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Palco da Vida

“Vocé pode ter defeitos, viver ansioso e ficar irritado algumas vezes, mas ndo se esqueca de
que sua vida é a maior empresa do mundo. E vocé pode evitar que ela va a faléncia.

Ha muitas pessoas que precisam, admiram e torcem por vocé. Gostaria que vocé sempre se
lembrasse de que ser feliz ndo é ter um céu sem tempestade, caminhos sem acidentes,
trabalhos sem fadigas, relacionamentos sem desilusdes.

Ser feliz é encontrar forca no perdéo, esperanca nas batalhas, seguranca no palco do medo,
amor nos desencontros.

Ser feliz ndo é apenas valorizar o sorriso, mas refletir sobre a tristeza. Nao € apenas
comemorar o sucesso, mas aprender licdes nos fracassos. N&o é apenas ter jubilo nos
aplausos, mas encontrar alegria no anonimato.

Ser feliz é reconhecer que vale a pena viver, apesar de todos os desafios, incompreensées e
periodos de crise.

Ser feliz é deixar de ser vitima dos problemas e se tornar um autor da propria histéria. E
atravessar desertos fora de si, mas ser capaz de encontrar um oasis no recéndito da sua
alma.

Ser feliz é n&o ter medo dos préprios sentimentos. E saber falar de si mesmo. E ter coragem
para ouvir um “ndo”. E ter seguranca para receber uma critica, mesmo que injusta.

Ser feliz é deixar viver a crianca livre, alegre e simples, que mora dentro de cada um de nés.
E ter maturidade para falar “eu errei”. E ter ousadia para dizer “me perdoe”. E ter
sensibilidade para expressar “eu preciso de vocé”. E ter capacidade de dizer “eu te amo”. E
ter humildade da receptividade.

Desejo que a vida se torne um canteiro de oportunidades para vocé ser feliz... E, quando
vocé errar o caminho, recomece, pois assim vocé descobrira que ser feliz ndo é ter uma vida
perfeita, mas usar as lagrimas para irrigar a tolerancia.

Usar as perdas para refinar a paciéncia.
Usar as falhas para lapidar o prazer.
Usar os obstaculos para abrir as janelas da inteligéncia.

Jamais desista de si mesmo.
Jamais desista das pessoas gque vocé ama.
Jamais desista de ser feliz, pois a vida é um espetaculo imperdivel, ainda que se apresentem
dezenas de fatores a demonstrarem o contrario.

Pedras no caminho? Guardo todas... Um dia vou construir um castelo!”

Fernando Pessoa



RESUMO

O presente trabalho explorou, num primeiro momento, a sintese de novas
antraquinonas e tetraidropirimidinas, potenciais agentes imunossupressores. Em um segundo
capitulo foi realizado a sintese de N-acilidrazonas derivadas de aminoécidos, com potencial
atividade antituberculose.

A primeira parte do capitulo 1 consistiu na sintese e avaliagdo imunossupressora de
derivados da 1,4-diaminoantraquinona e 1,4-diidroxiantraquinona. Para tal foram sintetizados
10 substancias, sendo 9 inéditas, a saber: 2 derivados da 1,4-diaminoantraquinona e 7
derivados da 1,4-diidroxiantraquinona em rendimentos moderados a satisfatérios (31-90%).
As substancias 12, 13, 15, 16, 19 e 22-26 foram submetidas a avaliacéo in vitro de inibicdo de
producdo de NO no Laboratorio de Imunologia da UFJF. Os resultados mostraram que a
diamina 12 apresentou melhor atividade imunossupressora conseguindo inibir 92,6% da
producédo de NO. As substancias 13 e 22 foram avaliadas no modelo de encefalomielite auto-
imune experimental (EAE), no qual foi observado melhora nos sinais clinicos da doenca nos
camundongos tratados com estas substancias.

A segunda parte do capitulo 1 consistiu na sintese e avaliacdo imunossupressora de 5
derivados tetraidropirimidinicos inéditos, que foram obtidos por reacdo de etionamida com
diaminas N-alquiladas. Os resultados do teste de inibicdo de producdo de NO das substancias
3la, 31d e 3le ndo foram significativos devido a citotoxicidade apresentada nos testes de
viabilidade celular.

Como parte do estagio de doutorando realizado em Farmanguinhos/Fiocruz, o capitulo
2 deste trabalho consistiu na sintese e avaliacdo antituberculosa de novas N-acilidrazonas
(48a-q) derivadas de aminoéacidos, obtidas em rendimentos moderados a satisfatorios (25-
84%). Estas substancias foram testadas quanto a sua atividade antibacteriana frente ao M.
tuberculosis no IPEC-FioCruz-RJ. Os resultados da avaliagdo mostraram a importancia dos
grupos 5-nitrofuranila e Cbhz para a atividade, sendo o derivado da fenilalanina 48c o mais
ativo com CIM de 12,5 pg/mL.

Palavras-chave: antraquinona, tetraidropirimidina, N-acilidrazona, imunossupressor, 6xido

nitrico, esclerose multipla, tuberculose, Mycobacterium tuberculosis.



ABSTRACT

The present work explored, in a first part, the synthesis of novel anthraquinones and
tetrahydropirimidines, potential imunossupressive agents. In a second chapter was realized a
synthesis of the N-acylhidrazones amino acids derivatives.

The first part of chapter 1 consisted of synthesis and imunosupressive evaluation of
the 1,4-diamineanthraquinone and 1,4-dihydroxyanthraquinone derivatives. For this, ten
substances were synthesized; two derivatives of 1,4-diamineanthraquinone and 7 derivatives
of 1,4-dihydroxyanthraquinone, in moderate to satisfactory yields (31-90%). Substances 12,
13, 15, 16, 19 and 22-26 were submitted to in vitro evaluation of inhibition of NO production
in the Laboratory of Immunology from UFJF. The results showed that diamine 12 had better
imunosupressive activity, being able to inhibit 92.6% of NO production. Substances 13 and
22 were evaluated under the model of experimental autoimmune encephalomyelitis (EAE), in
which was observed improvement in clinical signs of the mice disease that were treated with
these substances.

The second part of chapter 1 consisted of the synthesis and immunosuppressive
evaluation of 5 tetrahydropirimidines that were unpublished, they were obtained by reaction
of ethionamide with N-alkyl diamines. The test results of inhibition of NO production of
substances 31a, 31d and 31e were not significant due to cytotoxicity presented in cell
viability tests.

As part of the doctor stage held in Farmanguinhos/Fiocruz, chapter 2 of this work
consisted of the synthesis and antituberculous evaluation of new N-acylhydrazones (48a-q),
amino acid derivatives, obtained in moderate to satisfactory vyields (25-84%). These
substances were tested for antibacterial activity against M. tuberculosis in IPEC-Fiocruz/RJ.
The evaluation results showed the importance of the 5- nitrofuranyl and Cbz for the activity,

and the phenylalanine derivative 48c is the most active with MIC of 12.5 mg / mL.

Keywords: anthraquinone, tetrahydropyrimidine, N-acylhydrazone, immunosuppressive,

nitric oxide, multiple sclerosis, tuberculosis, Mycobacterium tuberculosis.
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PREFACIO

Esta tese esta dividida em 5 capitulos. O capitulo 1 descreve a sintese de derivados
antraquindnicos e derivados tetraidropirimidinicos com avaliacdo imunossupressora. O
Capitulo 2 descreve a sintese de novas N-acilidrazonas derivadas de aminoécidos com
avaliacdo antituberculose. Em cada um destes 2 capitulos, estdo apresentados os resultados e
discussOes, testes bioldgicos e conclusées. No capitulo 3 tem-se a parte experimental, o

capitulo 4 foi destinado aos espectros e o capitulo 5 se refere as referéncias bibliograficas.



Capitulo 1. Sintese e avaliacdo imunossupressora de derivados

antraquindnicos e tetraidropirimidinicos




Capitulo 1. Sint. e aval. imunossupressora de derivados antraquindnicos e tetraidropirimidinicos 17

1.1. INTRODUCAO

O sistema imunoldgico é constituido por uma intrincada rede de érgdos, células e
moléculas, e tem por finalidade manter a homeostase do organismo, combatendo as agressdes
em geral (CRUVINEL et al, 2010). A resposta imune tem papel fundamental na defesa contra
agentes infecciosos e se constitui no principal impedimento para a ocorréncia de infeccGes
disseminadas, habitualmente associadas com alto indice de mortalidade. E também conhecido
o fato de que, para a quase totalidade das doencas infecciosas, 0 numero de individuos
expostos a infeccdo é bem superior ao dos que apresentam doenca, indicando que a maioria
das pessoas tem condicdes de destruir esses microrganismos e impedir a progressdo da
infeccdlo (MACHADO, ARAUJO e CARVALHO, 2004). Sendo assim, o sistema imune
sadio deve manter o balanco entre a capacidade de responder a agentes infecciosos e de
sustentar a auto-tolerancia (CRUVINEL et al, 2008). O conhecimento dos principais
mecanismos de defesa permite a compreensdo da resposta imune do organismo contra varias
patologias. A resposta imune é também muito importante nos mecanismos de rejeicdo de
orgdos e tecidos (IZAR, 2005).

A funcdo imunoldgica tem sido conceitualmente dividida em imunidade celular e
imunidade humoral. A imunidade inata ou celular é o primeiro mecanismo de defesa do
organismo contra microrganismos intracelulares obrigatdrios, como 0s virus e algumas
bactérias, ou seja, representa uma resposta rapida e estereotipada a um numero grande, mas
limitado, de estimulos (MEDZHITOV e JANEWAY, 2000). E mediada principalmente por
linfécitos T, conjuntamente com outras células como mondcitos e macrofagos, no controle ou
eliminacdo de patdgenos, ndo se altera qualitativa ou quantitativamente ap0s o contato, logo é
um tipo de reconhecimento inespecifico. A imunidade adaptativa ou humoral ocorre por
reconhecimento especifico de substancias estranhas (antigenos), é o principal mecanismo de
defesa contra patdgenos extracelulares e suas toxinas secretadas, sendo mediada por
moléculas secretadas pelos linfocitos B, que estdo localizadas no plasma ou no soro. Essas
moléculas sdo chamadas de anticorpos ou imunoglobulinas, e sdo importantes no
reconhecimento especifico e na eliminagcdo de varios tipos de antigenos (FERREIRA e
TEIXEIRA, 2005).

A primeira defesa do organismo a um dano tecidual é a resposta inflamatéria, um
processo bioldgico complexo que envolve componentes vasculares, celulares e uma

diversidade de substancias soluveis, além de apresentar como sinais clinicos caracteristicos
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rubor, calor, edema, dor e prejuizo funcional. A finalidade desse processo é remover o
estimulo indutor da resposta e iniciar a recuperacao tecidual local (ABBAS e LICHTMAN,
2003). Durante a inflamacdo, alguns sistemas bioquimicos sdo ativados, auxiliando no
estabelecimento, evolucdo e resolucdo do processo. Em geral, o sucesso na remocdo do
estimulo desencadeador leva ao término da resposta aguda e reparo tecidual completo.

A resposta inflamatoria é, em geral, benéfica ao organismo, resultando na eliminagao
de microrganismos por fagocitose, diluicdo ou neutralizacdo de substancias irritantes ou
toxicas pelo extravasamento local de fluidos ricos em proteinas, e limitacdo da lesdo inicial
pela deposicdo de fibrina. Em algumas situacOes, entretanto, pode ter consequéncias
indesejaveis, como, por exemplo, nas reacGes alérgicas e nas doencgas autoimunes. As reacdes
inflamatdrias exacerbadas, mediadas pelo sistema imune, denominadas reacdes de
hipersensibilidade, sdo classificadas de acordo com 0 mecanismo desencadeador (Tabela 1.1).
As reacOes de hipersensibilidade dos tipos I, 11 e 11l sdo mediadas por anticorpos, enquanto o
tipo 1V é mediado por células T e macréfagos (BATKHUU et al, 2002) (células de grandes

dimens@es do tecido conjuntivo, ricos em lisossomos, que fagocitam elementos estranhos ao

corpo).
Tabela 1.1. Classificagio das rea¢des de hipersensibilidade segundo Gell e Coombs
Tipo Nome Alternativo Doencas Associadas Mediadores
I Hipersensibilidade imediata -Atopia Imunoglobulina
-Anafilaxia E (IgE)
-Asma
I Hipersensibilidade -Anemia hemolitica auto- Imunoglobulina
mediada por imune G (IgG) ou M
anticorpos -Sindrome de Goodpasture (lgM) e
-Eritroblastose fetal complementos
I Hipersensibilidade -Doenca do soro Imunoglobulina
mediada por -Reacéo de Arthus G (IgG) e
imunocomplexos -Nefrite lapica complementos
AV Hipersensibilidade -Rejeicéo de transplante Células T,
tardia -Dermatite de contato macrofagos,
-Tuberculose histiocitos

A reacdo de hipersensibilidade tardia (RHT), ou tipo IV, é uma forma de imunidade
celular na qual a célula efetora final € o fagocito mononuclear (macréfago) ativado. Esse tipo

de imunidade celular é parte do mecanismo de defesa primario contra bactérias intracelulares.
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Se o0 antigeno ndo for um microrganismo, as RHT produzirdo leséo tecidual sem proporcionar
uma funcgéo protetora (hipersensibilidade) (ABBAS e LICHTMAN, 2003). In vitro, a acao
anti-inflamatoria pode ser avaliada através da capacidade do composto em inibir a ativacao de
macrofagos sendo caracterizada atraves da producéo de o0xido nitrico (NO), enquanto a reacéo
de hipersensibilidade tardia a ovoalbumina é um modelo muito utilizado para avaliagdo in
vivo do efeito imunossupressor de determinados compostos (FERREIRA et al, 1995; WANG,
2007).

1.1.1. Funcéo Bioldgica do Oxido Nitrico (NO)

As ceélulas fagociticas, dentre elas mondcitos e macréfagos, apos interiorizarem um
microorganismo sintetizam vérios produtos capazes de inibir seu crescimento ou leva-lo a
morte. Entre os produtos gerados, estdo os intermediarios de oxigénio (superdxido, perdxido
de hidrogénio, radicais hidroxila) e nitrogénio (6xido nitrico, nitrito e nitrato). A producédo de
NO por macrdfagos é considerada como principal mecanismo microbicida contra varios
patégenos (DENIS et al, 2006).

O Oxido nitrico, um radical livre altamente téxico e reativo (BECKMAN e
KOPPENOL, 1996), participa do metabolismo oxidativo dos macréfagos sendo importante na
resposta inflamatoria. Este mediador estd envolvido na patogénese e no controle de doencas
infecciosas e de tumores, nos processos autoimunes e de doencas degenerativas. E um
excelente mensageiro intercelular, devido a sua alta permeabilidade em membranas. Em
contato com receptores da membrana celular ele desencadeia uma série de sinais
intracelulares que promove modificacdes na célula. Desta forma, faz parte da primeira linha
de defesa do organismo, ja que penetra nas celulas sem auxilio de intermediarios
membranosos (FILHO e ZILBERSTEIN, 2000). NO é sintetizado por ac¢do da enzima 6xido
nitrico sintase (NOS), a partir do aminoacido L-arginina, gerando citrulina e NO, necessitando
da presenca de dois co-fatores, o0 oxigénio e o fosfato de dinucleotideo adenina nicotinamida
(NADPH) (BOGDAN et al, 2000). O NO pode induzir reagdes toxicas contra outros tecidos
do hospedeiro, no caso de doencgas autoimunes e situacOes de sobrecarga exageradas do
organismo (ROTHE e KOLB, 1999), por exemplo, na asma, atuando como toxina conforme a
concentracdo e o tecido em questdo, desempenhando um papel pré-inflamatério (BARNES e

LIEW, 1995). Esta molécula também pode atuar como anti-inflamatério ou agente
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imunossupressor através de seus efeitos inibitorios ou apoptéticos em células
(MACIEJEWSKI et al, 1995; LI e BILLAR, 2000).

O NO controla uma variedade de organismos intracelulares como Leishmania
(INIESTA et al, 2001), Plasmodium (CHIWAKATA et al, 2000), Tripanosoma (SAEFTEL
et al, 2001), infecgbes virais (REISS e KOMATSU, 1998) e fangicas (LIRK et al, 2002),
porém o papel do NO em infecgBes bacterianas ndo esté totalmente definido. Os mecanismos
potenciais incluem efeito microbicida direto através da reacdo do 6xido nitrico com grupos do
ferro ou tiolato formando um complexo que inativa as enzimas fundamentais na respiracdo
mitocondrial ou na replicacdo do DNA. O éxido nitrico tem também a capacidade de reagir
com superdxidos formando oxidantes reativos capazes de danificar as células alvo
(TRIPATHI et al, 2007; NATHAN e SHILOH, 2000).

Dentre as varias funcbes descritas para 0 NO podemos citar efeitos antiviral,
antimicrobiano, imunoestimulador (pré-inflamatdrio) e imunossupressivo (anti-inflamatorio),
além de acBes citotdxicas e citostaticas que promovem a destruicdo de microrganismos. A
citotoxicidade do NO resulta da sua acdo direta ou da sua reacdo com outros compostos
liberados durante o processo inflamatério (BOGDAN, 1997).

1.1.2. Farmacos Imunossupressores

O crescimento dos conhecimentos de imunologia clinica tem revelado a fisiopatologia
de doencas causadas por exacerbacdo da resposta imune e por imunodeficiéncias em diversas
areas da medicina. Os farmacos utilizados para regulacdo do sistema imunoldgico sdo
denominados imunomoduladores, estes podem ser de uso topico e/ou sistémico, sao utilizados
no tratamento de doencas causadas por hipersensibilidades ou imunodeficiéncias. Sé&o
divididos em dois grupos bésicos: o dos imunoestimuladores, que conduzem ao aumento da
imunidade inata e adaptativa, e 0 dos imunossupressores, que diminuem a atividade do
sistema imune (LIMA, 2007).

Os imunossupressores sdo utilizados para tratamento em processos alérgicos, em
varias doengas auto-imunes (lUpus eritematoso, artrite reumatdide e psoriase) e em
transplantes de 6rgdos. Tais farmacos inibem a producdo de interleucina-2, inibem a expresséo
dos genes das citocinas e atuam através de mecanismos citotoxicos, inibindo a sintese de
purinas ou pirimidinas (RANG, DALE e RITTER, 2001). Podem tambem induzir a tolerancia,

através da deplecéo de linfdcitos, desviando o trafego destas células ou bloqueando suas vias
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de sinalizagdo de linfocitos T (GUIMARAES et al, 1996). Entretanto, essas terapias requerem
tratamentos de longo prazo e supressao inespecifica de todo o sistema imunitério, expondo 0s
doentes a riscos consideraveis de infeccbes e cancro.

A Ciclosporina A (Figura 1.1) comecou a ser utilizada clinicamente na Inglaterra como
farmaco regulador da resposta imune, em meados de 1976, seu excelente efeito
imunossupressor em pacientes transplantados de 6rgdo solidos, mudou a historia dos
transplantes no mundo. Seu uso foi um marco na histéria dos transplantes de 6rgaos e, desde
entdo, a medicina sofreu um grande avango nesta area (MIES et al, 2005). Mais tarde, em
1983, sua formula original foi liberada para uso em transplantes pela FDA (Food and Drug
Administration). Sua nefrotoxicidade, como efeito colateral, € um fator limitante para seu uso.
Desde entdo, uma série de novos farmacos imunossupressores foram desenvolvidos,
estudados e liberados para uso clinico (CURVELLO NETO et al, 2000).
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Figura 1.1. Estrutura da Ciclosporina A.
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Os principais farmacos utilizados como imunossupressores sao (Figura 1.1 e Figura
1.2):
- Ciclosporina A (CsA): é um decapeptideo fungico originado do Tolypocladium inflatum
gams. Seu mecanismo de acdo consiste em inibir a ativacdo de linfocitos T, pela interacédo
com uma imunofilina citoplasmatica especifica: a ciclofilina. E utilizado em pacientes
submetidos a transplante pulmonar, cardiaco, renal, hepatico e pancreéatico (GARCIA et al,

2004). Apresenta nefrotoxicidade relacionada a dosagem administrada.

- Tacrolimus (FK-506): é um antibiético macrolideo isolado da cultura de um microrganismo
denominado Streptomyces tsukubaensis, com mecanismo de agéo virtualmente idéntico ao da
ciclosporina (VELLA e SAYEGH, 1997). E utilizado para sobrevivéncia de pacientes que
fizeram transplantes de figado, rim, coracdo, pulméo, pancreas e intestino. Também € usado
para tratar doencas como a psoriase, uveite, resisténcia a corticosterdide, sindrome nefrotica,
pioderma gangrenoso recalcitrantes, diabetes do tipo 1, hepatite auto-imune cronica ativa,
enteropatia auto-imune pediatrica, doenca de Crohn e dermatite atOpica. Apresenta

nefrototoxicidade e neurotoxicidade como reacdes adversas (LETKO et al, 1999).

- Micofenolato de mofetila (MMF): é um pré-farmaco derivado do acido micofendico, este é
um antibidtico originado do Penicillium stoloniferum. Bloqueia a biossintese de nucleotideos
purinicos pela inibicdo da enzima inosina monofosfato desidrogenase. Previne a proliferacdo
de células T, linfocitos e a formacdo de anticorpos pelas células B. Pode inibir também o
recrutamento de leucdcitos a regides de inflamag&o. E um imunossupressor ndo-nefrotoxico e
ndo-aterogénico. Os principais efeitos colaterais do MMF sédo a anemia, leucopenia e
distarbios gastrointestinais (vomitos, diarreias e colicas abdominais), que determinam em

10% a 20% dos casos de suspensdo do tratamento.

- Sirolimus ou Rapamicina: também € um antibiotico macrolideo do fungo Streptomyces
higroscopicus encontrado na ilha Rapa Nui. Penetra livremente nas células, unindo-se a
mesma imunofilina do tacrolimus (FKBP12), formando um complexo farmaco-proteina que
reduz a sintese de proteinas, bloqueando a proliferacéo e diferenciacao celular (OLIVEIRA et
al, 2009). Utilizado principalmente em pacientes pos-transplante renal. O sirolimus ndo é
nefrotoxico e pode determinar reagdes colaterais como dose-dependentes, plaquetopenia,
anemia, leucopenia e hiperlipidemia (LASMAR e LASMAR, 2003).
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- Azatioprina: é um derivado purinico que age inibindo a sintese do DNA. E utilizado no
tratamento de doencas inflamatorias intestinais, leucemia linféide aguda (LLA), esclerose
maultipla e na imunossupressdo pos-transplante. Em razdo do seu efeito anti-inflamatério,
também tem sido utilizada em pacientes com doencas auto-imunes, como lupus, vasculites,
alteracOes dermatoldgicas e artrite reumatoide. Possui efeito citotdxico ocasionando depressao

da medula 6ssea, leucopenia e lesdes hepéaticas (NETO et al, 2008).
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Figura 1.2. Farmacos imunossupressores.
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1.1.3. Mitoxantrona (MTX)

Mitoxantrona é um antibidtico pertencente ao grupo das antracenodionas e possui
estrutura semelhante a das antraciclinas (Figura 1.3). E comercializada com o nome de
Novantrone® na forma de cloridrato de mitoxantrona. MTX é um agente antineoplésico usado
clinicamente sozinho ou em combinagdo com outros quimioterapicos para o tratamento de
uma variedade de tipos de cancer, particularmente carcinoma de pulmao, leucemia, melanoma
e linfoma, doenca de Hodgkin e cancer de mama (ALIABADI, TABARZADI e ZARGHI,
2004). O uso prolongado de agentes antitumorais leva as vezes ao aparecimento de
populacbes de células multiresistentes a estes agentes, sendo esse efeito uma das principais
falhas da terapia antitumoral.
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Figura 1.3. Estruturas quimicas da mitoxantrona e daunorubicina (tipo de antraciclina).

Muitos esforcos tém sido direcionados para o desenvolvimento de novos agentes
citotoxicos com a capacidade de superar esta resisténcia a multiplos farmacos (STEFANSKA,
B. et al, 2005). A MTX pertence a um grupo de medicamentos chamados de antibidticos
citotoxicos, ou seja, seu efeito citotoxico tem acdo contra células multiresistentes e é usada
inclusive em casos de metastase de mama e préstata (KALIKS, GUERRA e GIGLIO, 2010).
Seu mecanismo de acdo ainda ndo foi completamente elucidado, mas sabe-se que interage
com o DNA através de intercalacdo. Este mecanismo tem a finalidade de acomodar o ligante
(MTX). Com a penetracdo deste, 0 DNA deve passar por uma mudanca conformacional que
implica num aumento da separagéo vertical entre 0s pares de bases criando uma cavidade para
a entrada do farmaco. A dupla hélice &, assim, parcialmente desenrolada, o que leva a
distorcdes da cadeia de acUcar-fosfato e as mudancas no angulo de torcao entre pares de bases
sucessivos, logo o agente intercalante (MTX) se insere entre os pares de bases adjacentes
perpendicularmente ao eixo da hélice e sem perturbar o padrdo geral de empilhamento.
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(Figura 1.4) (AVENDANO e MENENDEZ, 2008). Deste modo, a intercalagdo interfere nas
fungdes normais do DNA, interferindo na sintese de proteinas e inibindo as topoisomerases 2,
que sdo responsaveis por manter a integridade do DNA, ou seja, fazem sua transcrigéo,
reparacao e replicacao (SILVA, FERREEIRA e SOUZA, 2003).
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Figura 1.4. Deformacdo do DNA pela mitoxantrona (agente intercalante).

A mitoxantrona também é um potente agente imunossupressor visando a proliferacdo
imunologica, seu mecanismo de acédo envolve a inibicdo de replicacdo de celulas T, células B
e macrofagos (GBADAMOSI et al, 2003). MTX foi um dos primeiros farmacos
imunossupressores a serem aprovados nos Estados Unidos da América e na Europa, para o
tratamento da leucemia aguda e de vérias formas de esclerose multipla (NEUHAUS,
KIESEIER e HARTUNG, 2006).

1.1.4. Mitoxantrona no tratamento da Esclerose Multipla
Esclerose Mdltipla (EM) é uma doenca crénica, inflamatoria e desmielinizante (danos
a mielina). EM afeta mais de 1 milhdo de pessoas em todo o mundo, sua etiologia €

desconhecida e dados estatiticos mostram que ocorre predominantemente nos paises
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ocidentais mais frios (NEUHAUS, KIESEIER e HARTUNG, 2006). Os sintomas mais
comuns da EM sdo fraqueza muscular, parestesias (alteragdes da sensibilidade), deficiéncias
visuais, incoordenacdo motora e incontinéncia urinaria sdo alguns dos sintomas dos surtos,
que podem ocorrer isoladamente e duram no minimo 24 horas. E mais comum em mulheres,
sendo que as primeiras manifestacOes clinicas ocorrem frequentemente na idade adulta (dos
20-40 anos) (SILVA, PAULA e FERREIRA, 2008). Padroes clinicos de EM foram
estabelecidas por consenso internacional (LUBLIN et al., 1996). Aproximadamente 85% dos
pacientes inicialmente tratados, podem ter uma ou mais recaidas, seguido por uma
recuperacdo completa ou incompleta. Esta fase clinica padrdo é denominada Esclerose
Mudltipla Recorrente-Remitente (EMRR), em que ha surtos (sintomas neuroldgicos), que
podem deixar seqielas ou ndo, seguidos por remissao (intervalo). Apés 10 anos, 50% dos
pacientes tratados podem passar para Esclerose Multipla Secundaria Progressiva (EMSP), em
que 0s pacientes ja apresentam incapacidade fisica progressiva, ou seja, esta fase é
caracterizada pela piora gradual das deficiéncias, com ou sem recaidas (NEUHAUS,
KIESEIER e HARTUNG, 2006). Aproximadamente 10% dos pacientes apresentam um tipo
clinico que é progressivo, ou seja, aumenta gradativamente desde o inicio das manifestacdes,
sem melhora. Este padrdo clinico é denominado Esclerose Multipla Primaria Progressiva
(EMPP).

O sistema imunoldgico desempenha um papel central na patogénese de EM devido a
grande variedade de anormalidades imunes. Cada individuo tem no Sistema Nervoso Central
(SNC) células T antigeno-autoreativas, em individuos geneticamente propensos a
susceptibilidade a EM, por uma quebra de tolerancia, com base em mecanismos ainda nao
identificados. A ativacdo dessas células T ocorre na periferia, provavelmente por mimetismo
molecular. Isso permite que as células T auto-reativas migrem através da barreira hemato-
encefalica e invadam o cérebro e a medula espinhal. Reativado dentro do SNC, essas células
T liberam citocinas Thl pro-inflamatorias e comeca a destruicdo da bainha de mielina por
varios tipos de células imunes, tais como os linfocitos B e macrdfagos que secretam mais
mediadores citotdxicos (Figura 1.5). A bainha de mielina é rica em lipideos, e € a membrana
que recobre o axénio - parte do neurdnio responsavel pela conducéo rapida e energeticamente
eficiente dos impulsos elétricos para o cérebro. Uma vez afetada prejudica a condugédo de
sinais nos nervos afetados, causando prejuizos na sensacdo, movimento, cognicdo e outras
funcbes dependendo dos nervos envolvidos (HEMMER, ARCHELOS e HARTUNG, 2002).
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Figura 1.5. Bainha de mielina sendo atacada nas placas por células T

(http://bancadadirecta.blogspot.com/2010/02/0-misterio-da-substancia-branca-pois-e.html).

Até meados dos anos 90, os corticosterdides eram 0s Unicos farmacos
comprovadamente eficazes na reducdo de ataques agudos de EM, enquanto o tratamento
medicamentoso eficaz, a longo prazo, ndo era eficiente. O tratamento terapéutico em EM é
baseado em trés principios:

i) tratamento de recidivas usando corticosteroides;
i) tratamento a longo prazo empregando imunossupressores;

iii) tratamento sintomatico.

Para o tratamento de EM, os imunossupressores agem suprimindo a inflamacdo ativa,
gerada pelas células T, com o objetivo de prevenir a danificacdio da mielina e

consequentemente do axonal e, assim, prevenindo a incapacidade de suas funcdes. Durante
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anos, foram utilizados imunossupressores inibidores de componentes cruciais do sistema
imunolégico como, por exemplo, ciclofosfamida (Figura 1.6). Nesses casos, 0s potenciais
efeitos benéficos em EM foram limitados devido a efeitos adversos sistémicos, como o

aumento do risco de cancer ou infeccgéo.

Ciclofosfamida

Figura 1.6. Imunossupressor utilizado no tratamento de EM.

Estudos pré-clinicos iniciados na década de 80 mostraram que MTX foi eficaz em
Encefalomielite Auto-imune Experimental (EAE), que consiste num modelo animal
experimental para doenca desmielinizante SNC. Neste modelo, os sinais patoldgicos sao
similares a EM, incluindo focos perivasculares e periventriculares de inflamacdo e
desmielinizacdo. A desmielinizagdo subpial subjacente as infiltragbes meningeas também
ocorre, 0 que também é um sinal de encefalomielite aguda disseminada (WATSON et al,
1991; LEVINE e SALTZMAN, 1986). No estudo foi observado efeito dose-dependente de
inibicdo em determinada avalia¢do clinica de histopatologia em ratos EAE (RIDGE et al,
1985). Curiosamente, MTX foi 10-20 vezes mais eficaz do que ciclofosfamida em suprimir o
desenvolvimento da EAE. Além disso, em um modelo de transferéncia adotiva, células T
tratadas com MTX ndo eram mais capazes de induzir a doenca, indicando um efeito inibitdrio
da MTX sobre células T (LEVINE e SALTZMAN, 1986). Neste modelo de desmielinizagéo,
foi observado que MTX inibiu macrofagos responsaveis por decomposi¢do da mielina e
exerceu um efeito supressor sobre anticorpos especificos e inespecificos de producdo
(WATSON et al, 1991).

Em estudos clinicos foram observados uma reducdo significativa de novas lesdes e
uma diminuicdo da carga da doenca. Com isso, MTX foi aprovada em varios paises para o
tratamento de EMRR e EMSP. Para pacientes EMPP, ainda ndo ha provas suficientes da

eficécia clinica de MTX.
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Um dos grandes problemas com MTX ¢é seu efeito cardiotoxico, como o tratamento
para EM é prolongado, é aconselhavel que este ndo exceda 3 anos. Estudos realizados de
necropsias humanas indicaram grande concentracdo de MTX primeiramente no figado,
seguidos de tiredide e coracdo, isso explica parcialmente seu efeito cardiotoxico (STEWART
et al, 1986).

Os pacientes tratados com MTX devem ser monitorados constantemente com exames
cardiologicos e hemograma, devido aos riscos de alteracdes cardiacas e problemas no figado
(NEUHAUS, KIESEIER e HARTUNG, 2006). Além desses efeitos adversos, podem
apresentar outros, que incluem infertilidade em homens e mulheres, alopecia reversivel,

nauseas, vomitos, dores de cabeca e dismenorreia (STUVE et al, 2004).

1.1.5. Analogos da Mitoxantrona

Devido a importancia da MTX no tratamento de neoplasias, doengas auto-imunes e
esclerose multipla, diversos grupos de pesquisas tém buscado sintetizar andlogos da MTX que
possam apresentar efeitos clinicos e imunoldgicos mais eficazes e com menor efeito
cardiotoxico.

Em 1985, Krapcho e colaboradores desenvolveram uma antracenodiona analoga a
mitoxantrona denominada pitoxantrona (PIX) ou BBR2778, a qual possui um atomo de
nitrogénio no ndcleo aromatico e auséncia de dois grupos hidroxila (acredita-se que estes
sejam responsaveis pelo carater cardiotdxico de MTX), como resultado da substituicdo do
anel 5,8-diidroxifenila da MTX por uma anel piridina (Figura 1.7). A investigacdo sobre 0s
efeitos tdxicos aos tecidos cardiacos foi detalhada, sendo o produto desenvolvido um
substituto para MTX com atividade antitumoral comparavel & mesma. Estudos antitumorais e
de EAE mostraram que o efeito citotoxico de P1X foi definitivamente menor do que de MTX.
Os ensaios clinicos de fase | e Il mostraram que PIX tem apresentado eficacia similar a MTX
como imunossupressor, em diversos tipos de neoplasias e em alguns tipos de EM, mas ainda
estdo sendo realizados estudos mais aprofundados de seus efeitos a longo prazo
(GONSETTE, 2004).
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Figura 1.7. Analogo a MTX com menor cardiotoxicidade.

Alguns grupos de pesquisa tém buscado sintetizar compostos analogos a MTX com

cadeias mais lipofilicas, a fim de facilitar a penetragdo celular como, por exemplo, 0s

compostos 1 e 2 (Figura 1.8). Nestes compostos foram realizados testes in vitro de atividade

citotoxica sobre linhagens de células de carcinoma de mama (MCF-7) e adenocarcinoma

epitelial cervical. Os resultados, apresentados na Tabela 1.2, mostraram que as substancias 1 e

2 foram apresentaram melhor atividade inibitériaar que MTX contra as células tumorais

testadas. Acredita-se que esse bom resultado pode ser atribuido a lipofilicidade dos

substituintes que teria facilitado a afinidade pela membrana celular (KUMAR et al, 2011).

OH

OH

)

1:R= CH2C6H5
2:R= (CHZ)Z_COZH

NHR

OH

Figura 1.8. Estruturas de anélogos lipofilicos da MTX.
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Tabela 1.2. Atividade citotdxica das substancias 1 e 2 em células HeLa (linhagem de adenocarcinoma
cervical) e de células MCF-7 (linhagem de carcinoma de mama).

Composto Clso (nM) HeLa | Clsy (nM) de MCF-7
Mitoxantrona 59,36 101,16
1 73,70 105,78
2 79,51 115,20

Ha um continuo interesse e busca por novos compostos bioativos que contenham o
ndcleo antraquinbnico, pois representam um alvo atraente na busca de novos agentes
anticancerigenos, devido ao seu papel no controle da proliferacdo celular (HUANG et al,
2003). Alguns trabalhos descritos na literatura relatam, através de calculos de modelagem
computacional que posteriormente foram confirmados por dados experimentais, que
amidoantraquinonas podem se ligar e intercalar ao DNA (HUANG et al, 2004). Huang e
colaboradores sintetizaram vérias diamidoantraquinonas que foram avaliadas in vitro quanto
as suas acdes antitumorais. O composto 3 se refere a uma dessas diamidas que apresentou
Clsp = 1,01 uM em células de hepatoma humano, enquanto MTX apresentou Clso = 2,00 uM
neste mesmo teste (Figura 1.9).

(0]
o o HN/\/ \/\OH o HN \/\H/\(

H
P © HNWhN/\/NJ\
3 H
0

H
Mitoxantrona
Clgp = 2,00 uM Clgp =1,01 uM

Figura 1.9. Mitoxantrona e diamida-antraquinona 3, ambas com os resultados do teste in vitro

contra células de hepatoma humano.

Estudos de modelagem molecular indicaram que o aumento da cadeia lateral presente
em uma série de analogos da mitoxantrona e pixantrona (Figura 1.10), permitiram uma maior
flexibilidade no acesso a residuos de DNA e também ocasionaram uma melhor estabilidade na
formacéo de adutos com 0 DNA (MANSOUR et al, 2010).
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Figura 1.10. Analogos a mitoxantrona e pixantrona com aumento do espacador da cadeia

lateral.

