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RESUMO

Sintese e avaliacdo bioldgica de aminas e aminoalcodis aromaticos e

heteroaromaticos

Tem-se observado um aumento do numero de bactérias e protozoarios resistentes aos
qguimioterapicos em uso. Desta forma, esses farmacos correm o risco de se tornarem
obsoletos, tornando imprescindivel o desenvolvimento de novos compostos que sejam
biologicamente ativos. Dentre as diversas classes de compostos antimicrobianos ou
antiprotozoarios tém tido destaque os grupos aminoalcodis e o0s heterociclos aromaticos,
presente em muitos farmacos.

Dando continuidade aos estudos realizados por nosso grupo de pesquisa, neste trabalho
sdo descritas as sinteses de aminas e aminoalcodis por aminacao redutiva de benzaldeidos
substituidos (p-octiloxi-, p-nitrobenzaldeido, p-metéxi benzaldeido), e de 2- e 4-piridina
carboxaldeidos com monoetanolamina, 2-amino-2-metilpropanol e com a octilamina.

Na segunda parte do trabalho foram sintetizados compostos derivados do metronidazol,
substancia de amplo espectro de atividade. Os compostos foram obtidos a partir de
substituicdo nucleofilica do mesilato de metronidazol, com diferentes amino alcoois e
octilamina.

Apo6s purificacéo e caracterizacao através dos métodos espectroscopicos usuais (RMN
'H e ¥C e IV), as propriedades biolégicas dos compostos obtidos foram avaliados in vitro. A
avaliacdo da atividade antibacteriana contra diversos micro-organismos Gram-positivos e G
ram-negativos foi feita através da analise do halo de inibicdo (método de difusdo em Agar) e
da concentragdo inibitéria minima (CIM). Os derivados de metronidazol estdo sendo
avaliados quanto a sua atividade antiparasitaria.

Os resultados mostraram que a atividade antibacteriana depende da lipofilia, ja que todos

0s compostos possuindo a cadeia octila inibiram o crescimento bacteriana.

PALAVRAS-CHAVE: Aminoalcodis, atividade bioldgica e metronidazol.



ABSTRACT

Synthesis and biological evaluation of aromatic amines and amino alcohols

and heteroaromatic

An increased number of bacteria and protozoa resistant to the usual chemotherapy has
been observed. Thus, these drugs could become obsolete, making essential the
development of new biologically active compounds. Among the various classes of
antimicrobial and antiprotozoal compounds, amino alcohols and heterocyclic aromatic groups
have been high lighted, as they are found in many drugs.

Giving continuity to the ongoing studies conducted by our research group, in this work are
described the synthesis of amines and amino alcohols by reductive amination of substituted
benzaldehydes (p-octyloxy, p-methoxy and p-nitro benzaldehyde) and of 2-pyridil and 4-
pyridil carboxaldehydes with monoethanolamine, 2-amino-2-methylproanol and octylamine.

In the second part of the work compounds were synthesized from metronidazole, a
substance with a broad spectrum of activity. The compounds were obtained by nucleophilic
substitution of metronidazole mesylate with different amino alcohols and octylamine.

After purification and characterization through the usual spectroscopic methods (*H NMR,
13C NMR and IR), the biologic properties of the obtained compounds were evaluated in vitro.
The evaluation of the antibacterial activity was performed against gram-positive and gram-
negative microorganisms, through the analysis of the halo of inhibition and of the minimum
inhibitory concentration. The metronidazole derivatives are being evaluated for their
antiparasitic properties.

The results show that the antibacterial activity depends on lipophilicity, since all the

compounds carrying the octyl chain were active.

KEY WORDS: amino alcohols, biological activity and metronidazole.
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1. INTRODUCAO

Microorganismos patogénicos, como bactérias, fungos e parasitas, sdo responsaveis por
causar uma série de enfermidades que podem ser tratadas com o uso de agentes
quimioterapicos. Um dos grandes problemas para o tratamento destas doencas esta
associado ao fenbmeno de resisténcia que provoca uma diminuicdo do poder terapéutico

ocasionando um grande problema de salde publica (Murray et al., 2006).

1.1 RESISTENCIA BACTERIANA

As bactérias constituem o grupo de seres vivos com maior massa total do planeta. Séo
classificadas em bactérias gram-positivas ou gram-negativas de acordo com as diferencas
na composicdo e na estrutura da parede celular (Figura 1). Essas diferencas podem ser
visualizadas através do método de coloracdo diferencial de Gram: as bactérias séo
classificadas como Gram-positivas, quando coradas pelo método ou Gram-negativas,
guando néo coradas (Trabulsi e Alterthum, 2004; Murray et al., 2006; Martins et al., 2001). A
parede celular das bactérias gram-negativas € a mais complexa, uma vez que apresentam
maior teor em lipidios, um espaco periplasmatico contendo enzimas, uma dupla camada
lipidica e presenca de polissacarideos complexos na superficie externa. Essa maior
complexidade explica a dificuldade que determinados compostos apresentam em penetrar a
célula bacteriana. Esta permeabilidade limitada € responsavel pela baixa sensibilidade que

apresentam a acao de quimioterapicos (Trabulsi e Alterthum, 2004; Murray et al., 2006).

P-pnunelycm ‘w
ﬂé}iiﬁﬁéﬁa §Eﬁi‘}aiﬁﬁﬂﬂiﬂﬁ!fﬂﬁ%ﬁ!ﬁﬁ@i!ﬂ%ﬁ@ “ ““‘m B “’i ,,U“J“ i

K Parede celular bactéria gram-negativa Parede celular bactéria gram-positiva

Figura 1 Estrutura da parede celular de bactéria gram-negativa e gram-positiva.

As bactérias desempenham um papel importante na area ambiental, promovendo a
decomposicdo de material organico, e um papel econdmico, porque podem realizar
fermentacéo, levando a sintese de substancias de interesse industrial. Milhares de bactérias

habitam a microbiota humana de forma inofensiva, exercendo a funcdo de protecdo e



auxiliando na sintese de vitaminas, como por exemplo, os lactobacilos. No entanto, algumas
mantém acdo nociva de forma temporaria ou permanente, sendo responsaveis por uma
série de doencas, devido aos efeitos causados pelas toxinas liberadas por estes
microorganismos. O tratamento destas enfermidades ocorre com o0 uso de quimioterapicos,
0s quais podem agir na inibicdo da sintese do DNA microbiano ou do RNA comprometendo
a sintese de proteinas, de acidos nucleicos e sintese da parede celular, comprometendo a
permeabilidade seletiva (Murray et al., 2006).

O primeiro composto antibacteriano sintético foi o Salvarsan, desenvolvido em 1909 pelo
quimico Paul Ehrlich. Em 1928 foi descoberta a penicilina, substancia produzida pelo fungo
Penicillium, pelo médico bacteriologista inglés, Alexander Fleming. Apesar da descoberta, o
interesse terapéutico pelos trabalhos de Fleming ocorreram apenas com a Segunda Guerra
Mundial.

O fendmeno da resisténcia a farmoquimicos foi observado em 1905 por Erlich, Franke e
Roehl em culturas de tripanossomos africanos tratados com arsénico. Apés a introducéo da
penicilina no mercado terapéutico, o uso indiscriminado desta para o tratamento de
pneumonias, infeccbes aéreas superiores, e outras infecgcdes levou ao aparecimento de
bactérias resistentes (Silveira et al., 2006; Tavares W., 2000). Nos anos que seguiram 0 uso
extensivo de antibacterianos de forma profilatica e terapéutica, a aplicacdo em intervalos
irregulares, as doses inadequadas, as mas condicdes de higiene e a demora no diagndstico
de infeccBes favorecem o surgimento de cepas resistentes (Tavares, 2000; Guimarées et
al., 2010; Vidaver, 2002; Wise e Soulsby, 2002; Bloomfield et al., 2002; McEwen e Fedorka-
Cray, 2002; Brooks et al., 2000).

Os compostos antimicrobianos existentes estdo ficando menos eficientes e as infec¢bes
estdo se tornando mais dificeis e mais caras de tratar (Mah e Memish, 2000; Sack et al.,
1997), aumentando as taxas de mortalidade em doencas infecciosas como tuberculose,
doencas respiratérias agudas e diarréia (Espinal, 2000; Shears, 2001; Bloomfield et al.,
2002; Byarugaba, 2004).

E importante destacar que a resisténcia adquirida é um fendmeno espontaneo da
bactéria, sendo os antimicrobianos apenas agentes seletores de amostras resistentes.

Os principais mecanismos de resisténcia bacteriana (Figura 2) estdo descritos a seguir
(Silveira et al., 2006; Antonio et al., 2009; Guimaraes et al., 2010).

e Mecanismo de producéo pela célula bacteriana de enzimas que possam degradar

0 antimicrobiano ou inibir os efeitos destes;

e bombeamento por efluxo consiste na expulsdo do quimioterapico do meio interior

para o exterior da célula, ocorrendo a reducéo da concentracéo deste;



diminuicdo da permeabilidade celular de bactérias gram negativas ocasionada
através de modificacdo na porina presente na membrana celular externa,
impedindo a difusédo e, consequentemente, a a¢do do antimicrobiano;

alteracdo no sitio de ligagcdo do quimioterpico, diminuindo a afinidade do farmaco
pelo sitio ativo da enzima.

Mecanismos de resisténcia bacteriana
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Figura 2 Mecanismos de resisténcia bacteriana.

(http://www.anvisa.gov.br/servicosaude/controle/rede rm/cursos/rm_controle/opas web/mod

ulo3/mec_animacao.htm, acessado em 10/06/12).

Os antimicrobianos podem ser classificados como bacteriostaticos, quando agem contra
0S microrganismos, inibindo o crescimento e a duplicacdo celular, mas nao provocam a

destruicao celular, podendo o microrganismo voltar a crescer com a suspenséo do uso do



guimioterapico. Sao conhecidos como bactericidas, quando sdo responsaveis pela morte
celular (Trabulsi e Alterthum, 2004).

1.2 Resisténcia aos antiprotozoarios

Os protozoarios sao seres vivos unicelulares, eucariontes e desprovidos de clorofila. A
maioria é de vida livre, inofensivos a saude do hospedeiro e possuem um papel importante
nas cadeias alimentares. No entanto, alguns parasitas sdo causadores de doencas, como
por exemplo, a amebiase, a giardiase e a malaria (Trabulsi e Alterthum, 2004).

A terapéutica das protozooses estd apoiada primordialmente nos agentes
antiprotozoarios. Entre esses, o metronidazol 1 (Figura 3), uma substancia de amplo
espectro de atividade contra bactérias anaerdbicas e protozoarios, sendo o principal
composto utilizado contra infeccdo causada por um organismo microscopico unicelular
chamado Trichomonas vaginalis (protozoario flagelado), que acomete sobretudo as
mulheres (Gardner e Hill, 2001; Townson et al.,, 1994; Khabnadideh et al., 2007). O
metronidazol também é o principal farmaco usado no tratamento da giardiase, provocada
pelo protozoario Giardia lamblia, que infecta o intestino dos mamiferos provocando coélicas
abdominais e fraqueza, podendo levar a morte (Krueger et al.,, 2007). Porém, esta
substancia apresenta varios efeitos colaterais, tais como: anorexia, urticaria, pancreatite,
diarréia, tonturas, ins6nia ente outros sintomas € contra-indicada em gestantes e durante a
amamentacado (Garcia-Rubio et al., 2006). Ha relatos também de um namero significativo de
pacientes que ndo obtiveram sucesso do tratamento, devido ao aparecimento de

protozoarios que desenvolveram resisténcia a essa substancia (Gardner e Hill, 2001).

1.3 Atividade bioldgica dos compostos nitrogenados

Das varias classes de substancias organicas, os compostos nitrogenados se destacam
por apresentarem importancia biolégica, farmacoldgica e industrial. Apresentam também

grande importancia como intermediarios em sinteses. (Duarte et al., 2010).

1.3.1 Atividade biolégica das aminas

As aminas sdo uma classe de compostos responsaveis por varias funcées bioldgicas tais
como regulacdo, neurotransmissdo e vasodilatacao dentre outros, apresentando também
importancia industrial como catalisadores, corantes, indicadores de deficiéncia de minerais

para plantas e indicadoras de qualidade ou de condi¢es higiénico-sanitarias na producao



de alimentos. Muitas aminas sdo utilizadas como quimioterapicos como a dopamina 3
(Figura 3), atuando no sistema nervoso central (Halasz et al., 1994; March, 2007).

A eficiéncia terapéutica desta classe de compostos pode esta associada a presenca do
par de elétrons livres no nitrogénio (Tripathi, 2006, Lin e Lu, 1998). Uma vez que o par de
elétrons livres podem se ligar a varios grupos (doadores de ligacdo hidrogénio, Fe* do
grupo prostético heme) permitindo que a substancia interaja com um componente biol6gico,

produzindo uma resposta biolégica.

HO. CH,CH,NH,
N=—" /N
N——CH,CH,OH CH,CHNH,

NO.
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k Metronidazol 1 Histamina 2 Dopamina 3 /

HO

Figura 3 Estrutura quimica do metronidazol, da histamina e dopamina.

1.3.2 Atividade biol6gica de aminoalcoois

A porcédo aminoalcool é constituinte estrutural de um vasto nimero de compostos de
origem natural ou sintética, sendo encontrada em numerosos compostos bioativos como o
FTY720 4 (Figura 4) que possui efeito promissor como imunossupressor em estudos para
transplantes e tratamento de doencas autoimunes, ou o etambutol 5 (Figura 4), farmaco
bacteriostatico sintético de primeira escolha no combate a tuberculose (Adachi et al., 1995).
Aminoalcodis sdo utilizados no tratamento de doencas de Alzheimer, doencas
cardiovasculares agindo também como: analgésicos, antibacterianos e antifingicos (Maillard
e Trucker, 2002; Albert et al, 2007; Almeida, 2007).

Devido a importancia biolégica que apresentam, estudos voltados para a sintese de
aminoalco6is com atividade biolégica estdo sendo desenvolvidos por varios grupos de
pesquisa, visando, entre outras, a atividade antituberculose (Del Olmo et al. 2009).

Estes compostos podem ser facilmente funcionalizados por reagfes de alquilagéo,
substituicdo, oxidagdo, entre outros métodos, sendo classificados como importantes blocos

construtores em sintese organica (Mateus, 2004; Oliveira et al., 2008).
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Figura 4 Estrutura quimica do FTY720 e do etambutol.
1.3.3. Importancia do grupo nitro

Compostos contendo o grupo nitro tem tido destaque desde a década de 40, conferindo
atividade antibacteriana, antifiingica, antiparasitaria, anticoagulante e sedativa hipnotica,
uma vez que tal grupo exerce influéncia nas propriedades fisico-quimicas, bioquimicas e
farmacoldgicas (Korolkovas, 1988; Monasterius, 2005; Li et al., 2008; Mital A., 2010).

