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RESUMO GERAL

RODRIGUES-SANTOS, Claudio Eduardo. Sintese, Caracterizagédo e Atividade anti-
leishmania de Derivados das Classes 4-Aril-3,4-diidrocumarinas, Pirazolo[3,4-
b]piridin-6-onas e N,N’-difenil-benzamidinas. 2008. 319. f Tese (Doutorado em
Quimica Orgénica, Sintese Organica). Instituto de Ciéncias Exatas, Departamento de
Quimica, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2008.

Este trabalho relata a preparagdo de uma série de 9 compostos da classe 4-aril-3,4-
diidrocumarinas (neoflavononas) e 12 compostos analogos nitrogenados, pirazolo[3,4-
b]piridin-6-onas. Os compostos das duas classes, de modo geral, foram obtidos com
rendimentos moderados a muito bons (40-95%), em tempos notéveis (7 a 20 minutos)
utilizando irradiagdo de microondas. Sintetizou-se, também, uma série de 22 compostos
da classe N,N’-difenil-benzamidinas obtendo-se rendimentos de moderados a bons (50-
86%). Dentre os compostos sintetizados, 4 4-aril-3,4-diidrocumarinas, 9 pirazolo[3,4-
b]piridin-6-onas e 20 N,N’-difenil-benzamidinas sdo inéditos na literatura. Todos 0s
compostos foram devidamente caracterizados por técnicas espectrométricas de rotina
como IV, RMN de 'H, °C, e CG-EM, e para a confirmagdo das estruturas das
pirazolo[3,4-b]piridin-6-ona foi utilizado, ainda, "Hx"H NOESY. Através da anélise dos
valores de entalpias de formac&o (hamiltoniano PM3), pdde-se constatar que as formas
tautoméricas aminicas e iminicas dos derivados N,N’-difenil-benzamidinas
apresentaram-se em proporgoes equivalentes, com excegdes dos 165i e 165v. As 4-aril-
3,4-diidrocumarinas e 18 derivados N,N’-difenil-benzamidinas foram avaliadas frente a
Leishmania amazonensis na forma de promastigotas. As 4-aril-3,4-diidrocumarinas néo
tiveram acgdo anti-leishmania significativa (até 300uM) ao contrario das N,N’-difenil-
benzamidinas, destacando-se o0s derivados 165b  (Cls5p=13,07uM), 165p
(Cl5p=12,82uM) e 165i (Clsp=16,71uM) que apresentaram atividade anti-leishmania
comparavel ao farmaco de controle, a pentamidina (Clsp=11,26M). Além disso, foram
realizadas analises de QSAR-2D obtendo-se modelos razoaveis (r > 0,90), indicando
que substituintes retiradores de elétrons favorecem a atividade anti-leishmania.

Palavras chaves: 4-aril-3,4-diidrocumarinas, pirazolo[3,4-b]piridin-6-ona, N,N’-difenil-
benzamidina, atividade anti-leishmania

\4



ABSTRACT

RODRIGUES-SANTOS, Claudio Eduardo. Synthesis, Characterization and
Antilesihmaniasis  Activity of Compounds from the Classes 4-Aryl-3,4-
dihydrocoumarins, Pyarazolo[3,4-b]pyridin-6-ones and N,N'-diphenyl-benzamidine
2008. 319. f Thesis (Doctor Science in Organic Chemistry, Organcic Synthesis),
Instituto de Ciéncias Exatas, Departamento de Quimica, Universidade Federal Rural do
Rio de Janeiro, Seroédica, RJ, 2008.

This work describes the preparation of a series of 9 compounds from the 4-aryl-3,4-
dihydrocoumarins class (neoflavonoids), and another series of 12 compounds from a
similar class, the pyarazolo[3,4-b]pyridin-6-ones. Generally speaking, modest to very
good vyields (40 -95%) were obtained for both classes, in remarkable time (7 to 20
minutes) using microwave irradiation. A series of 22 compounds from the N,N'-
diphenyl-benzamidine class had also been synthesized, and the compounds were
obtained in good vyields (50-86%).Among the synthesized compounds, 4 4-aryl-3,4-
dihydrocoumarins, 8 pyrazolo[3,4-b]pyridin-6-ones and 20 N,N'-diphenyl-benzamidine
are new in the literature. All compounds were fully characterized by spectroscopic
routine analysis of IR, *H and **C NMR and GC-MS. In addition, *Hx"H NOESY was
used in order to confirm the structures of the pyrazolo[3,4-b]pyridin-6-ones. Through
the analysis of the formation heat values (hamiltoniano PM3), two tautomeric forms,
aminics and iminics, of the N,N'-difenil-benzamidina compounds were found in
equivalent proportions, with the exception of 165i and 165v, which have aminics forms
in higher proportion, 57 (70% experimental) and 72%, respectively. Antileishmanial
assays were performed with 4-aryl-3,4-dihydrocoumarins, and other 18 N,N'-diphenyl-
benzamidines, in  collaboration  with  Laboratério de Bioquimica de
Tripanomassomatideos — FIOCRUZ. Although, 4-aryl-3,4-dihydrocoumarins did not
show significant antileishmanial activity (> 300 M); the N,N'-diphenyl-benzamidine
compounds 165b (13,07 uM), 165p (12,82 uM) and 165i (16,71 uM), stood out; and
they presented antileishmanial activity comparable to the control drug, the pentamidine
(11,26 puM). Moreover, QSAR-2D analysis had been performed, in which reasonable
models were obtained (r> 0,90); indicating that electron withdrawing groups favors the
antileishmanial activity.

Key words: 4-aryl-3,4-dihydrocoumarins, pyarazolo[3,4-b]pyridin-6-ones, N,N'-
diphenyl-benzamidine, antileishmanial activity
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INTRODUCAO GERAL

A Leishmaniose € uma infeccdo parasitaria, considerada uma doenca
negligenciavel pela OMS (Organizagdo Mundial da Saude) que carece de uma atencéo
especial, principalmente no Brasil que tem seu territério quase todo praticamente
tomado com a manifestagdo cutanea e mucotanea, e mais recentemente, a visceral. Os
antimoniais, que foram introduzidos no tratamento clinico no inicio do século passado,
ainda sdo usados na quimioterapia atual. O nimero de pacientes que contém o parasito
resistente aos farmacos utilizados em clinica cresce a cada dia, sendo que os de segunda
escolha, fungizona®, lomidina® e paromomicina assim como o0s de primeira, sdo
extremamente toxicos (AZEREDO-COUTINHO et al., 2007).

Os farmacos de primeira bem como os de segunda escolha tém um custo alto e
necessitam ser administrados por injegdes, seja via intravenosa, muscular ou peritoneal
em hospitais. (CROFT et al., 2005;
www.who.int/gb/ebwha/pdf_files/’WHAB60/A60_R13, acessado em 15-12-2007).