1.1.6. Substancia com atividade em outras doencas autoimunes

A doenca de Parkinson (DP) ou Mal de Parkinson, é uma doenca autoimune,
degenerativa, cronica e progressiva, que acomete em geral pessoas idosas. Ela ocorre pela
perda de neurénios do SNC em uma regido conhecida como substancia negra (ou nigra). Os
neurdnios dessa regido sintetizam o neurotransmissor dopamina, cuja diminuicdo nessa area
provoca sintomas principalmente motores. Entretanto, também podem ocorrer outros
sintomas, como depressdo, alteragdes do sono, diminui¢do da memoria e distdrbios do sistema
nervoso autdbnomo. Os principais sintomas motores se manifestam por tremor, rigidez
muscular, diminuicdo da velocidade dos movimentos e distdrbios do equilibrio e da marcha.

Embora a DP caracteriza-se pela deficiéncia de dopamina nas vias nigro-estritais do
cérebro, logo o tratamento ndo pode ser feito por administracdo de dopamina, pois esta ndo
consegue penetrar a barreira hemato-encefalica. No entanto, o tratamento se faz com L-dopa
ou levodopa que ultrapassa a barreira hemato-encefalica e € rapidamente descarboxilada por
enzimas a dopamina (Figura 1.11), logo a levodopa é um dos principais farmaco utilizados no
tratamento da DP. Com isso o déficit de dopamina é assim corrigido, mas de forma
inespecifica, pois toda a area é inundada e ndo apenas as sinapses deficientes. Sendo assim, tal

administracdo melhora o quadro clinico, mas ndo cura a doenca (VERNIER et al, 2004).
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Figura 1.11. Farmaco utilizado no tratamento da Doenca de Parkinson.

A MPTP (1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetraidropiridina) € uma neurotoxina que provoca
sintomas permanentes da doenca de Parkinson, destruindo neurénios dopaminérgicos (Figura
1.11). Esta substancia tem sido usada para induzir animais a doenca de Parkinson para estudos
(EIDELBERG et al, 1986). Esse tipo de modelo animal de DP, por sua vez, possui como
caracteristica provocar a perda neuronal de maneira abrupta (PETROSKE et al, 2001).

MPTP

Figura 1.12. Neurotoxina utilizada para induzir doenga de Parkinson em animais.

O CDD-0102 é uma tetraidropirimidina (Figura 1.12) que esta em estudos pré-clinicos
por estimular receptores muscarinicos em cérebros de ratos melhorando suas funcbes de
memoria, logo, estudos estdo sendo realizados a fim de verificar sua acdo em processos

inflamatdrios e desordens neurodegenerativas, como por exemplo DP.
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Figura 1.13. Tetraidropirimidina em teste clinicos contra doencas neurodegenerativas, como

por exemplo DP.
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1.2. OBJETIVOS E JUSTIFICATIVAS

1.2.1. Objetivo Geral

Tendo em vista a alarmante situacdo global de doencas relacionadas ao sistema
imunoldgico, bem como as reacBes adversas inerentes ao tratamento, faz-se necessario o
desenvolvimento de novos farmacos que proporcionem uma melhoria na qualidade de vida do
paciente, estimulando sua resposta imune e reduzindo os efeitos cardiotoxicos (HUANG et al,
2004). Com este intuito, o objetivo deste trabalho foi desenvolver substancias capazes de
inibir a producdo de NO e/ou que apresentem resultados promissores no modelo de

encefalomielite auto-imune experimental (EAE).

1.2.2. Objetivos Especificos
1.2.2.1. Obtencé&o dos derivados antraquindnicos

Os derivados antraquindnicos foram planejados estruturalmente tendo em vista a
potente acdo antitumoral e imunossupressora da mitoxantrona. Com isso, elegeu-se o nucleo
antraquinbénico como ponto de partida deste trabalho. Optou-se por utilizar o ndcleo
antraquinénico sem as hidroxilas com o intuito de diminuir a citotoxicidade. E sabido que
compostos lipofilicos conseguem uma melhor penetracdo pela membrana hemato-encefélica,
sendo assim, optou-se por inserir cadeias alifaticas lipofilicas, de maneira a permitir que se
avaliassem as distintas contribuicdes das mesmas para as atividades investigadas (Esquema
1.1).
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Responsavel pela

Retirar ) )
Trocar por cadeias mais

lipofilicas

Mitoxantrona (MTX)

O R

R= cadeias lipofilicas

Esquema 1.1. Planejamento estrutural dos derivados antraquindnicos.
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1.2.2.2. Obtencéo dos derivados tetraidropirimidinicos

Os derivados tetraidropirimidinicos foram planejados estruturalmente tendo em vista a
acao de CDD-0102 em doencas neurodegenerativas. Sendo assim, foi proposta uma mudanca
estrutural de CDD-0102, no qual optou-se por manter a subunidade farmacoférica
tetraidropirimidina e o ndcleo heteroaromatico, porém optou-se por trocar o nucleo oxadiazol
por anel piridinico com o intuito de se obter um prot6tipo com perfil de atividade em doencas
auto-imunes. A cadeia lateral (etila) foi mantida. Para aumentar a lipofilicidade do composto,

decidiu-se introduzir uma cadeia alquilica no grupamento amino (Esquema 1.2).

Subunidade
farmacoforica
tetraidropirimidina

HN/\N m (\
k Inserir grupo mais
: lipofilico ~~N
PR \
o/ \N | AN
N/ \/
CDD-0102

Esquema 1.2. Planejamento estrutural dos derivados tetraidropirimidinicos.
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1.3. RESULTADOS E DISCUSSOES

1.3.1. Sintese de derivados antraquindnicos com cadeias longas

Neste trabalho optou-se por utilizar antraquinonas sem as duas hidroxilas nas posic¢des
5 e 8 pois, como ja mencionado, trabalhos na literatura reportam que este grupamento, nestas
posicOes, seria responsavel pelo efeito cardiotdxico da mitoxantrona (Figura 1.10)
(GONSETTE, 2004). O interesse em inserir cadeias longas se faz com o intuito de tornar a
molécula mais lipofilica, visando facilitar a penetracdo do composto pela membrana celular.

Com isso, o trabalho foi iniciado com reacgdes de alquilacdo da 1,4-diaminoantraquinona 11.

0 NH,
OH 0 HNV\ /\/OH 0o NH,
N
H
Mitoxantrona (MTX) 1,4-diaminoantraquinona
11

Figura 1.14. Mitoxantrona com as hidroxilas das posi¢des 5 e 8 destacadas em comparagédo

com 1,4-diaminoantraquinona.

1.3.1.1. Tentativas de N-alquilagédo de 1,4-diaminoantraquinona

Iniciou-se o trabalho fazendo a N-alquilagcdo da 1,4-diaminoantraquinona 11 com
cloreto de dodecila, utilizando-se trietilamina como base e dimetilformamida como solvente
(Esquema 1.3.). Esta reacdo foi mantida sob agitacdo magnética a temperatura de 80°C
durante 24 horas. Ap6s esse periodo, através de cromatografia em camada fina (CCF), ndo foi
observada formacdo de produto, logo a temperatura foi aumentada gradualmente ate 140 °C,

durante 2 dias, novamente ndo houve formacéo de produto.



Capitulo 1. Sint. e aval. imunossupressora de derivados antraquindnicos e tetraidropirimidinicos 39

o) NH, 0 NHCH,(CH,);,CHs
CICH,(CHgyy2Hs, EtN
DMF,Z40C, 48h
0 NH, 0 NHCH,(CH,)1,CHs
11 "

Esquema 1.3. Tentativa de alquilacdo de 1,4-diaminoantraquinona.

Varias outras tentativas foram feitas utilizando bases mais fortes que a trietilamina,
porém nenhuma delas levou a formacdo do produto desejado. As bases utilizadas estdo

listadas na Tabela 1.3.

Tabela 1.3. Bases utilizadas nas tentativas
de obtencéo do composto 12.

Tentativas Bases
28 NaH
32 NaNH;
43 t-ButOK

Devido as tentativas de N-alquilagdo com cloreto de dodecila ndo ter levado ao
produto desejado, decidiu-se utilizar mesilato de dodecila, pois é sabido que o grupamento

mesila é um melhor grupo abandonador que o cloro. (Esquema 1.4).

0 NH, 0 NHCH,(CH,);oCHj
MsOCH,(8U,);oCHs, NaH
DME/1%Q°C,48 h
o} NH, o} NHCH,(CH,);oCHj

Esquema 1.4. Tentativa de obtencdo do composto 12 com mesilato de dodecila.
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Huang e colaboradores descrevem a sintese de varias amidas a partir de 11 utilizando
N,N-dietilacetamida como solvente (HUANG et al, 2004). Devido a disponibilidade em nosso
laboratdrio da N,N-dimetilacetamida (DMA), resolvemos mudar o solvente para DMA. Nestas
condi¢des também ndo houve formacdo do composto 12. Nossa ultima tentativa foi trocar o
mesilato de dodecila por iodeto de dodecila, utilizando-se hidreto de sédio como base e
dimetilacetamida como solvente (Esquema 1.5). Esta condi¢cdo também ndo conduziu a

formacéo do produto desejado.

) NH, 0] NHCH,(CH;)10CH3

ICH,(CHyo2Hs, NaH
DMA/A28°C, 24 h

) NH, 0] NHCH,(CH;)10CH3
11 12

Esquema 1.5. Tentativa de sintese do composto 12 utilizando iodeto de dodecila.

Diante dos resultados negativos nas tentativas de alquilagdo da amina, optamos por
sintetizar amidas com cadeia longa, haja vista que trabalhos na literatura reportam que
derivados antraquinénicos contendo grupamento amido demonstraram citotoxicidade em

algumas linhagens de células tumorais (HUANG et al, 2004).

1.3.1.2. Sintese de N-[4-(dodecanoilamino)-9,10-dioxo-9,10-diidro-1-
antracenil)dodecanamida 13

A reacdo para sintese do composto 13 foi realizada a partir da prévia preparacdo do
cloreto de dodecanoila, obtido por reacdo do &cido dodecandico com cloreto de tionila,
empregando-se como solvente diclorometano e dimetilformamida catalitico, em rendimento
quantitativo. A 1,4-diaminoantraquinona foi solubilizada em dimetilacetamida, e a essa
solugdo adicionou-se cloreto de dodecanoila e piridina; a temperatura inicial foi de 0 °C e
depois mantida a temperatura ambiente. A reacdo permaneceu sob agitacdo magnetica por
aproximadamente 24 horas (Esquema 1.6). A diamida 13 foi purificada por cromatografia em

coluna fornecendo um sdlido vermelho com rendimento de 83%. Sua caracterizagdo foi
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realizada através da analise de seu espectro de infravermelho, RMN de ‘H, de **C e DEPT
135.

0 NH, 0 NHCO(CH,);4CHj
CH3(CH,)1oCOCI, pi _
DMA, 0°C - ta
(6] NH, 0 NHCO(CH,)1oCHs
1 13(83%)

Esquema 1.6. Sintese da diamida 13.

No espectro na regido do infravermelho do composto 13 (Figura 1.15) verificou-se a
presenca de duas bandas de absor¢do intensas referentes a deformacédo axial C-H alifatico em
2918 e 2848 cm™; uma banda em 1695 cm™ & deformacdo axial de C=O do anel

antraquindnico e uma banda em 1635 cm™ referente & deformagéo axial de C=0 de amida.
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Figura 1.15. Espectro de infravermelho do composto 13 (KBr).

Através da analise do espectro de RMN de 'H de 13 (Figura 1.16) foi possivel
verificar sinais na regido proxima ao TMS referentes aos hidrogénios das duas cadeias
alifaticas. O tripleto em & 2,54 ppm foi atribuido aos 4 hidrogénios de CH,CONH, o dupleto
duplo em & 7,82 ppm atribuido aos hidrogénios H-5 e H-8, outro dupleto duplo em & 8,28
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ppm atribuido aos hidrogénios H-9 e H-10 e um singleto em 6 9,17 ppm correspondente aos
hidrogénios H-6 e H-7.

No espectro de RMN de **C de 13 (Figura 1.17), pode-se observar a presenca de sinais
entre 0 14.1 ppm e 6 39,1 ppm correspondentes aos carbonos da cadeia alifatica. O sinal em 6
186,9 ppm foi atribuido ao carbono carbonilico do anel antraquinénico e outro sinal em o
173,2 ppm corresponde ao carbono carbonilico de amida. Também foi realizado um DEPT
135 (Figura 1.18), onde se observa 0s sinais correspondentes aos carbono de CH da porcéo
aromatica: o sinal em & 127,0 ppm foi atribuido aos carbonos C-2 e C-3, o sinal em 6 129,1
ppm refere-se aos carbonos C-5 e C-8 e os demais sinais correspondem aos carbonos néo
hidrogenados dos anéis aromaticos.
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Figura 1.16. Espectro de RMN de *H do composto 13 (CDCls, 300 MHz)
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Figura 1.17. Espectro de RMN de **C do composto 13 (CDCls, 75 MHz)
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Figura 1.18. Espectro de DEPT 135 do composto 13 (CDCls3, 75 MHz)



Capitulo 1. Sint. e aval. imunossupressora de derivados antraquindnicos e tetraidropirimidinicos 44

A diamida 13 foi enviada para teste in vitro de inibicdo de NO, no entanto, por ser
muito apolar, esta apresentou alguns problemas de solubilidade nos solventes usualmente
utilizados nestes testes. Com isso, comecamos a utilizar a 1,4-diidroxiantranquinona por ser
mais polar que 1,4 diaminoantraquinona. Logo, para fins de compara¢do com a diamida 13,

optamos por sintetizar um diéster utilizando a mesma condic&o de obtencéo de 13.

1.3.1.3. Sintese de laurato de 4-(dodecanoiloxi)-9,10-dioxo-9,10-diidro-1-antracenila 15
A sintese do composto 15 foi realizada pelo tratamento da 1,4-diidroxiantraquinona 14
com cloreto de dodecanoila em dimetilacetamida e piridina com a temperatura variando de 0
°C a temperatura ambiente. A reacdo permaneceu sob agitacdo magnética por 24 horas
(Esquema 1.7). Tal metodologia permitiu a obtencdo do diéster 15 como um sélido amarelo
claro (PF: 78-81°C) em 90% de rendimento. Sua caracterizacdo foi realizada através da

analise de seu espectro de infravermelho, RMN de *H e de *C.

0 OH 0 OCO(CH,);oCHs

CH3(CH2)10COCI, pl
DMA, 0°C - ta

o] OH 0 OCO(CHy);oCH3
14 15 (90%)

Esquema 1.7. Obtencdo do diéster 15.

No espectro vibracional na regido do infravermelho da substancia 15 (Figura 1.19)
verificou-se a presenca de duas bandas de absorcao intensas referentes a deformacéo axial C-
H alifatico em 2916 e 2848 cm™; uma banda de absorcéo intensa em 1678 cm™ referente a de
deformacéo axial de C=0 do anel antraquinénico e uma banda de absor¢édo intensa em 1774

cm’ referente & deformacéo axial de C=0 de éster.
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Figura 1.19. Espectro de infravermelho da substancia 15 (KBr).

No espectro de RMN de *H da substancia 15 (Figura 1.20) observou-se sinais em
regido proxima ao TMS, um tripleto em & 0,88 ppm referente aos hidrogénios de metila da
porcdo alifatica, sinais entre o 1,25 a 2,57 ppm correspondentes aos hidrogénios metilénicos e
um tripleto em 6 2,79 ppm atribuido ao grupo metilénico ligado a carbonila de éster. Na
regido de maior desblindagem, observou-se um simpleto em & 7,41 ppm referente aos
hidrogénios H-2 e H-3 ¢ dois dupletos duplos em & 7,74 e 8,16 ppm atribuidos aos
hidrogénios H-5 e H-8 e H-6 e H-7.

No espectro de RMN de *3C da substancia 15 (Figura 1.21) observou-se sinais entre &
14,3 e 34,6 ppm correspondentes aos carbonos alifaticos. Os sinais entre 6 126,4 ¢ 148,4 ppm
foram atribuidos aos carbonos aromadticos. Os sinais em o 172,4 e 181,8 ppm foram atribuidos

as carbonilas de éster e de cetona, respectivamente.
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Figura 1.20. Espectro de RMN de *H da substancia 15 (CDCls, 300 MHz).
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Figura 1.21. Espectro de RMN de *3C da substancia 15 (CDCls, 75 MHz).
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1.3.1.4. Sintese de 1,4-bis(dodeciloxi)antra-9,10-quinona 16

Tendo em vista a importancia de cadeias lipofilicas na atividade de derivados
antraquindnicos, decidiu-se sintetizar um éter com 0 mesmo numero de carbonos na porcao
alquilica que o éster 15. A sintese do diéter 16 foi realizada a partir da prévia preparacao do
iodeto de dodecila, o qual foi obtido em 90% de rendimento pela reacdo de 1-dodecanol com
iodo molecular, imidazol e trifenilfosfina, empregando tolueno como solvente. Feito isso, a
1,4-diidroxiantraquinona 14 foi solubilizada em dimetilacetamida e a solugdo adicionou-se
terc-butdxido de potassio. Essa mistura foi mantida sob agitacdo magnética durante 1 hora a
temperatura ambiente para a formagdo do ion alcoxido in situ, que foi observada pela
alteracéo da coloragcdo marrom tijolo para preto (MAMMAT et al, 2009). Logo, adicionou-se
0 iodeto de dodecila e a reacdo foi mantida sob agitacdo magnética a temperatura de 60 °C
durante 48 horas (Esquema 1.8). A reacdo culminou na formacdo de 3 compostos, sendo
formados os derivados mono e di-alquilados (majoritéario), além de um terceiro produto de
eliminacdo, o dodeceno. Para a purificacdo utilizou-se coluna cromatogréafica que permitiu a
obtencdo do diéter 16 como um solido amarelo (PF: 69-71°C) em 68% de rendimento, que foi

caracterizado através da analise de seus espectros no infravermelho e de RMN de *H e de **C.

0 OH o] OCH,(CH,)19CH3
-ButOK., DMA
60°C, 48 h
OH 0 OCHy(CH3)19CH3
14 16 (68%)

Esquema 1.8. Sintese da substancia 16

No espectro vibracional na regido do infravermelho da substancia 16 (Figura 1.22)
verificou-se a presenca de duas bandas de absorcdo intensas referentes a deformacdo axial C-
H alifatico em 2918 e 2848 cm™; uma banda de absorc&o intensa em 1674 cm™ referente &
deformacéo axial de C=0 do anel antraquinénico e uma banda de absorcéo intensa em 1242

cm referente & de deformacéo axial de C-O-C de éter.
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Figura 1.22. Espectro de infravermelho da substancia 16 (KBr).

No espectro de RMN de *H do composto 16 (Figura 1.23) observou-se sinais em
regido proxima ao TMS: um tripleto centrado em & 0,87 ppm referente aos hidrogénios
metilénicos da porgdo alifatica, sinais entre 6 1,27 a 1,95 ppm correspondentes aos
hidrogénios metilénicos e um tripleto a 6 4,10 ppm atribuido ao grupo CH,O. Na regido de
maior desblindagem, observou-se um simpleto em 6 7,30 ppm referente aos hidrogénios H-2 e
H-3 e dois dupletos duplos em & 7,71 e 8,18 ppm atribuidos aos hidrogénios H-5 e H-8/H-6 e
H-7.

No espectro de RMN de *C do composto 16 (Figura 1.24) observou-se sinais entre &
14,3 e 32,9 ppm correspondentes aos carbonos alifaticos, um sinal em & 70,6 ppm
correspondente ao carbono do grupo CH,O. Os sinais entre & 122,4 e 148,4 ppm foram
atribuidos aos carbonos aromadticos. O sinal em 6 154,1 ppm foi atribuido ao carbono
aromatico ligado diretamente ao oxigénio de éter e o sinal em & 183,5 ppm corresponde ao

carbono carbonilico.
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Figura 1.23. Espectro de RMN de *H da substancia 16 (CDCls, 300 MHz)
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1.3.1.5. Sintese de 1,4-bis(dodecilamino)antra-9,10-quinona 12

Para completar a série de derivados antraquindnicos planejada, contendo cadeia
alifatica com 12 atomos de carbono e variando o grupo funcional, resolveu-se tentar novas
metodologias para a N-alquilacdo de 11. Na tentativa de se obter a diamina 12, optou-se pela
utilizacdo de radiagdo de micro-ondas como fonte de energia. Com este intuito, foi utilizado
um forno de micro-ondas doméstico adaptado para sintese (Figura 1.25). As adaptacGes
realizadas no aparelho foram feitas pelo nosso grupo de pesquisa e baseadas em trabalhos
descritos na literatura (PECORARO, DAVOLOS e JAFELICCI, 1997).

Figura 1.25. Aparelho de forno de micro-ondas doméstico adaptado para sintese.

A sintese do composto 6 foi realizada pelo tratamento da 1,4-diaminoantraquinona 5
com o iodeto de dodecila em dimetilacetamida e presenca de terc-butéxido de potéassio.
Foram realizados 4 pulsos, de 15 minutos cada (Esquema 1.9). A substituicdo do aquecimento
convencional pelo aquecimento por micro-ondas levou a formag&o dos respectivos derivados
mono- e di-alquilados (majoritario). Para a purificagdo utilizou-se coluna cromatogréafica que
permitiu a obtencdo da diamina 6 como um sélido azul com 52% de rendimento. Sua
caracterizacéo foi realizada através da analise de seu espectro de infravermelho, RMN de 'H e
de °C.
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(0] NH, O
ICH,(CH,);0CH3
t-ButOK,
DMA, MO
(0] NH,
11 12 (52 %)

NHCHy(CH,)1,CHj

Esquema 1.9. N-alquilacao de 11.

No espectro vibracional da regido do infravermelho da substancia 12 (Figura 1.26)

verificou-se a presenca de uma banda referente & deformacgéo axial de N-H em 3201 cm™;

uma banda em 3065 cm™ foi atribuida & de deformacéo axial de C-H aromatico; duas bandas

de absorcdo intensa foram atribuidas & deformacéo axial C-H alifatico em 2914 e 2851 cm™;

uma banda de média absorcéo em 1637 cm™ foi atribuida & deformacéo axial de C=0O do anel

antraquindnico.
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Figura 1.26. Espectro de infravermelho de 12 (KBr).

No espectro de RMN de *H de 12 (Figura 1.27) observou-se, na regido préxima ao

TMS, um tripleto em 6 0,86 ppm referente aos dois grupos metila, além dos sinais entre &
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0,88 a 1,80 ppm correspondentes aos hidrogénios metilénicos da porcdo alifatica. O sinal
largo centrado em & 3,40 ppm foi atribuido aos 4 hidrogénios do grupo metilénico CH;N. O
simpleto em 6 7,20 ppm e dois dupletos duplos em & 8,34 e & 7,67 ppm correspondem aos 6
hidrogénios aromaticos do anel antraquindnico.

No espectro de RMN de *3C de 12 (Figura 1.28) observou-se sinais entre & 14,3 ¢ 32,1
ppm correspondentes aos carbonos alifaticos e um sinal em & 70,6 ppm correspondente ao
carbono de CH);NH. O sinal em 6 146,4 ppm foi atribuido ao carbono aromatico ligado
diretamente ao atomo de nitrogénio. O sinal em 6 182,4 ppm corresponde ao carbono

carbonilico. Os sinais entre 6 109,8 e 134,9 ppm foram atribuidos aos demais carbonos

aromaticos.
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Figura 1.27. Espectro de RMN de *H da substancia 12 (CDCls, 300 MHz).
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Figura 1.28. Espectro de RMN de *H da substaancia 12 (CDCls, 300 MHz).

1.3.2. Sintese de derivados antraquindnicos com cadeias curtas

Devido as dificuldades encontradas nas reacGes supracitadas com a 1,4-
diaminoantraquinona, optamos por utilizar nesta parte do trabalho apenas a 1,4-
diidroxiantraquinona. Objetivamos ainda nesse estudo a obtencdo de analogos de MTX, pela
introducdo de uma cadeia carbOnica alifatica contendo elementos eletronegativos como
nitrogénio, oxigénio e halogénios.

Iniciamos esta parte com uma reagdo na qual utilizou-se epicloroidrina como agente
alquilante (Esquema 1.10). Posteriormente seriam usados nucleofilos como aminas, diaminas
e/ou amino-alcoois para abertura desse intermediario epoxido. Para esta reacdo, utilizamos a
mesma condicdo proposta para a obtencdo do diéter 16, sendo a 1,4-diidroxiantraquinona 14
solubilizada em dimetilacetamida e & solugdo adicionou-se terc-butdxido de potéssio. Esta
solucgéo foi mantida sob agitacdo magnética durante 1 hora para a formacao do ion alcoxido in
situ, que foi observada pela alteracdo da coloracdo marrom tijolo para preto (MAMAT et al,
2009). Ap6s 1 hora foi adicionado a epicloroidrina. A reacdo foi mantida sob agitacdo
magnética a temperatura de 60°C durante 48 horas. Por CCF observou-se consumo da
antraquinona, mas houve formacdo de uma mistura complexa. Diante da dificuldade de

purificacdo, optamos por utilizar outro agente alquilante.
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o) OH o o) 0 o N
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o) OH 0 O% o) OMH

14 17 18

(o} OH

Esquema 1.10. Tentativa de sintese com epicloroidrina.

Com o intuito de manter o mesmo tamanho do espacador e, devido a disponibilidade
em laboratdério, optamos por utilizar o 1-bromo-3-cloro-propano, a fim de se obter um produto
antraquindnico clorado 19, com o intuito de servir como intermediario para posterior reacdo
de substituicdo nucleofilica do atomo de cloro por aminas, diaminas e/ou aminoalcoois. Para
esta reacdo, utilizou-se a mesma condicdo reacional que a utilizada para reacdo com
epicloroidrina. Sendo assim, a 1,4-diidroxiantraquinona 14 foi solubilizada em
dimetilacetamida e a solucdo adicionou-se terc-butoxido de potassio, apés 1 hora, foi
adicionado o 1-bromo-3-cloro-propano (Esquema 1.11). A reacdo foi mantida sob agitacdo
magnética a temperatura de 60°C durante 48 horas. Por meio do monitoramento por CCF
constatou-se que houve formacdo de varios subprodutos, logo foi feita uma coluna
cromatografica. Por analise das fracdes retiradas da coluna, constatou-se que houve formacao
de 19, porém este ndo foi o produto majoritario e ndo foi possivel obté-lo puro. Outro
subproduto formado foi um produto de eliminacdo da cadeia alquilica, sendo formado
portanto, o dialceno. O produto majoritario foi isolado, através da analise dos espectros de
massa e RMN de H e *C constatou-se que este composto é 1-(3-bromopropoxi)-4-(3-

cloropropoxi)antra-9,10-quinona 20.

o OCH,CH,CH,CI OCH,CH,CH,Br
Br(CHy);Cl,
__t-BUOK DMA MA
T 80°C,48hs
o} OCH,CH,CH,CI OCH,CH,CH,ClI
14 19 20 (30%)

Esquema 1.11. Tentativa de sintese de 19.
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No espectro de massa do composto 20 (Figura 1.29) tem-se um pico em 437 m/z
referente ao ion molecular (M+H) e um pico em 439,0 m/z referente & abundancia isotopica

do 4tomo de bromo.

Intens.— +MS, 1.3-1.8min (#76-#128)
X105 -
15-
. 439.0
10= 437.0
0.5~ 441.0
Z|423.1 425.1 4272 4291 431.1 433.1 | | | 443.2 4472 4494 455.2 457.0
0.0 Ly !. PP PSP P PV SRS ES T B .'!'.ll e e e e
425 430 435 440 445 450 455 miz

Figura 1.29. Espectro de massa da substancia 20.

No espectro de RMN de *H do composto 20 (Figura 1.30), foram observados dois
quintetos um em & 2,34 ppm e outro em 6 2,42 ppm que foram atribuidos aos hidrogénios de
CH,CH,CH,CI e CH,CH,CH,Br, respectivamente. Os dois tripletos em 6 3,84 ppm e & 3,97
ppm foram atribuidos aos hidrogénios de CH,Br e CH,CI, respectivamente. O multipleto em 6
4,24 ppm refere-se aos hidrogénios ligados diretamente ao oxigénio das duas cadeias (CH;0).
Os sinais em & 7,32, & 7,68 e 6 8,13 ppm foram atribuidos aos hidrogénios aromaticos.

No espectro de RMN de *3C de 20 (Figura 1.31) foram observados sinais em & 30,8 e &
42,0 ppm que foram atribuidos aos carbonos de CH,Br e CH,CI, respectivamente. Os sinais
em 6 32,4 e 6 32,5 ppm foram atribuidos aos carbonos de CH,CH,CH,CI e CH,CH,CH_Br,
respectivamente. Os sinais em 6 66,8 e 6 67,8 ppm correspondem aos carbonos da cadeia
alquilica ligados diretamente ao oxigénio, OCH,CH,CH,Cl e OCH,CH,CH,Br,
respectivamente. O sinal em & 153,8 ppm foi atribuido ao carbono aromaético ligado ao
oxigénio. O sinal em & 183,2 ppm foi atribuido ao carbono da carbonila, os demais sinais
entre 6 122,2 e & 134,4 ppm sdo atribuidos aos carbonos aromaticos.
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Figura 1.30. Espectro de RMN de *H da substancia 20 (CDCls, 300 MHz).
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Figura 1.31. Espectro de RMN de *H do composto 20 (CDCls, 300 MHz).
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Devido a formacdo de varios subprodutos inerentes a metodologia adotada, foi
necessario otimiza-la a fim de se evitar a formag&o de produtos de eliminacdo. Optou-se por
utilizar o carbonato de potassio, por ser uma base mais fraca, e a butanona como solvente
(WOO et al, 2007). A sintese da substancia 19 consistiu em solubilizar a 1,4-
diidroxiantraquinona 14 em butanona e adicionar o carbonato de potassio para a formagéo in
situ do ion alcdxido. Apos 60 minutos, foi adicionado o 1-bromo-3-cloro-propano (Esquema
1.12). Esta reacdo foi mantida em refluxo durante 24 horas. O solvente foi evaporado sob
pressdo reduzida, em seguida foi feita extracdo em diclorometano e dgua. O produto diclorado
19 foi isolado em 70% de rendimento por coluna cromatografica e sua estrutura foi

evidenciada pela analise dos seus espectros de infravermelho, RMN de H e de **C.

o) OH 0 OCH,CH,CH,CI

Br(CH2)3C|, K2C03

Butanona,refluxo

OH o) OCH,CH,CH,CI
14 19 (70%)

Esquema 1.12. Sintese da substancia 19.

No espectro vibracional na regido do infravermelho de 19 (Figura 1.32) verificou-se a
presenca de duas bandas de absorcao referentes a deformacéo axial C-H alifatico em 2935 e
2881 cm™, uma banda de absorcéo intensa em 1664 cm™ referente & deformacéo axial de C=0
do anel antraquindnico, uma banda de baixa intensidade em 3068 cm™ referente & C-H
aromético e uma banda de absorcéo intensa em 1240 cm™ referente & deformacéo axial de C-
O-C de éter. Verificou-se, também, uma banda de absorc&o de média intensidade em 648 cm™

referente a ligacdo de C-ClI.
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Figura 1.32. Espectro de infravermelho de 19 (KBr).

No espectro de RMN de *H de 19 (Figura 1.33) observou-se sinais que caracterizam a
entrada das duas cadeias alquilicas e com o mesmo halogénio terminal (cloro), tais sinais sao:
um quinteto em 6 2,35 ppm que foi atribuido aos hidrogénios metilénicos centrais da cadeia
(CH,CH,CH,Cl), um tripleto em & 3,98 ppm atribuido aos hidrogénios de CH,CI e outro
tripleto em o 4,25 ppm atribuidos aos hidrogénios de CH,O. O simpleto em & 7,33 ppm
corresponde aos hidrogénios H-2 e H-3. O dupleto duplo em & 7,70 ppm foi atribuido aos
hidrogénios H-6 e H-7 e o dupleto duplo em 6 8,14 ppm foi atribuido aos hidrogénios H-5 e
H-8.

No espectro de RMN de *C de 19 (Figura 1.34) observou-se sinais que confirmam a
entrada do grupamento alquilico, sendo um sinal em 6 32,4 ppm atribuido aos carbonos de
CH,CH,CH,CI, um sinal & 42,0 ppm referente aos carbonos ligado diretamente ao cloro
(CH2CI) e um sinal em & 66,7 ppm atribuido aos carbonos metilénicos ligados ao oxigénio
(CH20). O sinal em 6 153,8 ppm foi atribuido ao carbono aromatico ligado ao oxigénio. O
sinal em & 183,2 ppm corresponde ao carbono carbonilico, os demais sinais foram atribuidos

aos carbonos aromaticos.
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Figura 1.33. Espectro de RMN de *H de 19 (CDCls, 300 MHz).
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Figura 1.34. Espectro de RMN de **C de 19 (CDCls, 300 MHz).
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Tenda em vista nosso objetivo de sintetizar analogos lipofilicos da MTX, foi feito o
tratamento do composto 19, solubilizado em etanol, com a dodecilamina (Esquema 1.13)
(HUANG et al, 2004). Esta reacao foi mantida sob agitacdo magnética durante 48 horas em

refluxo e ndo conduziu a formacéo do produto almejado 21.

0 O(CH,)5Cl o) O(CHg)3NH(CHy)1;CH3
NHz(WMCHs:
HOK
ta - refluxo
o] O(CH,)4Cl o O(CH,)3NH(CHy)1,CH3
19 21

Esquema 1.13. Sintese do composto 21 a partir da substancia diclorada 19.

Atribui-se a ndo ocorréncia da reacdo de formacdo do composto 21 ao fato do 4&tomo
de cloro ndo ser um bom grupo abandonador, logo optou-se por fazer a troca do cloro por
iodo. Esta reacdo consistiu em solubilizar o dicloreto 19 em butanona, e a esta solucdo foi
adicionado iodeto de sodio e manteve-se a reagdo sob refluxo durante 24 horas (Esquema
1.14) (PRETZE et al, 2010). Esta metodologia levou a formacdo do diiodeto 22, que foi
isolado por coluna cromatografica com 72% de rendimento. Sua estrutura foi caracterizada

através da anélise dos seus espectros de massa, infravermelho, RMN de *H e de *3C.

o) OCH,CH,CH,CI 0 OCH,CH,CH,l

Nal, Butanona
refluxo, 24 hs

o} OCH,CH,CH,CI 0 OCH,CH,CH,|
19 22 (72%)

Esquema 1.14. Sintese do composto 22.

No espectro de massa de 22 (Figura 1.35) tem-se um pico em 598,9 m/z referente ao

ion molecular mais 23 (M+Na).
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No espectro vibracional na regido do infravermelho de 22 (Figura 1.36) verificou-se a
presenca de duas bandas de absorgéo referentes a deformacéo axial C-H alifatico em 2947 e
2870 cm™, de uma banda de absorcéo intensa em 1660 cm™ referente & deformagcdo axial de
C=0 do anel antraquindnico, de uma banda de baixa intensidade em 3068 cm™ referente &
deformacéo axial de C-H aromatico e de uma banda de absorcdo intensa em 1244 cm™
referente a deformacdo axial de C-O-C de éter. Verificou-se, também, uma banda de absorcéo

de média intensidade em 516 cm™ referente & deformacéo axial de ligacéo de C-I.

1: TOF MS ES+

100 598.9 2.27e5

o N [M+Na]"

CyH151504
MM: 575,9

%

599.9

471.0

150 200 250 300 350 400 450 500 550 600 650 700 750 800 850 900 950 1000

™ miz

Figura 1.35. Espectro de massa da substancia 22.
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Figura 1.36. Espectro de infravermelho da substancia 22 (KBr).

No espectro de RMN de *H de 22 (Figura 1.37) foi observado um tripleto em & 3,60
ppm (Figura 1.38a) correspondente aos hidrogénios metilénicos de CHyl, este sinal aparece
em regido de maior blindagem se comparado ao sinal de hidrogénios de CHCl (5 3,98 ppm)
do material de partida. Observa-se também um quinteto a 6 2,35 ppm atribuido aos
hidrogénios de CH,CH,CH,I (Figura 1.38b) e um tripleto a 6 4,15 ppm que corresponde aos
hidrogénios de CH,O. Os demais sinais em regido de menor blindagem correspondem aos
hidrogénios da por¢do aromatica.

No espectro de RMN de **C de 22 (Figura 1.39) foi observado um sinal em & 3,9 ppm
atribuido ao carbono ligado ao iodo e ndo foi observado o sinal em 6 42,0 ppm
correspondente ao carbono ligado a cloro, evidenciando, mais uma vez, a troca do cloro por
iodo nas duas por¢des alquilicas. O sinal em 6 32,9 ppm foi atribuido ao carbono central da
porcao alquilica, enquanto que o sinal em 6 69,6 ppm foi atribuido ao carbono metilénico
ligado ao oxigénio. Os demais sinais entre 6 122,2 e 6 183,0 correspondem aos hidrogénios

dos anéis aromaticos.
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Figura 1.37. Espectro de RMN de *H da substancia 22 (CDCls, 300 MHz).
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Figura 1.38. Expansdo de espectro de RMN de *H de 22: a. Quinteto centrado em & 2,35
ppm; b. Dois tripletos centrados a 6 3,60 ppm e 6 4,15 ppm.
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Figura 1.39. Espectro de RMN de **C da substancia 22 (CDCls, 75 MHz).