O mecanismo de ac¢édo ainda ndo esta totalmente esclarecido uma vez que pode variar de
acordo com diferencas estruturais dos compostos, mas acredita-se que estd ligado ao
processo de reducdo in vivo do grupo nitro (Esquema 1), seguido pela interacdo dos
produtos formados com biomoléculas essenciais de bactérias, fungos e parasitas (Bosquesi

et al., 2008; Paula et al., 2009).

e .- e~ /2H*
Ar-NO, =—————= Ar-NO; ﬁ? Ar-NO

. . H,O .
Nitro Radical Nitro 2 Nitroso
anion
28 [2H*
28 [ 2H+
Ar-NH; Ar-NHOH

K Amina H,0 Hidroxilaw

Esquema 1 Biorreducéo de nitrocompostos.

Os nitroimidazois tem tido destaque no uso clinico. S&o representantes desta classe

metronidazol, tinidazol, ornidazol, e secnidazol. O metronidazol € um composto bactericida



gue apresenta amplo espectro acdo contra bactérias anaerbbicas e protozoarios. Esta
molécula se destaca por propiciar terapia de curta duragdo. Estudos indicam que o grande
responsavel pela atividade desta substancia € o grupo nitro. Este grupo pode levar a
formacéao de radicais toxicos que podem interagir com DNA, RNA e proteinas intracelulares
(Paula et al., 2009; Arantes, 2007).

Relatos na literatura demonstram a toxicidade de varias substancias que apresentam o
grupo nitro (Guido et al., 2001), como a nitrofurazona 6 (Figura 5). Apesar de apresentar
amplo espectro de atividade, sendo eficaz inclusive no tratamento da doenca de chagas
(Chu et al., 2008; Arantes, 2007), possui alta toxicidade, o que impede a sua utilizagdo por
via oral. Em apenas alguns paises € usada em tratamentos por via tépica, em tratamentos
principalmente de doencas de pele (Melo et al., 2007). Acredita-se que este efeito possa
estar relacionado ao possivel mecanismo de reducédo em cadeia que pode levar a formacao

de espécies eletrofilicas que podem reagir com o DNA (Bosquesi et al., 2008).
1.3.4 Compostos heterociclos nitrogenados

Stefani e colaboradores (2008) descreveram os compostos heterociclos como sendo o
maior e mais variado ramo da familia dos compostos organicos e destaca a importancia
bioldgica dos heterociclos nitrogenados devido ao amplo espectro de atividade. Nessa
classe de compostos destacam se os alcaldides, como por exemplo a quinina um

antimalarico 7, e os derivados imidazélicos, como o metronidazol (Figura 5).

~

N——NHCONH,

N

\ quinina 6 nitrofurazona 7 /

Figura 5 Estrutura quimica da quinina e da nitrofurazona.

Outros compostos de interesse sdo os derivados de piridina. Tripathi e colaboradores
(2006) sintetizaram varios derivados piridinicos ativos contra cepas de Mycobacterium

tuberculosis, evidenciando o potencial terapéutico que tais compostos apresentam.



Derivados piridinicos também se destacam pelo potencial inseticida, como a anabasina 8
(Viegas, 2003) ou o PAM-86 9 antimalarico (Viana, 2008) (Figura 6).
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N

Figura 6 Estrutura quimica da anabasina e PAM-86.

1.4 PRINCIPAIS METODOS DE OBTENGAO DE AMINAS (March, 2007):

Obtencédo de aminas por reducdo (Esquema 2)

(o]

R)J\CN ——————>  RCH,NH,
(o]

R,)J\NHR ——  RCH,NHR

RCHN; — RCH,NH,
RCN —_— RCH,NH,
RNO, - . RNH,

Esquema 2 Obtenc¢&o de amina por reducéo.

e reacao de substituicdo: as aminas sdo nucleofilicas, reagindo com haletos de

alquila em reagfes Sy2 (Esquema 3)

[ _—

Ro>NH -+ HaC—! S RoNH—CHo -+ i ]

Esquema 3 Obtenc¢éo de amina.



e rearranjo de Curtius: decomposicdo térmica de azidas de acila em isocianatos.

Estes séo hidrolisados formando aminas (esquema 4)

O O o
)J\ i )J\ N )J\ N
_— N - N
/ N
R cl R N R NNy
- N2
o o
)J\ H,0 )J\
RHN OH e R N:
H+
- CO,
RNH,
Esquema 4 Obtenc¢éo de amina por rearranjo de Curtius.
. sintese de Gabriel: converséo de haleto de alquila a aminas primarias. Na sintese de

Gabriel a ftalimida é primeiramente alquilada e o composto resultante hidrolisado, formando

uma amina primaria (Esquema 5).

o o
NH 1) HO® N—R + Br
—_—
2) RBr
e} o
fralimida ftalimida N-substituida
H,;0*
Ccoo
OH R ltlH COOH
* RNH, - s
amina priméria ion de aménio de
COO alquila priméario
COOH
Acido ftalico

Esquema 5 Obtencéo de amina por sintese de Gabiriel.



e adicdo nucleofilica em substancias carboniladas (aminacdo redutiva):
condensacdo de aldeido ou de cetona com amina formando uma imina que é

reduzida a amina (Esquema 6).

Este método sera trabalhado com mais detalhes, por ser uma metodologia utilizada no

trabalho.

/////g HOo R R ﬂ\\\\\
2
)L + H,N—R" # \( (Imina)
' N
\R,,

NaBH,

(Amina)

N T

Esquema 6 Obtencg&o de amina por aminacao redutiva.

1.5. REACOES DE AMINACAO REDUTIVA

A reacdo de aminas primarias e secundarias com grupos carbonilicos de aldeidos e
cetonas leva, apos desidratacdo, a sintese de iminas ou enaminas que sao reduzidas na
presenca de agentes redutores (Esquema 7). Este tipo de reacdo é conhecido como
aminacao redutiva, um método amplamente empregado em escala industrial por ser uma
reacdo simples de custo reduzido e apresentar bons rendimentos (March, 2007; Abdel-
Magid, 1996; Grenga et al., 2009). O mecanismo envolve ataque nucleofilico da amina na
funcéo carbonilica, formando uma carbilonamina. Em seguida, a eliminacdo de agua, leva a
imina. Aminas derivadas de aldeidos formam quase que exclusivamente o isdmero E,
termodinamicamente mais estavel (Goncgalves, 2008). Se R” for diferente de hidrogénio,
tem-se uma base de Schiff (March, 2007; Costa et al., 2003).
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Esquema 7 Mecanismo de aminacao redutiva.

Dentre os métodos classicos de aminacao redutiva sédo conhecidos os processos direto e
indireto. No primeiro, a amina e 0 agente redutor séo adicionados ao mesmo tempo no meio
reacional. A grande vantagem de se realizar a aminacdo redutiva direta, sem isolar a imina,
€ evitar a decomposicéo da imina gerando subprodutos, porém pode ocorrer no processo a
reducdo do grupo carbonila, levando a sintese do alcool. Ja no método indireto o agente
redutor € adicionado ao meio reacional apés a formacao da imina, a qual € in situ.

O equilibrio pode ser deslocado na direcdo da imina através da retirada de agua,
utilizando agentes secantes (sulfato de soédio anidro) ou por destilacdo azeotrépica com
Dean-Stark (Jarrahpour et al., 2004; Esteves-Souza et al. 2004). O aquecimento pode ser
convencional ou por micro-ondas, permitindo uma reducdo do volume de solvente usado
(Pedrosa et al., 2009). Guzen e colaboradores (2007) realizaram a reacdo usando a
irradiac&o de ultrassom.

O controle do pH na formacéo do cation iminio intermediario é facilitada em pH de 6 a 8.
Neste intervalo ocorre a reducdo preferencial da imina frente a reducdo do composto
carbonilico. Sabe-se também que em pH abaixo de 4 pode ocorrer diminuicdo da
nucleofilicidade da amina devido a protonacdo, enquanto, em pH acima de 8 ocorre um
aumento da dificuldade de eliminacdo da agua no meio reacional. A formacdo do

intermediario tetraédrico é considerada a etapa lenta da reacdo. Para aumentar a velocidade



desta, costuma-se empregar a catalise acida. Desta forma, ocorre a protonagéo do oxigénio
carbonilico, tornando-o mais suscetivel ao ataque nuclecfilico (Figura 7, Bruice, 2006). No
caso de aminas aromaticas ou aldeidos aromaticos a catdlise acida pode ser dispensada,

uma vez que a conjugacao do anel aromatico estabiliza a imina formada (Goncalves, 2008).
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Figura 7 Dependéncia da velocidade da reacéo de acetona com hidroxilamina em fungéo
do pH. (Bruice, 2006).

O borohidreto de sédio é o agente redutor mais utilizado para a reducao de iminas por ser
de baixo custo, de facil manuseio e por reagir em condi¢6es brandas de maneira limpa e
seletiva (Esteves-Souza, 2004). Outros agentes redutores podem ser usados em reacdes de

aminacao redutiva:

e NaBH3;CN: método eficiente, podendo ser usado em temperatura ambiente porém,
tem como inconveniente a liberacdo de produtos téxicos (HCN e NaCN) (Grenga
et al., 2009).

¢ H, (hidrogenacdo catalitica), porém apresenta o inconveniente de reduzir outros

grupos funcionais presentes na estrutura (March, 2007);
e Biocatalisador: fermento de pdo (Chimni e Singh. 1998)

Nesse trabalho serdo descritas as sinteses de aminas/aminoalco6is por aminagao
redutiva indireto, porém sem isolamento da imina, usando o borohidreto de sédio como

agente redutor.



2. OBJETIVOS E PLANO DE SINTESE

O surgimento de enfermidades para as quais o atual arsenal terapéutico é insuficiente,
assim como relatos de severos efeitos colaterais e contra indicacdes relacionadas a
determinadas substancias fizeram a descoberta de novas moléculas biologicamente ativas
de extrema importancia. Para isto, € necessario que seja feito um planejamento estrutural
para a sintese de novos compostos, visando o aumento das propriedades terapéuticas e a
diminuicao dos possiveis efeitos colaterais.

Planeja-se a sintese e caracterizacdo de aminas e aminoalcoois derivados de aldeidos
aromaticos e heteroaromaticos (benzaldeido substituido e aldeidos heteroaromaticos)
(Esquema 9), assim como a sintese e caracterizacdo de novos aminoalcodis e novas
aminas derivadas do metronidazol (Esquema 10).

Sera realizada a avaliacdo da atividade antibacteriana dos compostos obtidos contra
diversos micro-organismos gram-positivo (Staphylococcus aureus e Staphylococcus
epidermidis) e Gram-negativo (Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa), bactérias de
grande interesse farmacologico. Os testes microbiol6gicos, realizados através da analise do
halo de inibicdo (método de difusdo em Agar), da concentracao inibitéria minima (CIM) e da
concentracdo bacteriostatica minima (CBM) dos compostos, serdo realizados no
departamento de microbiologia do Instituto de Ciéncias Biol6gicas da UFJF em colaboracao
com o Professor Dr. Claudio Galuppo Diniz e a professora Dra.Vania L. da Silva.

Os testes para avaliacdo das atividades antiparasitaria serdo realizados no Laboratorio
de Amebiase do Departamento de Parasitologia-ICB-UFMG, sob a coordenacdo da
professora Maria Aparecida Gomes.

Busca-se por substancias que apresentem toxicidade seletiva, ou seja, em baixas
concentracdes sejam prejudiciais apenas para o micro-organismo. A fim de verificar este
efeito as substancias sintetizadas no presente trabalho serdo avaliadas a partir de um
estudo tedrico para identificar possiveis efeitos de irritabilidade, mutagenicidade,
tumogenicidade e efeitos reprodutivos. Para isso estudos in silico dos parametros ADMET
(absorcéo, distribuicdo, metabolismo, eliminacéo e toxicidade) assim como o potencial dos
compostos como farmacos serdo realizados utilizando os softwares Osiris® Property
Explore (Actelion Pharmaceuticals, Ltd.) e Molinspiration. O objetivo inicial deste estudo é a
obtencdo de informagdes quanto a possiveis efeitos toxicos dos compostos sintetizados,
economizando tempo e investimento (Afonso, 2008).

O estudo da relacao estrutura-atividade sera feita a partir dos dados obtidos nos testes
microbioldgicos, nos quais serdao avaliadas a influéncia de varias modificacdes estruturais
(aminoalcool, amina ou heterociclo) e da posicdo dos grupos doadores ou retiradores de

elétron.



Complementando estudos em andamento no grupo de pesquisa (Almeida, 2010), nos quais
a atividade antibacteriana de aminoalcodis e aminas derivadas do furfural e do tiofeno
estava sendo avaliada (Figura 8), planejamos a sintese de derivados de benzaldeido e de
piridina-carbaldeido, funcionalizando os anéis aromaticos com grupos amina e aminoalcool
(Figura 9). No caso dos derivados benzaldeidos, pretendeu-se estudar a influéncia da

presenca de substituintes retiradores ou doadores de elétrons.
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Figura 8 Estruturas quimicas de potenciais antimicrobianos.

A sintese do p-octiloxibenzaldeido 10 sera realizada através do método de Williamson: o
substrato p-hidroxibenzaldeido sera alquilado empregando-se carbonato de potassio, cloreto
de octila e brometo de potassio em N, N- dimetilformamida como solvente (Murillas et al.,
2004). Posteriormente o aldeido alquilado 11 sera submetido a reacéo de aminacgao redutiva
com os aminoalcodis 14 a-b e com a amina 14c levando a obtencéo de trés derivados 15 a-
C.

Sera realizado também a condensacdo do nitrobenzaldeido 12 e do p-metoxi-
benzaldeido 13 com os aminoalcodis 14 a-b, com a amina 14c seguida da reducdo das
iminas formadas in situ com borohidreto de s6dio fornecendo os compostos 16 a-c e 17 a-c
(Esquema 9).

A mesma metodologia sera empregada na sintese de analogos heterociclos a partir de
piridina-4-carbaldeido 18 e piridina-2-carbaldeido 19. Nessa etapa sera avaliado o papel do

heterociclo e a influéncia da posicdo da por¢gao aminodalcool ou amina na atividade biolégica.
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Esquema 9 Sintese dos derivados benzaldeidos e piridinicos por aminacéo redutiva.

A segunda parte do trabalho consiste na obtencdo de derivados do metronidazol. Os

compostos almejados seréo preparados a partir do mesilmetronidazol 23 (MTZMs) ou

iodometronidazol 22 (MTZI) fornecidos pelo Professor Dr. Ricardo José Alves da Faculdade

de Farmacia da Universidade Federal de Minas Gerais. Os grupos abandonadores mesilato

e iodo serdo substituidos por amina ou aminoalcool na cadeia ligada ao heterociclo

(Esquema 10). Pretende-se obter assim compostos que possuam atividade antibacteriana e

anti-protozoaria.
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Esquema 10 Sintese dos aminoalcoois derivados do metronidazol



3. RESULTADOS E DISCUSSAO
Os compostos representados nesse capitulo, assim como na parte experimental foram
numerados de forma facilitar a compreensdo, podendo ndo corresponder aos ndmeros

utilizados na nomenclatura de acordo com a regra da IUPAC.