Recentemente, a miltefosina, um farmaco da classe dos alquilfosfolipideos,
utilizado no tratamento de céncer, apresentou Otimos resultados no combate &
leishmaniose visceral. Hoje ja é comercializado na India e na Colémbia
(www.who.Int/gb/ebwhapdf_filessWHAG60/A60, acessado em 15-12-2007). Sua
administracdo € oral, ao contrério dos demais farmacos, porém, ja se sabe que a
miltefosina possui toxicidade gastrointestinal e atividade hemolitica, além de ter alto
custo por ciclo de tratamento (MRAVLIJAK et al., 2005). Estes fatos deixam claro a
necessidade continua busca por novos agentes quimioterdpicos para o combate a
leishmaniose.

O presente trabalho foi dividido em 3 partes, a primeira abordando os aspectos
gerais da leishmaniose juntamente com seu impacto global, a segunda parte apresenta a
sintese, caracterizacdo e a avaliacdo preliminar de novos compostos candidatos a
farmacos para o combate a leishmaniose, tomando como protétipo a classe de origem
natural, as 4-aril-3,4-diidrocumarinas, neoflavononas, juntamente com seus analogos
nitrogenados, as pirazolo[3,4-b]piridin-6-onas. A terceira parte do trabalho envolve a
preparacdo e caracterizacdo de novos derivados a partir do protdtipo N,N’-difenil-p-
metoxi-benzamidian (17) utilizando-se o gréfico de Craig para a escolha dos grupos
substituintes fixando-se o grupo metoxila e derivados que continham o grupo metoxi e
metilenodioxi em diferentes posicBes e anéis aromaticos na estrutura basica do
protétipo 17. Foi realizado também, o estudo tedrico do efeito da tautomeria desses
compostos. Além disso, os resultados da avaliagdo da atividade leishmanicida
possibilitaram o estudo de QSAR, sendo propostos modelos matematicos para o
entendimento da relagéo entre a estrutura e a a¢do bioldgica.
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ASPECTOS DA LEISHMANIOSE




RESUMO

O primeiro capitulo deste trabalho apresenta aspectos gerais sobre a leishmaniose. A
leishmaniose é uma doenca considerada negligencidvel pela OMS (Organizacdo
Mundial da Saude) que carece de uma atencdo especial, principalmente no Brasil que
tem seu territdrio quase todo praticamente tomado com a manifestagdo cutlnea,
mucotanea, e mais recentemente, a visceral. A cada ano surgem 500.000 casos de
leishamaniose visceral (90% no Brasil, Bangladesh, india, Nepal e Sud&o) com mais de
50.000 mortes. Os antimoniais que foram introduzidos no tratamento clinico no inicio
do século passado, ainda sdo usados na quimioterapia atual. O nimero de pacientes que
contém o parasito resistente aos farmacos utilizados em clinica cresce a cada dia, sendo
que os de segunda escolha, assim como os de primeira, sdo extremamente toxicos. A
miltefosina, um alquilfosfolipideo, que chama atencéo da comunidade cientifica por sua
administracdo oral, possui efeitos colaterais graves, além de alto custo. Diante da
importancia da busca de novos agentes quimioterapicos no combate a leishmaniose,
planejou-se alcancar novos potenciais prototipos a partir de ensaios de atividade anti-
leishmania em colaboragdo com o grupo de pesquisadores do Laboratdrio de
Bioquimica de Tripanossomatideos da FIOCRUZ, de classes nunca antes testadas, como
as 4-aril-3,4-diidrocumarinas (neoflavononas), que séo produtos de origem natural, as
pirazolo[3,4-b]piridin-6-onas, andlogos nitrogenados das neoflavononas e ainda novos
compostos da classe N,N’-difenil-benzamidinas tomando como partida o protétipo 17,
que apresentou uma boa atividade anti-leishmania com atuagdo em alvos moleculares
especificos.

Palavras chaves: leishmaniose, agentes quimioterapicos, alvos moleculares



1 INTRODUCAO
1.1 Leishmaniose

A leishmaniose é um complexo de doengas causadas por aproximadamente 17
espécies de parasito do género Leishmania. Existem pelo menos seis espécies do género
Leishmania dermatropica no Brasil que afetam os homens, sendo que todas estdo
presentes na regido amazonica: Leishmania (Leishmania) amazonensis, Leishmania
(Viannia.) brazilensis, Leishmania (V.) guyanesis, Leishmania (V.) lainsoni, Leishmania
(V.) shawi e Leishmania (V.) naifti. Entre elas, a L. (L.) amazonensis tem uma
importancia particular, por ser uma das espécies mais freqiientemente encontrada no
Brasil (GARCEZ et al., 2002).

Leishmaniose é uma infeccdo parasitaria, transmitida ao homem pela fémea
infectada de um inseto pertencente ao género flebdtomo. Os parasitos existem sob duas
formas: promastigotas flagelados, existentes em fémeas de fleboteomineos e
amastigotas, encontradas em determinados mamiferos como homem, cdo, raposa e etc
(figura 01). As formas amastigotas vivem e se multiplicam em meio intracelular de
macrdfagos (CROFT et al., 2003, 2005).
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Figura 01. Formas evolutivas de Leishmania: promastigota e amastigota,
respectivamente (www.pirx.com/droplet/gallery/leishmania/leishmanial.jpg;
www.ib.amwaw.edu.pl/biologia/DC/L.donovani/small/s, acessado em 10- 01-2008).

A leishmaniose, por muito tempo, era associada & doenca ocupacional de
trabalhadores florestais, (PETERSON & SHAW, 2003), mas hoje ja se sabe que pode
ser transmitida em ambientes domésticos como acontece em muitos lugares da América
Latina, onde as condicOes de vida sdo precérias. No vale do rio Jequitinhonha em Minas
Gerais, uma das areas mais pobres do Brasil, ha frequentes surtos de leishmaniose
(GONTUJO et al., 2002).

A fémea de um fleboteomineo infectada pica 0 homem, que ao regurgitar insere
para dentro da pele o parasito sob a forma de promastigota, este invade ou é fagocitado
para dentro da célula, principalmente por macréfogos. Nesse momento, as
promastigotas se transformam em amastigotas, e comegam a se mutiplicarem até o
instante que ocorre a lise da célula e os parasitos invandem outras células. Um inseto
ndo contaminado pica 0 homem infectado e contrai a amastigota, que se transforma em
promastigota, dentro do inseto o parasito se reproduz. O inseto pica um outro homem
ndo contaminado dando continuidade ao ciclo (REITHINGER et al., 2007; figura 02).
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Figura 02. Ciclo de vida do parasito Leishmania
(www.dpd.cdc.goV/.../Leishmania_LifeCycle.qgif, acessado em 10-01-2008)

1.2 Impacto Global e Epidemiologia

A leishmaniose pode se manifestar de trés formas: cutanea, mucocuténea e
visceral, sendo que a Ultima, quando ndo € tratada, pode ser fatal. Em alguns casos, a
leishmaniose visceral pode provocar a cutanea difusa, caracterizada por lesdes cutaneas
multiplas e progressivas, nos quais um nimero maci¢co de amastigotas se encontra nos
macrdfagos (REITHINGER, et al., 2007). Infelizmente, em 2007 ocorreu o0 primeiro
caso registrado dessa forma no Estado do Rio de Janeiro na cidade de Parati
(AZEREDO-COUTINHO et al., 2007). A leishmaniose é endémica em 88 paises no
mundo e 350 milhdes de pessoas sdo infectadas, e estimasse que a cada ano 2 milhdes
de novos casos ocorram (www.who.int/gb/ebwha/pdf_files/’WHAB60/A60, acessado em
15-12-2007).