Dando continuidade ao trabalho, com o intuito de obter analogos lipofilicos da MTX e
agora, com material de partida que possui um melhor grupo abandonador, foi feito o
tratamento de 22, previamente solubilizado em etanol, com dodecilamina (Esquema 1.15)
(HUANG et al, 2004). Esta reacdo foi mantida em agitacdo magnética e refluxo durante 48
horas. A analise por cromatografia em camada fina nos mostrou que houve formacédo de 5
compostos. Foi feita uma coluna cromatogréafica a fim de se isolar e caracterizar estes
compostos. Observou-se que ocorria a decomposicdo dos compostos formados durante a
purificagdo. Outras tentativas foram feitas utilizando aminas secundérias e amino-alcoois e o

mesmo comportamento foi observado durante a purificagéo.

0 O(CH,)3l 0 O(CH2)sNH(CH3)11CH3
NH(CH,);1CHz
EtOH =
refluxo
o) O(CH,)! O O(CH,)3NH(CH,)1:CH3
22 21

Esquema 1.15. Sintese de 21 a partir do diiodeto 22.
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Enquanto essas tentativas de sintetizar derivados antraquindnicos com cadeias longas
eram realizadas, os compostos 19 e 22 foram enviados para teste biologico de avaliacdo de
inibicdo de NO. Resultados preliminares se mostraram promissores para estes compostos
halogenados. Diante destes resultados, decidiu-se sintetizar uma série de compostos contendo
0 mesmo espagador, porém variando o grupo funcional terminal a fim de verificarmos a
influéncia desse grupo na atividade dos compostos. Com este intuito, foi feita a reacdo para
obtencdo do composto dibrometo 23. A reacdo consistiu em solubilizar o diiodeto 22 em
butanona e adicionar o brometo de tetrabutilaménio. Esta reacdo foi mantida em refluxo sob
agitacdo magnética durante 24 horas (Esquema 1.16). O dibrometo 23 foi isolado por coluna
cromatografia como um sélido amarelo com 45% de rendimento e sua estrutura foi

caracterizada por infravermelho, RMN de *H e de C.

O OCH2CH2CH2| O OCHchchzBr

TBAB, Butanona
refluxo, 24 hs

0 OCH,CH,CH,| 0 OCH,CH,CH,Br
22 23 (50%)

Esquema 1.16. Sintese da substancia 23.

No espectro vibracional na regido do infravermelho de 23 (Figura 1.40) verificou-se a
presenca de duas bandas de absorcao referentes a deformacéo axial C-H alifatico em 2933 e
2879 cm™, de uma banda de absorco intensa em 1664 cm™ referente & deformagcdo axial de
C=0 do anel antraquindnico, de uma banda de baixa intensidade em 3066 cm™ referente &
deformacdo axial de C-H aromatico e de uma banda de absorcdo intensa em 1240 cm™
referente a deformacéo axial de C-O-C de éter. Verificou-se, também, uma banda de absorcéo

de média intensidade em 571 cm™ referente & deformacéo axial de ligacéo de C-Br.
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Figural.40. Espectro de infravermelho de 23 (KBr)

No espectro de RMN de *H de 23 (Figura 1.41) foi observado um tripleto em & 3,85
ppm correspondente aos hidrogénios metilénicos de CH,Br, os quais estdo menos blindados
se comparados aos hidrogénios de CHyI (8 3,60 ppm) devido ao efeito indutivo inerente ao
bromo ser mais eletronegativo. Observou-se também um quinteto a 6 2,44 ppm atribuido aos
hidrogénios de CH,CH,CH,Br e um tripleto a 6 4,26 ppm que corresponde aos hidrogénios de
CH,0. Os demais sinais em regido de maior frequéncia correspondem aos hidrogénios da
porcao aromatica.

No espectro de RMN de **C de 23 (Figura 1.42) verifica-se a presenca de um sinal em
6 30,9 ppm atribuido ao carbono metilénico CH,Br. Nao foi observado o sinal em 6 3,9 ppm
referente ao carbono de CHyl presente no espectro do material de partida, evidenciando assim
a troca do atomo de iodo pelo bromo. O sinal em 6 32,5 ppm foi atribuido ao carbono central
da por¢ao alquilica. O sinal em & 67,8 ppm foi atribuido ao carbono metilénico ligado ao
oxigénio. Os demais sinais entre 6 100,2 ¢ & 183,2 correspondem aos carbonos dos anéis

aromaticos.
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Figura 1.41. Espectro de RMN de *H da substancia 23 (CDCls, 400 MHz).
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Figura 1.42. Espectro de RMN de **C da substancia 23 (CDCls, 100 MHz).
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Outros produtos que nos pareceram interessantes para este trabalho, pois nos
permitiria investigar os diferentes substituintes na cadeia alquila, seriam aqueles contendo os
grupamentos azido ou amino. A obtencdo do primeiro foi feita pelo tratamento do composto
diclorado 19 com azida de sédio em dimetilformamida (Esquema 1.17) (ALVAREZ e
ALVAREZ, 1997). A reacdo foi mantida a temperatura de 100°C por 24 horas fornecendo a
diazida 24 em 73% de rendimento, que foi caracterizada através da analise dos seus espectros

de massa, infravermelho, RMN de *H e de **C.

0 OCH,CH,CH,ClI 0 OCH,CH,CH,N3

NaN; DMFE |
100°C, 24 hs

o) OCH,CH,CH,ClI o) OCH,CH,CH,N;
19 24 (73%)

Esquema 1.17. Sintese da substancia 24.

No espectro de massa de 24 (Figura 1.43) tem-se um pico em 429,1 m/z referente ao
ion molecular mais 23 (M+Na).

No espectro vibracional da regido do infravermelho de 24 (Figura 1.44) verificou-se a
presenca de duas bandas de absorcao referentes a deformacdo axial C-H alifatico em 2933 e
2885 cm™, de uma banda de baixa intensidade em 3060 cm™ referente & deformagcéo axial de
C-H aromatico e de uma banda de absorcdo intensa em 1240 cm™ referente & deformacéo
axial de C-O-C de éter. Verificou-se, também, uma banda de absorcdo intensa em 2090 cm™
referente a deformacéo axial de ligacdo de N=N=N e uma banda de absorcdo intensa em 1668

cm™ referente & deformagéo axial de C=0 do anel antraquindnico.
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Figura 1.43. Espectro de massa da substancia 24.
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Figura 1.44. Espectro de infravermelho da substancia 24 (KBr).
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No espectro de RMN de *H de 24 (Figura 1.45) foi observado um tripleto em & 3,76
ppm atribuido aos hidrogénios metilénicos CH,N3 e ndo foi observado o sinal em 6 3,98 ppm
referente aos hidrogénios de CH,CI presente no material de partida, evidenciando a troca do
atomo de cloro pelo grupamento azido. Observou-se, também, um quinteto a & 2,17 ppm que
foi atribuido aos hidrogénios de CH,CH,CH,N3 ¢ um tripleto a 6 4,20 ppm que corresponde
aos hidrogénios de CH,O. Os demais sinais em regido de maior frequéncia correspondem aos
hidrogénios da por¢do aromatica.

No espectro de RMN de 3C de 24 (Figura 1.46) verifica-se a presenca de um sinal em
0 48,3 ppm atribuido ao carbono metilénico CH;N3 e ndo foi observado o sinal em 8 66,7 ppm
referente ao carbono de CH,CI presente no material de partida, evidenciando assim a troca do
atomo de cloro pelo grupamento azido. O sinal em & 29,1 ppm foi atribuido ao carbono
central da porcéao alquilica. O sinal em 6 67,0 ppm refere-se ao carbono metilénico ligado ao
oxigénio. Os demais sinais entre 6 122,2 e 6 183,2 correspondem aos carbonos dos anéis

aromaticos.
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Espectro 1.45. Espectro de RMN de *H da substancia 24 (CDCls, 400 MHz).
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Espectro 1.46. Espectro de RMN de **C da substancia 24 (CDCls, 100 MHz).

Para a obtencdo da diamina 25 foi feita a reducdo da diazida 24 pelo tratamento com
hidrogénio gasoso em um reator Parr a pressdo de 7,0 atm e temperatura de 60°C em etanol e
presenca catalitica de Pd/C 10% (Esquema 1.18). Apds 3 dias o material de partida foi
consumido e o produto foi purificado por coluna cromatogréafica e placa preparativa. Porém,
verificou-se que o produto diaminado 25 ndo é estavel, decompondo-se facilmente. Foram
feitas tentativas de formar o correspondente dicloridrato ou a acilagdo deste composto, as
quais foram infrutiferas, pois ocorreu decomposicdo do material. Por esse motivo,

mostraremos os espectros de RMN de *H e de *C com as impurezas destacadas.

o OCH,CH,CH,N; o} OCH,CH,CH,NH,
H,, Pd/C
EtOH, 60°C
o} OCH,CH,CH,N; o} OCH,CH,CH,NH,
24 25

Esquema 1.18. Sintese da substancia 25.
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No espectro vibracional da regido na infravermelho do composto 25 (Figura 1.47)
verificou-se a presenca um banda referente & deformacdo axial de N-H em 3338 cm™; uma
banda em 3130 cm™ foi atribuida & deformacdo axial de C-H aromético; duas bandas de
absorcéo intensa foram atribuidas a deformacéo axial C-H alifatico na regido de 2920 e 2850
cm™ e uma banda de forte intensidade em 1635 cm™ referente & deformagéo axial de C=0 do

anel antraquinonico.
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Figura 1.47. Espectro de infravermelho da substancia 25 (KBr).

No espectro de RMN de *H de 25 (Figura 1.48) ndo se observa o sinal em & 3,76 ppm,
presente no material de partida e referente ao grupo CH;N3 e verifica-se a presenca de um
sinal 8 3,83 ppm atribuido ao carbono metilénico CH,NH,. Observa-se também um quinteto a
0 2,24 ppm que foi atribuido aos hidrogénios de CH,CH,CH,NH; e um tripleto a 4,26 ppm
corresponde aos hidrogénios de CH,O. Os demais sinais em regido de maior frequéncia
correspondem aos hidrogénios da porcéo aromaética.

No espectro de RMN de *C de 25 (Figura 1.49) verifica-se a presenca de um sinal em
0 48,5 ppm atribuido ao carbono aminado. O sinal em & 29,3 ppm foi atribuido ao carbono
central da porgdo alquilica. O sinal em & 67,2 ppm refere-se ao carbono metilénico ligado ao
oxigénio. Os demais sinais entre 6 120,7 ¢ & 158,7 correspondem aos carbonos dos anéis

aromaticos.
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Figura 1.48. Espectro de RMN de *H de 25 (CDCls, 300 MHz).
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Figura 1.49. Espectro de RMN de **C de 25 (CDCls, 75 MHz).
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Outro grupo que nos pareceu interessante de introduzir na cadeia lateral foi a hidroxila.
Assim, a 1,4-diidroxiantraquinona 14 foi inicialmente tratada com carbonato de potassio em
dimetilformamida. Esta mistura foi mantida sob agitacdo magnética durante 1 hora para a
formacédo in situ do ion alcoxido. Em seguida, foi adicionado 3-bromo-1-propanol e a reacéo
foi mantida a 100°C durante 24 horas (Esquema 1.19) (CHANDRU et al, 2007; HASEGAWA
et al., 2005). A substancia 26 foi purificada por coluna cromatografica e obtida como um
solido laranja em 47% de rendimento. Sua estrutura foi caracterizada pela analise de seus

espectros de massa, infravermelho, RMN de ‘H e de C.

0 OH 0 OCH,CH,CH,0H
= Br(CH,)30H, K,CO;4
DMF, 100°C
N 24h
14 26 (47%)

Esquema 1.19. Sintese da substancia 26.

No espectro de massa de 26 (Figura 1.50) tem-se um pico em 356,1 m/z referente ao
ion molecular mais 1 (M+H).

No espectro vibracional na regido do infravermelho de 26 (Figura 1.51) verificou-se a
presenca de duas bandas de absorcao referentes a deformacéo axial C-H alifatico em 2943 e
2877 cm™, de uma banda de absorcéo intensa em 1660 cm™ referente & deformacdo axial de
C=0 do anel antraquindnico, de uma banda de baixa intensidade em 3076 cm™ referente a
deformacdo axial de C-H aromético e de uma banda de absorcdo intensa em 1251 cm™
referente a deformacéo axial de C-O-C de éter. Verificou-se, também, uma banda de absorcéo
intensa em 3437 cm™ referente & deformacéo axial de ligacdo de OH.
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Figura 1.50. Espectro de massa de 26.
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No espectro de RMN de *H de 26 (Figura 1.52) observa-se um quinteto a & 2,19 ppm 0
qual foi atribuido aos hidrogénios de CH,CH,CH,OH. O tripleto em & 3,99 corresponde aos
hidrogénios do carbono hidroxilado CH,OH. Um tripleto a 6 4,28 ppm corresponde aos
hidrogénios de CH,0. Os demais sinais em regido de maior frequéncia correspondem aos
hidrogénios da porgcao aromatica.

No espectro de RMN de **C de 26 (Figura 1.53) verifica-se a presenca de um sinal em
0 62,0 ppm atribuido ao carbono hidroxilado. O sinal em 6 32,1 ppm foi atribuido ao carbono
central da por¢ao alquilica. O sinal em & 70,1 ppm foi atribuido ao carbono metilénico
CH,0H. O sinal em 6 183,5 ppm foi atribuido ao carbono da carbonila. Os demais sinais entre

3 120,1 e 153,6 ppm correspondem aos hidrogénios dos anéis aromaticos.
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Figura 1.52. Espectro de RMN de *H de 26 (CDCl3, 400 MHz).
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Figura 1.46. Espectro de RMN de *3C de 26 (CDCls5, 100 MHz).

1.3.3. Sintese de derivados tetraidropirimidinicos

Conforme foi discutido anteriormente sobre a importancia biologica das
tetraidropirimidinas, nessa parte do trabalho descrevemos a sintese de uma série de derivados
dessa classe de substancias, as quais sdo analogas a CDD-0102. As tetraidropirimidinas aqui
sintetizadas foram planejadas baseando-se em trabalhos desenvolvidos recentemente em
nosso grupo de pesquisa, nos quais foi feita uma reacdo entre a etionamida 27 e a 1,2-
etanolamina a fim de se obter uma “trans-tioamida¢ao” (Esquema 1.20) (CARDOSO, 2008).
Nesse caso ocorreu uma ciclizacdo, ou seja, formacdo de um anel oxazolinico 28. Baseados
nesse resultado e conhecendo a importancia das tetraidropirimidinas, planejou-se reagir a
etionamida 27 com uma série de 1,3-propanodiaminas N-alquiladas para obtencdo e avaliacdo

bioldgica de compostos desta classe.
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s NH, N °
- NH,CH,CH,OH -
EtOH, 80°C |
™ ™
N N
27 28

Esquema 1.20. Reacdo de obtencdo de um anel oxazolinico.

Inicialmente foram preparadas as diaminas N-alquiladas, as quais foram obtidas a
partir da reacdo da 1,3-propanodiamina com os cloretos de alquila 29a-e em etanol a 60°C
durante 20 horas (Esquema 1.21) (ALMEIDA et al, 2007). Foi usado excesso de diamina no
intuito de minimizar a formacdo dos respectivos derivados N,N -dissubstituidos. Todas as

diaminas N-alquiladas foram caracterizadas pela analise de seus espectros de massa, 1V, RMN

de 'H e de C.

CHy(CHp)nCl __NHo(CHNH, o cH,(CH,), NH(CHZ)sNH;,
EtOH, 60°C
29a:n=7 30a: n=7
29b:n=9 30b: n=9
29c: n=11 30c: n=11
29d: n=13 30d: n=13
29e: n=15 30e: n=15

Esquema 1.21. Sintese das diaminas N-alquiladas 30a-e.

Por apresentarem estruturas quimicas similares, discutiremos apenas a caracterizacao

do composto 30d.
No espectro de massa de 30d (Figura 1.54) tem-se um pico em 271,4 m/z referente ao

ion molecular mais 1 (M+H).
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Figura 1.54. Espectro de massa de 30d.

No espectro vibracional na regido de infravermelho do composto 30d (Figura 1.55), a

presenca do grupo amino é evidenciada pela banda intensa em 3350 cm™ inerente a

deformacdo axial de N-H. Observa-se igualmente nesse espectro duas banda referentes a

deformacdo axial da ligacdo C-H alifatico em 2960 e 2890 cm™ e um sinal de absorgdo

referente & deformacio axial de C-H alifatico na regido de 1469 cm™. Verifica-se também

uma banda de absorcao em 1570 cm™ referentes & deformacao angular das ligagdes N-H.
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Figura 1.55. Espectro de infravermelho de 30d (KBr)

No espectro de RMN de *H de 30d (Figura 1.56) observa-se sinais que evidenciam a
formacdo do composto desejado, sdo eles: um tripleto em & 0,86 ppm correspondente aos
hidrogénios de CHj alifatico; um multipleto centrado em & 1,23 ppm correspondente aos
hidrogénios metilénicos alifaticos; um quinteto em & 1,66 ppm atribuido ao grupo
NCH,CH,CH;NH,. Os dois tripletos em & 2,57 e & 2,65 ppm foram atribuidos aos
hidrogénios CH,NH. O simpleto largo em 6 2,73 ppm foi atribuido aos hidrogénios NH, NH,
e CH,NHs.

No espectro de RMN de *C do composto 30d (Figura 1.57), atribui-se os seguintes
sinais de ressonancia: um sinal em & 14,3 ppm correspondente ao carbono metilico; sinais
entre 8 22,9 a 6 30,1 ppm referentes a varios carbonos metilénicos da cadeia carbdnica; um
sinal em & 32,1 ppm correspondente ao carbono metilénico central da porcdo 1,3-
propanodiamina (NCH,CH,CH,N) e trés sinais referentes aos carbonos metilénicos CH,N em
340,5,547,9¢ 8 50,2 ppm.
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Figura 1.57. Espectro de RMN de *C do composto 30d (CDCls, 75MHz).
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Os derivados tetraidropirimidinicos foram obtidos por reacdo da etionamida 27 em
etanol com as diaminas N-alquiladas 30a-e sob refluxo (Esquema 1.22). Cada reagdo durou
em média 48 horas e os produtos foram purificados por coluna cromatogréafica e/ou placa
preparativa. Esses compostos foram obtidos em 35% a 63% de rendimento. Como esses
compostos possuem estruturas quimicas semelhantes, neste capitulo serdo mostrados e

analisados os espectros de massa, RMN de *H e **C do composto 31d.

_ N =N
R
- RNH(CH,)sNH,
EtOH, refluxo, 48 hs /
35-64% |
\N (! \
27

3la-e
3la:R = CH3(CH2)7
31b:R= CH3(CH2)9
31lc:R= CH3(CH2)11
31d:R = CH3(CH2)13
3le:R= CH3(CH2)15

Esquema 1.22. Sintese dos derivados tetraidropirimidinicos 31a-e.

No espectro de massa de 31d (Figura 1.58) tem-se um pico em 386,5 m/z referente ao
ion molecular mais um (M+H).

No espectro vibracional da regido de infravermelho do composto 31d (Figura 1.59),
observou-se uma banda de baixa intensidade atribuida a deformacéo axial de C-H aromatico
em 3161 cm™. Observa-se igualmente nesse espectro duas bandas referente & deformacéo
axial da ligacdo C-H alifatico em 2927 e 2853 cm™. A banda em 2063 cm™ foi atribuida a

deformacéo axial de C-C=N.
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No espectro de RMN de *H de 31d (Figura 1.60) foi observado um tripleto em & 0,96
ppm atribuido aos hidrogénios de metila H-14’. O multipleto centrado em 6 1,33 ppm
corresponde aos hidrogénios metilénicos H-13* a H-3". O tripleto em 6 1,42 ppm foi atribuido
a metila H-2*"’. O simpleto em 6 7,46 ppm foi atribuido a H-3”” ¢ H-5’. O dupleto em 6 8,80
ppm foi atribuido a H-6"’. A correta atribui¢do dos demais hidrogénios puderam ser realizadas
pela analise do mapa de contornos *H x *H (COSY) (Figura 1.61). Os multipletos centrados
em & 1,65 ¢ 2,26 ppm foram atribuidos a H-2’ ¢ H-5, respectivamente. O simpleto largo em &
3,00 ppm foi atribuido a H-1""". O tripleto em & 3,32 ppm foi atribuido a H-1’. O multipleto
em 6 3,70 ppm foi atribuido a hidrogénios de CH,N de H-4 e H-6.
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Figura 1.53. Espectro de RMN de *H de 31d (CDCls, 400 MHz).



Capitulo 1. Sint. e aval. imunossupressora de derivados antraquindnicos e tetraidropirimidinicos 85

P 3
i i *
' { :

{ H-5-H-6 e H-} (P §

. - + - 3
P e N R e v ot

f1 (ppm)

g " v
i
!
i
|
H-5"~ H6® %
: ]

... .
P e P i W TN Gt W A B ST P A

A
©° - l
i -
-‘w“;"

T W N I I . A B N 3  V B, By ol
v

o

[
=3

T T T
14 13 12 1

Figura 1.61. Mapa de contornos COSY do composto 31d (CDCls, 400 MHz).

No espectro de RMN de **C de 31d (Figura 1.62) foi observado um sinal em & 13,5
ppm referente ao carbono de metila (C-14") da porgdo alifatica. Os sinais entre 6 14,1 ¢ 31,4
ppm foram atribuidos aos carbonos metilénicos da cadeia alquila (C-13” a C-2"). O sinal em 3
31,9 foi atribuido a C-1°"". Os sinais em & 39,2, 45,9 e 53,0 ppm foram atribuidos a C-1’, C-4
e C-6. Os sinais entre 6 119,6 e 159,8 ppm correspondem aos carbonos piridinicos. O sinal em

& 165,0 ppm foi atribuido ao carbono de imina C-2.
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Figura 1.62. Espectro de RMN de **C do composto 31d (CDCls, 75 MHz).

1.4. ENSAIOS BIOLOGICOS

Conforme foi descrito anteriormente, o ¢xido nitrico participa do metabolismo
oxidativo dos macrofagos, sendo importante na resposta inflamatéria (BECKMAN e
KOPPENOL, 1996). Entretanto, ele pode induzir reagdes toxicas contra outros tecidos do
hospedeiro, no caso de doencas autoimunes e situacOes de sobrecarga exageradas do
organismo (ROTHE e KOLB, 1999). A reducdo da liberacdo de NO pode ser caracterizada
como uma propriedade anti-inflamatoria. Além disso, a inibicdo de NO poderia aliviar 0s
efeitos adversos do excesso de producdo que ocorre durante o processo inflamatorio cronico
(KIM et al, 2009).

Diferentes estudos com derivados antraquinénicos tém mostrado seu potencial efeito
inibitorio sobre a liberagdo de NO (DREWINKO et al, 1983). Sendo assim, 0s compostos 12,
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13, 15, 16, 19, 22-26, 31a e 31d-e foram submetidos a teste de viabilidade celular e avaliacéo
de producéo de NO.

Os testes foram realizados no Laboratorio de Imunologia do Inttituo de Ciéncias
Biologicas (ICB/UFJF) pelos doutorandos Caio César de Souza Alves e Sandra Bertelli

Ribeiro de Castro, sob a coordenacgéo da profa. Dra. Ana Paula Ferreira.

1.4.1. Preparo dos Compostos para Teste in vitro.

O farmaco de referéncia utilizado neste ensaio foi a mitoxantrona (MTX) (Quiral
Quimica do Brasil SA, Juiz de Fora, MG, Brasil). Os compostos 12, 13, 15, 16, 19, 22-26,
31a e 31d-e foram avaliados in vitro. Estes e a mitoxantrona foram diluidos inicialmente em
dimetilsulféxido, filtrado em filtro milipore 13mm de didmetro, e as dilui¢des sucessivas
foram feitas em meio RPMI — 1640 suplementado com 5% de soro fetal bovino, 1% de
aminoacidos essenciais e 1% de antibidtico penicilina-estreptomicina (Gibco — Invitrogen,
CA, USA).

1.4.2. Teste de Viabilidade Celular

A viabilidade celular e a citotoxicidade foram determinadas pelo método colorimétrico
do MTT {brometo de [3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazélio] }, baseado na reducédo do
tetrazdlio sddico em formazan pelas desidrogenases mitocondriais (TEIXEIRA et al, 2005).
Apo0s 48 horas de cultivo das células de linhagem J774.A-1, foi adicionado 100 mL de meio
RPMI-1640 suplementado, em seguida 10 mL da solu¢do de MTT a 5 mg/mL as células
restantes (Figura 1.63). As células foram incubadas na presenca do mitoxantrone e/ou de seus
anélogos (0,2, 1, 5 e 25 pg/mL) por 1 hora e, posteriormente, estimulada por LPS (1 ug/mL) e
IFN-y (0,9 ng/mL) e mantidas em cultura a 37 °C em atmosfera de 5% CO; durante 48 horas
para dosagem de NO. A reacdo do MTT foi interrompida utilizando-se 100 mL de uma
solucéo de isopropanol-acido cloridrico (50 mL isopropanol + 50 mL HCI 10N) e incubada
por 10 minutos. A leitura foi realizada a 570 nm em leitor de microplacas (Spectramax 190 —

Molecular Devices — US).



Capitulo 1. Sint. e aval. imunossupressora de derivados antraquindnicos e tetraidropirimidinicos 88

Figura 1.56. Ensaio de viabilidade celular pelo método MTT.

1.4.3. Avaliagéo da Inibicdo de Producéo de NO

O NO (6xido nitrico) é biosintetizado através da L-arginina pela enzima éxido nitrico
sintase. Como o NO possui uma vida curta, a producdo de NO foi estimada pelo acimulo de
nitrito (NO;), um produto estavel da oxidacdo do NO, usando o reagente de Griess (GREEN
et al, 1982).

Para as dosagens de NO foram utilizadas aliquotas de 50 mL das amostras de
sobrenadantes da cultura de células da linhagrem J774.A-1, colhidas anteriormente. As
amostras foram colocadas em pocos de placas de 96 pocos, em triplicata, e em seguida
adicionado 100 mL do reagente de Griess: 50 mL de sulfanilamida (Sigma) 1% + 50 mL de
dicloridrato de a-naftiletilenodiamina (Sigma) 0,1% em &cido fosférico 2,5% (Sigma)-
NEED. O reagente também foi adicionado a curva. Foi feita uma solucdo estoque inicial de
NaNO, 1M, para realizacdo da curva-padrdo. Esta solugdo foi diluida a 200 mM para dar
inicio a curva até 112 diluicdo na razdo dois, em agua destilada. Foram utilizados 100 mL da
diluicdo em cada poco. A leitura da absorbancia foi realizada em leitor de microplacas, com
comprimento de onda de 540 nm (Spectramax 190—-Molecular Devices — US) (Figura 1.64). A
producdo do NO; foi quantificada através de comparacgdo a curva-padrao.
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Figura 1.64. Leitor de microplacas Spectramax, utilizado no Método do MTT e no Método

de Griess.

Andlise dos Resultados de Viabilidade Celular e Inibi¢do de NO

Na Tabela 1.5 encontram-se os resultados de viabilidade celular dos derivados
antraquindnicos. Podemos observar que as substancias com cadeias lipofilicas (12, 13, 15 e
16), o dicloreto 19 e a diamina com cadeia curta 25 ndo foram citotoxicos nas concentragdes
testadas. As demais substancias diiodeto 22, dibrometo 23, diazida 24 e diol 26, além da

mitoxantrona, foram citotéxicas na concentracdo maxima de 25 pg/mL.
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Tabela 1.5. Resultados de viabilidade celular dos derivados antraquinénicos 12, 13, 15, 16, 19, 22-
26 em linhagem de células J774 A.1.

Compostos R? Viabilidade Celular (%)
Concentracdo (ug/mL)

25 5 1 0,2

12 NHCH,(CH,)10CHj3 100 100 100 100

13 NHCO(CH3)10CH3 100 100 100 100

15 OCO(CH2)10CH3 100 100 100 100

16 OCH2(CH3)10CH3 100 100 100 100

19 O(CHy)sCI 100 100 100 100

22 O(CHy)sl 76,4 100 100 100

23 O(CHy)3Br 74,3 100 100 100

24 O(CH3)3N3 71,3 100 100 100

25 O(CH3)3NH; 100 100 100 100

26 O(CH,);0H 82,4 100 100 100
Mitoxantrona - 20,7 211 35,4 54,8

a 9 R
o0 R

Os resultados de inibicdo de NO (Tabela 1.6) mostraram que dentre as substancias que
ndo foram citotdxicas, a diamina 12, contendo cadeia lipofilica, inibiu 92,6% da producéo de
NO na concentracdo méaxima de forma dependente. Esta substancia apresentou melhor
resultado se comparado com o farmaco de referéncia mitoxantrona, cuja inibicdo foi de
90,4%, sendo que esta Ultima é citotoxica em todas as concentracdes testadas, logo sua
inibicdo esta relacionada com sua citotoxicidade. As demais substancias lipofilicas 13, 15 e 16
também apresentaram valores de inibi¢do significativos na concentragdo méxima, sendo estes
de 58,4%, 73,4% e 62,4%, respectivamente.

Dentre as substancias com cadeia curta, o dicloreto 19 e o diiodeto 22 apresentaram
maior taxa de inibicdo na concentracdo maxima, sendo de 57,8 % e 103,9%, respectivamente.
Apesar da citotoxicidade do diiodeto 22 na concentracdo maxima, este apresentou uma
significativa inibicdo de NO de 53,4 % na concentragédo de 5 pg/mL, sem afetar a viabilidade
celular. Este também apresentou porcentagem de inibicdo acima de 100%, tal valor se faz
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devido ao crescimento celular, logo esta substancia também conseguiu inibir NO das células
que proliferaram.
O dibrometo 23 nédo apresentou efeito inibitdrio nas concentrac@es testadas. Os demais

derivados 24-26 ndo apresentaram efeito inibitorio significativo.

Tabela 1.6. Resultados de Inibicdo de NO dos derivados 12, 13, 15, 16, 19, 22-26.

Compostos R? NOP (%)
Concentragéo (ng/mL)

25 5 1 0,2

12 NHCH,(CH,)10CH3 92,6 8,8 0 0

13 NHCO(CH3)10CHs 58,4 168 137 8,0

15 OCO(CH2)10CHs 73,4 240 224 209

16 OCH;(CH3)10CHs 62,4 163 79° 12

19 O(CH,)sClI 57,8 144 41 1,3

22 O(CHy)sl 103,9°* 534 235 232

23 O(CH,)3Br 0 0 0 0

24 O(CH2)3N3 325 11,1 147 90

25 O(CH_)sNH; 6,8 0 0 0

26 O(CH,)s0H 23,7°" 0 0 0

Mitoxantrone - 90,4 69,1 414 22,3
a o R
)

®A porcentagem de inibigdo foi calculada em relagéo ao LNMA inibigo e estimulo das células controle

(LPS e IFN-y). Os resultados foram calculados usando 100-((;1-A)/(;2-A))*100, considerando-se ;1 e

X, a média da concentragdo de NO (M) em pogos contendo o derivado e com células estimuladas por si
s0, respectivamente. "A" corresponde a concentracdo de NO no sobrenadante de células ndo-estimuladas.

“" inibicao relacionada a citotoxicidade.
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1.45. Viabilidade Celular e Inibicdo de Producdo de NO dos Derivados
Tetraidropirimidinicos 31a, 31d-e

Os resultados de viabilidade celular (Tabela 1.7) dos compostos 3la e 31d-e,
mostraram que estes foram citotdxicos na maioria das concentracGes testadas para a linhagem
de células J774 A.1l. Na Tabela 1.8, tem-se os resultados de inibicdo de NO destes mesmos
derivados, foi observado alto poder inibitorio, todavia estes valores de inibi¢cdo de NO ndo sdo
considerados significativos, haja vista que tal resultado € atribuido a citotoxicidade dos

mesmaos.

Tabela 1.7. Resultados de viabilidade celular dos derivados
tetraidropirimidinicos 31a e 31d-e em linhagem de células J774 A.1.

Compostos n? Viabilidade Celular (%)
Concentracdo (ug/ml)
50 5 0,5 0,05
3la 7 3,0 3,9 4,9 68,9
31d 13 23,0 331 833 89,3
3le 15 32,1 28,2 79,2 914

Tabela 1.8. Resultados de Inibigdo de NO dos derivados

tetraidropirimidinicos 31a e 31d-e.

Compostos n? NO (%)
Concentracdo (ug/ml)
50° 5 05 0,05
3la 7 156,9 111,2 64,4 654
31d 13 157,2 157,6 650 34,3
3le 15 155,2 155,9 74,7 62,8

b Concentracdes testadas (ug/ml).
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1.4.6. Ensaios de EAE

Conforme mencionado na introducdo deste trabalho, a EAE (Encefalomielite Auto-
imune Experimental) € um modelo animal experimental que pode ser usado para estudar a
esclerose multipla (EM). Uma das estratégias para o tratamento de doencas auto-imunes como
EM ¢ a exclusdo de células-T auto-agressivas. Além disso, as terapias para impedir o curso da
EM ainda sdo inseguras e ineficientes para aliviar os danos e incapacidade causada pela
doenca (PIAO et al, 2007).

No decorrer dos ensaios de inibicdo de NO, as substancias que apresentaram
resultados in vitro satisfatorios foram submetidos a estudos de EAE. Estas substancias foram
a diamida 13 e o diiodeto 22. Estes ndo foram o0s compostos que apresentaram melhor
resultado bioldgico, porém, no momento em questao, eram 0s que possuiam os valores mais
significativos, pois a diamina 12 e o diéster 15 ainda ndo haviam sido sintetizados e,

consequentemente, avaliados.

1.4.6.1. Animais utilizados

Foram utilizados fémeas de camundongos do tipo C57BL de 6-8 semanas de idade
obtidas do Biotério da UFJF. Todos os procedimentos utilizados foram de acordo com os
principios do Codigo Brasileiro para o Uso de Animais de Laboratorio. Este projeto foi
aprovado pelo Comité de Etica da UFJF sobre o uso de animais de laboratério (protocolo
nimero 006/2008).

1.4.6.2. Inducgdo a EAE

Grupos de 5-7 camundongos foram imunizados pela cauda por via subcutanea com
100 mg de MOG 35-55 peptideo (Sigma Chemical Co., Saint Louis, EUA) emulsionados vol /
vol em adjuvante de Freund completo (CFA) (Sigma) suplementado com 400 mg de
Mycobacterium tuberculosis atenuado Hs7RA (Difco, Detroit, EUA). Toxina pertussis, 300
ng/animal (Sigma), foi injetada por via intraperitoneal no dia da imunizagdo e novamente 48
horas depois. Camundongos ndo imunizados e imunizados, mas néo tratado (EAE) foram
utilizados como controle. Os animais foram monitorados diariamente e 0 comprometimento

neuroldgico foi quantificado (006/2008).
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1.4.6.3. Avaliacéo Clinica
Os camundongos foram pesados e observados os sinais clinicos da EAE diariamente

até 21 dias pos-imunizacéo.

1.4.6.4. Tratamento com diamida 7, diiodeto 16 e Mitoxantrona

Os camundongos imunizados foram divididos em quatro grupos. Um grupo nao
recebeu nenhum tratamento, enquanto os outros receberam de acordo com seu peso corporal
mg/kg de mitoxantrona (MTX), 13 e 22 em dimetilsulféxido (Sigma) ip 10% diaria (P1AO et
al, 2007; DE PAULA et al, 2008). O tratamento foi introduzido durante 7 dias. No grupo néo
imunizado foi aplicado apenas DMSO 10%

1.4.6.5. Resultados de EAE

A citotoxicidade de MTX das substéncias 13 e 22 foi determinada pelos ensaios de
viabilidade celular (Tabela 1.5), no qual 7 ndo foi citotoxico nas concentragdes testadas, 22
foi citotdxico apenas na concentragdo maxima e mitoxantrona foi citotoxica em todas as
concentrages testadas.

O dano axonal em um modelo de EAE ¢é representado por sinais bem definidos, tais
como perda de peso, paralisia da cauda e fraqueza dos membros posteriores (DE PAULA et
al, 2008). A gravidade de EAE foi registrada diariamente usando uma medicdo de peso e uma
escala de pontuacdo clinica. Os camundongos imunizados apresentavam sinais de EAE como
fraqueza ou paralisia de sua cauda e membros, bem como perda de peso corporal, que se
tornou aparente em torno de 10-12 dias apds imunizagdo. A evidéncia clinica de doenca nos
grupos tratados atingiu um maximo de 16 dias apds a imunizacdo, mantendo uma pontuacao
clinica baixa, enquanto o grupo néo tratado atingiu seu pico no dia 19, com uma pontuacéo
clinica elevada, de acordo com a avaliacdo de suas pontuages clinicas. A partir do 17° dia, 0s
grupos tratados com 13, 22 e MTX apresentaram diferencas pronunciadas em EM se
comparados aos ndo-tratados. Todavia ndo houve diferenca entre os tratados com 13, 22 e
MTX.