3.1 SINTESE DOS COMPOSTOS POR AMINACAO REDUTIVA
3.1.1 Sintese e caracterizacao do p-octiloxibenzaldeido (Murillas et al., 2004)

Por ser um método simples e em geral, apresentar bons resultados, a sintese de
Williamson, descoberta em 1850, € um dos métodos mais empregados quando se deseja
substituir o hidrogénio de um grupo hidroxila de alcoois ou fendis, formando éteres. O
aldeido 10 foi tratado com carbonato de potassio em DMF, gerando in situ um ion ariloxi
muito reativo (Esquema 11). Este foi tratado com cloreto de octila em presenca de brometo
de potassio, levando ao p-octiloxibenzaldeido com rendimento de 91% apés extracdo em
éter e agua, sem necessidade de purificacdo sob a forma de 6leo. O KBr foi empregado com
intuito de acelerar a reagdo, uma vez que o cloro é substituido pelo bromo, melhor grupo

abandonador. Desta forma, a segunda etapa da reacdo ocorre de forma mais rapida.

K,CO3 + KHCO,4

o DMF, 1h ko
10
CH3(CH,)Cl, KBr

4h

CHO

91%

HaC(H,C);0
11

Esquema 11 Sintese do p-octiloxibenzaldeido 11.




No espectro de RMN de 'H (Figura 9) do composto 11 verifica-se: um sinal em & 0,89
correspondente aos hidrogénios metilicos; entre 5 1,29 e 1,83 observam-se sinais referente
a presenca dos hidrogénios metilénicos da cadeia alifatica; em 64,03 um tripleto de
constante de acoplamento 6,0 Hz referente aos hidrogénios metilénicos Hg, em & 6,98 € &
7,82 correspondentes aos hidrogénios aromaticos, além de um simpleto em & 9,89 referente
ao hidrogénio do grupo aldeido.

No espectro de RMN de **C (Figura 10) do composto 11, observam-se sinais em & 14,2
referente ao carbono do grupo metila; sinais entre 522,8 — 31,9 referentes aos carbonos
metilénicos (C,.7), sinal em & 68,6 referente ao carbono metilénico, Cg, sinais em §114,9 e
8 132,2 correspondentes aos carbonos aromaticos hidrogenados, em §129,9 e §164,5

referentes aos carbonos nado hidrogenados, além de um sinal em & 190,9 referente ao

carbono do grupo aldeido.
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Figura 9 Espectro de RMN de 'Hde 11 (300 MHz, CDCl3, 6 CDCl; 7,26).
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Figura 10 Espectro de RMN de 'Hde11 (75 MHz, CDCl3, 56 CDCl3 77,00).

Os compostos 15 a-c, 16 a-c, 17 a-c, 20 a-c e 21 a-c foram obtidos por aminacéo
redutiva a partir da condensacédo de aldeidos aromaticos com a octilamina e aminoalcodis

(2-aminoetanol e 2-amino-2-metilpropanol) (Esquema 12).



CHO CH,NHR'

1) R'NH,
1l4a-c
R 2) NaBH4 R
Metanol anidro
0°C > ta.
= 15a-c 49-58 %
11 R = -O(CH,);CHj aR’= CH,CH,0OH AR
12 R=-OCHs bR’= (CH,);CHj 17ac 6176 0%
13R=-NO, ¢ R'= C(CHy),CH,0H
CHO CH,NHR'
\/ X K 2
1) R'NH,
1l4a-c
N > N
Z 2) NaBH, Z
Metanol anidro
18 piridina-4- carbaldeido 0°C _» ta. 20 a-c gA)
19 piridina 2-carbaldeido 2la-c %

Esquema 12 Sintese dos compostos 15 a-c, 16 a-c, 17 a-c, 18a-c e 19a-c.

Apo6s purificacdo por coluna cromatografica e/ou pelo processo de recristalizagdo os
compostos foram obtidos com rendimentos moderados (49-89% de rendimento) e foram
devidamente caracterizados por ponto de fusdo e pela andlise dos espectros no
infravermelho e RMN de 'H e de *C. Devido a similaridade das estruturas, a caracterizacdo

dos derivados sera detalhada a seguir apenas para os compostos 5a, 6c, 7b, 8c, 9c e 10b.

3.1.2 Sintese e caracterizacao do 2-[4-(octiloxi)benzilamino]etanol 15a (Almeida et
al., 2011)

Utilizando a metodologia de aminagdo redutiva a substancia 15a, foi obtida com
rendimento de 49 %, sob a forma de sélido.

No espectro de RMN de *H (Figura 11) do composto 15a observa-se: em § 0,86 um sinal
referente aos hidrogénios metilicos; entre & 1,29 e 1,44 multipletos referentes aos
hidrogénios da cadeia alifatica; entre 6 1,74 e 1,79 um multipleto relativo aos hidrogénios Hz;
em & 2,77 e 3,65 observam-se dois tripletos, referentes aos hidrogénios metilénicos Hiz e Hig
da porcdo aminodlcool com constante de acoplamento J = 5,0 Hz; em § 3,73 um simpleto
correspondente aos hidrogénios Hjs; em 83,93 um tripleto referente aos hidrogénios
metilénicos Hg de J = 6,6 Hz, enquanto em &6,8 e 7,2 observam-se sinais referente aos

hidrogénios do anel aromatico, J = 8,2 Hz.
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Figura 11 Espectro de RMN de *H de 15a (300 MHz, CDCl3, § CDCl; 7,26).
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Figura 12 Espectro de RMN de **C de 15a (75 MHz, CDCls, § CDCl3 77,00).
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Figura 13 Espectro no IV de 15a (KBr).

No espectro de RMN de *C do composto 15a (Figura 12) observam-se sinais entre
8 14,3-32,0 correspondentes aos carbonos da cadeia alifatica. Em & 50,4 e 60,7 é possivel
verificar sinais correspondentes aos dois carbonos da porcdo aminoalcool, enquanto em
8 52,9 observa-se o sinal do carbono metilénico ligado ao anel aromatico e ao nitrogénio.
Em & 68,2 verifica-se a presenca do carbono alifatico ligado ao oxigénio do grupo éter, ja
em 06114,7, 129,7, 131,1 e 158,7 verifica-se a presenca dos sinais dos carbonos do anel
aromético.

No espectro na regido do infravermelho em KBr (Figura 13) observaram-se bandas de
absorcdo em 3336 cm™ referente a deformacéo axial O-H, em 3229 cm™ o referente a
deformacdo axial N-H de aminas; em 2924 e 2861 cm™ observam-se as deformacées axiais
C-H de aromético e alifatico, respectivamente e em 1263 cm™ referente a deformacéo axial

C-N de aminas e em 1183 cm™ correspondente ao estiramento C-O.

3.1.3 Sintese e caracterizacdo do N-(4-metoxibenzilamino)-2-metilpropanol 16c
(Beaulieu et al., 2009)

Sintetizou-se 0 composto 16¢ por condensagdo do aminoalcool 14c com o aldeido 13,
conforme descrito anteriormente (Esquema 12). O produto foi obtido com rendimento de 86

%, sob a forma de sélido.



A formacao do derivado 16¢ pode ser confirmada pela anélise do espectro de RMN de *H
mostrado na (Figura 14). Observou-se em & 1,14 a presengca de um simpleto,
correspondente aos seis hidrogénios dos dois grupos metilicos; um simpleto em & 3,33
referente aos hidrogénios ligados ao carbono hidroxilado; sinal em 6 3,61 referente aos
hidrogénios do grupo metoxila; um sinal em & 3,79 referente aos hidrogénios do metilénico
ligado ao anel aromatico. Pode-se observar também em & 6,86 e 7,25 dupletos
caracteristicos dos hidrogénios do anel aromatico com J = 8,3 Hz.

No espectro de RMN de **C de 16¢ (Figura 15) observam-se sinais em & 24,6 referente
ao carbonos metilico; um sinal em & 46,4 correspondente ao carbono metilénico ligado ao
anel benzénico, em & 54,7 verifica-se a presenca do carbono Co, em & 55,8 ppm um sinal
indicando a presenca do carbono metoxila, & 68,4 sinal referente ao carbono ligado a

hidroxila, em 114,5, 129,9, 130,0 e 159,3 sinais referentes aos carbonos do anel aromatico.
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Figura 14 Espectro de RMN 'H de 16¢ (300 MHz, CDCls, 8 CDCl; 7,26).
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Figura 15 Espectro de RMN de **C de 16¢ (75 MHz, CDCI3, § CDCl3 77,00).
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No espectro na regido do infravermelho em KBr (Figura 16) observam-se bandas de
absorcdo em 3381 cm™ e 3270 cm™ referente as deformacdes axiais de O-H e N-H de
aminas, respectivamente; em 2971 e 2857 cm?® observam-se os estiramentos C-H de
aromatico e alifatico, uma banda em 1520 cm indicando deformacéo angular de NH em

1247 cmobserva-se uma banda de absorcéo referente & deformacéo axial de C-N.

3.1.4 Sintese e caracterizacdo do N-(4-nitrobenzil)octilamina 17b

O composto 17b, obtido por condensacao do 4-nitrobenzaldeido 13 com a octilamina 14b
seguido por reducdo com NaBH, foi isolado com rendimento de 76%, sob a forma de so6lido
amorfo.

A comprovacédo da sintese do composto 17b foi obtida analisando o espectro de RMN de
'H (Figura 17), sendo observado em & 0,87 um tripleto de constante de acoplamento 6,81 Hz
referente aos hidrogénios metilicos; entre 81,27 e 1,61 um multipleto referente aos
hidrogénios metilénicos da cadeia alifatica; em & 2,62 um tripleto referente aos hidrogénios
metilénicos Hg (J = 7,0 Hz); em & 3,89 observa-se um simpleto referente aos hidrogénios
metilénicos H;, enquanto entre 67,51 e 8,17 observam-se os sinais dos hidrogénios do anel

aromatico de J = 8,7 Hz.
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Figura 17 Espectro de RMN *H de 17b (300 MHz, CDCls, § CDCl3 7,26).
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Figura 18 Espectro de RMN de **C de 17b (75 MHz, CDCls, § CDCI3 77,00).

No espectro de RMN de **C do composto 17b (Figura 18) observa-se sinais entre & 14,7
e 32,4 correspondentes aos carbonos da porcédo alquila; bem como um sinal em § 50,2
correspondente ao carbono metilénico ligado ao anel aromatico. Ha ainda, um sinal em
8 53,8 correspondente ao carbono metilénico Cg; ja entre 5124,2 e 148,9 os sinais dos

carbonos da porcéo aromatica.
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Figura 19 Espectro no IV de 17b (KBr).

No espectro na regido do infravermelho em KBr (Figura 19) observaram-se bandas de
absorcdo em 2928 e 2857 cm™ correspondentes as deformacdes axiais C-H de aromatico e
alifatico, respectivamente e banda em 1520 cm™ referente a deformacdo angular N-H,
observa-se em 1350 e 1500 cm™ deformacdes axial simétrica e assimétrica caracteristico da

presenca de NO, em 1262 cm™ observa-se estiramento axial de CN.

3.1.5 Sintese e caracterizacdo do N-(4-piridilmetilamino)-2-metilpropanol 20c

O composto 20c foi sintetizado através da condensacdo do aminoalcool 14c com a piridina-

4-carbaldeido 18. O produto foi obtido com rendimento de 58 %, na forma de dleo.
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Figura 20 Espectro de RMN 'H de 20c (300 MHz, CDCl3, 6 CDCl3 7,26).
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Figura 21 Espectro de RMN de **C de 20c (75 MHz, CDCls, § CDCl; 77,00).



No espectro de RMN de *H (Figura 20) do composto 20c observa-se a presenca de um
simpleto em 6 1,14 referente aos hidrogénios dos grupos metila, sinal largo em & 3,39,
referente aos dois hidrogénios do grupo metilénico da por¢do aminoélcool; um sinal em &
3,72 referente aos dois hidrogénios metilénicos ligados ao nitrogénio. Pode-se observar
também em 6 7,28 e 8,49 dupletos caracteristicos dos hidrogénios do anel da piridina com J
=8,3 Hz.

No espectro de RMN de **C de 9c¢ (Figura 21) observa-se um sinal em & 23,7 referente
aos carbonos metilicos em & 45,1 um sinal correspondente ao carbono metilénico ligado a
piridina e ao nitrogénio da por¢cdo aminodlcool; em & 53,9 observa-se sinal referente ao
carbono néo hidrogenado da porgdo aminoalcool, em & 68,3 sinal indicando a presencga do

carbono metilénico da por¢cdo aminoalcool, em & 122,8 e 149,4 verificam-se sinais referentes

aos carbonos do anel piridinico.
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Figura 22 Espectro no IV de 20c (KBr).

No espectro na regifo no infravermelho (Figura 22) em KBr observam-se em 3370 cm™
sobreposicdo de bandas de absorcdo do estiramento O-H e deformacdo axial de N-H de

aminas; em 2917 e 2885 cm™* observam-se bandas relativas as deformacdes axiais de C-H
de aromaético e alifatico.



3.1.6 Sintese e caracterizacdo do N-(2-piridilmetil)octilamina 21b
O composto 10b foi sintetizado a partir da condensacdo da octilamina 14b ao aldeido

piridina-2-carbaldeido 20 com rendimento de 47 %.
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Figura 23 Espectro de RMN de 'H de 21b (300 MHz, CDCI3, § CDCl3 7,26).

0¥ o 3 o
303 1:: 3 B3
22 3 PN 5o
a0z o &) A

H 9 11 13 15

N\/\/\/\/

8 10 12 14
2 T 6
»
3 / 5
i .

T T T T T T T T T T
60 40 [ 00 80 a0 40 0 0

(ppm)

Figura 24 Espectro de RMN de *C de 21b (75 MHz, CDCls, § CDCI3 77,00).



No espectro de RMN de 'H (Figura 23) do composto 21b observa-se um tripleto em
80,81 com J = 6,6 Hz correspondente aos hidrogénios metilicos, um sinal largo em 1,21
referente aos hidrogénios metilénicos da porcdo alifatica; um tripleto em §2,58 com
constante de acoplamento de 7,0 Hz referente aos hidrogénios metilénicos da por¢éo alquila
ligada ao grupo amino, um simpleto em 3,84 ppm caracteristico dos hidrogénios metilénicos
ligados a porcdo alquila e ao anel piridinico, observa-se entre 7,07 e 8,49 sinais dos
hidrogénios do heterociclo.

No espectro de RMN de **C (Figura 24) de 21b observam-se sinais entre § 14,2 a 31,9
referentes aos carbonos da porcao alifatica, um sinal em 3 49,8 correspondente ao carbono
metilénico Cs; ja em 855,4 um sinal correspondente ao carbono metilénico C; ligado ao

heterociclo. Ha ainda, sinais na regido de 5 122,0 a & 159,9 referentes aos carbonos da

porcéo heteroaromatica.