A cada ano surgem 500.000 casos de leishamaniose visceral (90 % distribuidos
no Brasil Bangladesh, india, Nepal e Suddo) com mais de 50.000 mortes.



Dos casos de leishmaniose cutanea surgem aproximadamente 1.500.000, sendo
que 90 % encontram-se no Brasil, Afeganistdo, Argélia, Paquistdo, Peru, Arabia Saudita
e Siria (REITHINGER et al., 2007; figura 03).

Figura 03. Distribuicdo geografica de leishmaniose cutanea no mundo (REITHINGER,
etal., 2007).

1.3 Quimioterapia
1.3.1 Farmacos utilizados no tratamento da leishmaniose

Apesar da busca por vacinas no combate a leishmaniose, a quimioterapia € o que
atualmente existe para o tratamento. Os compostos de antimdnio, apesar de serem
conhecidos desde a antiguidade, séculos antes da era cristd, para diversos fins
terapéuticos, somente em 1912 foi que Gaspar de Oliveira Vianna observou que o
tartaro emético 1, era eficaz no combate a leishmnaiose (RATH et al., 2003).
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Devido aos efeitos colaterais indesejaveis, toxicos e graves, 0s antimoniais
trivalentes foram substituidos pelos pentavalentes, como Pentostam® (2), Glucantime®
(3) e Estibamine® (4). Estes farmacos apresentam alta toxicidade ao homem, e em
muitos casos sdo ineficazes devido a resisténcia adquirida pelos parasitos a essas
substancias (RATH et al., 2003).
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Os farmacos de segunda escolha sdo a Fungizona® (5), Lomidina® (6,
pentamidina) e a paromomicina (7), que também apresentam efeitos colaterais graves,
sendo que dentre eles destacam-se a cardiotoxicidade e hepatoxicidade (CROFT et al.,
2003, 2005).
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Recentemente, a miltefosina, um farmaco da classe dos alquilfosfolipideos,
utilizado no tratamento de céncer, apresentou Otimos resultados no combate &
leishmaniose visceral (www.who.int/gh/ebwha/pdf_files’WHAG60/A60_R13-en,
acessado em 15-12-2007).

Os resultados foram tdo promissores que hoje ja é comercializado na India e na
Coldmbia (www.who.int/gb/ebwha/pdf_filess’WHAG60/A60, acessado em 15-12-2007).
Sua administracdo é oral, ao contrario dos demais farmacos, porém, j& se sabe que a
miltefosina (8) possui toxicidade gastrintestinal e atividade hemolitica (MRAVLIJAK et
al., 2005).
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Os farmacos de primeira, bem como os de segunda escolha, tém um custo alto e
necessitam ser administrados por injegdes, seja via intravenosa (exce¢do miltefosina),
muscular ou peritoneal em hospitais. O sucesso alcancado na quimioterapia €
basicamente nas reformulagdes dos tratamentos ja existentes, como podemos ver na
tabela 01, ndo houve grandes avancos no que diz respeito & descoberta de novos
farmacos (CROFT et al., 2005; www.who.int/gb/ebwha/pdf files/’WHA60/A60_R13,
acessado em 15-12-2007).

Tabela 01. Farmacos em uso clinico em 1985 e 2005 (CROFT et al.,, 2005;
www.who.int/gb/ebwha/pdf_files/’WHAG60/A60_R13, acessado em 15-12-2007).

1985 2005 Custo (U$)* Administracdo
Pentostam® Pentostam® 30 Injecio IMP**
Glucantime® Glucantime® 120 Injecio IMP**
Lomidina® Lomidina® 70 Injecio IMP**

Anfotericina B Anfotericina B 60 Injecéo IMP**
Paromomicina 10 Injecéo IMP**
Miltefosina 150 Oral

*Custo por ciclo de tratamento; **IMP- Intravenosa, Muscular e Peritoneal.

1.3.2 Compostos que possuem atividade anti-leishmania

A literatura registra diversas substancias como novos potenciais agentes
quimioterapicos para o tratamento da leishmaniose. Dentre eles destacam-se alguns
compostos heterociclicos, como os derivados das classes das aminoquinolinas 9
(TEKWANI et al., 2006), imidazoquinolinas 10 (CROFT et al., 2005), pirazolopiridinas
11 (MELLO et al., 2004), benzoimidazdis 12 (BOIANI et al., 2006), di-
hidropirido[2,3-d]pirimidinas 13 (AGARWAL et al., 2005), pirazdis 14
(BERNARDINO et al., 2006) e mesoidnicos 15 (SILVA et al., 2002) como mostra a
figura 04.
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Figura 04. Compostos heterociclicos que tém atividade leishmancida (CROFT et al.,
2005; MELLO et al., 2004; BOIANI et al., 2006; AGARWAL et al., 2005;
BERNARDINO et al., 2006; DA SILVA et al., 2002; TEKWANI et al., 2006).

Além dos heterociclicos, outros compostos vém se tornando de grande interesse,
tais como compostos de coordenagdo, cisplatina 16 (TAVARES et al., 2007),
benzamidinas 17 (BORTOLUZZI et al., 2004; TEMPORAL et al., 2002; GENESTRA
et al., 2003; CANTO-CAVALHEIRO et al., 1997), e compostos de origem natural
como lapachol 18 (LIMA et al., 2004), alcaldides 22 (REGUERA et al., 2006),
cumarinas 19 e 21 (AHUA et al., 2004) e flavondides 20 (MUZITANO et al., 2006) de
acordo com a figura 05.



16 | O 18

17

=

0
A

74

O 0 0
OCH; 19
OCHs

/ X

o) 0 0
OCHs

Figura 05. Compostos que apresentam atividade anti-leishmania (TAVARES et al.,
2007; LIMA et al., 2004; REGUERA et al., 2006; AHUA et al., 2004; MUZITANO et
al., 2006, BORTOLUZZI et al., 2004; TEMPORAL et al., 2002).