Apbs 21 dias os camundongos foram sacrificados por overdose de quetamina e xilazina,
foram isolados extratos teciduais do cérebro e analisados. A analise dos tecidos cerebrais
mostrou que nos grupos tratados com 13, 22 e MTX houve diminuicdo da producdo de
citocinas no cérebro (IL-12p40, IL-17, IFN-y e TGF-B), sugerindo que houve uma alteragido
na diferenciacdo de células Th17. Muitos autores mostraram que as citocinas IL-17 e IFN-y
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desempenham um papel importante na inducédo e gravidade de EM e EAE (LEADBETTER et
al, 1998; MCGEACHY et al, 2007). IL-17 est envolvida na coordenacdo da inflamacdo do
tecido local através do aumento de citocinas e quimiocinas pré-inflamatorias (IMLER e
PETRO, 2009), sendo assim a deficiéncia de IL-17 impede o desenvolvimento ou a reducao
da gravidade de EAE (MCGEACHY et al, 2007).

Além disso, o tratamento com 13 mostrou que houve uma diminui¢do da porcentagem
de celulas T (CD4, CD8 e CD3) no baco, sugerindo que esta substancia tem o mesmo perfil
apresentado por MTX no qual sua fungdo supressora foi reforcada. Estudo anterior mostrou
que uma outra substancia antracénica semelhante a MTX foi capaz de reduzir o nimero de
células T no baco (FIDLER et al, 1998; PIAO et al, 2007).

Os efeitos de 13 e 22 podem ser comparados aos de MTX e, com base nos resultados
apresentados, sugere-se que o principal mecanismo responsavel pelos efeitos clinicos desta
substancia é a acao citotoxica ndo-especifica sobre os linfécitos. No entanto, sdo necessarios
estudos adicionais para verificar a eficacia, seguranca e riscos toxicoldgicos em EM.
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1.5. CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

1.5.1. Conclusbes

Nesta parte do trabalho foram sintetizados primeiramente 10 derivados antraquinénicos,
4 com cadeias lipofilicas e 6 com cadeias curtas, destes apenas o dibrometo 23 nao é inédito.
Foram realizados experimentos de viabilidade celular das substancias 12-13, 15-16, 19 e 22-
26. Todas as substancias foram menos citotoxicas que a Mitoxantrona nas concentragdes
testadas e em seguida estas substancias foram avaliadas quanto a capacidade de inibigdo de
producdo de NO. As substancias contendo cadeias lipofilicas apresentaram o melhor poder de
inibicdo de NO, destacando a diamina 12 com 92,6 %. As substancias 13 e 22 foram
submetidas a testes no modelo de EAE em camundongos, os resultados mostraram que 0s
camundongos tratados com estas substancias obtiveram uma melhora nos sinais clinicos da
doenca.

A segunda parte deste capitulo consistiu na sintese de 5 novas tetraidropirimidinas 31a-
e que foram obtidas em rendimentos baixos a moderados devido a formacdo de varios
subprodutos e pela dificuldade de purificacdo. As tetraidropirimidinas 31a, 31d e 31e também
foram submetidas a teste de viabilidade celular e de inibicdo de NO, todavia foram citotdxicas

em todas as concentracdes testadas.

1.5.2. Perspectivas
e Dar continuidade aos testes in vivo com as substancias 13 e 22 no modelo de EAE,
pois possuem menor efeito cardiotdxico se comparado com Mitoxantrona;

e Testar a substancia 12 no modelo de EAE.
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2.1. INTRODUCAO GERAL

Apesar de ser uma das doengas infecciosas mais antigas, bem conhecidas e ha mais de
meio seculo vulneravel ao tratamento medicamentoso, a tuberculose (TB) permanece como
um dos principais agravos a salde a ser enfrentado em ambito global. Contribui para esse fato
as desigualdades sociais, insuficiéncia de pesquisas visando o desenvolvimento de novos
tratamentos, farmacos e vacinas, fluxos migratorios, deficiéncias do sistema de saude e alta
prevaléncia dos casos de tuberculose resistentes e associados a infeccdo pelo HIV
(BARREIRA e GRANGEIRO, 2007).

Foi considerada durante muito tempo como uma doenca negligenciada, todavia, em
1993, a Organizacdo Mundial da Saiude (OMS) declarou a situacdo da tuberculose como uma
emergéncia publica mundial. Com isso, diversos segmentos tém voltado a atencdo a essa
problematica, principalmente em paises onde a epidemia € mais severa (NETTO, 2002).

Curavel desde os anos de 1950, a TB é atualmente, um grave problema de saude
publica nos paises em desenvolvimento. Como exemplo, podemos citar o Brasil, que ocupa a
192 posicao no ranking mundial em nimeros absolutos de casos. O crescimento dessa doenca
nas nacGes mais ricas, onde esteve controlada por décadas, é um alerta para que todos os
profissionais de salde fiquem mais atentos a doenca, que corre o0 risco de voltar a ser
incurdvel (GALESI e SANTOS, 2004).
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2.1.1. A tuberculose (TB)

A tuberculose € uma doenga contagiosa grave, tdo antiga quanto a humanidade, haja
vista que documentos antigos de hindus e chineses ja descreviam uma doenca pulmonar
semelhante a tuberculose. Existem também relatos da evidéncia da TB em 0ssos humanos
pré-histéricos encontrados na Alemanha e datados de 8000 a.C. (KRITSKI e RUFINO, 2000).
No entanto, somente em 1882 a bactéria responsavel pela doenca, o Mycobacterium
tuberculosis (Figura 2.1) foi isolado pelo cientista alemdo Robert Koch e, em sua
homenagem, o bacilo da tuberculose ficou conhecido como bacilo de Koch (BK)
(BLOOMFIELD, 2002).

Figura 2.1. Foto de microscopia eletrénica do Mycobacterium tuberculosis
(http://www.health-healths.com/usually-mycobacterium-tuberculosis/usually-mycobacterium-
tuberculosis.php).

A TB é transmitida basicamente pelo ar e pode atingir todos os 6rgdos do corpo,
porém como o0 BK se reproduz e se desenvolve rapidamente em areas do corpo com muito
oxigénio, o pulméo € o principal 6rgdo atingido pela doenca. O espirro ou tosse de uma
pessoa infectada joga no ar cerca de dois milhdes de bacilos que permanecem em suspensédo
durante horas. Apds um periodo de 15 dias, os bacilos passam a se multiplicar facilmente nos
pulmdes, pois ainda ndo ha protecdo natural do organismo contra a doenca. Se o sistema de
defesa ndo conseguir destruir o bacilo, instala-se a TB primaria, caracterizada por pequenas
lesbes (nddulos) nos pulmdes. Com o tempo e sem o devido tratamento, o avanco da doenca

comeca a provocar sintomas mais graves. De pequenas lesdes, 0s bacilos cavam as chamadas
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cavernas tuberculosas, que costumam inflamar com freqiiéncia e sangrar. A tosse, nesse caso,
ndo é seca, mas com pus e sangue, ¢ a chamada hemoptise. Os sintomas de uma pessoa que
foi infectada pelo bacilo geralmente sdo: tosse cronica, febre, suor noturno, dor no térax,
anorexia e adinamia (falta de disposi¢édo) (SOUZA e VASCONCELOQOS, 2005).

As formas extra-pulmomares mais frequientes da doenca sdo a pleural (que ocorre por
ruptura de pequenos focos pulmonares subpleurais) - 45%, a linfatica - 15%, a génito-urinaria
- 16%, a miliar (disseminacdo por ruptura de lesdo dentro de um vaso sanguineo com
disseminacédo dos bacilos por todo organismo) - 10% e a osteo-articular - 7%. A forma extra-
pulmonar representa cerca de 18% do total de casos notificados (SOUZA, 2005).

S0 mais suscetiveis a doenca, idosos, as criangas, profissionais de salde, mineiros
portadores de silicose, pessoas com problemas de alcoolismo e nutricdo, usuarios de
medicamentos como corticdides e portadores de outras doencas como o diabete, neoplasias
(mais comumente os linfomas e a AIDS) e a sarcoidose (DE SOUZA e FERREIRA, 2008).

Os exames usados na tentativa do diagnostico de certeza sdo a baciloscopia do escarro,
a radiologia do térax e o teste tuberculinico (PPD) que evidencia o contato prévio com o
bacilo e a cultura do escarro ou outros liquidos sem meio apropriado. Outro teste utilizado € o
teste de Mantoux, que pode auxiliar no diagnostico da doenga. Este teste € feito injetando-se
tuberculina (uma substancia extraida da bactéria) debaixo da pele. Se, ap6s 48-72h, houver
uma grande reacdo de pele, significa que pode haver uma infeccdo ativa ou uma
hipersensibilidade pela vacinacdo prévia com BCG (Bacillus Calmette-Guérin) feita na
infancia. Este exame ndo confirma o diagndstico, mas pode auxiliar o médico.

- Com o surgimento, em 1981, da Sindrome de Imunodeficiéncia Adquirida
(SIDAJ/AIDS), vem-se observando, tanto em paises desenvolvidos como nos paises em
desenvolvimento, um crescente numero de casos notificados de tuberculose em pessoas
infectadas pelo virus da imunodeficiéncia humana (HIV). A associacdo (HIV/TB) constitui,
nos dias atuais, um sério problema de salde publica mundial, podendo levar ao aumento da

morbidade e mortalidade pela tuberculose em muitos paises (COKER, 2003).

2.1.2. Estatisticas sobre a tuberculose

A estatistica mundial ndo deixa duvidas para a problematica da satude no que concerne
a tuberculose. Segundo a Organizacdo Mundial da Saide (OMS) estima-se que dois bilhGes
de pessoas estejam infectadas pelo M. tuberculosis, 0 que representa aproximadamente um

terco da populacdo mundial. Estima-se que em 2009, 9 milhGes de pessoas desenvolveram a
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forma ativa da doenca culminando em 1,7 milhGes de 6bitos, sendo a maior causa de morte
por doenga infecciosa no mundo (OMS (a), 2010). Os maiores indices da doenca sao
registrados no continente africano e asiatico (Figura 2.2), que juntos englobam 50 % dos
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Figura 2.2. Taxa de incidéncia estimada por pais em 2009 (OMS(a), 2010). Dados
divulgados em 18/11/2010.

Foi divulgado pelo Ministério da Saude (MS) em abril de 2011, os indices de novos
casos de TB no Brasil, sendo que houve uma reducéo de 73 mil para 70 mil casos, entre 2008
e 2010. Com esta reducdo, a taxa de incidéncia (nimero de pacientes por 100 mil habitantes)
baixou de 38,82 para 37,99. Sdo numeros positivos, mas que ainda fazem da tuberculose um
dos principais problemas de saude publica do Brasil. No pais, a tuberculose ¢ a terceira causa
de oObitos por doengas infecciosas e a primeira entre pacientes com HIV-positivo. O Rio de
Janeiro é o estado brasileiro com a maior incidéncia de casos de tuberculose 68,64 para cada
100 mil habitantes, seguido por Amazonas (67,88), Pernambuco (47,61), Para (43,72), Ceara
(43,2) e Rio Grande do Sul (42,53) (Figura 2.3).
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Figura 2.3. Taxas de incidéncia de casos de TB no Brasil (Boletim Epidemioldgico divulgado

pelo MS (b) relativo a 2009).

2.1.3. Estrutura do Mycobacterium tuberculosis

Sabe-se que as bactérias se classificam geralmente em dois grandes grupos: Gram-
positivas e Gram-negativas, sendo uma de suas principais diferencas a constituicdo de sua
parede celular. A parede celular das bactérias Gram-positivas possui uma espessa camada de
peptidoglicano, espaco periplasmatico e membrana plasmatica (Figura 2.4.a), enquanto as
bactérias Gram-negativas sdo constituidas por estruturas de mdaltiplas camadas, bastante
complexas, sendo composta por uma camada de peptidoglicano e espago periplasmético
contendo enzimas, dupla camada lipidica, bem como polissacarideos complexos que formam
componentes importantes da superficie externa (Figura 2.4.b) (TRABULSI e ALTERTHUM,
2004).

O género Mycobacterium tuberculosis € um tipo de bactéria Gram-positiva, e grande
parte da definicdo estrutural do seu género Mycobacterium sp. ja era conhecida desde as
décadas de 1960 e 70. Recentemente a evolucdo das técnicas analiticas e o estudo do genoma
do M. tuberculosis resultaram em uma maior compreensdo, ndo s6 da estrutura de sua parede
celular, mas também de sua base genética e biossintese, definindo, assim, um potencial alvo
para o desenvolvimento de novos farmacos (BRENNAN e CRICK, 2007).
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Figura 2.4. Estrutura da parede celular de bactérias Gram-positivas, Gram-negativas e de

micobactéria.

A parede celular do M. tuberculosis é composta basicamente por trés subestruturas
ligadas covalentemente: acidos micolicos, arabinogalactana e peptidoglican, que representam
mais de 60% do peso seco de células (SOUZA et al, 2008). O peptidoglicano é um
heteropolimero formado por cadeias extensas de polissacarideos e peptideos. Essa estrutura
molecular é responsavel pela rigidez e forma da parede celular das bactérias, além de protegé-
las da osmolise quando em meio hipotdnico, devido a sua baixa permeabilidade a substancias
hidrofilicas capazes de penetrar na célula através dos canais de porina (SILVEIRA et al,
2006).

A biossintese de um peptidoglicano esta representada no Esquema 2.1, no qual ocorre
a polimerizacdo do lipideo Il catalisada pela enzima transglicosilase produzindo o
peptidoglicano imaturo, constituido de cadeias longas de polissacarideos, 0s quais sdo
transversalmente ligados por transpeptidases. Para formar o peptidoglicano maduro, as
cadeias longas de polissacarideos sdo unidas através de residuos de aminoacidos, sendo a
alanina o aminoéacido terminal dessa cadeia (Esquema 2.1). Baseados nesses fatos, muitos
antibioticos tem como alvo alterar o metabolismo de construcdo da parede celular das

bactérias.
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Esquema 2.1. Sintese bioquimica do peptidoglicano (SILVEIRA, 2006).

2.1.4. Farmacos utilizados no tratamento da tuberculose

Até a descoberta dos antibioticos, o tratamento da tuberculose consistia no repouso ao
ar livre em sanatorios especializados, onde metade dos pacientes faleciam. Contudo, a histéria
da medicina comecou a mudar em 1928, com a descoberta da Penicilina (Figura 2.5) por
Alexander Fleming, sendo considerado um dos maiores acontecimentos da medicina moderna
no século XX. Apesar de ser um medicamento extremamente eficaz contra varias doencas, a
penicilina se mostrou ineficaz no tratamento da tuberculose. No entando, o impacto de sua
descoberta foi extraordinario e abriu caminho para o estudo e pesquisa de outros antibioticos
(FRIEDEN e DRIVER, 2003).
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Figura 2.5. Estrutura quimica da penicilina.

O primeiro farmaco a atuar efetivamente contra o M. Tuberculosis foi a estreptomicina
(Figura 2.6), que foi descoberta em 1943 por Selman Waksman (DE SOUZA, 2008).

Figura 2.6. Estrutura quimica da estreptomicina.

Apds a descoberta de Waksman, varias substancias foram sintetizadas e testadas com

sucesso no tratamento da TB, destacando-se assim: isoniazida e pirazinamida (década de

1950), etambutol (década de 1960) e rifampicina (final da década de 1960) (Figura 2.7) (DE
SOUZA, 2008).
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Figura 2.7. Estrutura quimica dos fa&rmacos de primeira escolha contra a tuberculose e seus

respectivos CIM (concentracdo inibitéria minima).

Os farmacos utilizados no tratamento da tuberculose podem ser classificados
em duas categorias, os farmacos de primeira e segunda escolha. Os farmacos comumente
chamados de primeira escolha sdo a primeira opgdo ao tratamento, podendo ser eficazes na
maioria dos casos, sendo estes isoniazida, rifampicina, pirazinamida e etambutol (Figura 2.7).
Os farmacos conhecidos como os de segunda escolha sdo uma alternativa ao tratamento para
pacientes que adquiriram resisténcia bacteriana aos farmacos de primeira linha, geralmente
isto ocorre em funcdo da ndo adesdo total ao tratamento completo. Os farmacos de segunda
escolha sdo: etionamida, acido p-aminosalicilico, cicloserina, tiacetazona, canamicina,
amicacina e capreomicina (Figura 2.8) (DE SOUZA et al, 2006). Os farmacos podem
apresentar efeito bacteriostatico ou bactericida, sendo que os bacteriostaticos inibem o
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crescimento, desenvolvimento e proliferacdo celular, enquanto que os farmacos bactericidas

eliminam as bactérias, mas nao destroem seus metabdlitos (ZHANG et al, 2005).
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Figura 2.8. Estrutura quimica dos farmacos de segunda escolha.

O tratamento estabelecido pelo Ministério da Saude (MS) no Brasil é 0 mesmo
adotado pela OMS. Em pacientes nunca antes tratados contra tuberculose é adotado o
“Esquema Basico 17, que consiste de um periodo de 6 meses. Os 2 primeiros meses €
chamado de fase intensiva, e se faz uso de uma combinacdo de 4 farmacos, rifampicina,
isoniazida, etambutol e pirazinamida. Os Ultimos 4 meses subsequentes, sdo considerados a
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fase de manuntencéo, utilizando-se apenas isoniazida e rifampicina. Na tabela 2.1 estdo
representados os esquemas de tratamento e suas posologias (MS (c)). Essa combinacdo de
farmacos se deve primeiramente ao fato da rifampicina ser um farmaco com potente atividade
bactericida, capaz de destruir bacilos ndo eliminados pela isoniazida, como, por exemplo, 0s
bacilos persistentes. Isso torna a combinagéo eficaz, possibilitando a reducdo do tempo de
tratamento e a prevencao a resisténcia a outros tipos de farmacos anti-TB. A combinacdo da
pirazinamida no esquema terapéutico é também importante, apesar de ser um farmaco de
baixa poténcia bactericida € um bom bacteriostatico, ja que é capaz de eliminar bacilos
presentes no interior das células onde o pH do meio é &cido, como por exemplo 0s
macrdofagos. A pirazinamida € utilizada apenas nos dois primeiros meses do tratamento,
porque é durante esse periodo de tempo que esse farmaco atinge seu méaximo efeito
esterilizante, existindo muito pouco beneficio em seu uso prolongado. A combinacdo desses
trés farmacos anteriormente mencionados € tdo eficaz que, ap6s duas semanas de tratamento,
0 paciente infeccioso deixa de propagar a TB, além de ser capaz de curar a TB por completo
em mais de 95% dos casos (DE SOUZA, 2005). No Brasil, até 2009 essa fase inicial ndo
continha o etambutol, no entanto com o aumento da resisténcia bacteriana a isoniazida,
baseado nos resultados preliminares apresentados pelo Il Inquérito Nacional de Resisténcia
aos medicamentos anti-TB, o Programa Nacional de Controle da Tuberculose, juntamente

com o seu Comité Técnico Assessor reviu o sistema de tratamento e incluiu o etambutol.

Tabela 2.1.Esquema bésico de tratamento anti-TB em adolescentes e adultos (MS).

Regime Farmacos Faixa de peso Unidade/dose Duracao
2 RHZE* RHZE* 20 a 35 Kg 2 comprimidos 2 meses
Fase 150/75/400/275 36 a 50 Kg 3 comprimidos
Intensiva Comprimido em 150Kg 4 comprimidos
dose fixa
combinada
4 RH* RH* 20 a 35 Kg 2 comprimidos 4 meses
Fase de Comprimido ou 36 a 50 Kg 3 comprimidos
Manutencéo capsula 300/200 150Kg 4 comprimidos
ou 150/100

*R=rifampicina; H=isoniazida; Z=pirazinamida; E=etambutol

Por ndo estarem sob patentes, os farmacos de primeira escolha apresentam baixo

custo, cerca de US$ 10-20 para o periodo de seis meses de tratamento. Contudo, muitos
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pacientes relatam efeitos colaterais como nauseas, vomitos, ictericia, perda de equilibrio,
asma, alteragOes visuais, diminuicdo da audi¢do, neuropatia periférica e até cegueira, sendo a
aderéncia a esse tratamento reduzida. A ndo continuidade a esse tratamento conduz ao
desenvolvimento de resisténcia bacteriana, sendo necessaria a utilizacdo dos farmacos de
segunda escolha (Figura 2.8). No entanto, o uso desses farmacos, apresenta algumas
desvantagens, como maiores efeitos colaterais, maior duragdo do tratamento (entre 18 e 24
meses) e um alto custo, que varia entre US$ 1500 e 3000 por tratamento (SOUZA e
VASCONCELOS, 2005).

2.1.5. O fendmeno da resisténcia bacteriana

Constata-se hoje que a resisténcia bacteriana é bem mais complexa do que se pensava
e tem aumentado a cada ano. Muitos sdo os fatores relacionados a esse fato, dentres eles,
destacam-se: uso abusivo ou descontinuo de antibioticos; globalizacdo facilitando a migracéo
de patogenos de um pais para outro e envelhecimento da populacdo. Se ndo houver a devida
atencdo a essa problematica, por parte dos pacientes e dos 6rgdos governamentais, podemos
chegar ao antigo patamar de status incuravel da doenca (GURGEL e CARVALHO, 2008).
Segundo a OMS, héa dois niveis de resisténcia bacilar: bacilos multiresitentes (TB-MDR) e
extremamentes resistentes (TB-XDR).

Os pacientes que ndo se curam apos tratamento com os esquemas padronizados pelo
MS, portadores, em geral, de bacilos resistentes a mais de dois fArmacos, incluindo isoniazida
e rifampicina, constituem um grupo de doentes classificados no Consenso Brasileiro de
Tuberculose, em 1997, como portadores de tuberculose multirresistente (TB-MDR). A este
grupo sdo agregados 0s pacientes que apresentam resisténcia primaria a rifampicina,
isoniazida e a outros farmacos utilizados, geralmente a estreptomicina e/ou etambutol.

Tem crescido também os caso de tuberculose extremamente resistente (TB-XDR),
neste grupo sao agregados 0s pacientes que apresentam resisténcia a isoniazida, a rifampicina
a qualquer fluorquinolona e a pelo menos um dos medicamentos injetaveis de segunda
escolha (Figura 2.8) (MS (b), 2002).
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2.1.6. Atividade dos fadrmacos anti-TB

Sabidamente um dos meios de se controlar o avanco dos indices da tuberculose é a
prevencdo por meio de imunizacdo com vacinas BCG. Contudo, enquanto esse intento nédo é
alcancado, faz-se necessario o uso de agentes poliquimioterapicos. Sendo assim, € de suma
importancia a elucidacdo dos mecanismos de acdo desses farmacos, haja visto que serdo
administrados concomitantemente, e esses apresentam distintos alvos no metabolismo
bacteriano (ZHANG et al, 2005).

Como ja reportado anteriormente (2.1.4), os farmacos de primeira escolha para o
tratamento sdo administrados em conjunto, sendo estes rifampicina, isoniazida, pirazinamida e

etambutol. Os alvos de acdo desses farmacos estdo ilustrados na Figura 2.9, onde se observa:

e a rifampicina atua inibindo a sintese de RNA bacteriano através da ligacdo a
subunidade B da enzima RNA-polimerase dependente de DNA. E um dos mais
potentes agentes antituberculose disponivel, tem efeito bactericida em bactérias intra
e extra-celulares.

e a isoniazida € um pro-farmaco, possui como alvo a inibicdo da sintese de &cidos
micélicos, que sdo componentes essenciais das paredes celulares micobacterianas.

e apirazinamida também é um pro-farmaco, seu mecanismo de acdo ndo esta totalmente
elucidado, todavia acredita-se que age como antimetabolito de nicotinamida e
interfere na sintese de NAD e também, consegue romper a membrana plasmatica.

e 0 etambutol inibe as arabinosil transferases envolvidas na polimeriza¢cdo da D-
arabinofuranose para arabinoglicana, que ¢ um importante componente da parede
celular bacteriana. E um agente bacteriostatico, contudo em altas doses tem ac&o
bactericida.

Na Tabela 2.2 estdo representados farmacos de segunda escolha, seus mecanismo de
acdo e o efeito como antibidtico (DU TOIT et al, 2006).
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Figura 2.9. Farmacos de primeira escolha anti-TB e seus respectivos alvos bacterianos
(www.niaid.nih.gov/SiteCollectionlmages/topics/tuberculosis/tbl1.jpg).

Tabela 2.2. Farmacos de segunda escolha, efeito e mecanismo de agdo no tratamento da tuberculose.

Farmaco Mecanismo de acao Efeito
Etionamida Inibe a sintese de acidos micdlicos bacteriostatico
Cicloserina Inibicdo de D-alanina racemase na bacteriostatico

peptidoglicana

Acido p-amino salicilico Inibidores da sintese de proteinas bacteriostatico
Tiacetazona N&o elucidado claramente bacteriostatico
Fluoroquinolonas Inibicdo da replicagdo do DNA por inibicéo bactericida

de topoisomerase Il

Aminoglicosideos Inibicdo da sintese de proteinas bactericida
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2.1.7. Compostos promissores no combate a TB
Um problema no que tange o desenvolvimento de novos medicamentos para tratar a
TB consiste no fato dos farmacos atuarem sobre o metabolismo da micobactéria, néo
conseguindo atuar sobre os bacilos em estado latente, inativo, sendo esse um grande desafio
para se alcangar uma terapia mais eficiente.
Um novo tratamento deveria conter pelo menos uma das seguintes melhorias em
relacdo ao regime atualmente adotado:
e diminuicdo do tempo total de tratamento e/ou reducdo do nimero de doses a serem
administradas;
e melhoria do tratamento de TB multiresistente, que ndo pode ser tratada com a
isoniazida e rifampicina;

¢ elaboracdo de um tratamento mais efetivo para combater a infeccao latente.

O farmaco ideal para esse tratamento deveria alcancar todas as 3 metas supracitadas
(KAISER et al, 2007).

Neste contexto, alguns candidatos a farmacos encontram-se hoje em fase avancada de
testes clinicos, podendo dentro em breve estarem no mercado. Na figura 2.10 tem-se as
estruturas dessas substancias e na tabela 2.3 estdo listados seus mecanismos de acéao e a classe
quimica a qual pertencem (CASENGUI et al, 2006; ONAJOLE et al, 2009).
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Figura 2.10. Candidatos a farmacos anti-TB em testes clinicos.
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Tabela 2.3. Candidatos a farmacos anti-TB em testes clinicos e seus mecanismos de agao.

Fase clinica Substancia Classe Mecanismo de agéo
(Industria)
i Gatifloxacino fluoroquinolona | Inibicdo da DNA girase
(BMS)
i Moxifloxacino fluoroquinolona | Inibicdo da DNA girase
(Bayer)
I OPC 67683 nitroimidazol Madltiplos, incluindo
(Otsuka Pharmaceutical) inibicdo da biossintese de
lipideos e proteinas
] Linezolida oxazolidinona Inibicdo da sintese de
(Pfizer) proteinas
PNU-100480 - Inibicdo da sintese de
I (Pfizer) oxazolidinona proteinas
LL-3858 L Né&o elucidado
I (Lupin Ltd.) isonicotinamida
I SQ-109 diamina Inibicdo da biossintese da
(Sequella Inc.) parede celular
I PA-824 nitroimidazol Mudiltiplos, incluindo
(PathoGenesis Inc.) inibicdo da biossintese de
lipideos e proteinas
] TMC-207 diarilquinolina Inibicdo ATP sintase
(Jonhson and Jonhson)

2.1.8. A importancia das N-acilidrazonas

As N-acilidrazonas constituem uma importante classe de substancias no
desenvolvimento de novos farmacos, apresentando um amplo espectro de atividade bioldgica,
oriundo do grupo farmacofoérico -CO-NHN=CH-. Essa classe de substancias apresenta um
amplo espectro de atividade tais como: antimicrobiana, anticonvulsionante, analgésica, anti-
inflamatdria, antitumoral e tuberculostatica (ROLLAS e KUCUKZEL, 2007).

Algumas N-acilidrazonas ja séo utilizadas como farmacos e estdo disponiveis
comercialmente, dentre as quais podemos destacar o antisséptico intestinal nifuroxazida 32 e
o0 anti-inflamatério antinoceptivo 33, que podem ser obtidos a partir do produto natural safrol
(LIMA, 2000). As substancias 34a e 34b séo N-acilidrazonas com efeito analgésico superior
ao apresentado pela morfina e aspirina (Figura 2.11) (SALGIN-GOLSEN et al, 2007).

Destacam-se também N-acilidrazonas 35a e 35b com atividade leishmanicida contra
as formas promastigotas de L. amazonensis (BERNARDINO et al, 2006). As substancias 36a
e 36b apresentaram notaveis efeitos vasodilatadores (SILVA et al, 2005) (Figura 2.11).
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Figura 2.11. Exemplos de N-acilidrazonas com atividade bioldgica.

Vaérios trabalhos na literatura reportam a importancia dessa classe de substancias no

combate as infec¢des bacterianas. Por exemplo, SAH e colaboradores descreveram uma série

de N-acilidrazonas 37 oriundas da reacdo da isoniazida com varios aldeidos e cetonas, esses

derivados apresentaram potente atividade inibitéria in vivo contra vérias cepas do M.

tuberculosis, apresentando também menor efeito citotoxico se comparado a isoniazida (Figura

2.12) (SAH et al, 1954).
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Figura 2.12. N-acilidrazona derivada da isoniazida.

Outro exemplo importante foi apresentado por Buu-Hoi e colaboradores, que

sintetizaram algumas N-acilidrazonas que apresentaram menor citotoxicidade que suas

correspondentes N-acilidrazinas, estando este fato associado a ligacdo C=N. Essas descobertas
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deram suporte ao desenvolvimento de N-acilidrazonas como agentes tuberculostaticos (BUU-
HOI et al, 1953).

A partir dos estudos anteriormente mencionados, novas substancias contendo N-
acilidrazonas em suas estruturas foram desenvolvidas e suas atividades avaliadas frente ao M.
tuberculosis. Sendo assim, podemos destacar a N-acilidrazona 38 contendo um ndcleo tiofeno
(Figura 2.13) (RANDO et al, 2002).

NO,
0 S
\
N X
N
H
38

CIM=2,0 pg/mL

Figura 2.13. N-acilidrazona contendo o nucleo tiofeno com sua respectiva atividade frente ao

M. tuberculosis.

Estudos relevantes visando a obtencdo de N-acilidrazonas ativas contra o M.
tuberculosis também foram conduzidos por SRIRAM e colaboradores, que prepararam uma
série de N-acilidrazonas derivadas das isozoniazida. Uma dessas substancias que apresentou
promissor resultado foi o derivado piperazinico 39, devido a sua atividade in vivo equivalente
a da isoniazida (Figura 2.14) (SRIRAM et al, 2005).

39
CIM=0,56 pg/mL

Figura 2.14. N-acilidrazona contendo o nucleo piperazinico.

Outros derivados da isoniazida também foram sintetizados por nosso grupo de

pesquisa com o intuito de se obter novas N-acilidrazonas partindo de diversos aldeidos
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aromaticos (Figura 2.15) (LOURENCO et al, 2008; FERREIRA et al, 2008; FERREIRA et
al, 2010).

Cl
0] O
NT X N OCHj
| H | H
CIM= 0,31 pg/mL CIM= 0,62 pg/mL

N
| VEJ
@* S
H
N A 42

CIM= 0,60 pg/mL

Figura 2.15. N-acilidrazonas com potente atividade anti-TB sintetizadas em nosso grupo de

pesquisa.
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2.2. OBJETIVOS E JUSTIFICATIVAS
2.2.1. Objetivo Geral

Tendo em vista a alarmante situacdo global da tuberculose, bem como os problemas
inerentes ao tratamento, faz-se necessario o desenvolvimento de novos farmacos que
proporcionem uma melhoria na qualidade de vida do paciente com menos reacfes adversas,
com menor tempo de tratamento e consequentemente, reduzindo as taxas de abandono do
tratamento, que é apontado como uma das principais causas do aumento da resisténcia
bacteriana. Com esse intuito, o objetivo deste trabalho foi desenvolver uma série de N-

acilidrazonas derivadas de aminoéacidos candidatas a novos agentes antituberculose.

2.2.2. Objetivos Especificos
2.2.2.1. Obtencéo dos derivados N-acilidrazénicos

Os derivados N-acilidrazénicos foram planejados estruturalmente, tendo em vista a
potente atividade frente ao M. tuberculosis de substancias contendo grupamento
farmacoforico N-acilidrazona. E sabido que os aminoacidos sdo importantes constituintes da
construcdo da parede celular bacteriana, sendo assim, optou-se por utilizad-los como ponto de
partida deste trabalho, 0 que nos permitira investigar as distintas contribuicfes desses na
atividade investigada. Com o intuito de se obter um protétipo com perfil de atividade
antituberculose, decidiu-se por utilizar na construgdo da ligacdo C=N, aldeidos aromaticos e
heteroaromaticos, que ja tém sido previamente estudados por nosso grupo de pesquisa

(Esquema 2.2).
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— g Subunidade farmacofdrica
Constituintes da parede acilidrazona
celular bacteriana

HIBRIDACAO
MOLECULAR

Esquema 2.2. Planejamento estrutural das novas N-acilidrazonas.
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2.3. RESULTADOS E DISCUSSOES
2.3.1. Analise Retrossintética

Tendo em vista o estudo para identificacdo de novas substancias potencialmente ativas
contra o M. tuberculosis foram planejadas novas N-acilidrazonas derivadas de aminoacidos,
haja vista a importancia dessa classe de substancias, na constru¢cdo da parede celular
bacteriana.

A metodologia sintética proposta para a preparacdo das novas N-acilidrazonas
derivadas de aminoacidos foi baseada na andlise retrossintética descrita no Esquema 2.4. As
N-acilidrazonas 48a-q poderiam ser obtidas pela classica reacdo de condensacao de hidrazidas
com aldeidos arométicos ou heteroaromaticos. As hidrazidas 47a-g seriam preparadas pelo
ataque nucleofilico de hidrazina hidratada a amino éster devidamente protegido. Os derivados
protegidos 45a-c e 46a-b poderiam advir por simples reacdo de protecdo de seus grupamentos
amino com benziloxicarbonil (Cbz) ou terc-butoxicarbonil (Boc). Os ésteres 44a-b poderiam
ser obtidos por reacdo de esterificacdo dos L-aminoacidos (L-fenilalanina, L-leucina ou L-

alanina) 43a-c.

o]
H b)
) N NH
Rl/ / r‘ﬁ\’\,\r :> i ﬁij/
a) Condensacéo H
o) R

C-N|| b)Formacéo
N-acilidrazina

d) C-N

H,N f‘fo _CHy —— \H“LQL o
R

CHs3

¢) Reagdo de
protecéo

C-O0 d) Esterificagdo

H,N
OH

Esquema 2.4. Analise retrossintética das novas N-acilidrazonas derivadas de aminoacidos
44a-q.
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2.3.2. Obtencé&o dos ésteres derivados de aminoécidos 44a-c

Iniciou-se o trabalho pela reacdo de esterificacdo dos aminoacidos L-fenilalanina, L-
leucina ou L-alanina 43a-c, utilizando uma metodologia que consistiu em adicionar sob banho
de gelo lentamente cloreto de tionila em metanol. Apds 20 minutos de reacdo, foi adicionado
0 correspondente L-aminodcido 43a-c e a reagdo peremancecu sob refluxo durante 4 horas
(Esquema 2.5) (VERGARA et al, 2009). Os respectivos ésteres foram obtidos puros na forma
de cloridratos, em rendimentos quantitativos e purificados por recristalizacdo em acetonitrila.

Os compostos foram caracterizados por espectro de massa, infravermelho e RMN de *H e C.

O o]
R socCl,, MeOH R
—_——

: 0-70°C OCH;,

NH, NH,CI

43a: PhCH,- 44a: PhCH,-

43b: (CH3)2CHCH2' 44b: (CH3)2CHCH2'

43c: CH3' 44c: CH3'

Esquema 2.5. Sintese dos ésteres 44a-c.

Com o intuito de exemplificar a formacdo da funcdo quimica éster, discutiremos 0s
espectros referente ao composto 44a.

No espectro de massa de 44a nado foi observado o pico referente ao ion molecular do
cloridrato, devido a presenca de ions sddio presentes no eletronspray juntamente com os ions
cloreto da substancia 44a, culminou na formacéao de cloreto de sodio. Sendo assim, na Figura
2.16 detectou-se um pico em 179,9 m/z referente ao ion molecular [M]* do amino éster livre.

No espectro vibracional na regido do infravermelho de 44a (Figura 2.17) verificou-se
a presenca de uma banda intensa de absorcéo larga caracteristica de sais de aminas primarias,
nesta banda foram referentes a deformagéo axial C-H aromatico na regido de 2983 cm™ e uma
banda de absorcdo intensa em 1745 cm™ referente & deformacdo axial de C=0 do éster. A
banda de baixa intensidade em 3060 cm™ refere-se & deformagéo axial de C-H aromatico.
Também pode ser observada uma banda de absorcdo de média intensidade em 1240 cm™

referente a deformagé&o axial de C-O do grupo metoxila.
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Figura 2.16. Espectro de massa do composto 44a.
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Figura 2.17. Espectro de infravermelho do composto 44a (KBr).
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No espectro de RMN de 'H de 44a (Figura 2.18) foram observados dois dupletos
duplos centrados em 6 3,19 e 3,26 ppm referentes aos hidrogénios de CHyPh. Esses dois
hidrogénios sdo diasterotdpicos, ou seja, ndo sdo magneticamente equivalentes, resultando nos
desdobramentos observados. Foi observado também um simpleto em & 3,79 ppm atribuidos
aos hidrogénios do grupo metoxila evidenciando, desta maneira, a ocorréncia da reagdo. O
sinal em 6 4,32 ppm foi atribuido a CHNH,. Puderam ser observados também, em regido de
maior desblindagem, sinais em 6 7,26, 7,32 ¢ 7,35 ppm atribuidos aos hidrogénios aromaticos.