Transmitancia (%)

! . T » I k I . T " I ¥ T
3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
Namero de onda (cm™)

Figura 25 Espectro no IV de 21b (KBr).

No espectro na regido do infravermelho em KBr (Figura 25) observam-se bandas de
absorcdo em 3349 cm™ referente a banda de absorcéo de deformacdo da ligacdo N-H de
amina; em 2917 e 2851 observam-se bandas relativas as deformacfes axiais de C-H de

aromatico e alifatico.



3.2 SINTESE DE DERIVADOS DO METRONIDAZOL
3.2.1 Sintese de aminoalcodis e amina

Em um primeiro momento, foi empregado o iodometronidazol 22, fornecido pelo
Professor Dr. Ricardo José Alves do Departamento de Produtos Farmacéuticos da
Faculdade de Farmacia da UFMG. Esse composto apresenta a vantagem de ser facilmente
funcionalizado por substituicdo nucleofilica, ja que o iodo € um bom grupo abandonador. O
tratamento do iodeto 22 com 1 a 3 equivalentes dos aminoalcodis 14a e 14c e com a amina
14b, sob refluxo do THF ou em temperatura ambiente, levou a formacédo de misturas de
dificil separacdo (Tabela 1). Esperando uma reatividade mais moderada e um menor
namero de compostos formados, a reacao foi testada usando o mesilmetronidazol (MTMz)
23. A reacdo ndo ocorreu em temperatura ambiente, e uma mistura complexa foi obtida sob
refluxo do dimetilformamida. Adicionando 1 equivalente de piridina a reacédo foi possivel

isolar o composto desejado com rendimento de 5%.

Tabela 1. Tentativas de obteng¢éo de aminoalcoois derivados do metronidazol

Substrato Nucleofilo Solvente | Aquecimento Resultado

22 1eq. l4a THF refluxo mistura de dificil
separagao.
22 3 eqg. 14b THF refluxo mistura de dificil
separagao.
22 3 eqg. 14b THF Temperatura decomposicao
ambiente na purificagéo.
22 1eq. 14b THF refluxo mistura de dificil
(adicéo de py) separagao.
22 1 eq. 14c THF refluxo composto ndo
identificado
22 3 eq. 14c THF refluxo decomposicao
na purificacdo
23 1 eq. 14c DMF Temperatura nada ocorreu
ambiente em 48h.
23 1eq. 14c DMF refluxo mistura de dificil
separagao.
23 1eq. 14c DMF refluxo 5% rendimento

(adicéo de py)




Diante do rendimento muito baixo (5%) tentamos a rea¢do usando a irradiagdo por micro-
ondas como fonte de aquecimento. As micro-ondas sdo uma forma de radiagcdo
eletromagnética de comprimento de onda entre 1 mm a 1 m. A tecnologia foi desenvolvida
na década de 40 e passou a ser utilizada por quimicos em reacdes na década de 80. Esse
processo tem sido empregado na sintese de compostos organicos, em especial compostos
heterociclos (Sanseverino et al., 2002; Alvarez et al., 2008, Duarte et al., 2010). A vantagem
da utilizacdo deste em sintese é a alta velocidade com que as rea¢cdes se processam, com
altos rendimentos, formacgé&o de poucos subprodutos, diminuicdo dos residuos, etc.

Diferentemente do aquecimento convencional, no qual a transferéncia de calor ocorre por
conveccao, conducdo e radiacdo; o aquecimento por micro-ondas ocorre através de dois
mecanismos: rotacéo de dipolo e conducéo ibnica.

Na rotacdo de dipolo ocorre alinhamento da molécula com o campo elétrico. Com a
remocdo do campo, as moléculas voltam ao estado desordenado, liberando energia na
forma de calor (Figura 26). Para que ocorra rapido aquecimento, 0s equipamentos que se
destinam a este fim estéo programados para oscilar o campo cerca de 4,9 x 10° vezes por
segundo. No mecanismo de conducdo ibnica, o calor é gerado através de atrito

intermolecular.
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Figura 26 Moléculas sob influéncia do campo elétrico.
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O MZTMS 23 foi tratado com 1 equivalente molar do aminodlcool 14c em DMF por 90
minutos sob irradiagcdo micro-ondas a 100°C. Apés evaporagdo do DMF a mistura reacional
foi submetida a extracdo e purificada por coluna cromatografica, fornecendo o composto 24c
com rendimento moderado de 30 %. O aminodlcool 24c foi caracterizado por RMN de *H
(Figura 28) e RMN de **C (Figura 29).



O procedimento foi repetido para o aminodalcool 14a porém, nao foi possivel isolar o
produto almejado. Uma nova tentativa foi realizada utilizando a octilamina 14b e a
dietanolamina 14d, fornecendo os compostos 24b e 24d com rendimentos moderados de 30
e 28%, respectivamente. Acredita-se que o maior rendimento esteja relacionado ao maior
impedimento estérico do aminoalcool empregado na sintese e a natureza do grupo retirante.
Sabe-se que a estabilizacdo das cargas no estado de transicdo, € um fator importante, uma
vez que diminui a energia livre de ativagdo, aumentando a velocidade da reacdo (Esquema
13).
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Esquema 13 Proposta de mecanismo para a reacdo de substituicdo nucleofilica entre

MTZMs e 2-amino-2-metilpropanal.
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Figura 27 Espectro de RMN *H de 24c¢ (300 MHz, C3D0).
79
NHC(CH;):CH.OH
5 3
6
O:N

(ppm)

Figura 28 Espectro de RMN de *C de 24c (75 MHz, C3D¢0).



No espectro de RMN de *H (Figura 27) do composto 24c observa-se a presenca de um
simpleto em & 0,84 referente aos hidrogénios dos dois grupos metila, um sinal em § 2,47,
referente aos hidrogénios H, do grupo metila do heterociclo; um tripleto em & 2,87 referente
aos dois hidrogénios metilénicos Hg, J = 6,2 Hz. Pode-se observar também em 6 3,17 um
simpleto referente aos hidrogénios metilénicos da por¢do aminodlcool, um tripleto em & 4,33
referente aos hidrogénios metilénicos Hs, e um simpleto em 7,81 correspondente ao
hidrogénio H; da por¢éo heteroaromatica.

No espectro de RMN de **C de 24c (Figura 28) observa-se um sinal em § 14,7 referente
ao carbono metilico ligado a porcdo heteroaromatica, em & 24,0 um sinal correspondente
aos carbonos metilicos da por¢cdo aminoalcool; sobreposicdo de sinais do solvente e do
sinal referente ao Cs em 8 29,9; em 6 42,6 sinal referente ao carbono Cg, entre 6 122,8 e
149,4 verificam-se sinais referentes aos carbonos do anel imidazélico.

Devido as dificuldades encontradas na obtencdo de aminoalcodis derivados do

metronidazol, resolvemos mudar de estratégia e tentar a sintese de amidas derivadas do
metronidazol.

3.2.2 Preparacédo de amidas derivadas do metronidazol

Para essa nova metodologia usamos o metronidazol 1 como material de partida.
Planejou-se oxidar o alcool a acido carboxilico, em seguida esterificar e realizar a reacdo de

amidacao (Esquema 14).



CH,CH,OH CH,COOH

OaN N K,Cr,0+/H,S0, OaN N
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| / B l4a-c |
N 27a-c 14aNH2CH2CH20H / 26
14bNH2(CH2)7CH3 N

14¢:NH,C(CHj),CH,OH

Esquema 14 Proposta de sintese dos derivados metronidazoles.

3.2.2.1 Sintese do acido 2-(2-metil-5-nitro-1H-1-il)acético 25 (Mirzaei et al., 2007 e Luo et
al., 2001).

O metronidazol foi oxidado com &cido crémico formado a partir de dicromato de sédio e
adicao lenta de acido sulflrico. Apos neutralizacdo com uma solucdo de NaOH e extracdo
(ACOH/THF 1:1 v/v), o composto 25 foi purificado por recristalizagdo em diclorometano com
rendimento de 58% e caracterizado por comparacdo da faixa de fusdo 175-178°C
(Literatura: 176 - 178°C) e espectrometria de RMN de 'H e de RMN de **C.

3.2.2.2 Sintese do 2-(2-metil-5-nitro-1H-imidazol-1-il)acetato de metila 26

O composto 25 foi dissolvido em metanol anidro com uma quantidade catalitica de acido
sulfarico e a mistura foi aquecida sob refluxo e agitacdo magnética por 24h (Esquema 15).
Verificou-se por CCD (eluente: AcOH/MeOH 8:2 v/v; revelador: UV), que a reacdo nao
ocorreu. Uma nova tentativa foi realizada na qual reagiu-se o acido carboxilico 25 com
cloreto de tionila. O cloreto de acido formado foi tratado com um excesso de metanol, sob
refluxo e agitacao. Apos purificacdo por recristalizacéo, o éster metilico 26 foi obtido com 46

% de rendimento. Comprovou-se a formacdo do composto 26 por RMN de 'H e de *C . As



amidas 27 a-c foram obtidas por reacdo do éster 26 com os nucledfilos 14a-b. Os

compostos foram purificados e confirmado a sintese por RMN de *H e de *C.

CH,COOH CH,COCI
CH,CO,Me

/ /
N 0N N
T socl, \[ MeOH O:N N/
) W, |
™~ N 46% /)
N 2%

>< MeOH, H,S0, >i@
14c

O,N

CH,CO,Me
CH,CONHR

o/ ;
) -

Esquema 15 Tentativa de sintese do metil-2-(2-metil-5-nitro-1H-imidazol-1-il)acetato.




3.2.2.3 Sintese e caracterizacdo do N-[(2- hidroxi-1,1-dimetil)etil]-2-[2-metil-5-nitro-
1H-imidazol-1-ilJacetamida 27c
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Figura 29 Espectro de RMN *H de 27¢ (CDCls, 300 MHz).
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Figura 30 Espectro de RMN de **C de 27¢ (CDCls, 75 MHz).



No espectro de RMN de 'H (Figura 29) do composto 15c observam-se a presenca de
sinais entre & 1,21-1,28 referente aos hidrogénios H; e H; dos dois grupos metila, um sinal
em 6 2,47, referente aos hidrogénios H; do grupo metila do heterociclo; um simpleto em &
3,44 referente aos dois hidrogénios metilénicos Hs. Pode-se observar também em & 4,84
simpleto referente aos hidrogénios metilénicos Hs, sinal em & 7,93 referente ao hidrogénio
H,.

No espectro de RMN de **C de 15c¢ (Figura 30) observa-se um sinal em § 14,8 referente
ao carbono metilico, C; ligado a porcdo heteroaromatica, em & 24,7 um sinal
correspondente aos carbonos metilicos Hg; em & 30,3 sinal referente ao carbono metilénico,
Cs, em 3 69,9 sinal indicando a presenca metilénico ligado a hidroxila; entre 133,1 e 148,9
verificam-se sinais referentes aos carbonos do anel imidazdlico; em & 165,8 sinal

correspondente ao Cs.

3.3 AVALIAGAO DA ATIVIDADE ANTIBACTERIANA

Para determinar se os compostos sintetizados apresentam atividade antimicrobiana é
necessaria a realizacdo de testes de sensibilidade in vitro (medida do halo de inibicéo e
concentracdo  inibitéria minima, CIM). Estes consistem em analisar a
resisténcia/sensibilidade de cepas de bactérias frente as substancias testadas. Com este
intuito foram escolhidas para avaliacdo bioldgica dos compostos sintetizados bactérias de

grande interesse farmacol6gico: S. aureus, S. epidermidis, P. aeruginosa e E. coli.

Staphylococcus aureus (Figura 31) € uma bactéria Gram-positiva. Apesar de fazer
parte da microbiota humana saudavel é a mais virulenta do género, sendo responsavel
por infeccdes piogénicas e intoxicagdes alimentares. A contaminacdo ocorre através de
feridas na pele, pelo ar ou pela ingestdo. Os principais sintomas da intoxicacdo s&o:
nausea, vomito, colica abdominal e prostracdo. (Raddi, 1988; Lowy, 1998; Naimi et al.,
2011).

4

4*

Figura 31 S. aureus.



http://www.anvisa.gov.br/servicosaude/controle/rede_rm/cursos/rm_controle/opas w

eb/modulo3/gramp staphylo.htm, acessado em 30/05/12.

Escherichia coli (Figura 32) € um micro-organismo anaerobico facultativo, gram-negativo
que pertence a familia Enterobacteriaceae. Pode ser considerada indicador de
contaminacdo fecal, por colonizar a flora intestinal. E transmitida por alimentos
contaminados ou secrecbes de pessoas infectadas. Apds contaminacdo 0s principais
sintomas sdo a diarréia e nauseas. Pode também causar infec¢bes na pele, urinaria, ou
doencas respiratérias. A transmissdao € por via oral, ndo sendo transmitido pelo ar
(Ormenese, 1999; Murray et al., 2006; http://www.mdsaude.com/2011/06/bacteria-

escherichia-coli.html; http://www.ncbi.nlm.nih.gov, acessados em 09/06/2012).

Figura 32 E. coli.
http://www.mdsaude.com/2011/06/bacteria-escherichia-coli.html (acessado em
30/05/2012).

Staphylococcus epidermidis (Figura 33) € uma bactéria gram-negativa. Considerada a
segunda espécie mais importante do género, ela habita a flora da pele e mucosa. Néo
produz toxinas e apesar de menos virulenta que a espécie S. aureus, € patogénica,
principalmente para pessoas com baixa imunidade, sendo o principal agente causador de
sepse tardia em neonatos. Pode também causar endocardite e infec¢bes generalizadas
(Cheung et al., 2010; Trabulsi e Alterthum, 2004, Brito et al, 2008; lwase et al., 2010).



Figura 33 S. epidermidis.

http://docp.edublogs.org/staphylococcus-epidermidis/ acessado em 09/06/12.

A Pseudomonas aeruginosa (Figura 34) é uma bactéria Gram-negativa, encontrada em
diversos ambientes, principalmente solo e agua, ou ainda associada a plantas e animais. E
um patodgeno oportunista que apresenta capacidade de formar biofilmes, sendo apontado
como uma das principais causas de infeccbes hospitalares em individuos
imunocomprometidos. Devido a alta capacidade de sobreviver em ambientes hostis e
apresentar diversos mecanismos de resisténcia a um grande nimero de antibidticos e
antissépticos tem sido apontada como um dos grandes responsaveis por infeccdes (Murray
et al., 2006; Mata e Abegg, 2007; Guimaraes, 2010, Segatto, 2008).

Figura 34 P. aeruginosa

(http://pseudomonas.com/, acessado em 30/05/2012).

3.3.1. Método do halo de inibicdo (Método de Kirby-Bauer):

A atividade antibacteriana foi avaliada pelo método de difusdo em Agar, método
amplamente empregado por ser simples, rapido e barato. Porém este é apenas qualitativo,
ja que depende do gradiente de difusdo da substancia no meio de cultura (Onofre et al.,
1999).