1.4 Alvos para a Quimioterapia da Leishmaniose

Os avangos tecnoldgicos, nas décadas recentes, permitiram estratégias mais
promissoras no desenvolvimento de novos agentes quimioterapicos. E desejavel que o
processo envolva a identificacdo e caracterizagdo de alvos especificos, vitais para o
parasito, sem no entanto, afetar as células ou enzimas no metabolismo de hospedeiros
vertebrados. Outro grande desafio €, também, sintetizar compostos que se liguem a
esses alvos, impedindo o crescimento do parasito. Atualmente, esses alvos tém sido
identificados como componentes celulares, sistema de transporte de membranas e
enzimas entre outros (GENESTRA et al., 2003). A seguir serdo apresentados alguns dos
principais alvos moleculares utilizados no tratamento da leishmaniose.
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1.4.1 Cisteina-proteases

As cisteina proteases sdo enzimas amplamente encontradas em células
eucarioticas e procaridticas. Elas sdo responséaveis por clivararem ligacbes peptidicas,
sendo que inicialmente atuam através de um ataque do grupo tiol (1) no grupamento
carbonila do peptideo (I1) (figura 06), liberando uma amina e surgindo um tioéster
peptidico (111), que é posteriormente hidrolisado fornecendo um &cido carboxilico (1V)
(STEERT et al., 2007).

His

Figura 06. Mecanismo de acdo das cisteina proteases
(http://chemistry.umeche.maine.edu/CHY431/Peptidase10.html , acessado em 20-01-
2008).

Embora exista homologia entre as cisteina proteases de hospedeiros e parasitos,
estas enzimas possuem distintas propriedades bioquimicas e estruturais, incluindo pH
6timo de atuacdo, estabilidade, alteraces nas conformacdes das ligages peptidicas e
especificidade de substrato (SAJID et al., 2001).

Estas enzimas sdo consideradas vitais para protozoarios dos géneros Plasmideo,
Tripanossoma e Leishmania, e por isso sdo considerados como alvos importantes para
o tratamento dessas doengas (STEERT et al., 2007).

1.4.2 Proteina Quinases

A importéncia das enzimas proteina quinases encontra-se em suas participaces
na sinalizacdo e controle do ciclo celular, onde tem sido detalhada sua estrutura e
funcdo em varios eucaridticos. Este fato tem levado a busca por inibidores quimicos
especificos para controle de vérias doencas (GIL et al., 2007), o céancer, doengas
cardiovasculares e mal Alzehimer sdo alguns exemplos de patologias que podem
envolver este vasto grupo de enzimas como alvo para a quimioterapia.

Considerando, a importancia destas enzimas no complexo ciclo vital da
Leishmania, e outros protozoarios da familia Tripanossomatidea, bem como as
diferencas estruturais entre as quinases humanas e dos parasitos que sdo da ordem de 60
% ou mais, justifica-se a potencialidade destas enzimas como alvos moleculares. Foi
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identificado que o composto 17 mostrou-se ativo contra a agdo de proteinase quinase A
(PKA) em Leishmania amazonensis (GENESTRA et al., 2001).

1.4.3 Tripanotiona redutase

Nos organismos aerdbicos, de ocorréncia do processo respiratorio, sao
produzidos a partir do oxigénio, espécies radicalares que sdo extremamente tdxicas:
HOO, HO' e H,0,, entre outras. Tais espécies, por serem altamente reativas, reagem
prontamente com macromoléculas organicas, tais como, acidos nucléicos, certas
enzimas, proteinas e lipideos de membranas, tornado suas fun¢des normais prejudicadas
(DA SILVA, 2004). O ciclo redox da glutationa redutase (GR) tem um importante papel
para eliminar as referidas espécies e preservar as funcdes fisioldgicas normais do
organismo. Aliados a este sistema existem ainda duas outras enzimas antioxidantes com
0 mesmo papel, a superoxido dismutase e a catalase (DA SILVA, 2004).

Os tripanossomas e as leishmanias também tem um sistema de defesa contra
espécies radicalares, a tripanotiona redutase (TR), analoga a glutationa redutase em
mamiferos. A TR utiliza como substrato o dissulfeto da tripanotiona. Nos parasitos a
tripanotiona tem varias fungBes, similares as da glutationa nos mamiferos, como:
manuten¢do do equilibrio tiol/dissulfeto, defesa contra espécies oxidantes, eliminacéo
de altos niveis de metais pesados e etc (figura 07) (CASTRO-PINTO et al., 2004).
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Figura 07. Biossintese da Tripanotiona (DA SILVA, 2004)
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Castro-Pinto et al. (2004) demonstraram que 0 composto 17 é seletivo, atuado na
inibicdo da TR e ndo na GR do hospedeiro .

1.4.4 DNA Topoisomerases

Outros importantes alvos envolvendo o DNA sdo as enzimas nucleares DNA
topoisomerases (DNA-TOPO) | e Il. Estas enzimas possuem pap€is cruciais, pois
resolvem os problemas topoldgicos gerados pelos processos de replicagdo, transcricao,
recombinacdo e raparo do DNA (REDINBO et al., 1998).

A enzima DNA-TOPO | é monomérica e catalisa a relaxacdo do DNA através da
quebra e religacdo de apenas uma das fitas, figura 08 (ESTEVES-SOUZA et al., 2006).

~”
4
()
J pr (L
L) 4

el

| U :
- ' £ on
DNA super helecoidal o \_@’ teel DNA relaxado

Complexo de clivagem
DNA +enzima

(o)~ g (8

Quebra da fita de DNA Rotagdo controlada Religaco da fita de DNA

Figura 08. Mecanismo de a¢édo das DNA-TOPO | (POMMIER, 2006).

J&4 a DNA-TOPO Il é uma enzima dimérica que relaxa o DNA super-helecoidal
através da quebra das duas fitas do DNA, necessitando de ATP, (ESTEVES-SOUZA et
al., 2006). Recentemente, foram demonstradas diferengas substanciais na homologia
entre as DNA-TOPO humana e da Leishmania, dessa forma fornecendo um novo alvo
promissor no combate a leishmaniose (CORTAZAR et al., 2007; BALANA-FOUCE et
al., 2006).
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2 OBJETIVOS GERAIS

1. Diante da importancia da busca de novos agentes quimioterapicos no combate a
leishmaniose, este trabalho tem como objetivo alcangar novos potenciais protétipos de
classes nunca antes testadas, como as 4-Aril-3,4-diidrocumarinas (neoflavononas), e
as Pirazolo[3,4-b]piridin-6-onas, analogos nitrogenados das neoflavononas.

o
I
N /N O
N |
N\
H,N
| X
=
4- Aril-3,4-diidrocumarina Pirazolo[3,4-b]piridin-6-ona

2. Sintetizar, caracterizar e avaliar a atividade anti-leishmania novos compostos da
classe N,N’-difenil-benzamidinas tomando como partida o protétipo 17, devido a seu
desempenho promissor frente a leishmania amazonensis.