No espectro de RMN de **C de 44a (Figura 2.19) foram observados: um sinal em &
37,5 ppm atribuido ao carbono metilénico; um sinal em 6 53,7 ppm atribuido ao carbono do
grupo metoxila e um sinal em 6 55,4 ppm atribuido ao carbono nitrogenado ¢ um sinal em &
170,5 ppm referente ao carbono carbonilico. Os demais sinais entre 6 129,0 e 135,5 ppm

correspondem aos carbonos aromaticos.

DNO©IST O O NI o O NONDMOMNE 0

THWDWAO AN ® —HoowN ~ ToOONTNOMNN~NT O T
©MNLWM— O~ woN
MMM MMM NN @mmm

-0.00poO

.79

NNNNNNNN TS ™ MOOOMOOMO®®®ON

Intqgral

Figura 2.18. Espectro de RMN de *H de 44a. (CD;0D, 500 MHz)
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Figura 2.19. Espectro de RMN de **C de 44a (CD50D, 125 MHz).

Optou-se por proteger o grupamento amino dos aminoacidos para facilitar a
purificacdo na etapa subseqliente de formacéo da N-acilidrazina, e também para possibilitar a
investigacdo da influéncia do grupo protetor na atividade a ser avaliada. Com este intuito,
optou-se por utilizar dois grupos protetores distintos, sendo estes, o benziloxicarbonil (Cbz) e
terc-butoxicarbonil (Boc).

2.3.3. Obtencéo dos derivados 45a-c protegidos com o grupamento Boc

Os ésteres 45a-c foram solubilizados em THF, e a essa solu¢do foram adicionados a
temperatura ambiente trietilamina e dicarbonato de di-terc-butila (Boc,O) (Esquema 2.6)
(ZHANG et al, 2005). Ap6s 24 h de reacdo as substancias 45a-c foram isoladas por coluna

cromatografica, sendo obtidas na forma de 6leo com rendimentos variando entre 65 e 75%.
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As estruturas foram caracterizadas por espectro de massa, infravermelho e RMN de 'H e de
13
C.

0
0
R
R OCH (BOC),0, Et;N OCHj
—>
8 THF ta,24h
NHCI NH
44a: PhCH,- O 45a: PhCH,- (70%)
44b: (CH3),CHCH,- 45b: (CH3),CHCH,- (75%)
44c: CHg- 0 45¢: CHy- (65%)

Esquema 2.6. Sintese das substancias 45a-c.

Devido a similaridade das estruturas das substancias formadas, discutiremos o0s
espectros de 45a.

No espectro de massa de 45a (Figura 2.20) tem-se um pico em 301,9 m/z referente ao
ion molecular mais 23 (M+Na).

No espectro vibracional na regido do infravermelho de 45a (Figura 2.21) verificou-se
a presenca de uma banda de absorcdo de média intensidade referente a deformacéo axial N-H
aromético em 3360 cm™. As bandas intensas de absorcdo em 1750 e 1745 cm™ foram
atribuidas a deformaces axiais de C=0 dos grupos funcionais éster e carbamato. A banda de
média absorc&o em 1496 cm™ foi atribuida & deformacdo axial de C=0O do grupo carbamato.
Foi observada também, uma banda de absorcdo de média intensidade em 1166 cm™ referente

a deformacao axial de C-O do grupo metoxila.
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Figura 2.20. Espectro de massa de 45a.
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Figura 2.21. Espectro de infravermelho de 45a (Nujol).
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No espectro de RMN de 'H de 45a (Figura 2.22) foi observado um simpleto intenso
em regido proxima ao TMS atribuido aos 9 hidrogénios de metila do grupo Boc. Foram
observados dois dupletos duplos centrados em 6 2,90 e 3,09 ppm referentes aos hidrogénios
de CH,Ph e um simpleto em & 3,68 ppm atribuido aos hidrogénios do grupo metoxila. O
dupleto duplo em 6 4,26 ppm foi atribuido a CHNH. Puderam ser observados igualmente, em
regido de maior desblindagem, sinais em & 7,21 ¢ 7,27 ppm atribuidos aos 5 hidrogénios da
porcdo aromatica.

No espectro de RMN de **C de 45a (Figura 2.23) foram observados: um sinal em &
22,7 ppm correspondente aos carbonos do grupo metila do grupo Boc; um sinal em & 37,3
ppm atribuido ao carbono metilénico CH,Ph; um sinal em 8 51,1 ppm atribuido ao carbono do
grupo metoxila; um sinal em & 55,4 ppm atribuido ao carbono nitrogenado e um sinal em &
79,2 ppm correspondente ao carbono ndo-hidrogenado do grupo Boc. Os sinais em 6 156,4 e
172,0 ppm foram referentes as carbonilas dos grupos funcionais carbamato e éster,
respectivamente, e 0s demais sinais entre 6 125,8 e 135,5 ppm corresponderam aos carbonos

aromaticos.
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Figura 2.22. Espectro de RMN de *H de 45a (CDs;0D, 500 MHz).
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Figura 2.23. Espectro de RMN de **C de 45a (CD50D, 125 MHz).

2.3.4. Obtencao dos derivados 46a-b protegidos com Cbz
A uma solucdo contendo os ésteres 43a-b diclorometano e agua foi adicionado sob

banho de gelo bicarbonato de sodio e cloroformato de benzila (Esquema 2.7) (ZHANG et al,
2005). Apos 3 horas foi feita extracdo em diclorometano e dgua. As substancias 46a e 46b

foram purificadas por coluna cromatografica, sendo obtidos na forma de oOleos com

rendimentos de 75 e 63%, respectivamente.



Capitulo 2. Sintese e avaliacao antituberculose de N-acilidrazonas derivadas de aminodcidos 129

0 0
RN . BnOCOCI, K,COqy_ -
o) CH,Cl,, H,0, 3 h o]
NH,CI NH
0—=
44a: PhCH,- 46a: PhCH,- (75%)
44b: (CH;),CHCH,- 0 46b: (CH3),CHCH,- (63%)

Esquema 2.7. Sintese dos compostos 46a e 46b.

Com o intuito de exemplificar uma substancia formada, discutiremos os espectros da
substancia 46a.

No espectro de massa de 46a (Figura 2.24) tem-se um pico em 336,1 m/z referente ao
ion molecular mais 23 (M+Na).

No espectro vibracional da regido do infravermelho de 46a (Figura 2.25) verificou-se
a presenca de uma banda de absorcdo de média intensidade referente a deformacéo axial N-H
em 3354 cm™. A banda de absorcdo intensa em 1745 cm™ atribuida & deformacéo axial de
C=0 de éster. A banda de absorcdo de média intensidade em 1516 cm™ corresponde &
deformacdo axial de C=0 de carbamato. A banda de absorcdo de média intensidade em 1213

cm refere-se & deformacdo axial de C-O de metoxila.
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Figura 2.25. Espectro de infravermelho de 46a (Nujol).
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No espectro de RMN de 'H de 46a (Figura 2.26) foram observados dois dupletos
duplos centrados em & 2,92 e 3,14 ppm referentes aos hidrogénios de CH,Ph. Foi observado
um simpleto em & 3,68 ppm atribuido aos hidrogénios do grupo metoxila; um sinal em & 4,44
ppm foi atribuido ao hidrogénio de CHNH. O simpleto em & 5,03 ppm corresponde aos
hidrogénios de CH,O. Foi observado também, em regido de maior desblindagem, um
multipleto entre & 7,18 e 7,32 ppm atribuidos aos 10 hidrogénios aromaticos das unidades
fenilalanina e Cbz.

No espectro de RMN de **C de 46a (Figura 2.27) foram observados: um sinal em &
38,7 ppm atribuido ao carbono metilénico; um sinal em & 52,8 ppm atribuido ao carbono de
metoxila e um sinal em & 57,1 ppm atribuido ao carbono nitrogenado; um sinal em & 67,7
ppm correspondente ao carbono da por¢do CH,O. Os sinais em & 158,5 ¢ 174,1 ppm foram
atribuidos as carbonilas de carbamato e éster, respectivamente, e 0s demais sinais entre &

127,9 e 138,4 ppm corresponderam aos carbonos aromaticos.
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Figura 2.26. Espectro de RMN de *H de 46a (CDs;OD, 400 MHz).
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Figura 2.27. Espectro de RMN de *3C de 46a (CDs0OD, 100 MHz).

2.3.5. Sintese das N-acilidrazinas 47a-g

Os ésteres 44a-b, 45a-c e 46a e 46b foram solubilizados em etanol e adicionou-se a
essa solucdo a temperatura ambiente hidrato de hidrazina 80% (Esquema 2.8) (VERGARA et
al, 2009). Apds agitacdo por 24 horas, as substancias 47a-g foram isoladas e purificadas por
coluna cromatografica, sendo obtidas na forma de sélidos brancos com rendimentos entre 59 e
85%.

Com o intuito de exemplificar uma substancia formada, discutiremos os espectros de
47c.

No espectro de massa de 47¢ (Figura 2.28) tem-se um pico em 336,1 m/z referente ao

ion molecular (M+Na).
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24 h H
NHR? NHR!
44a: R=PhCH,-; R'= H 47a: R=PhCH,-; R'=H (80%)
44h: R=(CH3),CHCHy-; R'=H 47b: R=PhCH,-; R'= Boc (83%)
45a:R=PhCH,-; R'= Boc 47c: R=PhCH,-; R'= Cbz (66%)
45h:R=(CHj3),CHCH,-; R'= Boc 47d: R=(CH3),CHCH,-; R'=H (60%)
45¢:R=CHj;-; R'= Boc 47e:R=(CH,),CHCH,-; R'= Boc (85%)
469a:R=PhCH,-; R'= Chz 47f:R=(CH,),CHCH,-; R'= Cbz (71%)
46b:R=(CHj3),CHCH,-; R!= Chz 479:R=CH3-; R'= Boc (70%)
Esquema 2.8. Sintese das N-acilhidrazinas 47a-g.
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Figura 2.28. Espectro de massa de 47c.
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No espectro vibracional na regido do infravermelho de 47c (Figura 2.29) verificou-se a
presenca de uma banda de absorcdo intensa referente & deformacéo axial N-H em 3300 cm™.
A banda de baixa intensidade em 3030 cm™ refere-se & deformacéo axial de C-H aromético. A
banda de absorcdo intensa em 1685 cm™ foi atribuida & deformagdo axial de C=0O de
hidrazida e a banda de absorcdo de média intensidade em 1530 cm™ foi atribuida &

deformacéo axial de C=0 de carbamato.
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Figura 2.29. Espectro de infravermelho de 47¢ (KBr).

No espectro de RMN de 'H de 47c (Figura 2.30) foram observados dois dupletos
duplos centrados em & 2,86 e 3,07 ppm correspondentes aos hidrogénios de CH,Ph. N&o foi
observado simpleto em 6 3,68 ppm atribuido aos hidrogénios do grupo metoxila,
evidenciando assim a ocorréncia da rea¢éo. O dupleto duplo em & 4,32 ppm foi atribuido ao
hidrogénio do carbono nitrogenado (CHNH). O sinal em 6 5,01 ppm corresponde aos
hidrogénios de CH,O. Foi observado também, em regido de maior desblindagem, um
multipleto entre 6 7,20 e 7,32 ppm atribuidos aos 10 hidrogénios aromaticos das unidades
fenilalanina e Cbz.

No espectro de RMN de *C de 47c (Figura 2.31) foi observado um sinal em & 39,4
ppm atribuido ao carbono metilénico. Nao foi observado o sinal em & 52,8 ppm referente ao
carbono da metoxila, sugerindo a formagdo do produto desejado. O sinal em & 56,2 ppm foi
atribuido ao carbono nitrogenado (CHNH) e o sinal em 6 68,9 ppm correspondeu ao carbono

de CH0. Os sinais em 6 158,3 ¢ 173,2 ppm foram atribuidos as carbonilas de carbamato e
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éster, respectivamente. Os demais sinais entre & 127,3 e 138,5 ppm correspondem aos

carbonos aromaticos.
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Figura 2.31. Espectro de RMN de **C de 47¢ (CDs;0D, 100 MHz).
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2.3.6. Sintese das N-acilidrazonas 48a-q

As N-acilidrazonas foram obtidas através da classica reacdo de condensacdo de N-
acilidrazinas com os aldeidos aromaticos e heteroaromaticos correspondentes em etanol
(Esquema 2.9) (VERGARA, 2009). Empregando-se esse processo, 0s compostos 48a-g foram
obtidos em 25 a 84% de rendimento conforme descrito na Tabela 2.4. As primeiras N-
acilidrazonas sintetizadas foram as desprotegidas e derivadas do p-NO,-benzaldeido. Devido
a problemas de solubilidade apresentados pelas mesmas, optou-se por proteger o0 grupamento
amino com o intuito de torna-la mais apolar e utilizar aldeidos heteroaromaticos. Os analogos
da L-alanina protegidos com Cbz ndo foram sintetizados em virtude dos resultados
insatisfatorios de atividade bioldgica dos analogos com Boc. Os compostos 48a-q foram
purificados por cristalizacdo ou coluna cromatografica e suas estruturas foram caracterizadas

por espectros de massa, infravermelho, RMN de *H e de *C.

(0] (0]
R NH R N R?
N P Ar/Het-CHO N ~ \;J"r
H EtOH, t.a. H
24 h
NHRl NHR]'
47a-g 48a-q (25-84%)

Esquema 2.9. Sintese das N-acilidrazonas 48a-q.

Na Tabela 2.4 estdo representadas as N-acilidrazonas 48a-q sintetizadas com 0s

respectivos rendimentos obtidos e as respectivas faixas de fusao.
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Tabela 2.4. Rendimento e faixa de fuséo das substancias 48a-q.

Composto R R R’ Rendimento | Faixa de Fuséo
(%) (C)

48a PhCH, Boc 2-NO,-furil 70 174,7-175,6
48b PhCH, Boc 2-NO,-tienil 84 180,9-182,8
48c PhCH, Chz 2-NO,-furil 25 179,5-181,4
44d PhCH, Chz 2-NO»-tienil 77 147,6-149,9
48e (CH3),CHCH;, H p-NO,-benzil 43 133,5-135,2
48f (CH3),CHCH, H 2-NO,-furil 35 1252-127,4
48¢g (CH3),CHCH;, Boc 2-NO,-furil 54 112,4-113,5
48h (CHs),CHCH, | Boc | 2-NO,-tienil 71 103,0-105,4
48i (CH3),CHCH, | Boc furil 60 140,1-141,5
48j (CH3),CHCH;, Boc tienil 69 169,5-173,1
48l (CH3),CHCH;, Chz 2-NOo-furil 70 89,3-92,6

48m | (CHa),CHCH, | Cbz | 2-NO-tienil 75 90,8-94,0

48n CHs Boc 2-NO,-furil 54 136,2-138,3
480 CHs Boc 2-NO,-tienil 62 143,1-145,9
48p CHs Boc furil 65 158,0-159,6
48q CHs Boc tienil 80 160,1-161,9

A proposta mecanistica para essa reacdo consiste no ataque nucleofilico do nitrogénio
basico da hidrazida a carbonila do aldeido, levando a formac&o do intermediario hemiaminal
N-protonado tetraédrico 49. Nesse intermediario ocorre rapida transferéncia do proton do
nitrogénio para o oxigénio 50a e 50b, via solvente, permitindo assim, a eliminagéo de uma
molécula de agua (Esquema 2.10) (COSTA, 2003). Durante a eliminacdo, dois possiveis
produtos podem ser formados, os isdmeros geométricos com configuragéo relativa E (48a) e Z
(48b) (Esquema 2.10).
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Esquema 2.10. Mecanismo proposto para a sintese das N-acilidrazonas 48a-q (Adaptado de
KUMMERLE, 2009).

Devido a isomeria geométrica (E/Z) em relacdo a ligacdo dupla N=C e a presenca de
dois possiveis conférmeros, onde os hidrogénios de NH encontram-se sinperiplanar (sp) ou
antiperiplanar (ap) em relacdo ao oxigénio da carbonila, as N-acilidrazonas podem existir
como quatro possiveis estereoisomeros (Figura 2.32) (SYAKAEV, 2006; LOPES, 2010).
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Figura 2.32. Estruturas dos isomeros E/Z e dos conférmeros ap/sp das N-acilidrazonas 48a-q
(LOPES, 2010).

Considerando-se a importancia do grupamento farmacoférico N-acilidrazénico na
possivel atividade bioldgica das moléculas planejadas, a compreensdo de seu arranjo espacial
¢ de suma importancia.

Através da anélise dos espectros de RMN de ‘H das N-acilidrazonas 48a-q pode-se
observar a duplicacdo de alguns sinais. Neste caso, esses sinais duplicados poderiam ser
oriundos da presenca de dois possiveis conférmeros (sp/ap) ou da presenca de dois possiveis
isbmeros geométricos (E/Z) da ligacdo C=N (Figura 2.32). Sendo assim, decidiu-se realizar
um experimento de RMN de *H, & temperatura de 85°C, com o intuito de verificar se haveria
coalescéncia dos sinais duplicados supracitados. E sabido que com o aumento da temperatura
atinge-se a energia necessaria para se suplantar a barreira rotacional da ligacdo entre o
carbono carbonilico e 0 N (HNC=0), ocorrendo a rapida interconversdo de um conférmero
em outro e a consequente coalescéncia dos sinais, 0 que ndo é observado nos isdmeros
geométricos (E/Z) da ligacdo C=N. Para exemplificacdo dessa observacdo, ater-se-a a
discussdo dos espectros pertinentes ao composto 48b. No espectro de RMN de *H de 48b a
temperatura ambiente (Figura 2.33a), pode-se observar os sinais relativos aos hidrogénios de
NHN e N=CH duplicados; contudo no espectro obtido a 85 °C (Figura 2.33b) pode-se
observar que houve a coalescénica dos sinais correspondentes a esses hidrogénios, indicando

a presenca de conférmeros.
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Figura 2.33. Expansdo da regido de alta frequéncia do espectro de RMN de *H de 48b
realizado a diferentes temperaturas: a) 25 °C; b) 85°C (DMSO-ds, 400 MHz).
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Essa conversdo ndo é observada a temperatura ambiente devido a contribuicdo do
tautbmero 2, procedente do efeito de ressonéncia entre o par de elétrons do atomo de
nitrogénio e a ligagdo m da carbonila (Figura 2.34), pois esse confere a ligacdo amida um
carater parcial da ligagdo HO-C=N (iminol), tornando lenta esta rotacdo (CARVALHO,
2011).

tautdmero 1 tautdbmero 2

Figura 2.34. Equilibrio entre os tautbmeros 1 e 2.

Outra estratégia utilizada para analisar a questdo da presenca de diastereoisdmeros
nesta série N-acilidrazonica 48a-q consistiu na reacdo de metilacdo do grupamento NHN,
utilizando o iodeto de metila como agente alquilante. Este experimento consistiu em verificar
a possibilidade de haver o isdmero conformacional sp da ligacdo amida, devido a auséncia dos
possiveis tautbmeros 1 e 2 ao nivel da ligacdo amida do grupo N-acilidrazonico.

No espectro de RMN de *H de 48b (Figura 2.35a) pode ser observado dois simpletos a
o 11,75 e 11,94 ppm referentes aos conformeros ap/sp dos hidrogénios da amida, e dois
outros simpletos a 6 8,14 ¢ 8,45 ppm referentes aos conformeros ap/sp dos hidrogénios de
N=CH. Todavia no espectro de RMN de 'H da substancia metilada 51 (Figura 2.35b)
observou-se a presenga de um simpleto em 6 3,30 ppm e ndo foram observados os sinais
relativos ao hidrogénio de amida, evidenciando a ocorréncia da reacdo de metilagcdo. Além
disso, foi observado apenas um sinal correspondente ao hidrogénio de imina, evidenciando

dessa forma que hé a presenca do conférmero sp.
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Figura 2.35. a) Espectro de RMN de *H de 48b (DMSO-dg, 400 MHz); b) Espectro de RMN
de 'H de 51 (DMSO-dg, 400 MHz);



Capitulo 2. Sintese e avaliacao antituberculose de N-acilidrazonas derivadas de aminodcidos 143

Estas investigagdes também foram realizadas para as N-acilidrazonas derivadas do
aminoacido L-alanina, para as quais foram feitas as mesmas observacbes que em 48b. Sendo
assim, através dos resultados apresentados, acredita-se que 0os compostos da série 48a-q foram
obtidos na forma de um Unico isdmero geométrico, e em solucdo encontram-se em equilibrio
na forma de dois conférmeros estaveis sp/ap que se interconvertem pela rotacdo da ligagdo
amidica. Devido a prévia experiéncia em nosso grupo de pesquisa com N-acilidrazonas
derivadas do aminoacido L-serina, acredita-se que o isdbmero formado seja o E, pois este é
mais favorecido termodinamicamente (PINHEIRO, 2010). Estudos de raios-X serdo
realizados futuramente para comprovar essa hipotese.

De acordo com o que vem sendo relatado na literatura (PALLA et al, 1986;
WYRZYKIEWICZ et al, 1998), a presenca de conférmeros em compostos N-acilidrazénicos,
geralmente, é observada naqueles que apresentam um grupo espacador entre a carbonila e o

anel aromatico ou ainda em compostos alquil-N-acilidrazonas.
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2.4. ENSAIOS BIOLOGICOS

As N-acilidrazinas 47a-g e N-acilidrazonas 48a-g foram avaliadas pelo método
Alamar Blue® quanto as suas propriedades antituberculares. Os ensaios foram realizados no
Instituto de Pesquisas Clinicas Evandro Chagas (IPEC) / FIOCRUZ-RJ, sob a coordenacao da
pesquisadora Maria Cristina Lourenco.

2.4.1. Teste in vitro

Para este ensaio foi utilizada uma cepa de Mycobacterium tuberculosis H37 RvATCC
27294 que cresceu em meio Loweinstein-Jensen a 37°C por trés semanas e depois foi pré-
incubada em meio liquido Middlebrook 7H9 a 37°C por dez dias, até que a densidade
bacteriana correspondesse a 1,0 na escala de turbidez McFarland. As suspensdes foram entéo
diluidas na proporgdo 1:25 no mesmo meio (Middlebrook 7H9) antes da inoculacdo (4.10°
micobactérias/mL).

As solucdes estoques de cada composto foram preparadas em DMSO, esterilizadas
pela passagem em filtro PFTE 0,22 um e armazenadas a -80°C. As dilui¢des foram feitas em
meio liquido Middlebrook 7H9. A rifampicina foi utilizada como controle interno.

Os testes foram desenvolvidos de acordo com o ensaio de microdiluicdo em placa
utilizando como revelador o corante Alamar Blue® (sal de reazurina). Primeiramente, 100
mL de suspensdo de micobactérias foram acrescentados a microplaca contendo 100 mL de
uma série de diluicdes dos compostos (0,5 a 1000 pmol/L). Apds a incubagio a 37°C por seis
dias, adicionaram-se 25 uL. de uma mistura 1:1 (v/v) de Alamar Blue ¢ 10% de twen 80 ¢ as
placas foram incubadas a 37°C por 24 horas. A cor azul indica auséncia do crescimento
bacteriano. Uma mudanga de cor de azul para rosa foi observada nas placas onde a
micobactéria cresceu (Figura 2.36). As concentra¢cbes minimas inibitérias (MIC) foram

definidas como as menores concentracfes das substancias que impediram a mudanca de cor.
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Figura 2.36. Exemplo de microplacas de 96 pocos utilizada no método Alamar Blue®.

2.4.2. Anélise dos resultados do teste in vitro das N-acilidrazinas e N-acilidrazonas
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Os resultados dos ensaios in vitro estdo apresentados em 4 tabelas. Na Tabela 2.5 estdo

os resultados relativos aos intermediarios N-acilidrazinas 47a-g, no qual podemos observar

que a substancia 47a, um derivado da L-fenilalanina ndo protegido, foi o Unico que se mostrou

ativo frente ao M. tuberculosis, com CIM de 100 pg / mL.

Dentre todos os compostos sintetizados, o derivado da L-fenilalanina contendo a

subunidade 5-nitrofurila 48c foi o que apresentou melhor atividade CIM 12,5 pug/mL sendo

mais ativo que o farmaco tuberculostatico D-cicloserina. Dessa série, somente 0 48a, que é um

derivado ndo-protegido contendo a subunidade p-nitrobenzila, ndo foi ativo. Esses resultados

mostram a importancia do grupo 5-nitrofurila na atividade investigada (Tabela 2.6). Néao foi

encontrado relacéo da atividade biologica com a lipofilicidade apresentada pelas substancias.
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Tabela 2.5. Atividade in vitro das N-acilidrazinas 47a-g contra o M. tuberculosis Hs;Rv (ATCC
27294, sensiveis a D-cicloserina).

0
R : _NH,
NHR!
Composto R R logP 2 CIM (pg/mL)
47a CeHsCH,- H -1,363 100
47b CeHsCHo- BOC 2,380 resistente
47c CeHsCHo- Cbz 2,790 resistente
47d CH3(CH3),CHCH,- H -1,514 resistente
47e CH3(CH),CHCH,- | BOC 2,229 resistente
47f CH3(CH),CHCH,- | Cbz 2,638 resistente
479 CHs- BOC 0,919 resistente
cicloserina - - - 20

& calculado por http://www.molinspiration.com/cgi-bin/properties.

Tabela 2.6. A atividade in vitro de N-acilidrazonas derivadas da L-fenilalanina 48a-d contra o M.

tuberculosis Hs;Rv (ATCC 27294, sensiveis a D-cicloserina).

0
N Ar/Het
H/ \/
NHR!
Substancia R Ar/Het logP? | CIM (ug/mL)
48a BOC 5-nitro-2-furil 5,137 100
48b BOC 5-nitro-2-tienil 5,779 50
48¢ Chz 5-nitro-2-furil 5,546 12,5
48d Chz 5-nitro-2-tienil 6,188 50
cicloserina - - 20

% Calculado por http://www.molinspiration.com/cgi-bin/properties.
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Ao analisarmos os resultados da atividade dos derivados da L-leucina 48e-m
percebemos a importancia do grupo 5-nitrofurila para a atividade bioldgica dos compostos
sintetizados, pois os derivados contendo os grupos p-nitrobenzil 48e e os nao-nitrados 48i e
48j ndo se mostraram ativos. Os derivados protegidos com Chz (48l e 48m) e 0 nao-

protegido 48f, foram 0s mais ativos desta série com CIM de 25 pm/mL (Tabela 2.7).

Tabela 2.7. Atividade in vitro de N-acilidrazonas derivadas da L-leucina 48e-m

contra o M. tuberculosis Hs;Rv (ATCC 27294, sensiveis a D-cicloserina).

0
H _N % Ar/Het
NHR!

Substancia | R! Ar/Het logP ® | CIM (pg/mL)
48e H p-nitrobenzil 1,862 resistente
A8f H 5-nitro-2-furil 1,242 25
489 BOC 5-nitro-2-furil 4,986 50
48h BOC 5-nitro-2-tienil 5,627 50
48i BOC 2-furil 4,903 resistente
48] BOC 2-tienil 5,545 resistente
48| Cbz 5-nitro-2-furil 5,395 25
48m Cbz 5-nitro-2-tienil 6,037 25

cicloserina - - 20

& Calculado por http://www.molinspiration.com/cgi-bin/properties.

Os derivados da L-alanina 48n-q, que séo protegidos com Boc, ndo apresentaram
resultados bioldgicos significativos, em fungdo destes resultados os respectivos analogos

protegidos com Chz ndo foram sintetizados (Tabela 2.8).
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Tabela 2.8. Atividade in vitro de N-acilidrazonas derivadas da L-alanina 48n-q contra o M.
tuberculosis Hz;Rv (ATCC 27294, sensiveis a D-cicloserina).

0
H _N o Ar/Het
NHR?

Substancia | R! Ar/Het logP? | CIM (pg/mL)
48n BOC 5-nitro-2-furil 3,676 resistente
480 BOC 5-nitro-2-tienil 4,318 resistente
48p BOC 2-furil 3,593 100
48q BOC 2-tienil 4,235 100

cicloserina - - - 20

& Calculado por http://www.molinspiration.com/cgi-bin/properties.

2.4.3. Atividade antituberculose dos derivados tetraidropirimidinicos e diaminas obtidas
no Capitulo 1

Raju e colaboradores descreveram uma série de tetraidropirimidinas que se mostraram
ativas frente as cepas do M. tuberculosis. Uma dessas substancias que apresentou promissores
resultados foi o composto 52 (Figura 2.37) (RAJU, 2011).

0 HN)LNH
X
0 o} o/\
52

CIM=7,90 pg/mL

Figura 2.37. Derivado tetraidropirimidinico com atividade anti-TB.

Muitos trabalhos na literatura relatam a importancia de poliaminas com atividade
antimicrobiana (CATAO, 2010), baseado nesta atividade e no resultado apresentado por Raju
e coloboradores, decidiu-se testar as diaminas 30a-e e 0s derivados tetraidropirimidinicos

3la-e sintetizados no Capitulo 1 do presente trabalho, pois 0s mesmos foram obtidos por
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reacdo de diaminas lipofilicas 30a-e com a etionamida, que é um farmaco analogo a
isoniazida com atividade anti-TB. Sendo assim, pensou-se que os derivados 31a-e poderiam
apresentar atividade anti-TB relevantes, haja vista que esses poderiam ser planejados
estruturalmente por hibridacdo molecular da subunidade farmacofdrica tetraidropirimidina
com a etionamida.

Os derivados tetraidropirimidinicos 31a-e e seus intermediarios, as diaminas 30a-e,
foram avaliados quanto as suas propriedades tuberculostaticas. Dentre as diaminas, destaca-se
a 30c que apresentou CIM=25 pg/mL. Destacam-se também, os derivados
tetraidropirimidinicos 31b e 3le, que apresentaram CIM=12,5 pg/mL (Figura 2.38). Os
demais derivados ndo puderam ser avaliados, pois precipitaram ao serem introduzidos no
meio celular bacteriano. Esses resultados preliminares mostraram-se promissores, indicando
que deve haver uma melhor investigacdo da acdo anti-TB dessses derivados, buscando novos
analogos estruturais, podendo vir a ser promissoras classes de compostos na busca por um

protétipo com perfil tuberculostéatico.

H
/WNWNHZ
10
30c
CIM=25,0 um/mL

)

N N

A
™~

/ |
AN
N

31b 31e

CIM=125 um/mL CIM=12,5 pm/mL

Figura 2.38. Diamina 30c e tetraidropirimidinas 31b e 31e com atividade anti-TB.
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2.5. CONCLUSOES E PERSPECTIVAS
2.5.1. Conclusoes

Nesta parte do trabalho foram sintetizadas 31 substancias, sendo 8 ésteres (44a-c, 45a-
c e 46a-b), 7 hidrazidas (47a-g) e 16 N-acilidrazonas (48a-q), destes apenas 0s ésteres nao sdo
inéditos. Todas as substancias foram obtidas por metodologias simples, as quais apresentaram
bons rendimentos.

Todas as hidrazidas e N-acilidrazonas foram submetidas a teste de avaliacdo
antitubercular. Dentre as hidrazidas, a substancia 47a foi a Unica que apresentou atividade
com CIM de 100 pg / mL. De acordo com os resultados dos testes das N-acilidrazonas, pode-
se perceber que os melhores resultados foram obtidos para as substancias derivadas da L-
leucina e L-fenilalanina. E também, pdde-se constatar a importancia dos grupos 5-
nitrofuranila e do grupo protetor Chz para a atividade das N-acilidrazonas derivadas de
aminoacidos, dentre as quais destaca-se a substancia 48c mais ativa que o farmaco de
referéncia D-cicloserina, com CIM de 12,5 ng / mL.

Os estudos de metilagdo da N-acilidrazona e o experimento de RMN de 'H em altas
temperaturas sugeriram que as hidrazonas foram obtidas na forma de um Unico isdbmero

geomeétrico e que em solucdo se apresentam na forma de conférmeros sp/ap.
2.5.2. Perspectivas
e Fazer reacBes de metilacio com as demais N-acilidrazonas com o intuito de se

verificar a influéncia deste grupamento na atividade antituberculose;

e Realizar a determinacdo estrutural por difracdo de raios-X da substancia 48c.
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3.1. MATERIAIS E EQUIPAMENTOS DE CARACTERIZAQAO

Todas as reagfes foram monitoradas por cromatografia em camada fina (CCF),
utilizando silica-gel 60G (Merck) suportada em laminas de vidro ou cromatofolhas suportadas
em placas de aluminio de Kiesegel 60Fz, (Merck). Como reveladores foram utilizados
vapores de iodo, solugdo etandlica de &cido sulfurico a 20% v/v, solucdo etandlica de
ninidrina a 1 % p/v e solucéo etandlica de vanilina 3% e acido sulfarico 2%.

Para cromatografia em coluna de silica utilizou-se silica-gel 60G 0,063-0,200mm (70-
230 mesh ASTM) e para coluna cromatografica “flash™utilizou-se silica-gel 60G 0,040-0,063
mm 9230-400 mesh ASTM) , ambas da marca Merck.

Nos procedimentos de purificacdo, por extracdo ou coluna cromatogréfica, foram
utilizados solventes P.A. Vetec, Isofar, Nuclear e Tedia.

As reacBes conduzidas por aguecimento com irradiacdo por micro-ondas foram
realizadas em forno de microondas doméstico Newtech® modelo MO1180 de 2450 MHz com
alimentacdo de 120v/60 MHz especialmente adaptado para sintese conforme descrito na
literatura (PECORARO et al, 2007).

Os espectros de massa (EM), método ESI (Electrospray lonization em solu¢do aquosa
de NH,CI), foram feitos em espectrometro modelo ZQ quadrupolo simples (Farmanguinhos-
Fiocruz/RJ)

As faixas de fusdo foram obtidas em aparelho digital MQAPF-Microquimica no
Departamento de Quimica (DQ), ICE, UFJF.

Os espectros de infravermelho (IV) foram registrados em espectrofotdmetros
BOMEM-FTIR MB-102 (DQ-UFJF), Thermo Nicolet Nexus 670 e Perkin-Elmer FT-IR,
Spectrum One, de feixe duplo (Farmanguinhos-Fiocruz/RJ), as analises foram realizadas em
pastilhas de KBr anidro (sélidos), Nujol (6leos) e Csl (6leos). Os valores para as absor¢des
foram expressos em niimero de onda, utilizando como unidade o centimetro reciproco (cm™).

Os espectros de RMN de *H foram obtidos a 300 MHz em aparelho Bruker Advance
DRX300 (DQ-UFJF), a 400 ou 500 MHz em aparelho Bruker Avance (Farmanguinhos-
Fiocruz/RJ). O espectro de COSY e RMN de *H em altas temperaturas foram obtidos a 400
MHz em aparelho Bruker Avance (Farmanguinhos-Fiocruz/RJ). A referéncia interna foi o
tetrametilsilano (TMS). Os valores de deslocamento quimico (8) foram referidos em partes
por milhdo (ppm) em relacdo ao TMS e as constantes de acoplamento (J) em Hertz (Hz). As

areas dos sinais foram obtidas por integracdo eletronica, e suas multiplicidades foram
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descritas da seguinte forma: s — simpleto; sl -simpleto largo; d — dupleto; dd - dupleto duplo;
t- tripleto; q — quarteto; qu — quinteto; m — multipleto.

Os espectros de RMN de *3C foram obtidos a 75 MHz em aparelho Bruker Advance
DRX300 (DQ-UFJF), a 100 ou 125 MHz em aparelho Bruker Avance (Farmanguinhos-
Fiocruz/RJ). O espectro de DEPT 135 foi obtido a 125MHz em aparelho Bruker AC300 Gif-
sur-Yvette-Franca). A referéncia interna foi o sinal de 'H residual do solvente deuterado. Os
valores de deslocamento quimico foram referidos em partes por milhdo (ppm).

