C=0 (acido
C 1707,00 carboxilico) Axial
D 1654,92/1620,21 C=0 (amida) Axial
E 1618,28 C=N Axial
F 1527,62 NO2 Axial
G 1386,82 C-N Axial
H 1274,95 N-O Axial
Disubstituicao em
I 850,61 anel aromatico, Angular
posicoes 1,4
Disubstituicao em
J 721,38 anel aromatico, Angular
posicoes 1,4
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4.3.2  Caracterizagdo estrutural por Ressondncia Magnética Nuclear (RMN "H)

A hidrazona (III) possui seus sinais correspondentes representados no espectro 10. O
solvente dimetilsulféxido deuterado (DMSOd6) foi utilizado para obtencdo dos espectros de
Ressondncia Magnética Nuclear de Hidrogénio (RMN de 'H).

De acordo com o espectro 10, observa-se os deslocamentos quimicos em 6 7,65 e 8,06
ppm referentes aos hidrogénios do anel aromatico 1,4 dissubstituido, apresentando-se como
dois dubletos que integram para dois hidrogénios cada. Na regido de & 7,90 a 8,05 ppm
podemos visualizar os hidrogénios do anel aromético contendo o grupo 4cido e os hidrogénios
do derivado furoxanico, aparecendo como dois multipletos. No espectro ampliado 11, pode
ser observada com maior clareza a multiplicidade da regido aromatica, sendo pouco preciso
definir os picos correspondentes a cada hidrogénio. No entanto, a integracdo dessa regiao
mostra a presenga de cerca de 7 dtomos de hidrogénio, o que corresponde ao nimero de H
dessa regido aromatica.

Ainda no espectro ampliado 11, em 6 12,30 ppm podemos visualizar o hidrogénio 16 e
em o 8,52 ppm podemos visualizar o hidrogénio 7 da ligagdo imina, ambos aparecendo como
singletos. Vale ressaltar que neste mesmo espectro ndo foram observados, na regido de o 5,87
ppm, os hidrogénios da amina livre em singleto, sugerindo a formagdo do composto desejado.
Por fim, os hidrogénios 2, 4 e 5 do derivado benzofuroxanico aparecem como um multipleto

em 7,9, integrando para trés hidrogénios.

(0]
20 o
2 24°0OH
17 HN 13 12
22 18 16 11 _
25 H H 2 O
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Tabela 7. Deslocamentos quimicos no espectro de RMN 'H e constantes de acoplamento do

composto (I1I).

RMN H1 o (ppm)
H2, H4, H5, H20,

H21, H22 e H23 79280
H12 e H14 7,65
H11 e H15 8,06
H16 e H8 12,30

7 8,52
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Espectro 10. Espectro de RMN de 'H do composto (III), utilizando como solvente DMSOd6.
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Espectro 11. Espectro de RMN 'H ampliado entre as regides 7,55 - § 8,20 ppm.

4. 4 CompostolV: 2-amina-6-((2-(4-(2-carboxibenzamida)benzoil)hidrazona)metil)-

3-cianoquinaxalina 1,4-dioxido

4.4.1 Caracterizacdo estrutural por Infravermelho

No espectro do infravermelho (Espectro 12) relativo ao composto hibrido (IV), pode
ser observado o estiramento axial da ligacdo O-H do 4cido carboxilico em 3427,51 cm™. O
estiramento axial referente a carbonila C=0 do dcido carboxilico também apresenta-se em
1718,58 cm'l, assim como a banda de deformacgdo axial em 1653,00 cm™! que apontam a
presenca da ligacdo C=0 da amida desse composto. Observa-se ainda a banda de deformacgao
axial C=N do derivado furoxanico em 1541,12 cm’ no composto, assim como o estiramento
axial referente 2 ligacio C-N (aromadtico) em 1384,89 cm™ e 2 ligacdo C-N (alifdtico) em

1276.88 cm’™.
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Espectro 12. Infravermelho do 2-amina-6-((2-(4-(2-
carboxibenzamida)benzoil)hidrazona)metil)-3-cianoquinaxalina 1,4-dioxido em pastilha de
KBr.