CH30 CH30
Protétipo (17)
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CAPITULO Il

SINTESE, CARACTERIZACAO E ATIVIDADE ANTI-LEISHMANIA
DE DERIVADOS DAS CLASSES 4-ARIL-3,4-DIIDROCUMARINAS E
PIRAZOLO[3,4-b]PIRIDIN-6-ONAS
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RESUMO

A segunda parte do trabalho relata a preparacdo de uma série de 9 compostos da classe
4-aril-3,4-diidrocumarinas, neoflavononas, e de 12 compostos da série nitrogenada
analoga pirazolo[3,4-b]piridin-6-ona utilizando-se a metodologia tradicional (refluxo),
irradiacdo de ultra-som e microondas. Entre as metodologias utilizadas destacou-se a
irradiagdo em microondas. Os compostos das duas classes, de modo geral, foram
obtidos com rendimentos de modestos a muito bons (40-95%), em tempos notaveis (7 a
20 minutos). Pode-se observar que a metodologia utilizando-se ultra-som néo foi eficaz
na obtencéo das 4-aril-3,4-diidrocumarinas e, na obtencdo das pirazolo[3,4-b]piridin-6-
onas no caso em que foram utilizadas hidrazinas fenil-substituidas. Também foi possivel
constatar que a todas as metodologias empregadas demonstraram-se ineficazes quando
as fenil-hidrazinas continham um ou dois grupos nitro. Dentre 0S compostos
sintetizados, 4 4-aril-3,4-diidrocumarinas e 8 pirazolo[3,4-b]piridin-6-onas séo ineditas
na literatura. Todos os compostos foram devidamente caracterizados por técnicas
espectrométricas de rotina como 1V, RMN de 'H, B¥C, e CG-MS, sendo ainda necessario
a utilizacdo de 'Hx'H NOESY para confirmagdo das estruturas das pirazolo[3,4-
b]piridin-6-onas. Todas as 4-aril-3,4-diidrocumarinas foram avaliadas frente a
Leishmania amazonensis em colaboragdo com Laboratério de Bioquimica de
Tripanomassomatideos — FIOCRUZ. As 4-aril-3,4-diidrocumarinas ndo tiveram agdo
anti-leishmania significativa (at¢ 300 uM), e as pirazolo[3,4-b]piridin-6-onas
encontram-se em processo de avaliagao.

Palavras chaves: microondas, ultra-som, 4-aril-3,4-diidrocumarinas, pirazolo[3,4-
b]piridin-6-onas
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1 INTRODUCAO

As 4-aril-3,4-diidrocumarinas, neoflavononas, sdo produtos de origem natural, e
possuem partes similares com flavonodides e isoflavondides. S&o utilizados como
agentes aromatizantes em uma variedade de alimentos, bebidas, iogurtes e fragrancias
em cosméticos tais como: logBes, sabonetes, xampus e etc. Suas propriedades biol6gicas
tém sido pouco investigadas, porém, tem aumentado o estudo dessas propriedades,
como por exemplo, a inibicéo da aldose redutase, anti-herpética, atividade antioxidante,
herbicida, fungicida, e recentemente relatada, moderada atividade estrogénica,
(ROELENS et al., 2005; QADDER, et al., 2007; ZHANG et al., 2008).

A sintese das diidrocumarinas foi registrada hd mais de duas décadas atras
(TALAPATRA et al., 1986). Atualmente, sua sintese tem recebido mais atengdo sendo
que, a literatura registra que a maioria das rotas envolvem reagdes de hidroarilagdo inter
ou intra molecular. O uso de catalisadores como Cr, Ru (ll1l) e Pd(OAc), tem tido
destaque na sintese desses compostos. Mesmo com 0 uso desses catalisadores, o tempo
de reacdo é longo, além disso, ha também controvérsias sobre a necessidade dos
mesmos (YOUN et al., 2004; JIA et al., 2000; LI et al., 2005).

Outra classe, também ainda pouca estudada é a pirazolo[3,4-b]piridin-6-ona, que
envolve intermediarios heterociclicos importantes na sintese de pirazolopiridinas e
triazdis (URBAN, 2004). Esta classe pode ser considerada analoga as 4-aril-3,4-di-
hidrocumarinas, como podemos ver na figura 01 .

ol I
N | O
/
NG |
24
H,N
| X
=
4- Aril-3,4-diidrocumarina Pirazolo[3,4-b]piridin-6-ona

Figura 01. Analogia entre as classes 4-aril-3,4-diidrocumarinas e pirazolo[3,4-
b]piridin-6-onas.

Quanto as atividades bioldgicas das pirazolopiridinonas, recentemente tem sido
relatado uma série de patentes envolvendo, por exemplo, a inibicdo da fosfodiesterase
tipo IV, atil no tratamento inflamatorio, alergias, doencas imunoldgicas, asma,
bronquite, diabetes, esquizofrenia, depressdo, perda de cabelo, mal de Alzeimer,
inibicdo da serinas proteases e cancer (URBAN, 2004; PINTO et al., 2002).

A preparacdo de pirazolopiridinonas seja qual for o sistema de anéis fundidos,
tais como: pirazolo[3,4-b]piridin-6-ona, pirazolo[3,4-c]piridin-7-ona, pirazolo[4,3-
c]piridin-4-ona e tem levado a rendimentos que podem ser considerados desde muito
baixos a muito bons (10 - 80%) dependendo da rota sintética estabelecida. Porém, a
literatura apresenta, em meédia, metodologias que levam a obtencdo dos produtos
desejados em reacGes com tempos que variam de 5 a 96 horas. Com isso, pode ser
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observado que o tempo de reacéo é de média a longa duragdo (URBAN, 2004; PINTO
et al., 2002;QUIROGA et al., 1998; VASILEVSKY et al., 2002; HOEHN, 1975).

1.1 Estrutura das 4-Aril-3,4-diidrocumarinas

O termo neoflavoides refere-se a um grupo de substancias com 15 atomos de
carbono (C15) encontradas naturalmente com esqueleto C6-C3-C6 (figura 02). As 4-
aril-3,4-diidrocumarinas se enquadram nesta classificacdo, porém, sdo chamadas
comumente de neoflavononas. Os neoflavondides possuem semelhangas estruturais a
flavondides e isoflavonoides (27) (DONNELLY et al., 1993; ROELENS et al., 2005).

Ao contrario dos flavondides, que tem os anéis A e C planares, as 4-aril-3,4-
diidrocomarinas (26) possuem os trés aneis em planos diferentes.

HO ) /O HO
O C
H 26
25 0

Flavonona isoflavonoide
4-aril-3,4-diidrocumarinas

Figura 02. Exemplos de estruturas de flavonona, 3,4-diidrocumarina e
isoflavondide (ROELENS et al., 2005).

A seguir serdo apresentados alguns dados espectroscopicos e estruturais
caracteristicas das 4-aril-3,4-diidrocumarinas.

1.1.1 Infravermelho

Os espectros de infravermelho de uma substancia que contém o grupo funcional
lactona, presente nas diidrocumarinas, apresentam como caracteristica marcante a
presenca de uma banda forte referente ao estiramento da ligagdo C=0 (1725 a 1750 cm’
1), assim como outra banda larga forte devido ao estiramento da ligacéo assimétrico O-
C-O (1185 a 1275 cm™) e simétrico O-C-O (1060 a 1160 cm™) quando ha presenca de
grupos metoxilas. Geralmente, as bandas de absorgdo das ligagdes O-C-O sdo mais
fortes e mais intensas que as C=0 (Barbosa et al., 2007).