Os coeficientes de particdo das substancias foram teoricamente calculados pelo

programa mipc — molinspiration property calculator, disponivel em www.molinspiration.com.
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3.2. METODOLOGIAS SINTETICAS

3.2.1. Preparacao dos compostos do Capitulo 1

3.2.1.1. Sintese dos derivados antraquindnicos de cadeias lipofilicas
3.2.1.1.1. 1,4-bis(dodecilamino)antra-9,10-quinona 12

Em um baldo de fundo redondo de 50 mL foi adicionado 1,4-diaminoantraquinona
(120 mg; 0,5 mmol), que foi solubilizado em dimetilacetamida (10 mL), seguido da adi¢édo de
terc-butdxido de potéssio (112 mg; 1 mmol). Ap6s 30 minutos, foi adicionado iodeto de
dodecila previamente preparado (592 mg; 2 mmol), sendo o iodeto de dodecila obtido por
reacdo de 1-dodecanol com iodo molecular, imidazol e trifenilfosfina, utilizando-se tolueno
como solvente. A reacdo foi realizada em microondas doméstico adaptado, sendo efetuado 4
pulsos de 15 minutos cada. A reacdo foi acompanhada por CCF, empregando-se como eluente
diclorometano e revelador lampada de ultravioleta. Apds evaporagdo sob pressdo reduzida o
residuo obtido foi purificado por CCF, eluente diclorometano/metanol, fornecendo 12 como

um sélido azul em 52% de rendimento (148 mg, 0,26 mmol).

e FM: C3gHsgN202; MM: 574,45 g/mol; PF: 71-74°C (sélido azul).

e IV (KBr) v (cm™): 3201 (deformacdo axial de N-H), 3065 (deformacéo axial de C-H
aromatico), 2914 e 2850 (deformagéo axial C-H alifatico), 1637 (deformacéo axial de
C=0 cetona ciclica).

e RMN *H (300 MHz, CDCls) & (ppm): 8,16 (dd, 2H, J; = 5,9 Hz, J,= 3,3 Hz, H-5 e
H-8); 7,67 (dd, 2H, J; = 5,9, J, = 3,3 Hz, H-6 € H-7); 7,20 (s, 2H, H-2 e H-3); 3,32 (m,
2H, H-1); 1,75 (qu, 4H, J= 6,8 Hz, H-2"); 1,45 (m, 4H, H-3"); 1,29 (m, 32H, H-4’-
H-117); 0,86 (t, 6H, J = 6,9 Hz, H-12").
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e RMN C (75 MHz, CDCl3) & (ppm): 182,4 (C-9 e C-10); 146,4 (C-1 e C-4); 134,8
(C-5a e C-5b); 132,1 (C-5 e C-8); 126,2 (C-6 e C-7); 123,8 (C-4a e C-4b); 109,8 (C-2
e C-3); 32,9 (C-1°); 29,9-22,9 (C-11°-C-3"); 14,3 (C-12).

3.2.1.1.2. N-[4-(dodecanoilamino)-9,10-dioxo-9,10-diidro-1-antracenil)dodecanamida 13
Em um baldo de fundo redondo de 100 mL contendo uma solugdo de 1,4-
diaminoantraquinona (350 mg; 1,47 mmol) em dimetilacetamida (20 mL) e piridina (0,3 mL)
a temperatura de 0°C, foi adicionado cloreto de docecanoila (1g; 4,57 mmol). A mistura
reacional foi mantida em agitacdo magnética e temperatura ambiente, sendo acompanhada por
CCEF, utilizando-se como eluente hexano/acetato de etila (9:1). Ap6s 24 horas, o volume foi
reduzido sob pressdo reduzida e foi feita extracdo liquido-liquido com agua/cloroférmio. A
fase organica foi evaporada sob pressdo reduzida e o residuo formado foi purificado por CCF,
eluente hexano/acetato de etila, fornecendo 734 mg (1,2 mmol) de 13 como um so6lido

vermelho em 83 % de rendimento.

e FM: C33Hs4N204; MM: 602,41 g/mol; PF: 130,5-131,5°C (s6lido vermelho).

e IV (KBr)v(cm™): 3402 (deformacéo axial de N-H), 3157 (deformacéo axial de C-H
aromatico), 2918 e 2848 (deformacéo axial C-H alifatico), 1695 (deformacéo axial de
C=0 cetona ciclica), 1635 (deformacéo axial de C=0 amida), 1504 (deformacao
angular de C=0 amida).

e RMN *H (300 MHz, CDCls) & (ppm): 9,17 (s, 2H, H-2 e H-3); 8,27 (dd, 2H, J; = 5,9
Hz, J, = 3,3 Hz, H-5 e H-8); 7,82 (dd, 2H, J; = 5,9, J; = 3,5 Hz, H-6 e H-7); 2,54 1,
4H, J = 7,4 Hz, H-2"); 1,81 (qu, 4H, J = 7,4 Hz, H-3"); 1,39 (m, 4H, H-4"); 1,26 (m,
28H, H-5’-H-11"); 0,88 (t, 6H, J = 6,8 Hz, H-12").
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e RMN C (75 MHz, CDCl3) & (ppm): 186,9 (C-9 e C-10); 173,2 (C-1); 138,6 (C-1 e
C-4); 134,4 (C-5a e C-5b); 133,4 (C-6 € C-7); 129,2 (C-5 e C-8); 127,1 (C-2 e C-3);
116,5 (C-4a e C-4b); 39,0 (C-2°); 31,9 (C-3"); 29,6-29,2 (C-9°-C-2"); 25,5 (C-10);
22,7 (C-11°); 14,1 (C-12%).

3.2.1.1.3. Laurato de 4-(dodecanoiloxi)-9,10-diox0-9,10-diidro-1-antracenila 15

Em um baldo de fundo redondo de 50 mL contendo solugdo de 1,4-
diidroxiantraquinona (535 mg; 2,25 mmol) em dimetilacetamida (20 mL) e piridina (0,30 mL)
a 0°C, foi adicionado cloreto de dodecanoila (1,09 g; 5 mmol), previamente preparado por
reacdo do acido dodecandico com cloreto de tionila. A mistura reacional foi mantida em
agitacdo magnética a temperatura ambiente durante 24 horas, sendo acompanhada por CCF,
usando-se como eluente CH,Cl,. O precipitado formado foi filtrado e lavado com hexano

fornecendo 15 como um sélido amarelo claro em 90% de rendimento (1,22 g; 2 mmol).

e FM: C33Hs5,06; MM: 604,38 g/mol; PF: 78-81°C (s6lido amarelo claro).

e IV(KBr) v (cm™): 3157 (deformagdo axial de C-H aromatico), 2916 e 2848
(deformacéo axial C-H alifatico), 1678 (deformacgdo axial de C=0 cetona ciclica),
1774 (deformacéo axial de C=0 éster), 1136 (deformacéo axial de C-O éster).

e RMN 'H (300 MHz, CDCls) 6 (ppm): 8,16 (dd, 2H, J; = 3,3Hz, J, =55 Hz, H-5 e
H-8); 7,74 (dd, 2H, J; = 3,3, J, = 5,5 Hz, H-6 e H-7); 7,41 (s, 2H, H-2 e H-3); 2,79 (t,
4H, J = 7,4 Hz, H-2"); 1,84 (qu, 4H, J = 7,7 Hz, H-3’); 1,48 (m, 4H, H-4"); 1,29 (m,
28H, H-5’-H-11"); 0,88 (t, 6H, J = 6,9 Hz, C-12").

e RMN C (75 MHz, CDCls) & (ppm): 181,8 (C-9 e C-10); 172,4 (C1°); 148,4 (C-1 e
C-4); 134,2 (C-6 e C-7); 133,6 (C-5a e C-5h); 131,1 (C-5 e C-8); 127,1 (C-2 e C-3);
126,4 (C-4a e C-4b); 34,6 (C-2’); 32,1 (C-3°); 24,7-29,8 (C-4’-C-9’); 22,9 (C-10%);
21,7 (C-11); 14,3 (C-12).
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3.2.1.1.3. 1,4-bis(dodeciloxi)antra-9,10-quinona 16

Em um baldo de fundo redondo de 50 mL contendo solucdo de 1,4-
diidroxiantraquinona (120 mg; 0,5 mmol) em dimetilacetamida (10 mL) foi adicionado terc-
butéxido de potassio (244 mg; 2 mmol). Apds 30 minutos foi adicionado iodeto de dodecila
preparado previamente (592 mg; 2 mmol), sendo o iodeto de dodecila obtido por reacdo de
1-dodecanol com iodo molecular, imidazol e trifenilfosfina, empregando-se tolueno como
solvente. A mistura reacional foi mantida em agitacdo magnética e temperatura de 60°C
durante 2 dias, sendo acompanhada por CCF, usando-se como eluente diclorometano. O
solvente foi evaporado sob pressdo reduzida e foi realizada extracdo liquido-liquido com
diclorometano e 4gua. Apds evaporacao da fase organica sob presséo reduzida, o composto 16
foi isolado por coluna cromatografica (eluente diclorometano/metanol) como um sélido

amarelo em 68% de rendimento (197 mg; 0,33 mmol).

o FM: C3gHs604; MM: 576,21 g/mol; PF: 69-71°C (s6lido amarelo).

e IV(KBr)v (cm™): 2918 e 2848 (deformagdo axial C-H alifatico), 1674 (deformagéo
axial de C=0 cetona ciclica), 1242 (deformacéo axial de C-O éter).

e RMN 'H (300 MHz, CDCls) & (ppm): 8,18 (m, 2H, H-5 e H-8); 7,71 (m, 2H, H-6 e
H-7): 7,30 (s, 2H, H-2 e H-3); 4,00 (t, 4H, J = 6,6 Hz, H-1"); 1,93 (qu, 4H, J= 6,8 Hz,
H-27); 1,40 (m, 4H, H-3"); 1,27 (m, 32H, H-4’-H-11"); 0,88 (t, 6H, J = 6.8 Hz, C-12").

e RMN *C (75 MHz, CDCl3) & (ppm): 183,5 (C-9 e C-10); 154,1 (C-1 e C-4); 134,5
(C-5a e C-5b); 133,3 (C-5 e C-8); 126,6 (C-6 e C-7); 123,5 (C-4a e C-4b); 122,2 (C-2
e C-3); 70,6 (C-1°); 32,9 (C-27); 29,7-28,6 (C-3’- C-9°); 25,8 (C-107); 22,7 (C-11");
14,1 (C-12%).
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3.2.1.2. Sintese dos derivados antraquindnicos de cadeias curtas
3.2.1.2.1. 1,4-bis(3-cloropropoxi)antra-9,10-quinona 19

Em um baldo de fundo redondo de 500 mL contendo solucdo de 1,4-
diidroxiantraquinona 14 (10,24 g; 75 mmol) em 200 mL de butanona foi adicionado
carbonato de potéssio (10,36 g; 150 mmol). A reacdo foi mantida sob agitacdo magnética a
temperatura ambiente durante 60 minutos. Apos esse periodo de tempo, foi adicionado 1-
bromo-3-cloropropano (23,62 g; 150 mmol) sendo a reacdo mantida sob agitacdo magnética
em refluxo durante 48 horas. A reacdo foi acompanhada por CCF, (eluente
diclorometano/hexano 9:1). Apos o término da reacéo, o volume da mesma foi reduzido sob
pressdo reduzida e foi feita extragdo liquido-liquido em diclorometano e agua. Apds
evaporacdo da fase organica sob pressdo reduzida, o residuo formado foi purificado por
coluna cromatogréfica (eluente diclorometano/metanol), fornecendo 6,76 g (17 mmol) de

19como um solido amarelo com 70% de rendimento.

e FM: CyH1sCl,04; MM: 392,06 g/mol; PF: 119-122 °C (s6lido amarelo).

e IV(KBr)v(cm™): 3068 (deformacdo axial C-H aromatico), 2935 e 2881 (deformacéo
axial C-H alifatico), 1664 (deformacdo axial de C=O cetona ciclica), 1240
(deformacéo axial de C-O éter), 648 (deformacéo angular de C-Cl).

e RMN 'H (300 MHz, CDCl3)  (ppm): 8,14 (2H, dd, J:= 3,0 Hz, J,- 6,0 Hz, H-5 e H-
8); 7,70 (2H, dd, J;= 3,0 Hz, J,= 6,0 Hz, H-6 e H-7); 7,33 (2H, s, H-2 e H-3); 4,25 (t,
4H, J = 6,0 Hz, H-1"); 3,98 (t, 4H, J = 6,0 Hz, H-3"); 2,35 (4H, qu, J= 6,0 Hz, H-2").

e RMN *C (75 MHz, CDCl;) 6 (ppm): 183,2 (C-9 e C-10); 153,8 (C-1 e C-4); 134,3
(C-5a e C-5b); 133,5 (C-5 e C-8); 126,5 (C-6 e C-7); 123,6 (C-4a e C-4b); 122,2 (C-2
e C-3); 66,7 (C-1"); 42,0 (C-3%); 32,4 (C-2").
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3.2.1.2.2. 1,4-bis(3-iodopropoxi)antra-9,10-quinona 22

Em um baldo de fundo redondo de 125 mL contendo uma solucdo do dicloreto 19
(1,17 g; 3 mmol) em 70 mL de butanona foi adicionado iodeto de sddio (1,799 g; 12 mmol).
Essa reacdo foi mantida sob agitacdo magnética a temperatura de 80°C durante 20 horas. A
reacdo foi acompanhada por CCF, (eluente diclorometano/metanol 9,5:0,5). Apds o término
da reacdo, a mistura foi concentrada sob presséo reduzida e foi feita extragdo liquido-liquido
em diclorometano e agua. Apos evaporacao da fase organica sob pressdo reduzida o residuo
formado foi purificado por coluna cromatogréfica (eluente hexano/diclorometano), sendo

obtido 1,244 g (2,2 mmol) de 22 como um sélido amarelo em 72% de rendimento.

o FM: CyHigl204; MM: 575,93 g/mol; PF: 110-112 °C (s6lido amarelo).

e IV(KBr)v(cm™): 3068 (deformacdo axial C-H aromatico), 2947 e 2870 (deformacéo
axial C-H alifatico), 1660 (deformacdo axial de C=O cetona ciclica), 1244
(deformacéo axial de C-O éter), 516 (deformacdo angular C-I).

e RMN 'H (300 MHz, CDCl3) & (ppm): 8,12 (2H, dd, J:= 5,9 Hz, J,- 3,3 Hz, H-8 e H-
11); 7,68 (2H, dd, Ji= 5,7 Hz, Jo= 3,3 Hz, H-9 e H-10); 7,32 (2H, s, H-2 e H-3); 4,16
(4H, t, J= 6,0 Hz, H-1"); 3,60 (4H, t, J= 6,4 Hz, H-3"); 2,35 (4H, qu, J;= 6,0 Hz, H-2").

e RMN *C (75 MHz, CDCl;) 6 (ppm): 183,0 (C-9 e C-10); 153,7 (C-1 e C-4); 134,2
(C-5a e C-5b); 133,4 (C-5 e C-8); 126,5 (C-6 e C-7); 123,5 (C-4a e C-4b); 122,2 (C-2
e C-3); 69,6 (C-1"); 32,9 (C-2°); 3,9 (C-3").
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3.2.1.2.3. 1,4-bis(3-bromopropoxi)antra-9,10-quinona 23

Em um baldo de fundo redondo de 125 mL contendo uma solucdo do diiodeto 22 (300
mg; 0,5 mmol) em 70 mL de tetraidrofurano, foi adicionado brometo de tetrabutilaménio (967
mg; 3 mmol). Essa reacdo foi mantida sob agitacdo magnética a temperatura de 80°C durante
20 horas e acompanhada por CCF (eluente diclorometano/metanol 9,5:0,5). Apds o término
da reacgdo, o volume da mesma foi reduzido sob pressdo reduzida e foi feita extracéo liquido-
liquido em diclorometano e dgua. Apos evaporacdo da fase organica sob pressdo reduzida, o
residuo formado foi purificado por coluna cromatografica (eluente hexano/diclorometano),

sendo obtidos 125 mg (0,26 mmol) de 23 como um sélido amarelo em 45% de rendimento.

e FM: CyH1sBr,04; MM: 479,96 g/mol; PF: 128-130 °C (s6lido amarelo).

e IV(KBr)v(cm™): 3066 (deformacdo axial C-H aromatico), 2933 e 2879 (deformacéo
axial C-H alifatico), 1664 (deformacdo axial de C=0O cetona ciclica), 1240
(deformacéo axial de C-O éter), 571 (deformacdo C-Br).

e RMN 'H (300 MHz, CDCl3) & (ppm): 8,15 (2H, dd, J:= 3,0 Hz, J,- 6,0 Hz, H-8 e H-
11); 7,71 (2H, dd, J;= 3,0 Hz, Jo- 6,0 Hz, H-9 e H-10); 7,35 (2H, s, H-2 e H-3); 4,26
(4H, t, J= 5,7 Hz, H-1); 3,85 (4H, t, J= 6,5 Hz, H-3"); 2,44 (4H, quin, J;= 6,1 Hz, J,=
9,0 Hz, H-2).

e RMN C (75 MHz, CDCls) & (ppm): 183,2 (C-6 e C-13); 153,9 (C-4 e C-11); 134,4
(C-7 e C-12); 133,5 (C-8 e C-11); 126,6 (C-9 e C-10); 122,6 (C-5 e C-14); 122,3 (C-2
e C-3); 67,8 (C-1°); 32,5 (C-2°); 30,9 (C-3").
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3.2.1.2.4. 1,4-bis(3-azidopropoxi)antra-9,10-quinona 24

Em um baldo de fundo redondo de 125 mL contendo uma solucdo do dicloreto 19
(1,17 g; 3 mmol) em 50 mL de DMF foi adicionado azida de sodio (0,78 g; 12 mmol). Essa
reacao foi mantida sob agitacdo magnética a temperatura de 100°C durante 24 horas. A reacdo
foi acompanhada por CCF (eluente diclorometano/metanol 9:1). Apds o término da reacéo foi
realizada extracdo liquido-liquido em éter e agua. Apds evaporacdo da fase orgénica sob
pressdo reduzida o residuo formado foi purificado por coluna cromatografica (eluente
diclorometano/metanol), sendo obtidos 885 mg (2,2 mmol) de 24 como um sélido amarelo

escuro em 73% de rendimento.

e FM: CyH1sNgO4; MM: 406,14 g/mol; PF: 63-66 °C (sélido amarelo escuro).

e IV(KBr) v (cm™): 3060 (deformagéo axial C-H aromatico), 2933 e 2885 (deformagéo
axial C-H alifatico), 2090 (deformacdo axial N=N=N); 1664 (deformacdo axial de
C=0 cetona ciclica), 1240 (deformacao axial de C-O éter).

e RMN H (400 MHz, CDCls) 8 (ppm): 8,16 (2H, dd, J:= 3,0 Hz, J,- 6,0 Hz, H-8 e H-
11); 7,71 (2H, dd, J;= 3,0 Hz, J,= 6,0 Hz, H-9 e H-10); 7,33 (2H, s, H-2 e H-3); 4,20
(4H, t, J= 4,0 Hz, H-1°); 3,76 (4H, t, J= 4,0 Hz, H-3"); 2,17 (4H, qu, J= 4,0 Hz, H-2").

e RMN C (100 MHz, CDCls) 8 (ppm): 183,2 (C-9 e C-10); 153,7 (C-1 e C-4); 134,3
(C-5a e C-5b); 133,5 (C-5 e C-8); 126,6 (C-6 e C-7); 123,7 (C-4a e C-4b); 122,2 (C-2
e C-3); 67,0 (C-1°); 48,3 (C-3"); 29,1 (C-2").
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3.2.1.2.5. 1,4-bis(3-aminopropoxi)antra-9,10-quinona 25

A uma solugéo contendo a substancia 24(140 mg; 0,35 mmol) em 50 mL de etanol foi
adicionado paladio em carvdo ativo 10%. Essa reacao foi realizada em um reator Parr com
hidrogénio em sistema hermeticamente fechado, a presséo de 7,04 atm e temperatura de 60°C
durante 72 horas. A reagdo foi acompanhada por CCF (eluente diclorometano/metanol 8:2).
Apos o término da reacdo, o catalisador foi removido por filtracdo e o solvente evaporado sob
pressdo reduzida. O residuo obtido foi purificado por coluna cromatografica (eluente
diclorometano/metanol) fornecendo 40 mg de 25 como um solido violeta com 31% de

rendimento.

o FM: CyH2N,04;, MM: 354,16 g/mol; PF: 65-68 °C (sélido violeta).

e IV(KBr) v (cm™): 3338 (deformagdo axial de N-H aroméatico), 3130 (deformacéo
axial C-H aromatico), 2920 e 2850 (deformacdo axial C-H alifatico), 1635
(deformacéo axial de C=0 cetona ciclica), 1255 (deformacdo axial de C-O éter).

e RMN 'H (300 MHz, CDCls) & (ppm): 8,24 (2H, m, H-5e H-8); 7,78 (2H, m, H-6 e
H-7); 7,39 (2H, s, H-2 e H-3); 4,26 (4H, t, J= 6,0 Hz, H-1"); 3,83 (4H, t, J= 6,0 Hz, H-
3%); 2,24 (4H, qu, J= 6,0 Hz, H-2").

e RMN *C (75 MHz, CDCl;) 6 (ppm): 183,5 (C-9 e C-10); 153,9 (C-1 e C-4); 133,7
(C-5a e C-5b); 127,0 (C-5 e C-8); 126,8 (C-6 e C-7); 122,4 (C-4a e C-4b); 122,2 (C-2
e C-3); 67,2 (C-1°); 48,5 (C-3); 29,3 (C-2°).
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3.2.1.2.6. 1,4-bis(3-hidroxipropoxi)antra-9,10-quinona 26

Em um baldo de fundo redondo de 100 mL contendo 1,4-diidroxiantraquinona (238
mg; 1 mmol) em 40 mL de DMF foi adicionado carbonato de potassio (691 mg; 4 mmol).
Essa reacdo foi mantida sob agitacdo magnética a temperatura ambiente durante 60 minutos.
Apos esse periodo de tempo, foi adicionado 3-bromo-1-propanol (1,181 g; 7,5 mmol), sendo a
reacdo mantida sob agitacdo magnética em refluxo durante 48 horas e acompanhada por CCF
(eluente diclorometano/hexano (9:1)). Apos o término da reacdo, o volume foi reduzido sob
pressdo reduzida e foi feita extracdo liquido-liquido em diclorometano e 4gua. Em seguida, o
composto 26 foi isolado por coluna cromatografica (eluente diclorometano/metanol), sendo
obtido 141 mg (0,4 mmol) de 26 como um solido alaranjado em 40% de rendimento.

e  FM: CyH20s, MM: 356,13 g/mol; PF: 89-91 °C (sélido alaranjado).

e IV(KBr) v (cm™): 3437 (deformacéo axial O-H); 3076 (deformacdo axial C-H
aromatico), 2943 e 2877 (deformacdo axial C-H alifatico), 1660 (deformacéo axial de
C=0 cetona ciclica), 1251 (deformacao axial de C-O éter).

e RMN 'H (400 MHz, CDCls) & (ppm): 8,19 (2H, dd, J;=8,0 Hz, J,=4,0 Hz, H-5 e H-
8); 7,71 (2H, d, H-6 e H-7); 7,33 (2H, s, H-2 e H-3); 4,70 (2H, s, OH); 4,28 (4H, t, J-=
4,0 Hz, H-17); 3,99 (4H, t, J= 4,0 Hz, H-3"); 2,19 (4H, qu, J= 4,0 Hz, H-2").

e RMN *C (100 MHz, CDCls) 6 (ppm): 183,5 (C-9 e C-10); 154,0 (C-1 e C-4); 133,8
(C-5e C-8); 127,0 (C-6 e C-7); 122,3(C-5a e C-5h); 120,7 (C-4a e C-4b); 120,1 (C-2 e
C-3); 70,1 (C-1°); 62,0 (C-3); 32,1 (C-2).
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3.2.1.3. Metodologia geral para sintese das diaminas N-alquiladas 30a-e

Em um bal&o de fundo redondo de 50 mL contendo solu¢do etanolica (20 mL) de 1,3-

propanodiamina (1,7 mL, 20 mmol) foi adicionado lentamente o respectivo cloreto de alquila

(1,48 g, 10 mmol) (Tabela 3.1). A mistura foi aquecida sob refluxo e agitacdo magnética por

24 horas e acompanhada por CCDS (eluente: diclorometano/metanol/NH,OH 9:1:0,3,

reveladores: iodo e ninidrina). Em seguida, o solvente foi evaporado sob presséo reduzida e o

residuo obtido foi redissolvido em diclorometano (20 mL) e feita a extracdo com agua (3x

20mL). A fase organica foi concentrada no rotavapor e o residuo obtido foi purificado por

coluna cromatogréfica (eluente: diclorometano/metanol), fornecendo as diaminas 30a-e com

rendimentos na faixa de 42-65%.

Tabela 3.1. Estequiometria das reacdes e rendimento das substanciass 30a-e

Substancia | 1,3-Propanodiamina Quantidade do cloreto de | Rend.(g;mmol; %)
(mL/mmol) alquila

30a 1,7/ 20 10 mmol (1,481 g) de cloreto 0,84; 4,5; 45
de n-octila

30b 1,7/ 20 10 mmol (1,761 g) cloreto de 1,39; 6,5; 65
n-decila

30c 1,7/ 20 10 mmol (2,041 g) de cloreto 1,45; 6,0; 60
de n-dodecila

30d 1,7/ 20 10 mmol (2,322 g) de cloreto 1,24; 4,6; 46
de n-tetradecila

30e 1,7/ 20 10 mmol (2,602 g) de cloreto 1,26;4,2; 42

de n-hexadecila
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3.2.1.3.1. N-octil-1,3-propanodiamina 30a

e FM: Cy1HaNo; MM: 186,26 g/mol; Oleo.

e IV(Csl) v (em™): 3352 (deformacdo axial N-H), 2956-2855 (deformacéo axial C-H
alifatico), 1635 (deformacdo angular N-H), 1470 (deformacéo angular C-H alifatico).

e RMN 'H (300 MHz, CDCls) & (ppm): 3,40 (3H, sl, NH e NH,); 2,79 (2H, t, J= 7,0
Hz, H-3"); 2,69 (2H, t, J =7,0 Hz, H-1°); 2,60 (2H, t, J =7,0 Hz, H-1); 1,68 (2H, qu, J
=7,0 Hz, H-2"); 1,49 (2H, m, H-2); 1,27 (10H, m, H-7-H-3); 0,87 (3H, t, J= 7,0 Hz, H-
8).

e RMN C (75MHz, CDCls3)  (ppm): 50,2 e 47,9 (C-1 e C-1°); 40,4 (C-3°); 33,1 ¢
32,0 (C-2’ e C-2);30,0-27,5 (C-3-C-6); 22,8 (C-7); 14,2 (C-8).

3.2.1.3.2. N-decil-1,3-propanodiamina 30b

9 7 5 3 1 1 3

N
10 8 6 4 2 H o ?

e FM: Ci3HzN,; MM: 214,30 g/mol; Oleo.

e IV(CsI) v (em™): 3365 (deformacdo axial N-H), 2920-2890 (deformacéo axial C-H
alifatico), 1577 (deformacdo angular N-H), 1465 (deformacdo angular C-H alifatico),
1216 (deformacdo axial C-N).

e RMN 'H (300 MHz, CDCl3) & (ppm): 2,94 (3H, sl, N-H e NH,); 2,74 (2H, t, J=6,8
Hz, H-3”); 2,64 (2H, t, J=6,8 Hz, H-1°); 2,56 (2H, t, J=6,8 Hz, H-1); 1,63 (2H, J=6,8
Hz, H-2); 1,44 (2H, m, H-2); 1,23 (14H, sl, H-3-H-9); 0,85 (3H, t, J=7,1 Hz, H-10).

e RMN C (75MHz, CDCIs) & (ppm): 50,2 e 47,9 (C-1 e C-1°); 40,5 (C-3’); 33,3 ¢
32,0 (C-2’ e C-2); 30,1-27,5 (C-3-C-3); 22,8 (C-9); 14,2 (C-10).
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3.2.1.3.3. N-dodecil-1,3-propanodiamina 30c

11 9 7 5 3 1 1' 3

P SN\ P N N

N

e FM: Ci5H34N2; MM: 242,34 g/mol; PF: 45-48°C (solido branco).

e IV(KBr) v (em™): 3357 (deformacdo axial N-H), 2921-2852 (deformagéo axial C-H
alifatico), 1566 (deformacéo angular N-H), 1463 (deformacéo angular C-H aliféatico).

e RMN 'H (300 MHz, CDCl3) & (ppm): 2,74 (2H, t, J=7, OHz, H-3"); 2,62 (2H, t,
J=7,0 Hz, H-1"); 2,51 (2H, t, J=7,2 Hz, H-1); 1,92 (3H, sl, N-H e NH,); 1,62 (2H, m,
H-2"); 1,43 (2H, m, H-2); 1,21 (18H, sl, H-3-H-11); 0,83 (3H, t, J=6,8 Hz, H-12).

e RMN C (75MHz, CDCls)  (ppm): 50,4 e 48,0 (C-1 e C-1°); 40,6 (C-3°); 33,9 ¢
32,0 (C-2’ ¢ C-2); 30,9-22,8 (C-3-C-11); 14,3 (C-12).

3.2.1.3.4. N-tetradecil-1,3-propanodiamina 30d

13 11 9 7 5 3 1 1 3
N N NS N N N N g\ NH,

14 12 10 8 6 4 2 H 2

e FM: Ci7H3sN2; MM: 270,36 g/mol; PF: 47-52°C (s6lido branco).

e IV(KBr) v (em™): 3350 (deformacdo axial N-H), 2960-2890 (deformagdo axial C-H
alifatico), 1570 (deformacdo angular N-H), 1469 (deformacéo angular C-H aliféatico).

e RMN 'H (300 MHz, CDCl3) & (ppm): 2,73 (5H, m, NH,, NH, H-3); 2,65 (2H, t,
J=7,0 Hz, H-1"); 2,57 (2H, t, J=7,0 Hz, H-1); 1,66 (2H, qu, J=7,0 Hz, H-2"); 1,46 (2H,
m, H-2); 1,23 (22H, sl, H-3-H-13); 0,86 (3H, t, J=7,0 Hz, H-14).

e RMN C (75MHz, CDCls) & (ppm): 50,2 e 47,9 (C-1 e C-1°); 40,5 (C-3°); 33,4 ¢
32,1 (C-2’ e C-2); 30,1-22,9 (C-3-C-13); 14,3 (C-14).
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3.2.1.3.5. N-hexadecil-1,3-propanodiamina 30e

15 13 11 9 7 5 3 1 1 3
/\/\/\/\/\/\/\/\ N /\/\ NH,

16 14 12 10 8 6 4 2 H 2'

e FM: Ci9H4N2; MM: 298,36 g/mol; PF: 72-75°C (s6lido branco).

e IV (KBr) v (cm™): 3421 (deformacdo axial N-H), 2918-2850 (deformagcdo axial C-H
alifatico), 1467 (deformagao angular C-H alifatico), 1111 (deformacéo axial C-N).

e RMN 'H (300 MHz, CDCls) & (ppm): 2,79 (2H, t, J=6,8 Hz, H-3’); 2,71 (2H, t,
J=6,8 Hz, H-1); 2,61 (2H, t, J=7,0 Hz, H-1); 1,96 (3H, s, NH, e NH); 1,67 (2H, qu,
J=6,8 Hz, H-2°); 1,50 (2H, m, H-2); 1,25 (26H, m, H-15-H-3); 0,88 (3H, t, J=7,0 Hz,
H-16).

e RMN C (75MHz, CDCls) & (ppm): 50,3 e 48,2 (C-1 e C-1°); 40,8 (C-3°); 33,7 ¢
33,2 (C-2’ e C-2); 30,1-22,9 (C-3-C-15); 14,3 (C-16).

3.2.1.4. Metodologia geral para sintese dos derivados tetrahidropirimidinicos 31a-e

Em um bal&o de fundo redondo de 50 mL contendo etionamida (1 mmol) em 10 mL
de etanol foi adicionada, lentamente, a respectiva diamina N-alquilada 30a-e (2 mmol). O
meio reacional foi mantido em agitacdo magnética sob refluxo durante 48 horas. A reacdo foi
acompanhada por CCF (eluente diclorometano/metanol 9:1, revelador ultravioleta e iodo).
Apos esse periodo de tempo, a solucdo foi resfriada a temperatura ambiente e ocorreu a
formacéo de um precipitado que foi filtrado e lavado com hexano (tal cristal n&o se refere ao
produto desejado). A dgua mée foi evaporada sob pressdo reduzida e o residuo formado foi
purificado por coluna cromatografica ou por placa preparativa (eluente
diclorometano/metanol 9:1), fornecendo as tetraidropirimidinas em 35-63% de rendimento
(0,35-0,63 mmol) (Tabela 3.2).
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Tabela 3.2. Estequiometria das reagdes e rendimento das substancias 31a-e.

Composto Quantidade de diamina Etionamida Rend. (%)
(mg/mmol)
3la 2 mmol (373 mg) de N,N - 166/1 63
octilpropanodiamina
31b 2 mmol (429 mg) de N,N - 166/1 35
decilpropanodiamina
31c 2 mmol (485 mg) de N,N - 166/1 49
dodecilpropanodiamina
31d 2 mmol (466 mg) de N,N - 166/1 52
tetradecilpropanodiamina
3le 2 mmol (268 mg) de N,N - 166/1 40
hexadecilpropanodiamina

3.2.1.4.1. 2-(2’-etilpiridin-4°-il)-N-octil-1,4,5,6-tetraidropirimidina 31a
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e FM: CyoH3N3; MM: 301,25 g/mol; Oleo.

e 1V (Nujol) v (cm™): 2948 e 2852 (deformacdo axial de C-H alifatico); 1678 e 1465
(deformacéo axial de C=C aromaético); 1228 (deformacéo axial de C-N alifatico).

e RMN 'H (300 MHz, CDCl3) & (ppm): 8,65 (1H, s, H-6""); 7,38 (2H, m, H-3>’ ¢ H-
5°): 3,99 e 3,66 (4H, m, H-6 e H-4); 3,13 (2H, m, H-1°); 2,88 (32H, m, H-1"""); 1,98
(2H, m, H-5); 1,59 (2H, m, H-2"); 1,25 (15H, m, H-2>-H-7> ¢ H-2"""); 0,87 (3H, m H-
8).

e RMN C (75MHz, CDCls)  (ppm): 149,8 (C-2); 130,0 (C-2""); 129,8 (C-6"); 120,9
(C-4>); 119,6 (C-3’ ¢ C-5"); 65,4 (C-6); 50,3 (C-4); 48,3 (C-1°); 34,1 (C-2°""); 31,4-
22,4 (C-2°-C-7); 13,6 (C-8").
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3.2.1.4.2. 2-(2’-etilpiridin-4°-il)-N-decil-1,4,5,6-tetraidropirimidina 31b
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e FM: CyHssN3; MM: 329,28 g/mol; Oleo.

e IV (Nujol) v (cm™): 2928 e 2852 (deformacdo axial de C-H alifatico); 1641 e 1465
(deformacéo axial de C=C aromatico); 1286 (deformacdo axial de C-N alifatico).

e RMN 'H (400 MHz, CDCl3) & (ppm): 7,70 (1H, m, H-6"); 7,53 (1H, m, H-5");
7,36 (1H, m, H-3""); 3,67 ¢ 3,61 (2H, m, H-6 e H-4); 3,22 (2H, m, H-1"); 2,91 (2H, m,
H-1"""); 2,19 (2H, m, H-5); 1,42 (2H, m, H-2); 1,25 (14H, m, H-3"-H-9”); 0,91 (6H,
m, H-10" e H-2""").

e RMN C (100 MHz, CDCls) & (ppm): 168,0 (C-2); 165.4 (C-2°"); 136,6 (C-6>");
131,1 (C-47"); 120,9 (C-3"); 119,6 (C-57"); 68,3 (C-6); 53,3 (C-4); 46,0 (C-17); 38,9
(C-2°""); 30,6-14,2 (C-2’-C-7"); 11,1 (C-8’).

3.2.1.4.3. 2-(2’-etilpiridin-4’-il)-N-dodecil-1,4,5,6-tetraidropirimidina 31c
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e FM: Cy3HzgN3; MM: 357,31 g/mol; Oleo.

e 1V (Nujol) v (cm™): 2924 e 2826 (deformacdo axial de C-H alifatico); 1688 e 1454
(deformacéo axial de C=C aromatico).

e RMN H (300 MHz, CDCl3) & (ppm): 8,58 (1H, s, H-6"); 8,12 (1H, m, H-3""); 7,18
(1H, m, H-5""); 3,57 (4H, m, H-6 e H-4); 3,09 (2H, m, H-1°); 2,82 (2H, m, H-2>>");
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2,10 (2H, m, H-5); 1,46 (2H, m, H-2"); 1,30 (3H, m, H-2""); 1,25 (18H, m, H-3’-H-
11°); 0,87 (3H, m H-12").

e RMN ®C (75 MHz, CDCls) & (ppm): 170,9 (C-2); 149,6 (C-6); 144,4 (C-4"");
119,3 (C-3°); 118,3 (C-5); 49,4 (C-6); 41,9 (C-4); 37,5 (C-1°); 32,0 (C-2""); 14,2
31,3 (C-2°-C-11°); 13,8 (C-12°).