Sao confeccionados varios pogcos em um meio de cultura contido numa placa de Petri
previamente inoculado com uma das bactérias usadas no ensaio. Durante o periodo de

incubacdo a 35,5°C, o agente antimicrobiano (substancia testada) sofre difusdo no poco



para o meio solido. O crescimento das bactérias que forem sensiveis ao composto
sintetizado é inibido formando o halo de inibicdo na placa. Para as bactérias resistentes a
substancia testada ndo havera formacao do halo de inibicdo.

O controle positivo da inibicdo foi realizado utilizando nitrofurazona.

Os resultados obtidos para os aminoalcoéis 15a-c, 16a-c, 17a-c, 20a-c, 21 a-c e 24 b-d

estdo apresentados na Tabela 2.



Tabela 2: Medida do halo de inibicdo em mm

Composto Bactéria
E. coli P. S. aureus S.
aeruginosa epidermidis

R; R, Gram-negativo Gram-positivo
15a | O(CH,);CHs (CH,),OH 21 19 25 27
15b | O(CH,);CHjs (CH);CHjs 29 9 23 1
15¢ | O(CH,);CHs C(CH,),CH,0OH 9 - 15 -
16a | OCH3 (CH,),OH 22 - - -
16b | OCH;3 (CH,),CHs - - 20 18
16c | OCHg3 C(CH,),CH,0OH - - - -
17a |NO, (CH,),OH - - - -
17b |NO, (CH,),CHs 22 - 16 14
17¢c |NO; C(CH,),CH,0H - - ] ]

Het-CH;NHR,

Het R,
20a | 1,4-pir (CH,),OH - - - -
20b | 1,4-pir (CH,),CHs 14 - 10 15
20c | 1,4-pir C(CH,),CH,OH 13 - - -
2l1a | 1,2-pir (CH,),OH - - - -
21b |1,2-pir (CH,),CHs 28 15 22 30
21c |1,2-pir C(CH,),CH,OH - - - -

O,N /(CHZ)ZNHRZ
24b IB\ (CH,);CH,OH 28 15 22 30
24c yZ C(CHs),CH,0OH - - - -
24d " C(CH5),CH,0H ; i ] i

Nitrofurazona 35 15 31 25
E. coli: Escherichia coli P. aeruginosa: Pseudomonas aeruginosa

S. Aureus: Staphylococcus aureus S.epidermidis: Staphylococcus epidermidis

Conforme esperado os compostos foram menos ativos contra as bactérias Gram-
negativas, o que pode ser explicado pelo fato da constituicdo da parede celular desta ser
mais complexa, podendo diminuir a concentracdo da substancia ativa no interior celular ou
mesmo impedir a entrada desta no meio celular (Trabulsi e Alterthum, 2004; Hashimoto et
al., 1997).

Os compostos 15a-c, 16b, 17b, 20b, 21b e 24b inibiram os crescimentos de pelo menos
duas das bactérias testadas. Os compostos 15a-b, 21b inibiram o crescimento das quatro
bactérias testadas. Apesar de ndo ser quantitativo, esse primeiro teste sugere que a

presenca da cadeia alifatica € um fator relevante para a atividade biolégica, tanto para as



bactérias Gram-positivas quanto para as Gram-negativas, ja que 0Ss compostos ativos
possuem a cadeia octila, indicando que a lipofilia € uma propriedade de grande importancia.

Para a medida da lipofilia utiliza-se o coeficiente de particdo, logP, logaritmo da razdo
entre concentra¢des de uma substancia, em condi¢cbes de equilibrio, em um sistema bifasico
constituido por uma fase organica e uma fase aquosa.

Em muitos casos o funcionamento dos sistemas bioldgicos esta relacionado com a
propriedades lipofilicas de seus componentes: o transporte através da membrana lipidica de
duas camadas é facilitado para os compostos lipofilicos, enquanto a difusdo de moléculas
polares é impedida; as interacdes entre moléculas biolégicas (enzima/substrato,
antigeno/anticorpo, etc.) também envolvem fenémenos relacionados a lipofilia.

Os compostos que apresentam maior valor de P terdo maior facilidade para passar a
membrana celular, facilitando a absorcdo dos compostos na célula bacteriana podendo
permitir a acdo deste (Crozet et al., 2009; Tavares, 2004 Nogueira, 2009).

O coeficiente de particgdo tem sido utilizado com sucesso nos estudos da relagédo
estrutura atividade quantitativa (QSAR). Pode ser determinado experimentalmente ou por
métodos computacionais. Nesse trabalho os valores de logP foram obtidos utilizando o
software ChemDraw 8.0 (Tabela 3). Observou-se que para os compostos ativos os valores
de logP variam de 3,17 a 4,38, com a excecdo do composto 15b, o qual, por possuir duas
cadeias octila, apresentou um logP de 7,29. Os demais compostos apresentaram logP <1.
Esses dados reforcam a hipbtese segundo a qual a lipofilia contribui para a atividade
bioldgica.

O método de halo de inibicdo foi usado para fazer uma triagem das substancias com
potencial efeito antibacteriano. Baseado nisto, a avaliacdo da CIM foi feita apenas para as

substancias ativas.



Tabela 3: logP calculado por ChemDraw 8.0 (ACD Labs)

Composto logP Composto logP
15a 3,87 20a -0,26
15b 7,29 20b 3,17
15c¢ 4,40 20c 0,28
16a 0,96 2la 0,17
16b 4,38 21b 3,60
16¢ 1,49 21c 0,70
17a 0,47 24b 3,17
17b 4,37 24c 0,28
17c - 24d -

3.3.2 Determinacgao da concentracdao inibitéria minima (CIM)

A macrodiluicdo em caldo é um ensaio bioldgico utilizado como medida quantitativa da
atividade in vitro de um agente antimicrobiano. A técnica permite a determinacdo de
concentracdo minima de substancia necessaria para inibir o crescimento bacteriano. Quanto
menor o valor da concentracdo minima inibitéria, maior é a atividade antimicrobiana do
composto avaliado.

Foram selecionados os compostos 15 a-c, 16b, 17b, 20b e 21b para realizacdo do
ensaio CIM, ja que os mesmos apresentaram os melhores resultados no teste de halo de
inibicdo. Devido as poucas quantidades sintetizadas, os derivados de metronidazol ndo
foram incluidos nesse estudo.

Os resultados da CIM para as bactérias testadas estao apresentados na tabela 4.



Tabela 4 Concentracéo inibitéria minima (CIM ug mL™):

Composto E. coli P. aeruginosa S. aureus S.epidermidis
15a 64 128 64 64
15b 32 32 > 512 >512
15¢c 64 256 32 64
16b > 512 >512 128 32
17b 512 >512 512 128
20b > 512 >512 128 128
21b 128 256 64 128
24b 256 512 256 > 512

Conforme pode ser visualizado na tabela 3, os compostos sintetizados foram mais ativos
contra as bactérias Gram-negativas S. aureus e S. epidermidis, confirmando os resultados
obtidos no teste de halo de inibicéo.

A substancia 15b apresentou o melhor resultado de inibicdo frente as bactérias E. coli e
P. aeroginosa; a substancia 15c foi responsavel por inibir melhor a bactéria S. aureus, ja
16b se destacou por melhor inibir S. epidermides. Os resultados sugerem que a presenca
de grupo metoxila (16b) ou nitro (17b) no ciclo aromatico provoca uma diminuicdo da

atividade. O derivado de 1,2 piridina 21b foi mais ativo do que seu analogo 1,4-piridina 20b.

3.3.3 Determinacao da concentracdao minima bactericida (CMB)

E a menor concentracdo do composto capaz de eliminar a populacdo bacteriana,
exercendo efeito bactericida. A CMB consiste em plaquear os meios contendo indculo por
meio de alca, duas concentracdes acima e abaixo do CIM. A leitura se faz ap6s a incubacao
das placas, sendo considerada CIB a concentracdo para a qual ndo houve crescimento
bacteriano. O composto foi considerado bacteriostatico quando apenas inibiu o crescimento
bacteriano. A classificacdo dos compostos sintetizados quanto ao efeito bactericida ou

bacteriostatico é apresentada na tabela 4.



Tabela 5 Concentracéo Inibitoria bactericida (ng mL™):

Composto E. Coli P. aeroginosa S. aureus S.epidermidis
15a 64 b 64 128
15b° 32 b 32 b
15¢c 128 b 128 256
16b b b 256 b
17b 256 ) b 128
20b b ) b 256
21b 128 b 128 b
24b 256 512 256 b

b: Bacteriostatico nas concentracdes testadas

Dos compostos testados nenhum apresentou efeito bactericida para a bactéria P.
aeroginosa. As demais bactérias tiveram sensibilidades parecidas frente aos compostos
testados. Os compostos menos eficientes foram o derivado metoxi 16b e a piridina 4-
substituida 20b, que apresentaram efeito bactericida para somente uma bactéria (S. Aureus

e S. epidermidis, respectivamente).

3.4. Avaliacédo da atividade antiparasitaria

Os derivados benzaldeidos foram avaliadas contra os protozoarios Giardia, Trichomonas
e amebas no laboratério de amebiases da Universidade Federal de Minas Gerais. Porém,
nenhum dos compostos testados inibiu o crescimento de Giardia, o composto 15a inibiu o
crescimento de Trichomonas e amebas. J4 os compostos 17b e 17c foram ativos para

Trichomonas. Todas as substancias foram testadas em triplicata com 50 micromolar.



4 ANALISE “in silico” DAS PROPRIEDADES FARMACOCINETICAS E
TOXICOLOGICAS (ADMET)

Apesar de ndo terem mostrado uma atividade antibacteriana significativa, os compostos
sintetizados nesse trabalho tém potencial para outras atividades biolégicas (antifiingica,
antiparasitaria, imunossupressora, etc.)

Nos ultimos anos, estudos in silico vem sendo usados para a predicdo de ADME/Tox
(Absorcao, Distribuicdo, Metabolismo, Excrecdo e Toxidez), propriedades fundamentais para
o desenvolvimento de novos farmacos. Essas técnicas computacionais permitem um ganho
econdmico e de tempo, j& que podem permitir uma triagem das substancias planejadas e a

reducdo do nimero de testes biolégicos.

4.1 Regra dos 5 de LIPINSKI

Uma boa disponibilidade oral € um requisito importante para substéncias com potencial
terapéutico, pois proporciona uma menor posologia e uma diminuicdo do custo do
tratamento. A regra de Lipinski (Lipinski et al.,, 2001), é definida por um conjunto de
parametros estruturais que permitem detectar quais compostos podem apresentar
problemas de absorcdo, permeabilidade e disponibilidade oral. De acordo com esta
regra, para uma boa atividade farmacolégica a substancia deve apresentar pelo menos

trés das quatro propriedades seguintes:

. peso molecular menor do que 500 daltons;
. logP menor do que 5;
. maximo de cinco grupos doadores de ligacéo hidrogénio (expresso pela soma de OH

e NH na molécula);

e maximo de dez grupos aceptores de ligacdo hidrogénio (expresso pela soma de

atomos de N e O).

As regras de Lipinski se baseiam nas propriedades fisico-quimicas de substancias que
passaram da fase | dos testes clinicos (testes relacionados a toxicidade e absor¢éo). Outra
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propriedade de grande importancia € a area de superficie polar (PSA) que pode ser



considerada na analise da permeabilidade na membrana plasmatica celular. E desejavel que

a substancia apresente indices de PSA inferiores a 140 Az,

Os dados para avaliacdo da “Regra dos Cinco” dos compostos sintetizados nesse trabalho,

obtidos usando o Molinspiration podem ser observados na tabela 6.

Tabela 6 Parametros calculados pelo Osiris® Property Explorer

Composto | nALH nDLH PM PSA (A2 clogP logP
(g/mol)

15a 3 2 279,42 41,49 4,54 3,87
15b 2 1 347,48 21,26 8,83 7,29
15¢c 3 2 307,47 41,49 5,25 4,40
16a 3 2 181,23 41,49 0,84 0,92
16b 3 2 249,39 41,49 5,13 5,01
16c 3 2 209,28 21,26 1,54 1,73
17a 5 2 196,20 78,08 0,66 0,82
17b 4 1 264,18 57,85 4,96 1,63
17c 5 2 224,30 78,08 1,37 4,91
20a 3 2 152,19 45,15 -0,58 -0,42
20b 2 1 220,19 24,92 3,72 3.66
20c 3 2 180,25 45,15 1,13 0,38
2la 3 2 152,19 45,15 -0,58 0,17
21b 2 1 220,35 24,92 3,72 3,60
21c 3 2 180,25 45,15 0,13 0,70
24a 7 2 214,11 95,90 -0,57 -
24b 6 1 282,38 75,67 3,61 -
24c 7 2 242,14 95,90 0,14 -
24d 8 2 258,28 107,34 -0,34 -
27b 7 1 296,37 92,75 2,99 -
27c 8 2 256,12 112,98 -0,33 -

e nALH namero de grupos aceptores de liga¢do hidrogénio
e nDLH nimero de grupos doadores de ligacéo hidrogénio

e PSA érea de superficie polar



Os resultados mostram que todos os compostos seguem as regras de Lipinski, atendendo a
pelo menos trés dos quatro requisitos detalhados acima e apresentam area de superficie
polar inferior a 140 A2. Somente os compostos 15b (cLogP = 8,83), 15¢ (cLogP = 5,25) e

16b (cLogP = 5,13) apresentaram valores de cLogP maiores do que 5.

4.2 Toxicidade tedrica

A avaliacdo da toxicidade pode ser feita usando o software Osiris Property Explorer
(http://lwww.organic-chemistry.org/prog/) que compara a substéncia que se deseja analisar a
um banco de dados de 5300 fragmentos moleculares e 18300 farmacos comerciais.

A tabela 5 mostram os dados téxicos tedricos obtidos para os compostos sintetizados.
Pode-se observar, na tabela 7, riscos toxicolégicos (mutagénico e tumorogénico) para 0s
derivados nitrados 17a-c, 24a-c e 27a-c. Isso se deve a toxicidade reconhecida do grupo
nitro.

E importante destacar que mesmo as substancias que apresentem baixos riscos
toxicoldgicos ndo pode-se afirmar que estdo isentas de efeitos nocivos ao organismo, uma
vez que estudos in silico sdo ferramentas que apenas auxiliam na triagem de substancias
para um posterior estudo, sendo importante a realizacdo de métodos tradicionais para

confirmar os resultados obtidos.