Considerando as 4-aril-3,4-diidrocumarinas, a literatura relata que estas
apresentam seus estiramentos de ligagdo C=0 por volta de 1760-1779 cm™, um pouco
acima da faixa das lactonas (TALAPATRA et al., 1986; SINGH et al., 2003), ja as
absorcoes referentes aos grupos O-C-O permanecem na mesma faixa.

1.1.2 Ressonancia Magnética Nuclear de *H e °C

Os flavondides e isoflavondides apresentam carbonos carbonilicos que absorvem
na faixa de 6 183-215, enquanto que os correspondentes das 4-aril-3,4-diidrocumarinas
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(lactonas) na faixa de & 159-178 (SILVERSTEIN et al., 2006). Porém, os
carbonos carbonilicos das classes citadas, também podem sofrer efeitos de substituintes
e de solventes afetando o deslocamento quimico. Bezerra et al. (1999) atribuiram alguns
deslocamentos quimicos das diidrocumarinas 28 e 29.

o. 0 HaC
A
4

OCH; OCH;

Os deslocamentos quimicos dos carbonos aromaticos foram observados na faixa
de 6 102,04 - 158,60. O C-8 absorveu em campo alto, em & 102,04 (28) devido
encontrar-se entre os dois &tomos de oxigénio, e na auséncia desses grupos desloca-se
para campo mais baixo em 6 112,40 (29). Os deslocamentos quimicos dos hidrogénios
foram observados na faixa de & 6,40 — 7,04, caracteristicos da regido aromética para 0s
anéis B e C (BEZERRA et al., 1999).

1.1.3 Equilibrio ceto-endlico de 3-acil-3,4-diidrocumarinas

Simeonov et al. (1985) estudaram a interconversdo ceto-endlica de alguns
derivados de 3-acil-3,4-diidrocumarinas através de RMN, e observaram sinais distintos
para ambas as formas tautoméricas. O estudo também possibilitou determinar, atraves
da integracdo dos hidrogénios metilénicos, a proporcdo no equilibrio ceto-endlico de
2:1, em acetona como solvente (figura 03).

@) @)

o =~

30 CHa

Figura 03. Equilibrio ceto-endlico de 3-acil-3,4-di-hidrocumarinas (30) (Simeonov et
al., 1985).

1.2 Métodos de Sintese Utilizados na Preparacdo das Diidrocumarinas

1.2.1 Reacdo de obtencéo de 4-aril-3,4-diidrocumarinas utilizando &cido polifosforico
Ha duas décadas, Talapatra et al. (1986) obtiveram resultados curiosos na sintese

de 4-aril-3,4-diidrocumarinas. Ao utilizar floroglucinol (34) e &cido cindmico (31), em

presenca de PPA (acido polifosforico), em 1 hora de reacdo com temperatura variando

entre 50-70 °C, obteve-se o composto 32 em 50% de rendimento e 0 33 como produto
minoritario.
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Porém, utilizando condi¢Bes semelhantes, ou mesmo mais drésticas, para o
acido-p-metoxicindmico (35), ndo foi observada reacdo. Ja utilizando o resorcinol (36)
e 0 composto 35 obteve-se o produto 37 (figura 04) (TALAPATRA et al., 1986).

Esses resultados levam a acreditar que, os produtos dessas rea¢des sdo formados
via mecanismos diferentes de acordo com os substituintes presentes no acido cinamico,
e que, em principio, grupos doadores de elétrons favorecem a formacdo das 4-aril-3,4-
diidrocumarinas.

~ _COOH
PPA
3t

50-70°C, 1h
+
HO OH
N PPA/fenol (2:1) . No reage
70°C, 1h
OH CH30 ’
34
HO ] /O
HO OH PPA
_
35 + 70°C, 1h
(1 0,
xileno 37 56 %
36
OCH;,

Figura 04. Reacdo entre fendis e acidos cindmicos (TALAPATRA et al., 1986).
1.2.2 Utilizag&o de RuCl; e AgOTT na obtengdo de 4-aril-3,4-diidrocumarinas

Recentemente, a sintese das 4-aril-3,4-diidrocumarinas tem recebido uma
consideravel atengdo. Youn et al. (2004) demonstraram o0 uso do RuCls/AgOTf, como
sendo um catalisador eficiente e suave para as hidroarilagbes intermoleculares nas
reagdes de ciclizacBes de alcenos e alcinos, levando a cromonas (42), terpendides (39) e
diidrocumarinas (45) (figura 05). A 4-aril-3,4-diidrocumarina (45) foi obtida em
rendimento de 42%.
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‘ 5 % mol de RuClz.nH,0O
10 % mol de AgOTf
CI-CH,-CH,-CI-60°C

38 12h 39 63% 5% 49
‘ 5 % mol de RuCl3.nH,0
10 % mol de AgOTf
o CI-CHy-CH,-CI-60°C o
. 12 h 42 56% 69 43

e
0. 0 7
=~~~ 5% mol de RuCl3.nH,0O O
10 % mol de AgOTf CH30
CHs0 CI-CH,-CHy-CI-60°C 45

44 12 h
42 %

Figura 05. Sintese de terpendides (39 e 40), cromonas (42) e 4-aril-3,4-diidrocumarinas
(45) (YOUN et al., 2004).

1.2.3 Emprego de Pd(AcO), e TFA na sintese de 4-aril-3,4-diidrocumarinas

Jia et al. (2000) sintetizaram uma série de 4-aril-3,4-diidrocumarinas e
cumarinas usando metalacéo eletrofilica de ligacbes C-H de anéis aromaéticos, atraves de
compostos de coordenagéo de Pd (I1), resultando em complexos do tipo c-aril-Pd.

A figura 06 mostra 0 mecanismo proposto por Jia et al. (2000) no qual espécies
de palédio catidnicas altamente eletrofilicas podem ser formadas in situ através de
ligacOes fracas com anions de trifluoracetato pela utilizagdo de TFA como solvente. A
partir dessas espécies geradas hd um aumento da metalagdo de ligacdes C-H de
aromaticos e a0 mesmo tempo possibilitando a ativacdo da ligacdo C=C através de
complexos de coordenagdo que gera aceptores de aril nucleofilicos.

Uma razodavel explicagdo, que Jia et al. (2000) sugere para a necessidade do
grande excesso de TFA como solvente, foi baseada no fato que a reagdo necessitaria de
espécies altamente catidnicas de Pd (I1) para facilitar a formagéo de estiveis complexos
de o-aril-Pd como B, além disso, a presenca de acidos fortes como TFA facilitaria a
hidrdlise da de complexos de vinil-metal como o intermediério C.
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Figura 06. Possiveis intermediérios na reagdo de hidroarilacdo intermolecular
envolvendo ligagdes triplas proposto por Jia e colaboradores (JIA et al., 2000).

O sistema reacional contendo Pd(OAc), 1%, TFA e CHCl, foi utilizando em
temperatura ambiente, por 10 horas, obtendo-se 96% de rendimento para 0 composto
50, conforme a figura 07 (JIA et al., 2000).