3.2.1.4.4. 2-(2’-etilpiridin-4’-il)-N-tetradecil-1,4,5,6-tetraidropirimidina 31d

5
6 m4
14! 12- 10' 8. 6‘ 4. 2. '

N3

= Z

2
4
3
G

Npn

e FM: CyxHssN3; MM: 385,35 g/mol; PF: 46-48°C (s6lido bege).

e IV (KBr) v (em™): 3161 (deformacdo axial de C-H aromatico); 2927 e 2852
(deformacdo axial de C-H alifatico); 2063 (deformacdo angular de C=C=N); 1643 e
1467 (deformacdo axial de C=C aromatico); 1211 (deformacéo axial de C-N alifatico).

e RMN 'H (400 MHz, CDCl3) & (ppm): 8,80 (1H, s, H-6""); 7,46 (2H, m, H-5"’¢ H-
3°%); 3,70 (4H, m, H-6 e H-4); 3,32 (2H, t, J= 8,0 Hz, H-1°); 3,00 (2H, q, J- 8,0 Hz, H-
1°°%); 2,26 (2H, m, H-5); 1,65 (2H, m, H-2); 1,42 (3H, t, J= 8,0 Hz, H-2"""); 1,33
(22H, m, H-3’-H-13"); 0,96 (3H, t, J- 8,0 Hz, H-14").

e RMN ®C (75 MHz, CDCl3) & (ppm): 165,0 (C-2); 159,8 (C-2°"); 150,2 (C-6");
136,7 (C-4"); 120,7 (C-37); 119,6 (C-5"); 53,0 (C-6); 45,9 (C-4); 39,2 (C-17); 31,9 (C-
2°%); 31,4-14,1 (C-2°-C-13"); 13,5 (C-14").
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3.2.1.4.5. 2-(2’-etilpiridin-4’-il)-N-hexadecil-1,4,5,6-tetraidropirimidina 31e
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e FM: Cy7H47N3; MM: 413,38 g/mol; PF: 59-62°C (s6lido bege).

e IV (KBr) v (em™): 3037 (deformacdo axial de C-H aromatico); 2922 e 2850
(deformacéo axial de C-H alifatico); 2042 (deformacdo angular de C=C=N); 1641 e
1467 (deformacdo axial de C=C aromatico); 1209 (deformacéo axial de C-N alifatico).

e RMN 'H (300 MHz, CDCl3) & (ppm): 8,61 (1H, s, H-6""); 7,25 (2H, m, H-5"’¢ H-
3’%); 3,51 (4H, m, H-6 e H-4); 3,14 (2H, m, H-1); 2,82 (2H, m, H-2""’); 2,06 (2H, m,
H-5); 1,46 (2H, m, H-2"); 1,27 (3H, m, H-2"""); 1,15 (22H, m, H-3’-H-15"); 0,78 (3H,

t, J=8,0 Hz, H-16").

e RMN ®C (75 MHz, CDCls) é (ppm): 13,4 (C-16"); 14,0-31,3 (C-15°-C-2"); 31,8 (C-
2°7%); 38,9 (C-1°); 45,7 (C-4); 52,9 (C-6); 119,3 (C-57); 120,5 (C-3°); 136,2 (C-4’);

150,1 (C-6""); 159,0 (C-2""); 165,0 (C-2).
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3.2.2. Preparacao dos compostos do Capitulo 2

3.2.2.1. Metodologia geral para preparacao dos ésteres derivados dos aminoacidos 44a-c

Em um baldo de fundo redondo de 200 mL contendo 100mL de metanol & 0°C foram
adicionados lentamente, através de funil de adi¢do, 200 mmol de cloreto de tionila. Em
seguida foram adicionados 40 mmol do amino&cido apropriado e a reagdo foi mantida a 80°C
por cerca de 4 horas, sendo acompanhada por CCF (eluente diclorometano/metanol 8:2 e
revelador vanilina). Apds esse periodo de tempo, a mistura foi evaporada sob presséo
reduzida e o solido formado recristalizado em acetonitrila. Os ésteres 44a-c foram obtidos em
96-98% de rendimento (Tabela 3.3).

Tabela 3.3. Estequiometria das reacdes de obtencédo e rendimento dos ésteres 44a-c.

Substéancia Quantidade do aminoécido SOCI; (g/mmol) | Rend. (g; mmol; %)
44a 40 mmol (6,60 g) de L-fenilalanina 21,8 /200 8,28; 38; 96
44b 40 mmol (5,24 g) de L-leucina 21,8 /200 7,12; 39; 98
44c 40 mmol (3,56 g) de L-alanina 21,8 /200 5,36; 38; 96

3.2.2.1.1. Cloridrato de (2S)-3-fenil-1-metoxi-1-o0xo-2-propilamonio 44a

e FM: C1oH14CINO,; MM: 215,07 g/mol; PF: 157-158 °C (solido branco).

e EMI/ESI (m/z) calc.: 179,0 (M+, base livre), encontrado: 179,9 (M+H).

e IV (KBr)v(cm™): 2983 e 2841 (deformacéo axial C-H alifatico); 2702, 1745.

e RMN 'H (500 MHz, CDCls) & (ppm): 7,35 (2H, t, J- 7,1 Hz, H-2 e H-6); 7,32 (1H,
dd, Ji= 4,9 Hz, J,- 9,6 Hz, H-4); 7,26 (2H, d, J= 7,1 Hz, H-3 ¢ H-5); 4,32 (1H, t, J-=
6,8 Hz, CHNH,); 3,79 (3H, s, OCHj3); 3,26 (1H, dd, J;= 6,2 Hz, J,= 14,3 Hz, CHaPh);
3,19 (1H, dd, Ji= 6,2 Hz, J,- 14,3 Hz, CHbPh); 2,03 (2H, s, NH).
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e RMN C (125MHz, CDCl3) & (ppm): 170,5 (C=0); 135,5 (C-1); 130,6 (C-2 & C-6);
130,2 (C-3 e C-5); 129,0 (C-4); 55,4 (CHNH); 53,7 (C-1°); 37,5 (CHy).

3.2.2.1.2. Cloridrato de (2S)-4-metil-1-metoxi-1-oxo-2-pentilamonio 44b

0]

NH,CI

e FM: C;H3;6CINO,; MM: 181,09 g/mol; PF: 134-136°C (sélido branco).

e EMVJ/ESI (m/z) calc.: 144,9 (M+, base livre), encontrado: 145,9 (M+H).

e IV (KBr) v (cm™): 2870 (deformagdo axial C-H alifatico); 1737 (deformacdo axial
C=0).

e RMN H (500 MHz, CDClg) & (ppm): 4,05 (1H, d, J- 4,7 Hz, CHNH); 3,85 (3H, s,
OCHpgs); 1,80 (2H, m, CHy); 1,70 (1H, m, CH(CHj3)3); 1,01 (6H, d, J= 7,0 Hz, (CH3),).

e RMN ¥C (125MHz, CDCl3) & (ppm): 170,5 (C=0); 54,6 (CHNH); 53,6 (OCHs);
48,7 (CHy); 31,1 (CH(CHs3),); 18,6 e 18,3 ((CH3)2).

3.2.2.1.3. Cloridrato de (2S)-1-metoxi-1-oxo-2-propilaménio 44c

0]

NH,CI

e FM: C4H1,CINO,; MM: 139,04 g/mol; Oleo incolor.

e EMI/ESI (m/z) calc.: 103,1 (M+, base livre), encontrado: 104,2 (M+H).

e IV (Nujol) v (em™): 3302 (deformacio axial de N-H); 1678 (deformacéo axial C=0).

e RMN 'H (500 MHz, CDs0D) & (ppm): 4,13 (1H, q, J- 7,2 Hz, CHNH); 3,85 (3H, s,
OCHs); 1,55 (3H, d, J= 7,2 Hz, CHs).

e RMN C (125MHz, CD;0D) & (ppm): 171,6 (C=0); 53,8 (OCH3); 49,9 (CHNH);
16,3 (CHa).
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3.2.2.2. Metodologia geral para obtencéo dos derivados 45a-c

Em um bal&o de fundo redondo de 50 mL foram adicionados 20 mL de THF anidro, 9
mmol de 44a-c, 13,5 mmol de dicarbonato de terc-butila e 10,8 mmol de trietilamina. A
mistura reacional foi mantida sob agitacdo a temperatura ambiente por 24 horas, sendo
acompanhada por CCF (eluente hexano/acetato de etila 8:2 e revelador vanilina). Apds este
periodo, foi adicionado 20 mL de agua destilada, sendo feita uma extracdo liquido-liquido
usando acetato de etila (2x50mL). A fase organica obtida foi seca com sulfato de magnésio
anidro, filtrada e evaporada sob pressdo reduzida, e o residuo obtido foi purificado por coluna
cromatografica (eluente: hexano/acetato de etila 0% a 15%). As substancias formadas foram
obtidas com rendimentos entre 65 e 75% (Tabela 3.4).

Tabela 3.4. Estequiometria das reagdes e rendimento das substancias 45a-c.

Composto Quantidade de éster (BOC),0 (g/mmol) | Rend. (g; mmol; %)
45a 9 mmol (1,26 g) de 44a 2,95 /13,5 1,18; 5,8; 65
45b 9 mmol (1,63 g) de 44b 2,95 /13,5 1,65; 6,7; 75
45¢C 9 mmol (1,94 g) de 44c 2,95/13,5 1,88; 6,4; 70

3.2.2.2.1. (2S)-2-[(terc-butoxicarbonil)amino]-3-fenil-propanoato de metila 44a

3 1 ~

e FM: Cy;sH21NO4; MM: 279,15 g/mol; Oleo.

e EMI/ESI (m/z) calc.: 279,1 (M+, base livre), encontrado: 301,9 (M+Na).

e IV (Nujol) v (cm™): 3380 (deformacéo axial de N-H); 3028 (deformacéo axial C-H
aromatico), 2978 (deformacdo axial C-H alifatico); 1712 (deformacéo axial C=0 de

éster).
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e RMN 'H (500 MHz, CD;0D) & (ppm): 7,27 (2H, t, J=7,5 Hz, H-2 ¢ H-6); 7,21 (3H,
t, J=7,5 Hz, H-2, H-3, H-5 e H-6); 4,36 (1H, dd, J;=5,5 Hz, J,=9,0 Hz, CHNH); 3,68
(3H, s, OCH3); 3,09 (1H, dd, J;=5,0 Hz, J,=15,0 Hz, CHaPh); 2,90 (1H, dd, J;=5,0
Hz, J,=15,0 Hz, CHbPh): 1,38 (9H, s, (CH3)s).

e RMN %C (125MHz, CD3;0D) & (ppm): 172,1 (C=0); 156,4 (C-1°); 134,0 (C-1);
129,5-125,8 (C-2- C-6); 79,2 (C-2°); 56,3 (CHNH); 51,1 (OCHs); 37,3 (CH>); 29,3
(C-3").

3.2.2.2.2. (25)-2-[(terc-butoxicarbonil)amino]-4-metil-pentanoato de metila 44b

o]
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e FM: CyH:NO,; MM: 245,16 g/mol; Oleo.

e EMIJ/ESI (m/z) calc.: 245,2 (M+, base livre), encontrado: 268,3 (M+Na).

e 1V (Nujol) v (em™): 3334 (deformacéo axial de N-H); 2956 (deformacéo axial de C-H
alifatico); 1743 (deformacéo axial de C=0 éster).

e RMN H (500 MHz, CDCl3) & (ppm): 4,32 (LH, m, CHNH); 3,73 (3H, s, OCH3);
1,60 (1H, m, CH(CHa)s); 1,52-1,50 (2H, m, CH,); 1,44 (9H, s, (CHa)s); 0,94 (6H, g,
J1=4,5 Hz, J,=8,0 Hz, (CH3),).

e RMN ®C (125MHz, CDCls) 8 (ppm): 174,2 (C=0); 155,6 (C-1°); 80,0 (C-2); 52,3
(OCHpg); 42,1 (CHNH); 25,0 (CH); 28,5 (C-37); 23,0 ((CHz3)2);e 22,1 (CHy).
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3.2.2.2.3. (2S)-2-[(terc-butoxicarbonil)amino]-propanoato de metila 44c
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e FM: CgH17NO4; MM: 203,12 g/mol; Oleo.

e EMI/ESI (m/z) calc.: 203, 1 (M+, base livre), encontrado: 225,9 (M+Na).

e IV (Nujol) v (cm™): 3328 (deformacéo axial de N-H); 2944 e 2820 (deformacéo axial
de C-H alifatico); 1744 (deformacéo axial de C=0 éster).

e RMN *H (500 MHz, CDCl3) 6 (ppm): 4,31 (1H, m, CHNH); 3,73 (3H, s, OCHs);
1,43 (9H, s, (CHa)s); 1,37 (3H, d, J= 10,0 Hz, CHy).

e RMN ®C (125MHz, CDCls) § (ppm): 171,0 (C=0); 155,9 (C-1°); 80,2 (C-2’); 52,4
(OCHg); 42,5 (CHNH); 28,5 (CH3 e (CHj3)3).

3.2.2.3. Metodologia geral para obtencdo dos derivados 46a-b

Em um baldo de fundo redondo de 150 mL foram adicionados 50 mL de agua destilada, 40
mL de éter dietilico, 50 mmol de bicarbonato de potassio e 10 mmol de 44a-b. Em seguida,
sob agitagdo magnética, o meio reacional foi resfriado a 0°C e lentamente adicionados, através
de funil de adicdo, 14 mmol de cloroformiato de benzila. A reacdo foi acompanhada por CCF
(eluente hexano/acetato de etila 8:2 e revelador vanilina). Apds 2 horas a 0°C e 1 hora em
temperatura ambiente sob agitagdo foram adicionadas & mistura reacional 8 mL de piridina e
40 mL de agua para solubilizagdo dos sais presentes no meio reacional. A fase organica foi
lavada com 30 mL de solu¢do 2,5 N de HCI, seca com sulfato de magnésio, filtrada e
evaporada sob pressdo reduzida. O residuo obtido foi purificado por coluna cromatografica
(eluente: hexano/acetato de etila 0% a 20%). As substancias formadas foram obtidas com
rendimentos entre 63 e 75% (Tabela 3.5).
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Tabela 3.5. Estequiometria das reagdes e rendimento das substancias 46a-b.

Composto Quantidade de éster BnOCOCI (g/mmol) | Rend. (g; mmol; %)
46a 10 mmol (1,82 g) de 44a 2,39 /14 1,75; 6,3; 63
46b 10 mmol (2,16 g) de 44b 2,39 /14 2,35;7,5; 75

3.2.2.3.1. (2S)-2-{[(benziloxi)carbonil]amino}-3-fenil-propanoato de metila 46a

1
3 o/

e FM: CigH1sNO,; MM: 313,15 g/mol; Oleo.

e EMIJ/ESI (m/z) calc.: 313,1 (M+), encontrado: 336,1 (M+Na).

e IV (Nujol) v (cm™): 3354 (deformacéo axial de N-H); 3030 (deformacéo axial de C-H
aromatico); 2951 (deformacéo axial de C-H alifatico); 1728 (deformacéo axial de
C=0 éster).

e RMN *H (500 MHz, CDCls) 8 (ppm): 7,32-7,18 (10H, m, H-2-H-6 e H-2°-H6"); 5,03
(2H, s, CH,0); 4,44 (1H, dd, J;=5,6 Hz, J,=8,8 Hz, CHNH); 3,68 (3H, s, OCHj5); 3,14
(1H, dd, J,;=9,2 Hz, J,=13,6 Hz, CHaPh); 2,92 (1H, dd, J;=9,2 Hz, J,=13,6 Hz,
CHbPh).

e RMN C (125MHz, CDCls) § (ppm): 174,1 (COO); 158,5 (CONH); 138,4 e 138,3
(C-1’ e C-1); 130,4-128,8 (C-2-C-6 e C-2’-C-6’); 67,7 (CH,0); 57,1 (OCHg3); 52,8
(CHNH); 38,7 (CH,).
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3.2.2.3.2. (2S)-2-{[(benziloxi)carbonil]amino}-4-metil-pentanoato de metila 46b

0

e FM: Ci5HxNO4; MM: 279,15 g/mol; Oleo.

e EMIJ/ESI (m/z) calc.: 279,1 (M+), encontrado: 302,1 (M+Na).

e IV (KBr)v (cm™): 3361 (deformagéo axial de N-H); 3032 (deformagcdo axial de C-H
aromatico); 2958 e 2872 (deformacéo axial de C-H alifético); 1712 (deformacéo axial
de C=0 éster).

e RMN 'H (500 MHz, CD;0D) & (ppm): 7,36 (5H, s, H-2’-H-6"); 5,12 (1H, d, J=8,0
Hz, CHNH); 5,12 (2H, s, CH,0); 4,41 (1H, m, CHNH); 3,74 (3H, s, OCH3); 1,67 (2H,
m, CH,); 1,53 (1H, m, CH(CHs3),); 0,95 (6H, m, CH(CHjs),).

e RMN C (125MHz, CD;0D) & (ppm): 173,8 (COO); 156,1 (CONH); 133,3 (C-1°);
129,3-127,7 (C-2’-C-6"); 67,2 (OCHy); 53,2 (CHNH); 51,9 (OCHpg); 42,0 (CHy); 25,4
e 22,5 (CHz)y).

3.2.2.4. Metodologia geral para obten¢do de N-acilidrazinas 47a-g

Em um baldo de fundo redondo de 50 mL foram adicionados 25 mL de etanol, 10
mmol de 44a-b, 45a-c e 46a-b e 40 mmol de hidrato de hidrazina a 80%. A mistura reacional
foi mantida sob agitacdo magnética a temperatura ambiente durante 24 horas, sendo
acompanhada por CCF (eluente: dicolorometano/metanol 9:1, revelador ninidrina). Em
seguida o meio reacional foi evaporado sob pressdo reduzida e o residuo obtido foi purificado
por coluna cromatogréfica (eluente: dicolorometano/metanol 0% a 5%). As substancias foram

obtidas com rendimentos entre 59 e 83% (Tabela 3.6).
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Tabela 3.6. Estequiometria das reagdes e rendimento das substéancias 47a-g.

Substancia Quantidade de éster NH;NH2.H,0 Rend. (g; mmol; %)
(g/mmol)
47a 10 mmol (2,16 g) de 44a 2,51/40 1,43; 8,0; 80
47b 10 mmol (2,79 g) de 45a 2,5/40 2,32; 8,3; 83
47c 10 mmol (3,13 g) de 46a 2,5 /40 2,07; 6,6; 66
47d 10 mmol (1,82 g) de 44b 2,5 /40 0,87; 6,0; 60
47e 10 mmol (2,45 g) de 45b 2,5 /40 2,08; 8,5; 85
47f 10 mmol (2,79 g) de 46b 2,5 /40 1,98;7,1; 71
479 10 mmol (2,03 g) de 45c¢ 2,5 /40 1,42;7,0; 70

3.2.2.4.1. (25)-2-amino-3-fenilpropanoidrazida 47a

FM: CgH13N30; MM: 179,11 g/mol; PF: 91,2-92,4 °C (sélido branco).

EM/ESI (m/z) calc.: 179,1 (M+), encontrado: 180,2 (M+H).

IV (KBr) v (cm™): 3348 e 3178 (deformacdo axial de N-H); 3024 (deformacéo axial
de C-H aromético); 2928 e 2848 (deformacdo axial de C-H alifatico), 1670
(deformacéo axial de C=0).

RMN *H (400 MHz, CDsOD) & (ppm): 7,24 (5H, m, H-2-H-6); 3,48 (1H, m,
CHNHy); 2,97 (1H, dd, J;=8,0 Hz, J,=12,0 Hz CHbPh); 2,80 (1H, dd, J;=8,0 Hz,
J,=12,0 Hz, CHaPh).

RMN *3C (100 MHz, CD;0D) & (ppm): 175,7 (CO); 138,9 (C-1); 130,5 (C-2 e C-6);
129,7 (C-3 e C-5); 127,9 (C-4); 56,8 (CHNH); 42,7 (CHy).
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3.2.2.4.2. (1S)-1-benzil-2-hidrazino-2-oxoetilcarbamato de etila 47b
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e FM: Cy4H2:N303; MM: 279,16 g/mol; PF: 126,7-127,7°C (so6lido branco).

e EMIJ/ESI (m/z) calc.: 279,2 (M+), encontrado: 302,0 (M+Na).

e IV (KBr) v (cm™): 3327 (deformagéo axial de N-H); 3058 (deformagcdo axial de C-H
aromatico); 2985 e 2881 (deformacdo axial de C-H alifatico), 1689 (deformacao axial
de C=0).

e RMN 'H (500 MHz, CDs0D) & (ppm): 7,28-7,20 (5H, m, H-2-H-6); 4,25 ( 1H, t, J
=6,5 Hz; CHNH); 3,04 (1H, dd, J;=5,0 Hz; J,=10,0 Hz, CHaPh); 2,83 (1H, dd, J;=5,0
Hz; J,=10,0 Hz; CHbPh); 1,36 (9H, s, (CH3)3).

e RMN *C (125MHz, CD;0D) & (ppm): 172,0 (COO); 156,1 (CONH); 137,1 (C-1);
130,2-125,7 (C-2-C-6); 79,2 (C-2"); 56,3 (CHNH); 38,1 (CHy); 27,7 (C-3").

3.2.2.4.3. (1S)-1-benzil-2-hidrazino-2-oxoetilcarbamato de benzila 47c

(0]
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e FM: Cy17H19N303; MM: 313,14 g/mol; PF: 170,5-171,8°C (s6lido branco).

e EMI/ESI (m/z) calc.: 313,1 (M+), encontrado: 336,1 (M+H).

e IV (KBr) v (cm™): 3300 (deformacdo axial de N-H); 3058 e 3030 (deformacao axial
de C-H aromatico); 1689 (deformacdo axial de C=0).

e RMN 'H (500 MHz, CD;0D) & (ppm): 7,32-7,20 (10H, m, H-2-H-6 e H-2"’-H-6"");
5,01 (2H, m, CH;0); 4,32 (1H, dd, J;=6,0 Hz, J,=8,5 Hz, CHNH); 3,07 (1H, dd,
J1=10,0 Hz, J,=15,0 Hz, CHaPh); 2,87 (1H, dd, J;=5,0 Hz, J,=15,0 Hz, CHbPh).

e RMN ¥C (125MHz, CDs;0D) $ (ppm): 173,2 (COO); 158,3 (CONH); 131,1-127,3
(C-2-C-6 e C-2"-C-6"); 67,7 (OCHy); 56,2 (CHNH); 39,4 (CH,Ph).

3.2.2.4.4. (2S)-2-amino-4-metilpentanoidrazida 47d

0

NH,

Iz

NH,

e FM: CsHi5N30; MM: 145,12 g/mol; Oleo.

e EMI/ESI (m/z) calc.: 146,1 (M+), encontrado: 169,1 (M+Na).

e NMR-'H (500 MHz, CD;0D) &: ppm. NMR- *C (125 MHz, CDs0D) &: ppm. IR (v,
cm™, NaCl):

e IV (KBr) v (cm™): 3302 (deformacdo axial de N-H); 2964 (deformacéo axial de C-H
alifatico), 1678 (deformagdo axial de C=0).

e RMN H (500 MHz, DMSO-dg) & (ppm): 8,89 (1H, s, NHN); 4,16 (1H, m, CHNH);
1,73 (2H, m, CHy); 0,93 (1H, m, CH(CHs),); 0,82 (6H, m, CH(CH3)>).

e RMN C (125MHz, DMSO-dg) & (ppm): 174,0 (COO); 59,1 (CHNH); 39,8 (CH,);
31,9 (CH(CHa)2); 19,5 e 17,7 ((CHa)2).
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3.2.2.4.5. (2S)-2-hidrazino-1-isobutil-2-oxoetilcarbamato de terc-butila 47e

0o

e FM: C11H23N303; MM: 245,17 g/mol; PF: 73,4-75,0 °C (s6lido branco).

e MS/ESI (m/z) calc.: 245,1 (M+), encontrado: 268,3 (M+Na).

e IV (KBr)v (cm™): 3354 e 3273(deformacdo axial de N-H); 2958 e 2870 (deformacéo
axial de C-H alifatico), 1681 (deformacéo axial de C=0).

e RMN 'H (300 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 9,29 (1H, sl, NHN); 7,83 (1H, sl, CHNH);
3,90 (1H, sl, CHNH); 2,07 (1H, sl, NH,); 1,77 (2H, s, CH,); 1,84 (1H, sl, CH(CHs));
1,42 (9H, s, H-3"); 1,37 (6H, s, CH(CH3)>).

e RMN C (75 MHz, DMSO-dg) & (ppm): 173,4 (COO); 153,3 (CONH); 78,7 (C-2);
60,5 (CHNH); 30,6 (CH(CH3),); 28,1 (C-3); 24,9 (CH,); 17,1 (CHa)».

3.2.2.4.6. (2S)-2-hidrazino-1-isobutil-2-oxoetilcarbamato de benzila 47f

0]

e FM: Cy4H2:N303; MM: 279,16 g/mol; PF: 120,9-130,0°C (s6lido branco).
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e EMIJ/ESI (m/z) calc: 279,2 (M+), encontrado: 302,1 (M+Na).

e IV (KBr) v (cm™): 3305 (deformacdo axial de N-H); 3057 (deformacéo axial de C-H
aromatico); 2947 (deformacdo axial de C-H alifatico); 1683 (deformacédo axial de
C=0).

e RMN 'H (500 MHz, CD3s0OD) & (ppm): 7,35 (5H, m, H-2’-H-6"); 5,08 (2H, m,
CH.0); 4,13 (1H, t, J=6,0 Hz, CHNH); 1,66 (1H, m, CH(CHs),); 1,54 (2H, m, CH,);
0,93 (6H, q, J=6,5 Hz, CH(CHj3),).

e RMN C (125MHz, CD;0D) & (ppm): 174,6 (COO); 158,5 (CONH): 138,3 (C-1°);
130,3-128,4 (C-2’-C-6’); 67,8 (CH,0); 54,2 (CHNH); 42,3 (CH(CHa)y); 26,4 (CHy);
23,0 € 21,6 (CH(CHg)y).

3.2.2.4.7. (2S)-2-hidrazino-1-metil-2-oxoetilcarbamato de terc-butila 479

0]

/NHZ

N
H
HN

>:O
O
2
A
3
3

e FM: CgHy17N303; MM: 203,13 g/mol; PF: 138,9-142,6°C (s6lido branco).

e EMIJ/ESI (m/z) calcd: 203,1 (M+), encontrado: 225,9 (M+Na).

e IV (KBr) v (cm™): 3329 e 3253 (deformacdo axial de N-H); 2985 (deformacio axial
de C-H alifatico); 1676 (deformacdo axial de C=0).

e RMN H (500 MHz, CDCls) & (ppm): 9,50 (1H, s, NHN); 8,60 (1H, s, CHNH); 5,06
(1H, m, CHNH); 1,43 (9H, s, H-3); 1,35 (3H, d, J=10,0 Hz, CH3).

e RMN ®C (125MHz, CDCls) & (ppm): 171,0 (COO); 155,9 (CONH); 80,2 (C-2);
52,41 (CHNH); 42,5 (CHs); 28,5 (C-3).
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3.2.2.5. Metodologia geral para obtencdo de N-acilidrazonas 48a-q

Em um bal&o de fundo redondo de 25 mL foram adicionados 10 mL de etanol, 0,5
mmol dos substratos 47a-g e 0,52 mmol do respectivo aldeido. A solucdo foi mantida sob
agitacdo magnética a temperatura ambiente durante 24 horas, sendo acompanhada por CCF
(eluente: hexano/acetato de etila 6:4, revelador ninidrina). Em seguida, o0 meio reacional foi
evaporado sob pressdo reduzida, e o residuo obtido foi purificado por coluna cromatogréafica

(eluente: hexano/acetato de etila gradiente de 10 a 30%). As substancias 48a-q foram obtidas

com rendimentos entre 25 e 84% (Tabela 3.7).

Tabela 3.7. Estequiometria das reagdes e rendimento das substancias 48a-q.

Substancia | Quantidade de N- Quantidade de Rend. (mg; mmol;
acilidrazina (mg) Aldeido* (mg) %)
48a 140 mg de 47b 73 mg de N-FUR 141, 0,35; 70
48b 140 mg de 47b 82 mg de N-TIO 176; 0,42; 84
48c 157 mg de 47c 73 mg de N-FUR 57;0,13; 25
44d 157 mg de 47c 82 mg de N-TIO 172;0,38; 77
48e 73 mg de 47d 78 mg de N-BZD 33;0,21; 43
48f 73 mg de 47d 73 mg de N-FUR 42;0,24; 48
489 123 mg de 47e 73 mg de N-FUR 99; 0,27, 54
48h 123 mg de 47e 82 mg de N-TIO 138; 0,36; 71
44i 123 mg de 47e 50 mg de FUR 97; 0,30; 60
48] 123 mg de 47e 58 mg de TIO 115; 0,34; 69
48| 140 mg de 47f 73 mg de N-FUR 141; 0,35; 70
48m 140 mg de 47f 82 mg de N-TIO 155; 0,37; 75
48n 102 mg de 479 73 mg de N-FUR 88; 0,27; 54
480 102 mg de 479 82 mg de N-TIO 106; 0,31; 62
48p 102 mg de 479 50 mg de FUR 90; 0,32; 65
48( 102 mg de 479 58 mg de TIO 119; 0,40; 80

*Na tabela acima as siglas representam: N-BZD (4-NO,-benzaldeido); N-FUR (5-NO,-furaldeido); N-T10
(5-NO,-tiofenocarboxialdeido); FUR (furaldeido) e TIO (tiofenocarboxialdeido).

Conforme discutido no Capitulo 2 deste trabalho, pag.139, acredita-se que as N-acilidrazinas
foram obtidas como o isdbmero E e apresentando conférmeros sp/ap em solucdo, sendo assim

os dados de RMN de *H e *3C seréo expressos com os conférmeros sp/ap.
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3.2.25.1 (1S)-1-benzil-2-{(2E)-2-[(5-nitro-2-furil)metileno]hidrazino}-2-
oxoetilcarbamato de terc-butila 48a

e FM: Cy19H22N4Og; MM: 402,15 g/mol; PF: 174,7-175,6°C (s6lido amarelo claro).

e EMIJ/ESI (m/z) calcd: 402,1 (M+), encontrado: 425,1 (M+Na).

e IV (KBr)v(cm™): 3327 (deformacio axial de N-H); 3026 (deformag&o axial de C-H
aromatico); 2983 (deformacdo axial de C-H alifatico); 1670 (deformacéo axial de
C=0); 1523 e 1352 (deformacdo axial de NO,).

e RMN *H (400 MHz, DMSO-dg) & (ppm): 11,94 e 11,77 (1H, s, NHN conférmeros
ap e sp); 8,16 e 7,96 (1H, s, CH=N conférmeros ap e sp); 8,13 (1H, s, CHNH); 7,56 e
7,22 (1H, m, H-2’ conférmeros ap e sp); 7,53 e 7,20 (1H, m, H-3"’ conférmeros ap e
sp); 7,30 (5H, m, H-2-H-6); 4,97 e 4,21 (1H, m, CHNH conférmeros ap e sp); 2,92
(1H, m, CHaPh); 2,79 (1H, m, CHbPh); 1,32 (9H, s, H-3").

e RMN C (75 MHz, DMSO-ds) 6 (ppm): 174,7 e 170,0 (COO conformeros ap e sp);
156,5 (CONH); 152,7 e 152,3 (C=NH conférmeros ap e sp); 139,5 e 138,5 (C-4>’
conférmeros ap e sp); 135,7 (C-1); 132,0 (C-3"); 130,2 (C-2"); 128,9-115,5 (C-1-
C-6); 78,9 (C-2°); 56,1 e 54,8 (CHNH conférmeros ap e sp); 37,0 e 36,9 (CH,Ph
conformeros ap e sp); 29,0 (C-3”).
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3.2.25.2. (1S)-1-benzil-2-{(2E)-2-(5-nitro-2-tienil)metileno]hidrazino}-2-
oxoetilcarbamato de terc-butila 48b

e FM: C19H22N4O5S; MM: 418,13 g/mol; PF: 180,9-182,8°C (s6lido amarelo claro).

e EMIJ/ESI (m/z) calcd: 418,1 (M+), encontrado: 457,1 (M+K).

e IV (KBr) v (cm™): 3336 (deformacdo axial de N-H); 2983 e 2889 (deformacio axial
de C-H alifatico); 1676 (deformacéo axial de C=0); 1527 e 1330 (deformacdo axial de
NO,).

e RMN 'H (400 MHz, DMSO-dg) & (ppm): 11,94 e 11,75 (1H, s, NHN conformeros
ap e sp); 8,45 e 8,14 (1H, s, CH=N conférmeros ap e sp); 8,12 e 8,11 (1H, s, CHNH
conformeros ap e sp); 7,53 e 7,20 (1H, m, H-2* conférmeros ap e sp); 7,49 e 7,16
(1H, m, H-3*’ conférmeros ap e sp ); 7,30 (4H, m, H-2-H-6); 4,99 e 4,22 (1H, m,
CHNH confoérmeros ap e sp); 2,95 (1H, m, CHaPh); 2,80 (1H, m, CHbPh); 1,32 (9H,
s, H-3").

e RMN C (75 MHz, DMSO-dg) & (ppm): 173,8 e 169,1 (COO conformeros ap e sp);
155,6 (CONH); 151,6 e 151,5 (C=NH conférmeros ap e sp); 138,7 e 137,6 (C-4>’
confoérmeros ap e sp); 134,9 (C-1""); 131,1 (C-3""); 129,4-114,7 (C-2’ e C-1-C-6);
78,3 e 78,1 (C-2’ conformeros ap e sp); 55,3 e 54,0 (CHNH conférmeros ap e sp);
37,1 e 36,1 (CH,Ph conférmeros ap e sp); 28,2 (C-3°).
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3.2.2.5.3. (1S)-1-benzil-2-{(2E)-2-(5-nitro-2-furil)metileno]hidrazino}-2-oxoetilcarbamato
de benzila 48c

o FM: CxH2N4Og; MM: 452,12 g/mol; PF: 179,5-181,4°C (s6lido amarelo claro).

e EMIJ/ESI (m/z) calcd: 436,1 (M+), encontrado: 459,1 (M+Na).

e IV (KBr) v (cm™): 3306 (deformacdo axial de N-H); 3089 e 3032 (deformacio axial
de C-H aromético); 1693 (deformacdo axial de C=0); 1535 e 1352 (deformacdo axial
de NO,).

e RMN 'H (400 MHz, DMSO-dg) & (ppm): 12,03 e 11,89 (1H, s, NHN conformeros
ap e sp); 8,18 e 7,98 (1H, s, CH=N confdérmeros ap e sp); 7,88 (1H, s, CHNH); 7,87
(1H, m, H-2>>); 7,51 (1H, sl, H-3"); 7,31-7,23 (10H, m, H-2-H-6 e H-2°"’-H-6"");
4,98 (2H, m, CH,0); 4,93 e 4,32 (1H, m, CHNH conférmeros ap e sp); 3,07 (1H, m,
CHaPh); 2,75 (1H, m, CHbPh).

e RMN *C (100 MHz, DMSO-dg) & (ppm): 173,4 e 168,7 (COO conférmeros ap e
sp); 156,1 e 154,0 (CONH conférmeros ap e sp); 151,8 e 151,6 (C=NH conférmeros
ap e sp); 151,4 (C-4>"); 135,0 e 131,3 (C-1" conférmeros ap e sp); 129,3-114,5 (C-
3”,C-2",C-1-C-6 e C-1"-C-6""); 62,2 (C-2’); 55,6 e 54,5 (CHNH conférmeros ap
e sp); 37,1 e 36,2 (CH,Ph conférmeros ap e sp).
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3.2.25.4. (1S)-1-benzil-2-{(2E)-2-[(5-nitro-2-tienil)metileno]hidrazino}-2-
oxoetilcarbamato de benzila 48d

e FM: CxH2N4O6; MM: 436,14 g/mol; PF: 147,6-149,9°C (s6lido amarelo claro).

e EMIJ/ESI (m/z) calcd: 436,1 (M+), encontrado: 459,1 (M+Na).

e IV (KBr) v (cm™): 3305 (deformacdo axial de N-H); 3062 (deformacéo axial de C-H
aromatico); 1647 (deformacdo axial de C=0); 1531 e 1334 (deformacdo axial de
NO,).

e RMN 'H (400 MHz, DMSO-dg) & (ppm): 12,01 e 11,86 (1H, s, NHN conformeros
ap e sp); 8,47 e 8,16 (1H, s, CH=N conformeros ap e sp); 8,13 e 8,12 (1H, d, J=4,0 Hz
CHNH conférmeros ap e sp); 7,85 e 7,56 (1H, d, J=4,0 Hz, H-2"" conférmeros ap e
sp); 7,76 e 7,53 (1H, d, J=4,0 Hz, H-3"’ conformeros ap e sp); 7,35-7,21 (1H, m, H-2-
H-6 e H-2""’-H-6"""); 5,04 e 4,30 (1H, m, CHNH conférmeros ap e sp); 4,95 (2H, m,
CH,0); 2,99 (1H, dd, J;=4,0 Hz, J,=8,0 Hz, CHaPh); 2,83 (1H, m, CHbPh).

e RMN *C (100 MHz, DMSO-dg) & (ppm): 173,2 e 168,8 (COO conférmeros ap e
sp); 156,0 (CONH); 151,0 e 150,6 (C=NH conférmeros ap e sp); 151,0 e 150,6 (C-4”’
conférmeros ap e sp); 146,5 e 146,3 (C-1"’ conférmeros ap e sp); 140,8 (C-2°’); 138,0
e 137,6 (C-3”’ conformeros ap e sp); 130,6-126,5 (C-1-C-6 e C-1"’-C-6"""); 65,4 ¢
65,3 (C-2’ conformeros ap e sp); 55,6 e 53,2 (CHNH conférmeros ap e sp); 37,1 e
36,5 (CH,Ph confdrmeros ap e sp).
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3.2.2.5.5. N’-(4-nitrobenzilideno)-(2S)-amino-4-metilpentanoidrazida 48e

NO,

NH,

FM: C13H1sN4O3; MM: 278,14 g/mol; PF: 133,5-135,2°C (s6lido marrom claro).
EM/ESI (m/z) calcd: 278,1 (M+), encontrado: 301,1 (M+Na).