Tabela 8. Bandas de absorcao do espectro no infravermelho relativos ao composto (IV)

(KBr).
Tipo de
Marcador v (cm-1) Grupo funcional Deformacao
A 3427,51 O-H Axial
B 3275,13 N-H (amida) Axial
C=0 (acido
C 1718,58 carboxilico) Axial
D 1653,00 C=0 (amida) Axial
E 1541,12 C=N Axial
F 1384,89 C-N (aromatico) Axial
G 1276,88 C-N (alifatico) Axial
Disubstituicdo em
H 846,75 anel aromatico, Angular
posicoes 1,4
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Continuacao da Tabela 8.

Disubstituicao em
I 761,88 anel aromatico, Angular
posicdes 1,2

4.4.2 Caracterizagdo estrutural por Ressondncia Magnética Nuclear (RMN 'H )

O derivdo quinoxalinico (IV) possui seus sinais correspondentes representados nos
espectros 13 e 14. O solvente dimetilsulféxido deuterado (DMSOd6) foi utilizado para
obtencdo dos espectros de Ressondncia Magnética Nuclear de Hidrogénio (RMN de 'H).

De acordo com o espectro ampliado 14, observa-se os deslocamentos quimicos em &
7,65 e 7,48 ppm referentes aos hidrogénios do anel aromatico 1,4 dissubstituidoeem & 7,93 e
8,0 referentes aos hidrogénios do anel aromdtico contendo o grupo 4cido, aparecendo como
duplos dupletos.

Ainda no espectro ampliado (espectro 14), em o 8,31 ppm podemos visualizar o
hidrogénio 7 da ligagdo imina, aparecendo como singleto e os hidrogénios 2 € 5 do derivado
benzofuroxanico aparecem em o 8,64 e 8,5, respectivamente, integrando para dois
hidrogénios. Por fim, em § 8,08 podemos visualizar o deslocamento quimico referente a amina

priméria do anel quinoxalinico, sugerindo a formag¢do do composto desejado.

24 OH
17 HN 13 11

o

14 10 N 1N+\
O /
N
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Tabela 9. Deslocamentos quimicos no espectro de RMN H1 e constantes de acoplamento do
composto (IV).

RMN H1 3 (ppm)
H nidroxila 8,15
Hamina primaria 8,08
H2 8,64
H5 8,5
H7 8,31
H11 e H15 7,48
H12 e H14 7,65
H20 e H22 7,93
H21 e H23 8.0

DMSO0-dé
1.0 r

E 0.8: %
£ 0.7+
E 0.6-
s
E 0s-
z 3
0.4

'|" 65
A48

ggneld

= ;:H,H Jul L.

1911120821b019?20009801?243089
= d 4 U & H I 44

?36
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Chemical Shift (ppm)

Espectro 13. Espectro de RMN de 'H do composto (IV), utilizando como solvente DMSOd6.
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Espectro 14. Espectro de RMN "H ampliado entre as regides d 6,5 - 6 9,5 ppm.
A Tabela 10 compara os deslocamentos quimicos obtidos nos espectros de RMN de
'H.

Diante dos deslocamentos quimicos visualizados nos espectros, € importante destacar
a diferenca de deslocamento do hidrogénio do aldeido do produto de partida em relagcdo aos
compostos obtidos. Essa diferenga € atribuida a presenga do hidrogénio da imina, formada a
partir da reacdo de um aldeido com uma amina primdria previamente selecionada.
Observamos o desaparecimento do hidrogénio do aldeido em 6 10,84 e a presenca dos
deslocamentos em o 8,45, 6 8,52 e 6 8,31 referentes aos hidrogénios da imina dos compostos
IL, III e IV respectivamente, sugerindo a formagao dos produtos desejados.