CHyO o__
OCHs
Pd(OAC); (1%)
COOH CH,;0
N 3 THE CHCl, CH;0
OCH
CHs0 CHs0 oH TA . TAl0h O
OCH,

Figura 07. Reagdo para a obtencéo da diidrocumarina 50 (JIA et al., 2000).

A partir dai, Jia et al. (2000) focalizou seu trabalho na ativacdo de ligagbes C-H
de aromaticos, utilizando-se Pd(OAc),, AgOAc, Ni(OAc),, Ir(Cl); entre outros
catalisadores. Esse assunto gerou para 0s autores publicacbes em revistas de alto
impacto, como a Science no ano de 2000 (JIA et al., 2000) e a Accounts of Chemical
Research em 2001 (JIA et al., 2001).

1.2.4 A duvida no emprego de Pd(AcO), na obtencgdo de 4-aril-3,4-diidrocumarinas

Alguns anos mais tarde, em 2005, Li et al. obtiveram resultados que se
contrapuseram a tese de Jia et al. (2001). Os autores afirmaram que hidroarilagdes ndo
eram catalisadas por Pd(OAc), e sim pelo &cido trifluoroacético.

A utilizagdo do sistema TFA e CH,Cl, com 1 % de Pd(OAc), para a formagao
do composto 50 (figura 07) levou a um rendimento de 96%, consistente com os dados
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relatados anteriormente (Jia et al., 2000), porém, a mesma reacdo com auséncia de
Pd(OAC),, levou a 99%, descartando-se o uso do referido catalisador (LI et al., 2005).

Além disso, Li et al. (2005) destacaram que as reacOes de hidroarilagdes
intermoleculares sdo mais faceis do que as intermoleculares, (figura 08) e que fendis
ricos em grupos doadores de elétrons facilitam as rea¢Ges de hidroarilacdes.

(0] _ (0] (0] _ (0]
A) TFA - CH,Ch,
=
(CHg)3C —— (CHa)sC
51

TA-48h 53

54 % O

OCHs OCHs

~. COOH OH TFA - CH,Cl,
0,
CH30 (CHg3)sC 95 %
48 52

Figura 08. Sintese do composto 53, através das rotas de hidroarilagéo intramolecular
(A) e hidroarilagéo intermolecular (B) (LI et al., 2005).

Diante dos resultados, os pesquisadores indicaram um provavel mecanismo para
essas reacOes, que seria a ciclizagdo via reacdo de Fridel-Crafts, onde provavelmente
ocorre a protonagdo da carbonila ativando a olefina, direcionado a um ataque
nucleofilico, como indicado na figura 09 (LI et al., 2005).

OCHs OCHs

\
HO
j Q+ OH COOH
S OH .,
o g
CHs0 A OH

OCH;,
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Figura 09. Mecanismo proposto para a hidroarilagéo das diidrocumarinas (LI et al.,
2005).

1.2.5 Obtengdo das diidrocumarinas a partir de complexos carbenos do tipo Fischer

Recentemente, foi reportado na literatura um método simples e eficiente de
obteng&o de diidrocumarinas (56) a partir complexos de carbenos de Fischer e cetais de
cetonas levando a rendimentos entre 53-71%, como mostrado na figura 10
(BARLUENGA et al., 2006).

Ar
OCH OTMS 0] o]
(CO)sCr— ’ V= THF, 90 °C r
5 — + —_——— >
tubo selado
— OMe CH30
A
54 ' 55 56 Ar

Ar = anel aromatico substituido

Figura 10. Reacdo para obtencéo da diidrocumarina 56 através de complexos do tipo
carbenos de Fisher (BARLUENGA et al., 2006).

O mecanismo proposto para esta reagdo foi baseado no ataque da ligagéo dupla
do cetal ao complexo de carbeno de Fisher levando ao intermediario | (figura 11), que
por sua vez gera o Il. A partir das interagdes dos grupos metoxi e o trimetilsilil ha
liberacdo de um éter de trimetilsili. Em seguida um rearrajo 1,3 forneceu o
intermediério 111. Subseqlente ocorreu uma reducdo e uma eliminagdo levando ao
composto IV. Entdo, o IV reagiu com outro complexo de carbeno de Fisher gerando um
alcool em uma reacéo cléassica de Dotz, dai em diante ocorreu condensagdo levando a 4-
aril-3,4-diidrocumarina (BARLUENGA et al., 2006).
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Figura 11. Mecanismo proposto para reacdo é baseado no ataque da dupla ligagéo do

cetal ao complexo de carbeno de Fisher (BARLUENGA et al., 2006).

29



1.2.6 Obtengdo de diidrocumarinas utilizando complexos de ruténio

Matsuda et al. (2007) identificaram uma rota de sintese interessante utilizado
ruténio como catalisador na obtencdo de diicrocumarinas assimétricas (59). Esta
metodologia possibilitou a obtengdo de rendimentos por volta de 80 % com um excesso
enantiomérico de 96 %.

Um possivel mecanismo foi apresentado pelos autores, que sugeriram a geracéo
de um arilalcoxido de ruténio (1) (figura 12). A interacdo do grupo carbonila com o
grupamento arilalcoxido de ruténio da propria espécie levaria ao intermediério 11, que
subseqlientemente sofreria a abertura do anel ciclobutano, etapa enatiomérica
determinante, fornecendo o intermediario 111, que a seguir participa de uma reacéo de
protondlise levando a diidrocumairina (59) (MATSUDA et al., 2007).

/
/
7 mol % [(RhOH)Cod],

16 mol % (R) BINAP

) OH Tolueno, TA, 17-26h 0 o
59
/58
[ 4
r‘ N\ e P N U R e ———— >
0] ORh
ORh ) O

TA = temperatura ambiente

A2 Binap
PAr, Cod = 1,5 ciclooctadieno

Figura 12. Mecanismo para a obtencdo de diidrocumarinas (59) utilizando complexos
de ruténio proposto por (MATSUDA et al., 2007).

1.2.7 Obtengdo de diidrocumarinas a partir da atuagéo da Saccharomyces cerevisiae

A 3,4-diidrocumariana € bastante utilizada como agente aromatizante em uma
variedade de alimentos, bebidas, iogurtes e fragrancias em cosméticos, também como
logBes, sabonetes e etc. Na industria um dos principais métodos de obtencdo desse
composto utiliza a reagdo de hidrogenagdo da cumarina (60) (HASER et al., 2006).

Geralmente, o processo de obtencdo das diidrocumarinas é realizado através da
reducdo das cumarinas correspondentes utilizando-se metais pesados como
catalisadores. Héser et al. (2006) demonstraram a biotransformacéo de cumarinas a 3,4-
diidrocumarianas uitlizando Saccharomyces cerevisiae, uma levedura utilizada também
na fabricacdo do péo, cerveja e etanol. Os autores sugeriram que a biotransformacgéo
iniciaria pele hidrélise da cumarina (60) gerando o acido o-cumarico (1) (figura 13), que
a partir dai, a agdo de uma oxiredutase levaria a formacéo do &cido melitético (11).
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Além disso, o composto Il também poderia ser gerado pela hidrdlise da 3,4-
diidrocumarina (61) j& obtida pela agdo da mesma oxiredutase sobre cumarina. A etapa
determinante seria a transformag&o do composto Il na 3,4-diidrocumarina por destilacéo
durante a etapa final de purificacdo (HASER et al., 2006).