IV (KBr) v (em™): 3342 (deformacdo axial de N-H); 2954 e 2870 (deformagéo axial
de C-H alifatico); 1695 (deformacdo axial de C=0); 1517 e 1336 (deformacdo axial de
NO,).

RMN 'H (500 MHz, DMSO-dg) & (ppm): 9,60 (1H, s, NHN); 8,82 e 8,48 (1H, s,
CH=N conférmeros ap e sp); 8,26-8,22 e 7,85-7,66 (5H, m, H-2-H-6 conférmeros ap
e sp); 4,06 e 3,83 (1H, m, CHNH conformeros ap e sp); 2,09 e 2,00 (2H, m, CH,);
1,44 (1H, m, CH(CHz3)y); 1,00 e 0,92 (6H, m, CH(CHy),).

RMN C (125 MHz, DMSO-dg) & (ppm): 171,6 e 171,1 (COO conformeros ap e
sp); 148,8 e 148,2 (C=NH conférmeros ap e sp); 146,3 e 146,2 (C-4’’ conférmeros ap
e sp); 140,2 e 140,1 (C-1" conformeros ap e sp); 128,9-123,7 (C-2, C-3, C-5 e C-6);
62,5 e 61,8 (CHNH conférmeros ap e sp); 30,3 e 30,0 (CH(CHzs), conférmeros ap e
sp); 18,9 (CH,); 17,4 € 17,2 ((CHs)y).

3.2.2.5.6. N’-[(-5-nitro-2-furil)metileno]-(2S)-amino-4-metilpentanoidrazida 48f

NH,

FM: C11H15N4O4; MM: 267,11 g/mol; PF: 125,2-127.4°C (s6lido marrom).
EM/ESI (m/z) calcd: 267,1 (M+), encontrado: 265,2 (M-H).
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e IV (KBr) v (em?): 3134 (deformacdo axial de C-H aromatico); 2958 e 2872
(deformacéo axial de C-H alifatico); 1712 (deformacéo axial de C=0); 1529 e 1352
(deformacéo axial de NOy).

e RMN 'H (500 MHz, DMSO-dg) & (ppm): 9,21 e 9,02 (1H, s, NHN conformeros ap e
sp); 7,58 e 7,51 (1H, s, CH=N conformeros ap e sp); 6,96 (1H, m, H-2); 6,19 (1H, m,
H-3); 3,87 (1H, m, CHNH); 2,86 (2H, sl, NH,); 1,77 (1H, m, CH(CHj3),); 1,20 (2H, m,
CHy); 0,96 (6H, sl, CH(CHs),).

e RMN C (125 MHz, DMSO-dg) & (ppm): 173,4 e 170,9 (COO conformeros ap e
sp); 156,2 e 156,1 (C=NH conformeros ap e sp); 153,6 e 153,1 (C-4"" conférmeros ap
e sp); 152,7 e 152,6 (C-1"’ conformeros ap e sp); 140,7 e 139,4 (C-3"’ conférmeros ap
e sp); 138,0 (C-2’); 70,9 e 70,2 (CHNH conformeros ap e sp); 42,5 e 42,2
((CH(CHgs), conformeros ap e sp); 26,2 (CH,); 24,0 e 23,1 ((CHs)y).

3.2.2.5.7. (1S)-1-isobutil-2-{(2E)-2-[(5-nitro-2-furil)metileno]hidrazino}-2-

oxoetilcarbamato de terc-butila 48g

e FM: CyH24N4O6; MM: 368,17 g/mol; PF: 112,4-113,5°C (s6lido marrom claro).

e EMIJ/ESI (m/z) calcd: 368,1 (M+), encontrado: 367,1 (M-H).

e IV (KBr) v (cm™): 3215 (deformacdo axial de N-H); 2958 e 2872 (deformacio axial
de C-H alifatico); 1693 (deformacéo axial de C=0); 1516 e 1352 (deformagéo axial de
NO,).

e RMN *H (300 MHz, DMSO-dg) & (ppm): 11,31 e 10,89 (1H, s, NHN conformeros
ap e sp); 8,25 e 7,946 (1H, s, CH=N conférmeros ap e sp); 7,35 (1H, s, CHNH); 7,30
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e 7,10 (1H, m, H-2*’ conférmeros ap e sp); 7,29 e 6,86 (1H, m, H-3"’ conformeros ap
e sp); 5,11 e 4,32 (1H, m, CHNH confdrmeros ap e sp); 1,86 (1H, m, CH(CHs),); 1,67
e 1,53 (1H, m, CHy); 1,44 (9H, s, H-3); 1,08 e 0,94 (6H, m, (CH3), conférmeros ap e
sp).

e RMN C (75 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 176,6 e 170,9 (COO conformeros ap e sp);
156,6 e 152,0 (CONH conformeros ap e sp); 137,2 (C=NH); 132,7 (C-4’); 129,6 e
128,5 (C-1’ confoérmeros ap e sp); 113,71 e 113,3 (C-3’ conformeros ap e sp); 112,5
(C-2°); 80,4 (C-2); 52,5 e 50,3 (CHNH conformeros ap e sp); 41,8 (CH(CHa),; 28,7
(C-3); 23,7 (CHy); 21,8 ((CH3)2).

3.2.25.7.1.  (1S)-1-isobutil-2-{(2E)-2-[(5-nitro-2-tienil)metileno]hidrazino}-2-

oxoetilcarbamato de terc-butila 48h

o FM: CyH24N4O5S; MM: 384,15 g/mol; PF: 103,0-105,4°C (s6lido amarelo).

e EMIJ/ESI (m/z) calcd: 384,1 (M+), encontrado: 266,1 (M-H).

e IV (KBr)v (cm™): 3350 (deformacdo axial de N-H); 3134 (deformacéo axial de C-H
aromatico); 2958 e 2872 (deformacéo axial de C-H alifatico); 1687 (deformacdo axial
de C=0); 1516 e 1334 (deformagéo axial de NO,).

e RMN 'H (400 MHz, DMSO-dg) & (ppm): 11,89 e 11,66 (1H, s, NHN conférmeros
ap e sp); 8,51 e 8,17 (1H, s, CH=N conférmeros ap e sp); 8,11 (1H, s, CHNH); 7,54 e
7,13 (1H, m, H-2"’ conférmeros ap e sp); 7,51 e 7,00 (1H, m, H-3"’ conformeros ap e
sp); 4,84 e 4,01 (1H, m, CHNH conférmeros ap e sp); 1,73 e 1,63 (1H, m, CH(CHs),
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conférmeros ap e sp); 1,51 (2H, m, CH,); 1,38 (9H, s, H-3), 0,99 e 0,88 (6H, m,
CH(CHa), conformeros ap e sp).

e RMN ®*C (100 MHz, DMSO-dg) & (ppm): 174,7 e 169,8 (COO conformeros ap e
sp); 155,5 e 155,4 (CONH conférmeros ap e sp); 150,7 e 150,3 (C=NH conformeros
ap e sp); 146,6 e 146,4 (C-4’ conférmeros ap e sp); 140,3 e 136,5 (C-1’ conformeros
ap e sp); 130,5 e 130,4 (C-3’ conférmeros ap e sp); 129,4 e 129,2 (C-2’ conformeros
ap e sp); 78,0 e 77,8 (C-2 conférmeros ap e sp); 52,0 e 49,2 (CHNH conférmeros ap e
sp); 28,1 (C-3); 24,3 e 24,2 (CH(CHs), conférmeros ap e sp); 23,1 e 22,8 (CH;
conformeros ap e sp); 21,4 € 21,0 ((CHg)y).

3.2.25.8. (1S)-1-isobutil-2--[(2E)-2-(furil)metileno]hidrazino}-2-oxoetilcarbamato de
terc-butila 48i

1
0 0
N/ NN \
H 3
HN
>:O
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3 3

e FM: CyH25N306; MM: 323,18 g/mol; PF: 140,1-141,5°C (s6lido bege escuro).

e EMIJ/ESI (m/z) calcd: 323,2 (M+), encontrado: 346,3 (M+Na).

e IV (KBr) v (cm™): 3331 (deformacdo axial de N-H); 3064 (deformacéo axial de C-H
aromatico); 2966 e 2899 (deformacéo axial de C-H alifatico); 1666 (deformacdo axial
de C=0).

e RMN 'H (400 MHz, CDCl3) & (ppm): 10,53 e 9,95 (1H, s, NHN conférmeros ap e
sp); 8,13 e 7,78 (1H, s, CH=N conformeros ap e sp); 7,48 e 7,46 (1H, s, CHNH
conférmeros ap e sp); 6,76 (d, J=3,2 Hz) e 6,47 (m) (1H, H-1"" conformeros ap e sp);
6,72 (d, J=3,6 Hz) e 6,43 (d, J=3,2 Hz) (1H, m, H-4*’ conférmeros ap e sp); 5,44 e
4,25 (1H, m, CHNH conférmeros ap e sp); 5,22 (1H, m, H-2"’); 2,01 e 1,80 (1H, m,
CH(CHj3), conformeros ap e sp); 1,60 e 1,53 (2H, m, CHy); 1,44 (9H, s, H-3), 1,07 e
0,92 (6H, m, CH(CHjs), conférmeros ap e sp).
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e RMN C (100 MHz, CDCl3) & (ppm): 175,8 e 169,5 (COO conformeros ap e sp);

156,3 e 155,7 (CONH conformeros ap e sp); 149,5 e 149,3 (C=NH conférmeros ap e
sp); 144,6 e 144,4 (C-4’ conformeros ap e sp); 138,8 e 134,7 (C-1’ conformeros ap e
sp); 113,4 (C-37); 111,9 (C-2"); 80,4 ¢ 79,6 (C-2 conférmeros ap e sp); 52,1 e 50,0
(CHNH conformeros ap e sp); 28,4 (C-3); 25,0 e 24,7 (CH(CHs), conformeros ap e
sp); 23,4 e 22,8 (CH,conférmeros ap e sp); 22,1 e 21,6 ((CHa),).

3.2.25.9. (1S)-1-isobutil-2-{(2E)-2-[2-(tienil)metileno]hidrazino}-2-oxoetilcarbamato de

terc-butila 48j

1
0 S
NV‘VQ ’
N/ \ \
H 3
HN
>:O
0
2
3 3

FM: C16H25N305S; MM: 339,16 g/mol; PF: 169,5-173,1°C (s6lido amarelo claro).
EM/ESI (m/z) calcd: 339,2 (M+), encontrado: 340,3 (M+H).

IV (KBr) v (cm™): 3367 (deformacéo axial de N-H); 2958 e 2870 (deformacéo axial
de C-H alifatico); 1689 (deformacdo axial de C=0).

RMN *'H (500 MHz, DMSO-dg) & (ppm): 11,46 e 11,22 (1H, s, NHN conférmeros
ap e sp); 8,45 e 8,19 (1H, s, CH=N confoérmeros ap e sp); 8,16 (1H, s, CHNH); 7,64
(d, J=5,0 Hz) e 7,44 (d, J=3,2 Hz) (1H, H-1"’ conférmeros ap e sp); 7,62 (d, J=5,0 Hz)
e 7,40 (d, J=3,2 Hz) (1H, m, H-4’’ conférmeros ap e sp); 7,11 (1H, m, H-2""); 4,83 e
3,98 (1H, m, CHNH conférmeros ap e sp); 1,73 e 1,62 (1H, m, CH(CHs), confoérmeros
ap e sp); 1,46 (2H, m, CH,); 1,38 (9H, s, H-3); 0,99 e 0,88 (6H, m, CH(CHa),
conformeros ap e sp).

RMN **C (100 MHz, DMSO-dg) & (ppm): 174,2 e 169,3 (COO conformeros ap e
sp); 155,6 e 155,4 (CONH conformeros ap e sp); 142,0 e 139,4 (C=NH conformeros
ap e sp); 139,0 e 138,2 (C-4’ conformeros ap e sp); 130,8 e 130,4 (C-1’ conformeros
ap e sp); 129,4 e 128,7 (C-3’ conférmeros ap e sp); 128,4 e 127,8 (C-2’ conformeros
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ap e sp); 78,0 e 77,8 (C-2 conférmeros ap e sp); 51,9 e 49,4 (CHNH conférmeros ap e
sp); 28,2 (C-3); 24,5 e 24,3 (CH(CHs), conformeros ap e sp); 23,4 e 22,9 (CH,
conformeros ap e sp); 21,6 € 21,2 ((CHg)y).

3.2.2.5.10. (15)-1-isobutil-2-{(2E)-2-[(5-nitro-2-furil)metileno]hidrazino}-2-
oxoetilcarbamato de benzila 48|

e FM: C19H2»N4Os; MM: 402,15 g/mol; PF: 89,3-92,6°C (s6lido amarelo).

e EMIJ/ESI (m/z) calcd: 402,1 (M+), encontrado: 425,1 (M+Na).

e IV (KBr) v (cm™): 3209 (deformacdo axial de N-H); 3032 (deformacéo axial de C-H
aromatico); 2956 (deformacdo axial de C-H alifatico);1691 (deformacdo axial de
C=0); 1517 e 1352 (deformacdo axial de NO,).

e RMN 'H (400 MHz, DMSO-dg) & (ppm): 11,96 e 11,72 (1H, s, NHN conformeros
ap e sp); 8,21 e 7,93 (1H, s, CH=N conférmeros ap e sp); 7,77 (1H, m, CHNH); 7,69
(d, J=8,0 Hz) e 7,22 (d, J=4,0 Hz) (1H, H-1"" conférmeros ap e sp); 7,55 (d, J=8,0 Hz)
e 7,14 (d, J=4,0 Hz) (1H, m, H-4>’ conférmeros ap e sp); 7,35 (1H, sl, H-2’-H-6");
5,03 (2H, m, CH,0); 4,93 e 4,11 (1H, m, CHNH conférmeros ap e sp); 1,60 (2H, m,
CHy); 1,42 (1H, m, CH(CH3)2); 0,99 e 0,89 (6H, m, CH(CHs;), conférmeros ap e sp.

e RMN C (100 MHz, DMSO-dg) & (ppm): 174,7 e 169,7 (COO conformeros ap e
sp); 156,1 (CONH); 151,7 e 151,5 (C=NH conf6érmeros ap e sp); 137,1 e 137,0 (C-4’
conférmeros ap e sp); 135,0 e 131,1 (C-1" conférmeros ap e sp); 128,3-127,7 (C-1’-C-
6’); 1152 (C-3%); 114,6 ¢ 114,4 (C-2’ conformeros ap e sp); 655 e 65,3 (C-2
conférmeros ap e sp); 52,4 e 50,0 (CHNH conférmeros ap e sp); 24,5 e 24,28
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(CH(CHgs), conférmeros ap e sp); 23,2 e 22,8 (CH, conformeros ap e sp); 21,5 e 20,8
((CH3)2).

3.2.2.5.11. (15)-1-isobutil-2-{(2E)-2-(5-nitro-2-tienil)metileno]hidrazino}-2-
oxoetilcarbamato de benzila 48m

e FM: C19H22N4OsS; MM: 418,13 g/mol; PF: 90,8-94,0°C (so6lido bege).

e EMIJ/ESI (m/z) calcd: 418,1 (M+), encontrado: 417,3 (M-H).

e IV (KBr) v (cm™): 3331 (deformacdo axial de N-H); 3031 (deformacéo axial de C-H
aromatico); 2958 e 2870 (deformacéo axial de C-H alifatico);1691 (deformacéo axial
de C=0); 1516 e 1334 (deformagéo axial de NO,).

e RMN 'H (400 MHz, DMSO-dg) & (ppm): 11,98 e 11,76 (1H, s, NHN conférmeros
ap e sp); 8,51 e 8,18 (1H, s, CH=N conférmeros ap e sp); 8,12 e 8,11 (1H, s, CHNH
conférmeros ap e sp); 7,71 (d, J=8,0 Hz) e 7,55 (d, J=5,0 Hz) (1H, H-1"’ conformeros
ap e sp); 7,59 (d, J=8,0 Hz) e 7,52 (d, J=5,0 Hz) (1H, m, H-4’ conférmeros ap e sp);
7,36 (1H, m, H-2’-H-6); 5,04 (2H, m, CH;0); 4,92 e 4,10 (1H, m, CHNH
conférmeros ap e sp); 1,54 1,38 (1H, m, CH(CHs), conférmeros ap e sp); 1,23 (2H,
m, CHy); 1,00 e 0,89 (6H, m, CH(CHz3), conférmeros ap e sp);

e RMN C (100 MHz, DMSO-dg) & (ppm): 174,4 e 169,1 (COO conformeros ap e
sp); 156,2 (CONH); 150,9 e 150,5 (C=NH conformeros ap e sp); 146,7 e 146,6 (C-4’
conférmeros ap e sp); 140,7 e 136,9 (C-1° conférmeros ap e sp); 130,7 e 130,5 (C-3’
conférmeros ap e sp); 129,7 e 129,4 (C-2’ conformeros ap e sp); 128,4-127,8 (C-1’-C-
6’); 65,4 (C-2); 52,4 e 49,8 (CHNH conférmeros ap e sp); 29,08 e 28,8 (CH(CHs),
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conférmeros ap e sp); 24,5 e 24,3 (CH, conférmeros ap e sp); 23,3-22,9 e 21,5-21,3
((CH3), conformeros ap e sp).

3.2.2.5.12. (15)-1-metil-2-{(2E)-2-(5-nitro-2-furil)metileno]hidrazino}-2-

oxoetilcarbamato de terc-butila 48n
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\‘)‘\N/ XN
H
NH
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£

3 3

[N

e FM: Cy3H15N4Os; MM: 326,12 g/mol; PF: 157,5-159,0 °C (sélido marrom).

e EMIJ/ESI (m/z) calcd: 326,1 (M+), encontrado: 325,2 (M-H).

e IV (KBr) v (ecm™): 3327 (deformacdo axial de N-H); 3064 (deformacéo axial de C-H
aromatico); 2981 e 2872 (deformacéo axial de C-H alifético); 1670 (deformacéo axial
de C=0); 1525 e 1352 (deformagéo axial de NO,).

e RMN 'H (500 MHz, CDCl3) & (ppm): 10,80 e 10,56 (1H, s, NHN conformeros ap e
sp); 8,28 e 7,89 (1H, s, CH=N conformeros ap e sp); 7,36 e 7,08 (1H, m, H-2"”
conférmeros ap e sp); 7,33 e 6,93 (1H, m, H-3" conférmeros ap e sp); 5,11 e 4,34
(1H, m, CHNH conférmeros ap e sp); 1,46 (1H, m, CHs); 1,44 (9H, s, H-3).

e RMN *C (125 MHz, CDCls) 6 (ppm): 176,2 e 170,4 (COO conférmeros ap e sp);
156,4 e 155,9 (CONH conformeros ap e sp); 152,7 e 152,1 (C=NH conférmeros ap e
sp); 133,5 e 132,1 (C-4"); 114,0 (C-1"); 113,1 e 112,8 (C-3’ conférmeros ap e sp);
112,6 e 1124 (C-2° conformeros ap e sp); 81,2 (C-2); 47,9 e 46,8 (CHNH
conformeros ap e sp); 28,1 (C-3); 17,1 e 13,9 (CHs).



Capitulo 3. Parte Experimental 197

3.2.2.5.13. (15)-1-metil-{(2E)-2-[(5-nitro-2-tienil)metileno]hidrazino}-2-oxoetilcarbamato

de terc-butila 480
o}
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o]
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3 3
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o FM: CyH24N4O5S; MM: 342,10 g/mol; PF: 143,1-145,9°C (s6lido amarelo).

e EMIJ/ESI (m/z) calcd: 342,1 (M+), encontrado: 365,2 (M+Na).

e IV (KBr) v (cm™): 3338 (deformagdo axial de N-H); 2983 e 2933 (deformacio axial
de C-H alifatico); 1678 (deformacéo axial de C=0); 1525 e 1332 (deformacdo axial de
NO,).

e RMN 'H (400 MHz, DMSO-dg) & (ppm): 11,88 e 11,73 (1H, s, NHN conformeros
ap e sp); 8,49 e 8,17 (1H, s, CH=N conférmeros ap e sp); 8,13 e 8,12 (1H, s, CHNH
conférmeros ap e sp); 7,54 (d, J=4,0 Hz) e 7,20 (d, J=7,0 Hz) (1H, H-2”
conférmeros ap e sp); 7,52 (d, J=4,0 Hz) e 7,11 (d, J=7,0 Hz) (1H, H-3"" conformeros
ap e sp); 4,73 e 4,01 (1H, m, CHNH conférmeros ap e sp); 1,38 (9H, s, H-3), 1,23
(3H, m, CHy).

e RMN C (75 MHz, DMSO-dg) & (ppm): 174,6 e 170,1 (COO conférmeros ap e sp);
155,2 (CONH); 150,8 e 150,4 (C=NH conformeros ap e sp); 146,7 (C-4’); 140,3 ¢
136,5 (C-1’ conformeros ap e sp); 130,7 e 130,5 (C-3° conférmeros ap e sp); 129,6 e
129,1 (C-2’ conformeros ap e sp); 79,2 (C-2); 49,1 e 46,7 (CHNH conférmeros ap e
sp); 28,2 (C-3); 17,6 e 16,7 (CHy).
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3.2.2.5.14. (15)-1-metil-2-{(2E)-2-[(2-furil)metileno}hidrazino-2-oxoetilcarbamato de
terc-butila 48p
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e FM: Cy3H19N304; MM: 281,14 g/mol; PF: 158,0-159,6°C (sélido branco).

e EMIJ/ESI (m/z) calcd: 281,1 (M+), encontrado: 280,2 (M-H).

e IV (KBr) v (cm™): 3331 (deformagéo axial de N-H); 3064 (deformagcdo axial de C-H
aromatico); 2966 e 2870 (deformacdo axial de C-H alifatico); 1666 (deformacdo axial
de C=0).

e RMN 'H (500 MHz, CD;0D) & (ppm): 8,06 e 7,82 (1H, s, CH=N conformeros ap e
sp); 7,64 e 7,62 (1H, s, CHNH); 6,93 € 6,79 (1H, m, H-1"" conférmeros ap e sp); 6,92
e 6,78 (1H, m, H-3>* conformeros ap e sp); 6,55 (1H, m, H-2""); 4,99 e 4,15 (1H, m,
CHNH confdérmeros ap e sp); 1,44 (9H, s, H-3); 1,36 (3H, d, J=7,0 Hz, CH3).

e RMN *C (100 MHz, CD;0D) & (ppm): 176,9 e 172,6 (COO conformeros ap e sp);
157,8 (CONH); 151,2 e 151,0 (C=NH conférmeros ap e sp); 146,5 e 146,0 (C-4’
conformeros ap e sp); 139,2 e 136,1 (C-1" conformeros ap e sp); 114,8 e 113,9 (C-3°
conférmeros ap e sp); 113,2 e 113,1 (C-2’ conférmeros ap e sp); 80,8 e 80,6 (C-2
conférmeros ap e sp); 50,8 (CHNH); 28,9 (C-3); 18,5 e 18,1 (CH3 conférmeros ap e
sp).
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3.2.2.5.15. (15)-1-metil-2-{(2E)-2-[(2-tienil)metileno]hidrazino}-2-oxoetilcarbamato de
terc-butila 48q
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o  FM: Cy3H19N303S; MM: 297,11 g/mol; PF: 160,1-161,9°C (solido bege).
EM/ESI (m/z) calcd: 297,1 (M+), encontrado: 320,3 (M+Na).

e IV (KBr) v (cm™): 3331 (deformacdo axial de N-H); 3057 (deformacéo axial de C-H
aromatico); 2983 e 2875 (deformacdo axial de C-H alifético); 1678 (deformacédo axial
de C=0).

e RMN 'H (500 MHz, CD;0D) & (ppm): 11,30 e 11,88 (1H, s, NHN conférmeros ap e
sp); 8,35 e 8,12 (1H, s, CH=N conformeros ap e sp); 7,52 (d, J=5,0 Hz) e 7,38 (d, J=3,5
Hz) (1H, H-1"> conférmeros ap e sp); 7,49 (d, J=5,0 Hz) e 7,31 (d, J=3,5 Hz) (1H, m,
H-3" conformeros ap e sp); 7,08 (IH, m, H-2"); 496 ¢ 4,14 (1H, m, CHNH
conférmeros ap e sp); 1,44 (9H, s, H-3); 1,36 (3H, d, J=7,0 Hz, CH5);

e RMN "C (100 MHz, CD;0D) & (ppm): 176,6 e 172,5 (COO conformeros ap e sp);
157,8 (CONH); 145,0 e 141,0 (C=NH conférmeros ap e sp); 140,5 e 140,1 (C-4’
conférmeros ap e sp); 132,3 e 131,5 (C-1° conformeros ap e sp); 130,4 e 129,5 (C-3’
conférmeros ap e sp); 128,7 (C-3°); 80,8 (C-2); 50,8 e 49,7 (CHNH conférmeros ap e
sp); 28,9 (C-3); 18,5 e 18,0 (CH3 conférmeros ap e sp).
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4.1. Espectros referentes as substancias do Capitulo 1

4.1.1. Sintese de derivados antraquindnicos com cadeias longas 12-13 e 15-16
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Figura 4.1. Espectro de infravermelho da substancia 12. (KBr).
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Figura 4.2. Espectro de RMN de *H da substancia 12 (CDCls, 300 MHz).
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[ O D S ST MO SO S O B B
: I% J"\"Wﬁ .E.NI NM'“WW "JWUJHW IJ‘ f‘ I" .E,h | |"|I1I A ﬂ IIl |'H\ |FH I'l| : |I I' .'n"

=
=]

@
=

S R — RSN L4 | | A

o
=1

=)
o

=
5]

=)

=}

T

'

1

I

'

1

1
a

1

1

'

I

'

1

1

'

1
a

|

1

1

I

'

|

 —

—
a

1

I

'

|

I

'

|

'

1
|

1

|

I

1

I

'

1

I

'

I

1

I

1

'

I

1

'

I
a

1

1

'

1

[ —

———

T wance

|

I

@
ul
in

———————————————————————————————————————————————————————————

o
5]

——————————————————————————————————————————————————————————————————————————————————————————————————————————————————————————————————

©
|||||||||||||||
-
L
'
\‘!-—:__ :
T =
e
L
1
'
1
i
'
1
i
'
1
I
1
i
'
1
i
'
1
'
1
L
v
1
i
'
1
'
1
'
'
L
v
1
'
'
1
'
'
©
h
L
i
'
1
'
'
1
'
1
i
_
1
'
'
i
'
1
i
'
1
|
i
1
'
1
i
'
1
I
1
I
i
1
'
'
1
'
1
'
'
I

Figura 4.4. Espectro de infravermelho da substancia 13 em KBr.
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Figura 4.9. Espectro de infravermelho da substancia 15 (KBr).
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Figura 4.11. Expansdo de RMN de *H da substancia 15 (CDCls, 300 MHz).
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Figura 4.12. Espectro de RMN de **C da substancia 15 (CDCls, 75 MHz).
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4.1.2. Sintese de derivados antraquindnicos com cadeias curtas 19 e 22-26
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Figura 4.16. Espectro de RMN de *H da substancia 19 (CDCls, 300 MHz).
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Figura 4.19. Espectro de RMN de *H da substancia 20 (CDCls, 300 MHz).
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Figura 4.20. Espectro de RMN de C da substancia 20 (CDCls, 75 MHz)
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Figura 4.21. Espectro de massa da substancia 22.
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Figura 4.22. Espectro de infravermelho da substancia 22 (CDCl3, 300 MHz).
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Figura 4.24. Espectro de RMN de **C da substancia 22 (CDCls, 75 MHz).
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Figura 4.25. Espectro de infravermelho da substancia 23 (KBr)
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Figura 4.26. Espectro de RMN de *H da substancia 23 (CDCl5, 400 MHz).
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Figura 4.28. Espectro de massa da substancia 24.
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Figura 4.30. Espectro de RMN de *H da substancia 24 (CDCls, 400 MHz).
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Figura 4.31. Espectro de RMN de *3C da substancia 24 (CDCls, 100 MHz).
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Figura 1.32. Espectro de infravermelho da substancia 25 (KBr).
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Capitulo 4. Espectros

219

Q222 RR™|R R QA8R8&R JRZ=28
@ 05 06 B NN NN  TTEFTmMmm NN
~ Y I~ e
|
[
g L ¢ g
N N N I
T T T T
10.5 10.0 9.5 9.0 8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 5.0 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 0.0 -0.5
f1 (ppm)
- 1 A .
Figura 4.37. Espectro de RMN de "H da substancia 26 (CDCl3, 400 MHz).
] a % SART o @ - @
o ] © NNOS O o =1 o <
g 5 8 o8sd R =& ¢ ]
| | SN | |
|
|
" " ! \ |
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
200 190 180 170 160 150 140 130 120 110 0 80 70 60 50 40 30 20 10 0

Figura 4.38. Espectro de RMN de **C da substancia 26 (CDCls, 100 MHz).

100 9
f1 (ppm)



Capitulo 4. Espectros

220

4.1.3. Sintese das diaminas N-alquiladas 30a-e
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Figura 4.41. Espectro de RMN de ‘H da substancia 30a (CDCls;, 300MHz).
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Figura 4.42. Espectro de RMN de *C da substancia 30a (CDCls, 75MHz).
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Figura 4.46. Espectro de infravermelho da substancia 30c (KBr).
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Figura 4.52. Espectro de RMN de **C da substancia 30d (CDCls, 75MHz).



Capitulo 4. Espectros 228

Transmitancia %

T T T T T T T T T T T T T T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Numero de onda (cm™)
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Figura 4.54. Espectro de RMN de *H da substancia 30e (CDCls, 300MHz).
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Figura 4.55. Espectro de RMN de *C da substancia 30e (CDCls, 75MHz).
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Figura 4.56. Espectro de massa da substéncia 31a.
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4.2. Espectros referentes as substancias do Capitulo 2
4.2.1. Sintese do ésteres derivados de aminoacidos 44a-c
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Figura 4.77. Espectro de infravermelho da substéncia 44a (KBr).
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Figura 4.78. Espectro de RMN de *H da substancia 44a (CD3;0D, 500 MHz).
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Figura 4.79. Espectro de RMN de **C da substancia 44a (CDs;0D, 125 MHz).
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Figura 4.87. Espectro de RMN de *H de 44c (CDs;0D, 125 MHz).
4.2.2. Sintese dos derivados 45a-c protegidos com Boc
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Figura 4.88. Espectro de massa da substancia 45a.
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Figura 4.96. Espectro de massa da substancia 45c.
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Figura 4.101. Espectro de RMN de *H da substancia 46c (CDs;0OD,500 MHz).
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Figura 4.104. Espectro de infravermelho da substancia 46b (KBr).
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Figura 4.105. Espectro de RMN de *H da substancia 46b (CD;0OD,500 MHz).
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Figura 4.106. Espectro de RMN de **C da substancia 46b (CDs0D,125 MHz).
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4.2.4. Sintese de N-acilidrazinas 47a-g
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Figura 4.108. Espectro de infravermelho de 47a (KBr).
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Figura 4.109. Espectro de RMN de *H da substancia 47a (CDs0OD, 400 MHz).
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Figura 4.110. Espectro de RMN de **C da substancia 47a (CD;0D, 100 MHz).
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Figura 4.114. Espectro de RMN de **C da substancia 47b (CDs;0D, 125 MHz).
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Figura 4.115. Espectro de massa da substancia 47c.
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Figura 4.116. Espectro de infravermelho de 47¢ (KBr).
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Figura 4.119. Espectro de massa da substancia 47d.
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Figura 4.120. Espectro de infravermelho da substancia 47d (KBr).
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Figura 4.121. Espectro de RMN de *H da substancia 47d (DMSO-ds, 500 MHz).
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Figura 4.122. Espectro de RMN de **C da substancia 47d (DMSO-dg, 125 MHz).
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Figura 4.124. Espectro de infravermelho da substancia 47e.
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Figura 4.125. Espectro de RMN de *H da substancia 47e (DMSO-d, 300 MHz).
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Figura 4.126. Espectro de RMN de **C da substancia 47e (DMSO-dg, 75 MHz).
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Figura 4.127. Espectro de massa da substancia 47f.
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Figura 4.128. Espectro de infravermelho da substancia 47f.
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Figura 4.129. Espectro de RMN de *H da substancia 47f (CDs;OD, 00 MHz).
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Figura 4.130. Espectro de RMN de **C da substancia 47f (CDsOD, 00 MHz).
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Figura 4.132. Espectro de infravermelho da substancia 47g.
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Figura 4.133. Espectro de RMN de *H da substancia 47g (CDCls, 00 MHz).
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Figura 4.134. Espectro de RMN de **C da substancia 47g (CDsOD, 00 MHz).
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Figura 4.136. Espectro de infravermelho da substancia 48a (KBr).
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Figura 4.137. Espectro de RMN de *H da substancia 48a (DMSO-dg, 400 MHz).
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Figura 4.140. Espectro de infravermelho da substancia 48b (KBr).
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Figura 4.144. Espectro de infravermelho da substancia 48c (KBr).
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Figura 4.145. Espectro de RMN de *H da substancia 48c (DMSO-ds, 400 MHz).
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Figura 4.152. Espectro de infravermelho da substancia 48e (KBr).
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Figura 4.154. Espectro de RMN de **C da substancia 48e (DMSO-dg, 100 MHz).
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Figura 4.156. Espectro de infravermelho da substancia 48f (KBr).
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Figura 4.157. Espectro de RMN de *H da substancia 48f (DMSO-ds, 400 MHz).
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Figura 4.158. Espectro de RMN de **C da substancia 48f (DMSO-dg, 100 MHz).
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Figura 4.160. Espectro de infravermelho da substancia 48g (KBr).




Capitulo 4. Espectros

283

&
3 '"HRS

& T ol =
" o2 ?‘E ML 4 -c s
= | 2
[ l ) |
- . " J’\.A.-_F-"' uu
0.18 0.43 1.500 60 0.87 0.30
H = H EEHU EI o L

11 10 ] B T [ 5

Chemical Shift (ppm)

'|_I [ |
7 1 I'l, I
1.318.00 3
[
4 3 2 1]

Figura 4.161. Espectro de RMN de *H da substancia 48g (DMSO-dg, 300 MHz).

28.74

2374
~2178

T T T T T T T T T T T T T
200 180 120 100 80
Chemical Shift (ppm)

T T T T
240 220

T T T T T T T
60 40 20 0

Figura 4.162. Espectro de RMN de **C da substancia 48g (DMSO-ds, 75 MHz).
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Figura 4.164. Espectro de infravermelho da substancia 48h (KBr).
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Figura 4.166. Espectro de RMN de **C da substancia 48h (DMSO-dg, 100 MHz)
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Figura 4.168. Espectro de infravermelho da substancia 48i (KBr).
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Figura 4.170. Espectro de RMN de **C da substancia 48i (CDCls, 100 MHz).



Capitulo 4. Espectros

288

Scan ES+
100+ 3403 5.14e6
;2_

362.3
1711 2840 341.3
2633 386.5 4134
4014 4533 4753
100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400 420 440 460 480 50[?1{2
Figura 4.171. Espectro de massa da substancia 48j.

. | | | o i | i | | |
B | B m,d“\,\p "'""“:".""'""L|'1}.f""-"""|"’k'.'""':’ﬁ'ﬂ"
a7 A M v h"\wi” II , I,./"J . \J | N |||1I EIIUFJJ r'|L|p| §||I|| |I|| il | I| || Il.f | H‘ml ‘ \'1 |."“|| i"ﬂl |||||

W o | | | ||' I il | |

10 1 ! : [ Lm L T a

— - B LR bt H-- - l-————»— —————————— Rt B Tt -—Af- - - -l H-F == k- I-——— —l— r—|— ===ttt -li
T N I AR Iy

= MR A I N I ARRHHI R RN
(S0 SN S T A Y S - JJH' _:_L;J-Tlh'.-]l- JJ,ﬁJ P

- | i|| N b 'M W | (L Hs | iﬂ |

i | | L | | IR I
L LY -ﬂh- R

1IN I O

- i R i ; ! L i i
“5__"""""'T"'""""."f—:f"ﬁb‘b?fﬁ"l ““““ %f “““ B N

. vy | ooy | - | |

1 | IRV I B | |
e,

] e : bl : : : : :

T I

0 T T T Iminn T T T T asinu T T T T gniuu T T T T 25i.:lol T T T 205 T T T T ITLDI T T T 15iDD T T T T lzisu T T T T "Jiuu T T T T ?‘LD T T T T 5IiJD 1II

Figura 4.172. Espectro de infravermelho da substancia 48j (KBr).
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Figura 4.174. Espectro de RMN de **H da substancia 48j (DMSO-ds, 100 MHz).
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Figura 4.176. Espectro de infravermelho da substancia 48l (KBr).
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Figura 4.188. Espectro de infravermelho da substancia 480 (KBr).
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Figura 4.192. Espectro de infravermelho da substancia 48p (KBr).
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