Tabela 7 Toxicidade tedrica obtidos com o programa Osirise Property Explorer

Composto Risco Risco Risco Risco

Mutagénico | Tumorogénico Irritante Reprodutivo

15a Baixo Baixo Baixo Baixo

15b Baixo Baixo Baixo Baixo

15c Baixo Baixo Baixo Baixo

16a Baixo Baixo Baixo Baixo

16b Baixo Baixo Baixo Baixo

16¢c Baixo Baixo Baixo Baixo

17a Alto Alto Baixo Baixo

17b Alto Alto Baixo Baixo

17c Alto Alto Baixo Baixo

20a Baixo Baixo Baixo Baixo

20b Baixo Baixo Baixo Baixo

20c Baixo Baixo Alto Baixo

2la Baixo Baixo Baixo Baixo

21b Baixo Baixo Baixo Baixo

21c Baixo Baixo Alto Baixo

24a Alto Alto Baixo Médio

24b Alto Alto Baixo Médio

24c Alto Alto Baixo Médio

24d Alto Alto Baixo Médio

27a Alto Alto Baixo Médio

27b Alto Alto Baixo Médio

27c Alto Alto Baixo Médio
Nitrofurazona Baixo Baixo Baixo Baixo
Nitromidazol Baixo Baixo Baixo Baixo

Na tabela 8 constam os valores tedricos de druglikeness e drugscore. O indice
druglikeness indica se a substancia tem potencial para se tornar um farmaco (valor positivo).
Ja o indice drugscore combina os dados calculados pelo Osiris (druglikeness, lipofilia,

solubilidade, peso molecular, toxicidade) e permite avaliar se um composto tem



potencial como futura farmaco. Quanto mais préximo o valor estiver de 1, maior sera a
probabilidade de sucesso (Afonso, 2008; Tonin, 2009).

Tabela 8 Valores de druglikeness e drugscore calculados por Osiris® Property Explorer

Composto Druglikeness Drugscore
15a -18,99 0,39
15b -18,76 0,18
15¢c -17,78 0,35
16a 1,32 0,87
16b -16,33 0,36
16c 2,57 0,92
17a 1,16 0,30
17b -16,5 0,10
17c 2,42 0,31
20a -5,36 0,49
20b -21,54 0,39
20c -6,54 0,29
2l1a -3,37 0,51
21b -19,52 0,38
21c -5,56 0,29
24a 1,06 0,25
24b -16,3 0,12
24c -0,98 0,18
24d
27a 2,82 0,27
27b -16,22 0,13
27c 2,80 0,27

Nitrofurazona 6,66 0,86
Nitromidazol 2,54 0,94

Os valores de druglikeness variaram de -21,54 a 2,82. Somente sete entre 0s compostos
planejados apresentaram valores positivos. Os valores de drugscore variaram de 0,12 a

0,98. Somente dois compostos, 16a e 16c apresentaram valores préximos de 1 (0,87 e 0,92,



respectivamente), aparecendo como os melhores candidatos para se tornarem farmacos.
Esses dois compostos ndo apresentaram atividade antibacteriana significativa, e deveriam

ser testados para outras atividades biologicas.



5. PARTE EXPERIMENTAL
5.1Métodos gerais

REAGENTES

-Os reagentes utilizados para a sintese dos compostos bem como os solventes P.A.
utilizados na purificacdo sé&o das marcas: Merck, Vetec e Sigma Aldrich. O solvente anidro

(metanol) foi obtido por destilagéo.

TRATAMENTO DO SOLVENTE:

-Metanol (MeOH): em um baldo de 2L adaptado a uma montagem de destilacdo vertical
combinou-se 2,0 g de magnésio em pé, 0,3 g de iodo e 17,0 mL de solvente. A mistura foi
refluxada até a dissolucdo de todo o magnésio e o desaparecimento da coloracao do iodo.
Em seguida, completou-se o volume do solvente para 1,0 L e efetuou-se o refluxo por varias
horas, posteriormente o0 solvente recuperado em um frasco seco contendo peneiras

molecular 4A.

CROMATOGRAFIA

-Para cromatografia em coluna foi utilizada silica gel 60G 0,063-0,2 m (70-230mesh), Merck.
-Para cromatografia em camada delgada foi utilizada silica gel G Merck com flluoresceina
em lamina de vidro.

-Em algumas reacdes foram empregadas placas de cromatofolhas de aluminio revestidas
com silica gel, para o acompanhamento das reacdes, avaliacdo do grau de pureza dos
compostos sintetizados e purificacao.

-Os eluentes empregados foram descritos na discussao dos resultados e também serdao
apresentados nos procedimentos.

-Foram utilizados lampada de ultravioleta (UV) e vapores de iodo para visualizar a CCD.

MICRO-ONDAS

-O aguecimento por irradiagdo de micro-ondas das reacdes desenvolvidas neste trabalho foi
realizado em um reator CEM, modelo 908005, de poténcia maxima 300W e alimentacéo de
120Vv.



FAIXA DE FUSAO

-As faixas de temperatura de fusdo ou decomposicdo foram determinadas em um aparelho

digital MQAPF-Microquimica, no Departamento de Quimica da UFJF.

ESPECTROS DE ABSORGCAO NA REGIAO DO INFRAVERMELHO

-Os espectros de absorcao na regido do infravermelho foram obtidos em espectrofotdmetro
Bomem FT IR MB-102, no Departamento de Quimica da UFJF. Estes foram realizados na

regido de 4000 cm™ a 400 cm'™* utilizando pastilhas de KBr previamente dessecada a 500°C.

ESPECTROS DE RMN DE H E ®C

-Os espectros de ressonancia magnética nuclear foram obtidos dissolvendo-se os
compostos em CDCl; e C3DsO em espectrdmetro Bruker Advance DRX 300 MHz para os
espectros de RMN de *H 75 MHz para os espectros de **C no Departamento de Quimica da
UFJF. Os valores de deslocamento quimico (d) séo referidos em partes por milhdo (ppm), e
as constantes de acoplamento (J) em Hertz (Hz). As areas dos picos foram obtidas por
integracdo eletrénica e suas multiplicidades descritas como:

s = simpleto; d = dupleto; t = tripleto; q = quinteto; dd = dupleto duplo; m = multipleto.

CALCULO DE COEFICIENTE DE PARTICAO:

- Os valores de log P foram obtidos a partir do simulador ChemDraw 8.0, verséo 2003.

SOFTWARE TESTE “IN SILICIO”

- Foi utilizado o programa Osiris Property Explorer, disponivel em http://www.organic-

chemistry.org, para predizer os efeitos de toxicidade das substancias sintetizadas.
-Para predizer parametros relacionados a biodisponibilidade oral. Utilizou-se neste estudo o
programa computacional Molinspiration online property calculation toolkit, disponivel em

http://www.molinspiration.com.

PESQUISAS BIBLIOGRAFICAS



- Foi utilizado o banco de dados conectado a internet Scifinder fornecendo informacdes

através do acesso a artigos e patentes.

5.2. Procedimento geral para as sinteses

5.2.1. Sintese do p-octiloxibenzaldeido (11)

Em um baldo de 25,00 mL foram adicionados 2,00 g (0,016mol) de p-hidroxibenzaldeido
e 4,423 g (0,032 mol) de carbonato de potassio em 8,00 mL de dimetilformamida. O meio
reacional foi mantido sob refluxo e agitacdo magnética por 1h. Em seguida, a solucédo foi
resfriada a temperatura ambiente e foram adicionados 3,568g (0,024mol) de cloreto de octila
e 0,943g (0,008mol) de brometo de potassio. A mistura reacional foi mantida sob agitacao
magnética por 3h. ApOs este periodo deixou-se sob refluxo e agitacdo por duas horas
guando foi observado o fim da reacdo por CCD (eluente: hexano/AcOEt 6/4 viv; revelador:
UV). Com o término da reacdo o carbonato de potassio e o cloreto de potassio foram
separados por filtracdo e o volume de solvente foi reduzido por destilagdo sob presséo
reduzida em evaporador rotatério. O residuo obtido foi submetido a extracéo liquido-liquido
em éter e dgua sucessivas vezes e a fase organica foi concentrada sob vacuo. (91 % de
rendimento — 3,480 g). Verificou-se por CCD (eluente: hexano/AcOEt 6/4 viv; revelador: UV)
gue o produto desejado encontrava-se com grau de pureza satisfatério, ndo necessitando de

purificacéo.

5.3. Procedimento geral para reacdo de aminagao redutiva:

Ao aldeido aromatico dissolvido em metanol anidro (5,00 mL) foram adicionados 1
equivalente de aminodlcool ou octilamina e 1 g de sulfato de sédio anidro, sob agitacdo e
resfriamento em banho de gelo. Ja que o processo ocorre acompanhado por liberagcéo de
calor. O meio reacional foi mantido por quatro horas, quando foi observado o término da
reacdo por CCD (eluente: CH,CIy; revelador: iodo e UV). Em seguida, dois equivalentes de
borohidreto de sédio (NaBH,) foram lentamente adicionados. Manteve-se a mistura sob
agitacdo magnética a temperatura ambiente. Acompanhou-se a reacdo por CCD (eluente:
CH,CI, /MeOH 9/1 viv; revelador: iodo e UV). Ao observar o fim da reacdo o agente secante
foi removido por filtracdo e evaporou-se o metanol. O material obtido foi submetido a

extracdo com CH,Cl, e solucdo aquosa (%) de NH,CIl. Concentrou-se a fase organica sob



pressao reduzida. O produto foi purificado através de cromatografia em coluna de silica

utilizando um gradiente de CH,Cl, e MeOH ou através de recristalizacdo em acetona.

Para a sintese dos derivados heterociclos (20 a-c e 21 a-c), seguiu-se procedimento
descrito acima, porém apds a extracdo 0s compostos encontraram-se na fase aquosa. Essa
foi evaporada sob pressao reduzida. O composto de interesse foi obtido apés purificacdo em
coluna cromatografica utilizando um gradiente de CH,Cl, e MeOH.

As quantidades dos compostos desejados; de cada aldeido, amina ou aminoalcool
utilizados na sintese estdo descritas na Tabela 11, bem como o rendimento obtido em cada

reacao.

Tabela 9 Estequiometria das reacdes de aminacao redutiva

Composto | Formula Aldeido Amina/ Rendimento

Molecular Aminoalcool (%)
15a C17H29NO; 1,68 mmol 1,68 mmol 48,9
15b C,3Hi1NO 1,68 mmol 1,68 mmol 49,5
15c C1oH33NO> 1,68 mmol 1,68 mmol 58,1
16a C1oH1sNO> 2,21 mmol 2,21 mmol 83,6
16b CsHo7NO 2,21 mmol 2,21 mmol 47,0
16¢ C1oH1gNO, 2,21 mmol 2,21 mmol 86,4
17a CoH15N,04 2,65 mmol 2,65 mmol 63,0
17b C15H24N50, 2,65 mmol 2,65 mmol 76,1
17c¢ C11H16N20O3 2,65 mmol 2,65 mmol 61,0
20a CsH1-N-0O 1,87 mmol 1,87 mmol 79,3
20b C14H24N> 1,87 mmol 1,87 mmol 85,7
20c C1oH16N20 1,87 mmol 1,87 mmol 83,2
2l1a CgH12N>O 1,87 mmol 1,87 mmol 80,5
21b C14H24N>5 1,87 mmol 1,87 mmol 85,4
21c C1oH16N20O 1,87 mmol 1,87 mmol 87,3




5.3.1. Caracterizacao das substancias obtidas por aminacao redutiva

2-[(4-octiloxibenzilamino)etanol] 15a (Almeida et al., 2011)

1 15 17

OH FM:C17H29NO,
10 N/\/
. 1
2 4 6 8 H 18 PM.: 279,42 g mol
/\/\/\/\O 9 13 E.Fisico:solido
' 3 5 7 14
PF: 183,5°C

RMN de *H (300 MHz, CDCls, §7,26), & (ppm): 0,86 (t, J = 6,8 Hz, 3H, Hy); 1,28 — 1,44 (m,
10H, H.); 1,77 (m, 2H, Hy); 2,77 (t, 3 = 5,0 Hz, 2H, Hy7); 3,65 (t, J = 5,0 Hz, 2H, Hyg); 3,90
(s, 2H, Hg); 3,93 (t, J = 6,6 Hz, 2H, Hg); 6,83 (d, J = 8,2 Hz, 2H, Hipe14); 7,23 (d, J = 8,2 Hz,
2H, Hij e 13).

RMN de *C (75 MHz, CDCl; 8 77,0), & (ppm): 14,3 (C1); 22,8 — 32,0 (C».7); 50,4 (Ci7); 52,9
(C:LS), 60,7 (Clg), 68,2 (Cg), 114,9 (Cloe C14), 129,7 (Cll e Clg), 131,1 (Clz), 158,7 (Cg)

IV KBr v (cm'l): 3336 (def. axial, O-H); 3229 (def. axial, N-H), 2924 (def. axial, C-Harom.);
2861 (def. axial, C-Hg;t); 1263 (def. axial, C-N); 1183 (def. axial, C-O).

N-[(4-octiloxi)benzil]octilamina 15b (Almeida et al., 2011)

/ 11 15 16 18 20 22 \

12
10 N/\/\/\/\

H 23
2 4 6 8 17 19 21

3 5 7 14

FM:CygH4NO

PM.: 347,58 g mol !
K E. Fisico: s6lido /

RMN de *H (300 MHz, CDCls, §7,26), 5 (ppm): 0,88 (sl, 6H, Hi e Has); 1,24-1,74 (m, 26H, H
2_7eH17_22); 2,67 (t, J= 7,7 HZ, 2H, HlG); 3,89 (m, 4H, Hge H15); 6,88 (d, J= 7,7 HZ, 2H, Hio
e C14); 7,38 (d, J= 7,7 HZ, 2H, Hii e ng).




RMN de °C (75 MHz, CDCl; § 77,0), & (ppm): 14,3 (Ci € Cps); 22,8-32,0 (Cas € Cir-s0); 47,3
(Cle), 51,4 (C15), 68,2 (Cg), 114,9 (Cloe Cl4), 131,1 (Cll e Clg), 159,5 (Cg)

IV KBr v (cm™): 3148 (def. axial, N-H), 2933 (def. axial, C-H); 2861 (def. axial, C-H); 1254
(def. axial, C-N); 1183 (def. axial, C-O).

N-((4-octiloxi)benzilamino)2-metilpropanol) 15c (Almeida et al., 2011)

4 ! N

11 15
16 FM: C9H33NO
10 12 19 OH 197133 2
N .
) 4 6 8 18 PM.: 307,47 g mol
9
/\/\/\/\o 13 E. Fisico:Sélido
1 3 5 7 14

- /

RMN de *H (300 MHz, CDCls, § 7,26), & (ppm): 0,87 (t, J = 6,8 Hz, 3H, H,); 1,30 (sl, 16H, H ,.
6© Hiz16); 1,72 (M, 4H, Hy): 3,51 (s, 2H, Hy); 3,84 (t, J = 6,6 Hz, 2H, Hg); 3,92 (s, 2H, His);
6,83 (d, J=8,5 Hz, 2H, Hye Hys); 7,50 (d, J= 8,5 Hz, 2H, Hy; € Hys).