Vale ressaltar que ndo foi possivel observar os hidrogénios da amina livre do
composto II na regido de 6 5,87 ppm. Além disso, é importante destacar o deslocamento
quimico dos hidrogénios 12 e 14, que no composto II apresentaram um sinal em d 6,6 e nos
compostos Il e IV o mesmo sinal apresentou um deslocamento quimico em & 7,65. Essa
diferenca de deslocamento é atribuida a reacdo do composto II com anidrido ftalico o que
levou a formacdo de uma amina secunddria em ambos os compostos (III e IV). Com relagdo
ao composto IV, observa-se um deslocamento quimico em 6 8,08 referente ao hidrogénio da

amina primdria do anel quinoxalinico. Monge e colaboradores (1993) sintetizaram e
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caracterizaram derivados quinoxalinicos por RMN de 'H, obtendo deslocamento quimico em
0 8,06, atribuido a amina primdria deste nucleo. Dessa forma, diante dos deslocamentos
obtidos podemos sugerir a obtencdo do composto IV.

O composto IV serd analisado por outras técnicas espectrométricas para a confirmagao

da estrutura proposta.



Tabela 10 - Deslocamentos quimicos de RMN "H dos compostos I, I, [IT e IV.

(I (1) (1

2 / 24°0H

+

H77 1N @HN 3 -

O 12 H 0o

~./ HaN 13 14 H _ §N/ 1N

) 5 ° N N 2 0 °

N 1 N

14 > 10 8 N 73 /N'\"O 6

24 OH
17 HN 13

9
o} N =N o

Posiciio 8 'H 8 'H 8 'H §'H
Hatdeido 10,84 (s; 1H)

Hhidroxila 8,15 (s)
Hamina 8,08
primaria

2 8,45 (s) 7,7a7,9 (m) 7,9 a 8,0 (m) 8,64 (d)
7,89 (dd; J
4 oro=8,64 Hz; J 7,7a7,9 (m) 7,9 a 8,0 (m)
meta — 1,32 HZ)
7,77 (dd; J
orto=8’64
5 Hzd, o =1.32 7,7a7,9 (m) 7,9 a 8,0 (m) 8,5 (d)
Hz)
7 8,45 (s) 8,52 (s) 8,31 (s)
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8 11,83 (s) 12,30 (s)
7,69 (dd; J,.,=8,0Hz;
s Joro= 8,07 H
11 I = 2.0 Hz) 8,06 (d) 7,48 (t; Joro= 8,07 Hz)
6,60 (dd; J,:=8,0 Hz;
12 7 7 s Joro= 8,07 H
I = 2.0 Hz) ,65 (d) ,65 (d; J,0= 8,07 Hz)
6,60 (dd; J,:=8,0 Hz;
14 7 7 s Joro= 8,07 H
I = 2.0 Hz) ,65 (d) ,65 (d; J,0= 8,07 Hz)
15 7,69 8,06 (d) 7,48 (t; J,0= 8,07 Hz)
16 5,87 (s) 12,30 (s)
7,93 (dd’ Jmeta = 2»2 HZ; Jorro =
20 7,9 a 8,0 (m) 8.44 Hz)
8,0 (dd, Jmeta = 2,2 HZ; Jorlo =
21 7,9 a 8,0 (m) 8.44 Hz)
7,93 (dd’ Jmeta = 2»2 HZ; Jorro =
22 7,9 a 8,0 (m) 8.44 Hz)
5 mea:2»2H s Jorto =
23 7,9 28,0 (m) 8,0 (dd; T 2 Jon

8,44 Hz)
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5. CONCLUSAO

Este trabalho permitiu sintetizar e caracterizar por espectrofotometria na regido do
infravermelho e ressonancia magnética nuclear de hidrogénio e carbono uma série de
intermediarios contendo o ndcleo benzofuroxano com rendimentos de 78%, 96%, 50% e 60%,
para os compostos I, II, III, IV, respectivamente. Também foi sintetizado um novo composto,
planejado segundo a estratégia de hibridagcao molecular, contendo a subunidade quinoxalinica
e ftalimidica. Esse composto foi também caracterizado por métodos analiticos como
espectrofotometria na regiao do infravermelho e ressonancia magnética nuclear de hidrogénio.
A nova molécula obtida serd posteriormente avaliada em modelos in vitro para caracterizar
seu potencial efeito antitumoral. Essa nova molécula apresenta, provavelmente, um novo

mecanismo de acao e representa uma nova abordagem ao tratamento do tumores sélidos.
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