RMN de 3C (75 MHz, CDCls § 77,0), 8 (ppm): 13,8 (C1); 20,8 (Cys € Cig); 22,4-31,6 (Cao);
45,3 (Cl5), 67,7 (Cle), 114,5 (ClO e Cl4), 128,4 (C10e14); 131,87 (ClleClS); 159,6 (Cg)

IV KBr v (cm™): 3200 (def. axial, O-H), 3368 (def. axial, N-H), 2967 (def. axial de aromatico,
C-H), 2926 (def. axial de alifatica, C-H), 1522 (def. angular, N-H), 1262 (def. axial de éter).

N-(4-metoxibenzilamino)etanol 16a (McCalmont et al., 2005)

FM: C10H15N02

PM: 181,23 g mol*!

E. Fisico: Oleo




RMN de *H (300 MHz, CDCls, §7,26), 8 (ppm): 2,70 (t, J = 5,2 Hz, 3H, H); 3,65 (t, J = 5,2
Hz, 2H, Hio); 3,69 (s, 2H, Hg); 3,74 (s, 3H, H,); 6,80 (d, 2H, J= 8,5 Hz, Hye H,); 7,20 (d, J =
8,5 Hz, 2H, Ha e He).

RMN de *C (75 MHz, CDCl; §77,0), 5 (ppm): 50,1 (Ce); 52,8 (Cs); 55,4 (C1); 60,7 (Cuo);
114,1 (Cse C;); 129,7 (Cse Ce); 131,4 (Cs); 159,0 (Co).

IV KBrv (cm'l): 3332 (def. axial, O-H), 2937 ( def. axial, C-Hgaom), 2831 (def. axial, C-Hg),
1508 (def. angular, N-H) e 1256 (def. axial, C-N).

N-(4-metoxibenzil)octilamina 16b (Alonso et al., 2008)

4 8 9 11 13 15
/\/\/\/\ FM: C16H27NO
10 12 14 16 PM: 249,39 g mol*
1
E. Fisico: Solido

RMN de *H (300 MHz, CDCls, §7,26), & (ppm): 0,81 (t, J = 7,0 Hz, 3H, Hie); 1,18 (sl, 14H, H
10.15); 2,69 (s, 2H, Hg); 3,71 (s, 3H, Hy); 3,91 (s, 2H, Hg); 6,87 (d, J = 8,3 Hz, 2H, Hs e Hg),
7,49 (d, J = 8,3 Hz, 2H, Hae Hy).

RMN de *C (75 MHz, CDCl; § 77,0), & (ppm): 14,1 (Cys); 22,2-31,3 (Cio.15); 46,6 (Co); 49,7
(Cs): 55,4 (C1); 114,2 (Cse Cg); 124,2 (Cs); 131,7 (Cse C5); 159,8 (C»).

IV KBrv (cm™): 2961 (def. axial , C-Harom), 2921 (def. axial, C-Hajir), 1520 (def. angular, N-H),
1344 (def. angular, -CHs), 1262 (def. axial de ésteres).

N-(4-metoxibenzilamino)-2-metilpropanol 16¢ (Francis et al., 2008)

FM: C12H19N02

10
4 8 o
3 OH
N PM: 209,28 g mol™!
H 12
1 ~ ] 11 E. Fisico:Sdlido
0
7




RMN de 'H (300 MHz, CDCls, § 7,26), & (ppm): 1,15 (s, Hi, € Hy, 6H ); 3,39 (s, 2H); 3,81 (s,
Hsg, 2H); 7,54 (d, 2H arom , J=8,7 Hz , Hye Hg , 2H); 8,19 (d, 2H arom, J = 8,7, H3 ¢ 7).

RMN de *C (75 MHz, CDCl; §77,0), 5 (ppm): 23,9 (Cu e 12); 45,6 (Cs); 54,0 (Cio); 68,4
(C13); 123,4 (Cse C7); 128,5 (Caes); 148,4 (Cs).

IV KBr v (cm™): 3381 (def. axial, O-H), 3270 (def. axial, N-H), 2971 ( def. axial, C-Harom),
2857 (def. axial, C-Hgj), 1520 (def. angular, N-H) e 1247 (def. axial, C-N).

N-(4-Nitrobenzilamino)etanol 17a (Sato et al., 2008)

FM: C9H12N203

PM: 196,2 g mol?

E. Fisico: Sélido

RMN de 'H (300 MHz, CDCly, §7,26), & (ppm): 2,80 (t, J= 6,0 Hz, 2H, Hg ); 3,69 (t, J = 6,0
Hz, 2H, Ho); 3,99 (s, 2H, H7): 7,63 (d, J= 8,5 Hz, 2H, Hze Hs); 8,21 (d, J= 8,5 Hz, 2H, H, e
He).

RMN de **C (75 MHz, CDCl;$ 77,0), & (ppm): 51,7 (Cg); 53,1 (C7); 61,0 (Cg); 124,7 (Czes);
130,8 (Coe Cs); 147,2 (Cy); 148,9 (Cy).

IV KBrv (cm'l): 3277 (def. axial, C-Hgom), 2839 (def. axial, C-Hgj), 1513 (def. angular, N-H),
1602 e 1339 (def. angular, NO).

N-(4-nitrobenzil)octilamina 17b

F.M.: 015H24N202

P.M.: 264,189 mol*

E. Fisico: s6lido
amorfo




RMN de 'H (300 MHz, CDCls, § 7,26), & (ppm): 0,86 (t, J = 6,81 Hz, 2H, His); 1,27-1,51 (m,
12H, Heo.1a); 2,62 (t, J = Hz, 2H, Ho); 3,90 (s, 2H, H); 7,52 (d, J = 8,7 Hz, 2H, Hs e Hg); 8,19
(d, J= 8,7 Hz, 2H, H, e Hy).

RMN de *C ((75 MHz, CDCl5 8 77,0), & (ppm): 14,7 (Cis), 23,2 — 32,4 (Cs- 1), 50,2 (Cg), 53,8
(Cy), 124,2 - 148,9 (Cy.6).

IV KBrv (cm'l): 2928 (def. axial, C-Harom), 2857 (def. axial, C-Haj), 1520 (def. angular, N-H),
1350 (def. angular, NO).

5.3.9 N-(4-Nitrobenzilamino)-2-metilpropanol 17c

s ; B

11 _OH

10
PM: 224,3 g mol*!

E. Fisico: Sélido

RMN de 'H (300 MHz, CDCls, §7,26), & (ppm): 1,16 (s, 6H, He e Huo); 3,39 (s, 2H, Hi1); 3,81
(s, 2H, H-); 7,54 (d, J = 8,8 Hz, 2H, Hse Hs); 8,19 (d, J = 8,8 Hz, 2H, H, e He).

RMN de 3C (75 MHz, CDCl3 5 77,0), & (ppm): 23,9 (Cs e 10), 45,7 (C-), 54,0 (Cs), 68,4 (Cy2),
123,4 (Cse Cs), 128,5 (C, e Cg), 147,2 (C4) € 148,4 (Cy).

IV KBrv (cm™): 2961 (def. axial, C-Harom), 2928 (def. axial, C-Haif), 1520 (def. angular, N-H),
1350 (def. angular, NO;) e 1265 (def. axial, C-N).

N-(4-Piridilmetilamino)etanol 20a

4 0o N

° " on
7 FM: CSleNzo
2 | 3 4 PM: 152,19 g mol™*
. = ; E. Fisico: Oleo

- Y,




RMN de *H (300 MHz, CDCl, § 7,26), & (ppm): 2,78 (t, J = 5,0 Hz, 2H, H;); 3,69 (t, J = 5,0
Hz, 2H, Hg); 3,82 (s, 2H, He): 7,24 (d, J = 5,6 Hz, 2H, Hp e H,): 8,49 (d, J = 5,6 Hz, 2H, H, e
Hs).

RMN de *C (75 MHz, CDCl; 5 77,0), & (ppm):51,8 (C5), 53,9 (Ce), 60,4 (Cs), 121,8 (C; € 4),
148,9 (C3), 159,1 (Cy c5).

IV KBrv (cm™): 3303 (def. axial, N-H), 2942 (def. axial de aromatico, C-H), 2855 (def. axial
de alifatico, C-H).

N-(4-Piridilmetil)octilamina 20b

e A ™
N
6 \/\/\/\/
7 9 11 13
FM: C14H24N2
2 . 4
‘ PM: 220,19 g mol?

1 Z 5 - .

K N E. Fisico: Oleo /

RMN de 'H (300 MHz, CDCls, § 7,26), 5 (ppm): 0,81 (t, J = 6,6 Hz, 3H, Hys); 1,21 (sl, 10H, Ho.
12); 1,48 (M, 2H, Hg); 2,58 (t, J =7,0 Hz, 2H, H;); 3,84 (s, 2H, He); 7,25 (d, J = 5,4 Hz, 2H, H,
e H,); 8,48 (d, J= 5,4 Hz, 2H, Hye Hs).

RMN de *C (75 MHz, CDCl; § 77,0), & (ppm): 14,2 (C1a); 22,7 — 31,9 (Cs.13); 49,8 (C7); 55,4
(Ce): 122,0 (Cze Cs); 149,41 (Cs), 159,9 (C1 e Cs).

IV KBrv (cm™): 3318 (def. axial, N-H), 2938 (def. axial de aromatico, C-H), 2850 (def. axial
de alifatico, C-H).

N-(4-piridilmetilamino)-2-dimetiletanol 20c



4 N

H
N
6 OH
7 FM: CloHlﬁNzo
9 PM: 180,25 g/mol
2 | 3\ 4 g
W Y,

RMN de 'H (300 MHz, CDCls, §7,26), & (ppm): 1,12 (s, 6H, Hg e o); 3,37 (S, 2H, Hy); 3,69 (s,
6H, He); 7,26 (M, Hze4); 8,47 (d, J = 4,2 Hz, 2H, Hy ¢ 5);

RMN de **C (75 MHz, CDCl; § 77,0), & (ppm): 23,7 (Cs e o); 45,1 (Cg); 53,9 (C7); 68,3 (Ca);
122,8 (Czea); 149,4 (Cyes).

IV KBrv (cm™): sobreposicdo de bandas referentes as deformacdes axiais N-H e O-H, 2917
(def. axial de aromatico, C-H), 2855 (def. axial de alifatico, C-H).

N-(2-Piridilmetilamino)etanol 21la

~

PM: 152,19 g mol*

E. Fisico: Oleo

/

RMN de 'H (300 MHz, CDCls, § 7,26), & (ppm): 52,77 (t, J = 5,3 Hz, 2H, Hg); 3,62 (t, J = 5,3
Hz, 2H, Ho); 3,88 (s, 2H, H5), 7,10 (m, 1H, H,); 7,12 (d, J = 7,4 Hz, 1H, H¢); 7,59 (d, J=7,4
Hz, 1H, Hs): 8,49 (d, J = 4,8 Hz, 1H, Ha).

RMN de "C: (75 MHz, CDCl; § 77,0), & (ppm): 50,8 (Cs), 54,0 (C7), 60,5 (Co), 121,8 (Cu),
136,4 (Cs), 148,9 (Cs3), 159,1 (Cy).

IV KBrv (cm™): 3318 (def. axial, N-H), 2929 (def. axial de aromatico, C-H), 2849 (def. axial
de alifatico, C-H).



N-(2-piridilmetil)octilamina 21b

~

FEM: C14H24N2

PM: 220,19 g mol*

/

RMN de 'H (300 MHz, CDCls, 5 7,26), 5 (ppm): 50,81 (t, J = 6,6 Hz, 2H, His); 1,21-1,49 (m,
12H, Hy- 14); 2,58 (t, J = 7,0 Hz, 2H, Hg); 3,84 (s, 2H, Hy): 7,07—8,49 (M, 4H, Ha.).

RMN de **C: (75 MHz, CDCl38 77,0), § (opm): 14,2 (Cis), 22,8 — 31,9 (Co. 14), 49,8 (Cs), 88,4
(C7), 122,3 (Cae), 136,5 (Cs), 148,9 (C3), 159,1 (Cy).

IV KBrv (cm™): 3349 (def. axial, N-H), 2917 (def. axial de aromatico, C-H), 2851 (def. axial
de alifatico, C-H).

N-(4-piridilmetilamino)-2-metilpropanol 21c

- ; ™

11

OH FM: CloHleNzo

6 10 PM: 180,25 g mol™*

E. Fisico: Oleo
5 /
RMN de *H (300 MHz, CDCls, 6 7,26) & (ppm): 1,11 (s, Hg e 10, 6H); 3,34 (s, 2H, Hy,); 3,83 (s,

9H, H;); 7,12 (m, 1H, H,); 7,16 (d, J=7,4 Hz, 1H, H¢); 7,59 (d, J = 7,4 Hz, 1H, Hs); 8,48 (d,
J =4,6 Hz, 1H, Hy).

RMN de **C (75 MHz, CDCls § 77,0) & (ppm): 24,4 (Co e 10); 47,7 (C7); 54,6 (Cs); 68,3 (C1o);
122,3 (Cse6); 137,0 (Cs), 149,2 (C3), 160,4 (Cy).



IV KBrv (cm™): 3291 (def. axial, N-H), 2973 (def. axial de aromatico, C-H), 2867 (def. axial
de alifatico, C-H).

5.4. Sintese dos derivados do metronidazol
5.4.1. Procedimento geral para a sintese de 24b e 24c

Ao mesilmetronidazol 23 dissolvido em DMF (5,00 mL), foram adicionados trés
equivalentes de amina ou aminodalcool. Manteve-se a mistura sob agitacdo magnética a 100
°C e irradiacdo de 150 W por 90 minutos. Acompanhou-se a reacdo por CCD (eluente:
CH.Cl, / MeOH 9/1; revelador: UV e vapores de iodo). O material obtido foi submetido a
extracdo liquido-liquido com CH,CI, e agua. Concentrou-se a fase organica sob pressao
reduzida. O produto foi purificado através de cromatografia em coluna de silica utilizando
(CH.Cl, e MeOH).

5.4.2. Caracterizacao dos derivados metronidazodlicos

N-[2-(2-metil-5-nitro-1H-imidazol-1-il)etilJoctan-1-amina 24b

/ 7 14 \

NHCH,(CH,)sCH3
/

0 5 8-13
|| //6 F.M.: C14H26N402
N 4]
‘0 2 P.M.: 282,21g mol™
| )—>
\_ 1

: /

RMN de 'H (300 MHz, CDCls, §7,26) & (ppm): 0,81 (t, J = 6,5 Hz, Hya, 3H); 1,20-1,41 (m,
12H, Hg.13); 2,48 (s, 3H, Hy); 2,58 (t, J = 5,28 Hz, 2H, H5); 2,95 (t, J = 7,9 Hz, 1H, He); 4,39
(M, 2H, Hs); 7,9 (s, 1H, Hy).

RMN de 3C (75 MHz, CDCls 5 77,0) 5 (opm): 13,8 (C1s); 22,3-48,7 (Cs1s); 49,6 (Co): 132,7
(Cy); 141,3 (C4) 150,1 (Co).

2-(2-(2-metil-5-nitro-1H-imidazol-1-il)etilamino)-2-metilpropan-1-ol 24c



~ B

CH,CH,NHC(CH3),CH,OH
ON_ 4 | 6 8 F.M.:C1oH15N,053
‘ />L 3 P.M.: 242,14 g mol X
1 N

\ /

RMN de *H : (300 MHz, CDCls): §0,84 (s, 3H, Ha); 2,47 (s, 6H, Hscs); 2,87 (t, 3H, He); 3,17
(s, 2H, Hg): 4,33 (M, 2H, Hs); 7,81 (s, 1H, H,).

RMN de °C: (75 MHz, CDCl; 77,0): 8 14,7 (Cs), 24,0 (Cs ¢ 5), 29,9 (Cs), 42,6 (Ce), 54,4
(C5), 69,5 (Cy), 122,8 (Cy), 149,4 (C)).

8-(2-(2-metil-5-nitro-1H-imidazol-1-il)etilamino)octan-1-ol 24d

5 7
CH,CH,NH(CH,CH,0H),

F.M.:CloH19N404

ON_ 4 N/ 6 8
2
‘ / 3 P.M.: 259,14 g mol ™!
1 N

RMN *H : (300 MHz, CDCls, §7,26): 52,43 (s, Hs, 3H); 2,63 (sl, 4H, Hy); 2,79 (sl, 2H, He);
3,57 (M, 1H, Hg); 3,95 (sl, 2H, Hs): 7,81 (s, 1H, Hy).

RMN 3C: (75 MHz, CDCl3 5 77,0): 8 14,7 (Cs), 24,7 (Cs), 54,3 (Cs), 58,9 (C5), 60,3 (Cg) 133,1
(C1), 140,9 (C.), 148,9 (C,).

5.4.3. Procedimento geral para a sintese do acido 2-(2-metil-5-nitro-1H-il)acético 25

5 7

CH,COOH

F.M.: C,H14NgOg

on. 4 N/ 6
2
‘ V. 8 P.M.: 370,10 g mol .
l N




A 2,00 g de metronidazol foram dissolvidos solugcéo de 1,78 g de dicromato de sédio
solubilizados em 8,50 mL de agua destilada, seguida de adicao lenta de 3,60 mL de solucéo
de acido sulfarico, 50%. O meio reacional permaneceu em agitacdo magnética por 18 h,
sendo neutralizada ap6s este periodo com solucdo de hidréxido de sédio (4 molL™). A
mistura foi submetida extracdo (Acetato de etila/THF 1:1 v/v). A fase orgéanica foi lavada
com solucao saturada de cloreto de s6dio e evaporado sob pressao reduzida. O precipitado
formado foi recristalizado em diclorometano. Obtendo assim, o composto 25 com 58,0 % de

rendimento.

RMN de 'H: (300 MHz, CDCls, & 7,26): & 2,54 (s, Hs, 3H); 5,12 (s, 2H, Hs); 8,10 (s, H, 1H).

RMN de 3C: (75 MHz, CDCl; § 77,0): 5 14,8 (Cy), 48,1 (Cs), 132,1 (Cy), 141,3 (C4), 150,1
(C»), 178,1 (Co).

5.4.4. Procedimento geral para a sintese do 2-(2-metil-5-nitro-1H-il)acetato de metila
26 (Mirzaei et al., 2007)

O acido carboxilico 25 (1,25 g, 6,76 mmol) foi solubilizado em cloreto de tionila (4,00 mL)
e refluxado por 2 horas. A mistura foi concentrada sob pressédo reduzida, o residuo foi
solubilizado em metanol e refluxado por 1 hora. Apés evaporar o solvente, a mistura foi
neutralizada com uma solucdo aquosa de bicarbonato de soédio e extraida com
diclorometano. A fase organica foi evaporada sob presséo reduzida. O sdlido branco obtido
foi recristalizado em agua.
Ponto de fusdo: Obtido: 138,2-141°C, Literatura: 139-140°C

5.5 Procedimento geral e caracterizagdo de amida derivada do metronidazol

Em um baldo de fundo redondo foram adicionados 0,20 g do éster 26 em 5,00 mL de
metanol, sendo mantidos sob agitacdo magnética e refluxo. O meio reacional foi mantido por
guatro horas, quando foi observado o término da reacao por CCD (eluente: AcOH/Metanol,
8/2 vlv; revelador: UV). Concentrou-se a fase organica sob pressdo reduzida. O material
obtido foi submetido a extragdo com CH,Cl, O produto foi purificado através de placas de

cromatofolhas de aluminio revestidas com silica gel.



e 5 7 I

CH,CONHC(CH3),0H

ON 4 | 6 8 F.M.:CgH14N404

2
‘ />— 3 P.M.: 242,20 g mol!

N J

RMN *H: (300 MHz, CDCls, §7,26): 5 1,21 (s, Hs, 3H); 1,28 (s, Hg, 3H) 2,47 (s, 3H, Hs); 4,83
(s, 2H, Hs); 7,93 (s, Hy, 1H).

RMN C: (75 MHz, CDCl; § 77,0): 5 14,8 (C3), 24,7 (Cs), 30,3 (Cs), 69,9 (Ce), 133,1 (Cy),
140,9 (C,), 148,9 (Cy), 165,8 (Ce).

5.6. Procedimento geral para realizacao dos testes biolégicos:
5.6.1. Teste halo de inibicdo

A avaliacdo de sensibilidade antimicrobiana dos diferentes compostos sintetizados contra
cepas de bactérias selecionadas para este estudo foi determinada usando método de

difusdo em Agar previamente descrito (Alviano et al., 2008).

Preparo meio de cultura

Utilizou-se Tryptic Soy Agar (TSA- Himedia Laboratories, Mumbai, india) para preparar o
meio de cultura que foi mantido por 25 minutos na autoclave. Despejou-se 35,00 mL do
meio preparado em placas de petri. Ap6s esfriamento do meio a temperatura ambiente, foi

conservado em geladeira por 24h.

Preparo do inoculo bacteriano:

Os in6culos bacterianos foram preparados em 5,00 mL de solucédo salina estéril (NaCl
9%), a partir de cepas bacterianas com 18-24h de crescimento.

A turvacdo das solucbes foi ajustada na escala de turbidez 0,5 Mc Farland (10°
CFU/mL), realizada diluicdo 1:100 (aproximadamente 10° CFU/mL).

Realizacdo do ensaio bioldgico:



Antes de iniciar os procedimentos tomou-se o cuidado de desinfetar a capela com alcool
etilico 70%. Em seguida, foram ligadas as lampadas de UV que foram mantidas por 15
minutos. As placas fechadas e a salina foram retiradas da geladeira cerca de vinte minutos
antes de serem usadas, para que ocorresse 0 equilibrio em temperatura ambiente a fim de
minimizar a agua de condensacao. As células bacterianas foram inoculadas em Tryptic Soy
Agar, utilizando a técnica Spread-plate, ou seja, cerca de 1mL de inoculo bacteriano foi
disseminada em toda superficie de placa de Petri contendo Agar Mueller Hinton (MHA-
Himedia Laboratories, Mumbai, india), com auxilio de swab. Em seguida foram incubadas
em condicdo aerobica a 37°C por 24h. As placas foram deixadas entre abertas a
temperatura ambiente para que fossem absorvidos pelo Agar. Apdés 10 minutos, foram
confeccionados pocgos equidistantes de 5 mm na superficie de Agar e 100uL da solucéo a
ser testada (5mg mL™) foram inoculados nos mesmos. As placas foram invertidas e
incubadas em condicao aerébica a 35,5 °C por 24 h e o halo de inibicdo avaliado apés este
periodo.

Figura 35 Procedimento ensaio bioldgico (halo de inibicéo).

Interpretando os resultados:

Apés o periodo de incubacgdo foi realizado a leitura das placas, sendo observado a
formacgdo de halo de inibicdo onde n&o houve o crescimento de colénias de bactérias. Os
halos foram medidos em milimetros com auxilio de régua. O ensaio microbiolégico foi

realizado em duplicata.




Figura 36 Medida do halo de inibic&o.

5.6.2. Macrodiluicdo em caldo (Concentragéo inibitéria minima)

A determinacdo de CIM foi realizada conforme descrito pelo National Committee for
Clinical Laboratory Standards (NCCLS). Utilizou-se a técnica de macrodiluicdo em caldo e

foram avaliadas diferentes concentracgées.

Preparo do meio nutriente:

A concentracgdo inibitéria minima (CIM) dos compostos selecionados foi determinada pelo
método de diluicdo em caldo Mueller Hinton, seguindo as especificacdes do fabricante.

Foram pipetados 3,00 mL do meio de cultura em tubos de ensaio. Esses foram mantidos

na auto-clave por 25 minutos para esterilizacao.

Realizacdo do ensaio:

Apo6s a desinfeccéo do local de trabalho com alcool etilico e aplicagdo de radiacdo ndo
ionizante de luz UV, foram preparadas suspensdes bacterianas ajustadas para turbidez de
0,5 McFarland com solucao salina estéril (0,85% NaCl). Foram pipetados 100 pL de solucéo
bacteriana em tubos de ensaio contendo caldo nutriente (Mueller Hinton Broth), previamente
esterilizados. Diferentes concentracées do composto (2, 4, 8, 16, 32, 64, 125, 256 e 512
pg\mL) em etanol foram pipetados nos tubos de ensaio contendo solugbes bacterianas e
meio nutriente. Também foram preparados o controle positivo e negativo. No primeiro foram
pipetados 100uL de inoculo ao meio de cultura. Ja no segundo controle foi pipetado apenas
a solugédo contendo o composto a ser testado. Todos os tubos foram encubados a 35,5°C
por 24h (NCCL, M7-A).

Leitura do experimento:

Os tubos foram deixados a temperatura ambiente e analisados, comparando os tubos do
experimento com os controles. O efeito do composto foi observado perante a ndo turbidez
do meio, indicando o ndo crescimento do microorganismo. O ensaio foi realizado em

duplicata.



/ Método das Diluigbes sucessivas \
crescente de agente

Figura 37 Método dilui¢cbes sucessivas.

5.6.3 Determinagédo da concentracdo minima bactericida

Realizacdo do ensaio:

Foram plagueadas com auxilio de swab em placa de Petri contendo meio nutriente, 0,1
mL de solugdo (duas diluicbes acima do CIM e duas diluicbes abaixo do CIM) sendo
incubada em 35,5 8°C por 24 h.

Leitura do experimento:

A concentragdo bactericida de cada substancia quimica, para cada estirpe bacteriana, foi

considerada como a menor concentracdo da droga que resultou no nao crescimento

-

bacteriano.

Figura 38 Procedimento determinacédo da concentragcdo minima bactericida.



O efeito do composto foi considerado bactericida quando ndo ocorreu crescimento
bacteriano e bacteriostatico quando a substancia apenas apresentou o efeito de inibir o

crescimento em macrodiluicdo em caldo.



6. CONCLUSAO

Na primeira etapa do projeto foram obtidos os compostos 15 a-c, 16 a-c, 17 a-c, 20 a-c e
21 a-c com rendimentos significativos (47,0 — 87,3 % - Tabela 9). As sinteses foram
realizadas pelo método de aminacao redutiva direta, utilizando metanol anidro e NaBH, para
reduzir as iminas formadas. Os compostos foram purificados por cromatografia em camada
delgada ou recristalizacdo. Todos os compostos foram caracterizados pela andlise dos
espectros no IV, RMN de *H e de **C.

Os compostos foram avaliados quanto a atividade bioldgica utilizando a técnica de halo
de inibicdo contra S. aureus, S. epidermidis, E. coli, P. aeruginosa. Os compostos (15 a-c,
16b, 17b, 20b e 21b) apresentaram melhores resultados no teste de halo de inibicdo
(Tabela 2), sendo selecionados para realizagédo de ensaio de concentracao inibitéria minima
(CIM) e concentracdo bactericida minima (CBM). Nao foi observada mudanca significativa
nos resultados dos testes microbiolégicos frente aos substituintes metoxi e nitro.

Os resultados do teste de Kirby-Bauer (Tabela 2) evidenciaram que os derivados da
octilamina apresentam maiores halos de inibi¢éo frente as quatro bactérias testadas.

Os resultados também sugerem que a presenca da cadeia alquila € um fator importante
para a atividade bioldgica, ja que todos os compostos possuindo a cadeia octila inibiram o
crescimento bacteriana. Acredita-se que esteja relacionado ao aumento da lipofilia destes,
aumentando o poder de absorcéo do composto sintetizado na célula bacteriana.

Na segunda parte do trabalho foram sintetizados compostos derivados do metronidazol,
substancia de amplo espectro de atividade. Os compostos foram obtidos a partir de
substituicdo nucleofilica do mesilato de metronidazol, com diferentes aminoalcodis e
octilamina. A sintese utilizando irradiagdo de microondas foi mais eficiente na obtencéo dos
COmpostos, uma vez que propiciou reacdo com tempos reacionais menores e mais limpa, o
gue facilitou a purificacéo.

Os derivados metronidazélicos foram submetidos ao ensaio de halo de inibicdo e apenas
0 composto 24b, foi efetivo para as bactérias testadas. Assim, como na primeira parte do
trabalho, observou-se o composto derivado da octilamina apresentou melhor resultado nos
testes biologicos. Confirmando a importancia da cadeia alquila (Tabela 2). Mais estudos séo
necessarios para avaliar qual o tamanho ideal da cadeia alquila e como estes compostos
inibem o crescimento bacteriano.

O composto 27 c, foi obtido a partir da oxidagdo do metronidazol a acido (25, 58% de

rendimento) utilizando K,CrO4/H,SO,;, em seguida o cloreto de acido foi sintetizado



empregando-se SOCIl, e através deste o éster foi obtido (26, 46 % rendimento) que foi
submetido a reacdo de substituicdo para obtencéo dos compostos almejados.

Nos ultimos anos, estudos in silicio vem sendo usados para a predicdo de propriedades
importantes para o desenvolvimento de novos farmacos. Essas técnicas computacionais
permitem um ganho econémico e ganho de tempo, j4 que podem permitir uma triagem das
moléculas planejadas e a redu¢do do numero de testes biolégicos.

Os resultados dos testes “in silicio”, obtidos pelo software Osiris Property Explorer
evidenciaram que a maioria dos compostos demonstram caracteristicas como candidatos a
futuros protétipos, uma vez que apresentam baixos riscos de irritabilidade, Tumorogénico,
mutagénico e reprodutivo. Apenas as substancias 20c e 21c apresentaram risco irritante
alto.

As substancias foram avaliadas quanto a biodisponibilidade oral empregando-se o
programa  Molinspiration online  property calculation toolkit, disponivel em

http://www.molinspiration.com e verificou-se que respeitam a “regra” dos cinco de

Lipinski.
O desenvolvimento deste trabalho propiciou desenvolvimento do conhecimento tedrico e
pratico em sintese organica, caracterizacdo utilizando técnicas espectrométricas e

realizacao de ensaios microbiol6gicos.
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