X Scaccharomices
cerevisiae
—_—
(0] (0]
60

s

oxiredutase
61

destilacéo - etapa final

RO ——

| hidrolise hidrélise | de purificaco
\] v
OH OH
O QL
oxiredutase
OH OH
acido o-cumarico (I) acido melitético (1)

Figura 13. Rota de obtencéo de diidrocumarinas (61) utilizando a Saccharomyces
Cerevisiae (HASER et al., 2006).
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1.3 Estrutura das pirazopiridinonas

As pirazopiridinonas fazem parte um de conjunto de compostos heterociclicos
que possuem alguns arranjos distintos dos heteroatomos nos anéis, conforme mostrado
na figura 14, sendo que as substancias alvo desta tese sdo do tipo 65. (URBAN et al.,
2004; QUIROGA et al., 1998; MSHVIDOBADZE et al., 2004; VASILEVSKY et al.,
2002; EHELER, 1977; DREES et al., 2005).

Pirazolo[4,3-c]piridin-4-ona

(CH3)sC ||'|
N N 0
/
No |
\
(CH3)sC 65
Pirazolo[3,4-c]piridin-7-ona
CF3

Pirazolo[3,4-b]piridin-6-ona

Figura 14. Exemplos de pirazolopiridinonas (URBAN et al., 2004; QUIROGA et al.,
1998; MSHVIDOBADZE et al., 2004; VASILEVSKY et al., 2002; EHELER, 1977,
DREES et al., 2005).

Existem poucos relatos na literatura sobre a estrutura e os dados de analise
espectroscopica para as pirazolo[3,4-b]piridin-6-onas.

Assim, foram selecionadas as estruturas das pirazolo[3,4-b]piridin-6-onas 66a-b,
estudadas por Quiroga et al. (1998) para a apresentacdo das absor¢Bes caracteristicas
nos espectros de infravermelho e RMN de *H e **C.
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1.3.1 Infravermelho

Devido ao efeito de ressonancia envolvendo o par de elétrons ndo-ligantes do
nitrogénio do grupo lactama (grupo funcional que esta presente nos compostos
pirazolo[3,4-b]piridin-6-ona), a ligacio C=0 (na faixa de 1650 a 1670 cm™) fica
enfraquecida em relagio a uma C=0 de cetona n&o conjugada (por volta de 1725 cm™).
As bandas de estiramento de ligacdo N-H de lactamas ocorrem na regido de 3540-3140
cm™, dependendo da natureza dos compostos e de como a amostra foi preparada para a
obtencg&o do espectro (BARBOSA, 2007).

Quiroga et al. (1998) encontrou resultados proximos do esperado ao analisar
espectros de infravermelho de algumas pirazolo[3,4-b]piridin-6-onas em pastilhas de
KBr. Bandas de absorcdo por volta de 1670-1690 cm™ e 3145-3370 cm™, foram
relacionadas aos grupos C=0 e N-H, respectivamente (QUIROGA et al., 1998).

1.3.2 Ressonancia magnética nuclear de *H e **C

Alguns espectros de 'H de pirazolo[3,4-b]piridin-6-ona obtidos em dimetil
sulféxido deuterado exibiram hidrogénios aromaticos na faixa de & 7,20-8,36, dois
hidrogénios pertencentes ao C-3 (6 2,59-2,70 e 6 3,01-3,12), um hidrogénio absorvendo
em campo baixo por volta de 6 4,23-4,47 ligado no carbono C-4, e um hidrogénio N-H
por volta de 6 10,62-10,87 (QUIROGA et al., 1998).

66aR=Cl
66bR =NO,

Os espectros de RMN *C apresentaram sinais em campo alto em torno de &
39,70 - 40,2 correspondentes aos carbonos alifaticos C-4 e C-3, ja os carbonos das
carbonilas absorveram na faixa de 6 169-170,10. Os atomos C-9 absorveram em campo
baixo na faixa de 6 145,3-147,50, pois estavam vicinais a dois aos dois atomos de
nitrogénios (QUIROGA et al., 1998).

1.4 Métodos de sintese de pirazolopiridinonas
1.4.1 Obtencéo de pirazolo[3,4-b]piridin-6-onas a partir de aminopirazoéis
A sintese de compostos que pertencem ao sistema pirazolo[3,4-b]piridin-6-ona

j& é conhecida ha algum tempo e, em geral ocorre a partir de reacdo de condensacdo
envolvendo aminopirazois.
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Hoehn em 1975 sintetizou esta classe de compostos na reagdo envolvendo o
éster dietil etildienomaldnico (67) com 5-amino-1-etil-3-metilpirazol (68) utilizando
como solvente DMF e agua. A reagdo ocorreu sob refluxo durante 94 h e obteve
rendimentos de 53%, conforme mostrado na figura 14, para a obtencdo do composto 69
(HOEHN, 1975) (figura 15).

H
0 g o L[
N DMF, H,0 N
XA o N . HN \\N o Y
/ refluxo, 94h %

53 %

Figura 15. Obtencéo do pirazolo[3,4-b]piridin-6-ona 69 (HOEHN, 1975).
1.4.2 Sintese de pirazolo[4,3-c]piridin-6-onas a partir de reagdes de amindlise

Eheler et al. (1977) preparou pirazolo[4,3-c]piridin-6-ona (73), a partir do
composto pirazélico 70, que reagiu com uma solugdo metanolica de amdnia fornecendo
0 71. A desidratacdo da amida com POCI; levou a formagdo do composto 72 e a
amindlise do éster e a ciclizagdo levou ao produto (73) desejado com baixo rendimento
(9%) (fiaura 16).

o @]
\ o /
) NHz- saturada POCH, refluxo \
/ N metanol —>, / N
. 7
ITI 2 dias 'Tl
o H
[ o d
-0 72
NH3
90h, 110 oC
9%

Figura 16. Sintese da pirazolo[4,3-c]piridin-6-ona envolvendo a reagdo de amindlise
(EHELER et al., 1977).

1.4.3 Sintese de pirazolo[3,4-b]piridin-6-ona utilizando-se &cido de Meldrum e
aminopirazois

Em 1998 Quiroga et al. reportaram a sintese (figura 17) de alguns derivados da

classe das pirazolo[3,4-b]piridi-6-onas (78) através da ciclizacdo de 5-amino-1-aril-3-
metilpirazdis (74) e &cido Meldrum (75). A reacdo permaneceu em refluxo por 30
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minutos em nitrobenzeno, como solvente, levando a rendimento de 42-72 %
(QUIROGA et al., 1998).

0)
PRA
HC /\ 10 HaC ~Y
0 nitrobenzeno
I\ (> refluxo 7\ 0]
N_ AN

NH, * — ><—’

N o) e N NH
@) 30 min
74 75 76
R R
/ 0
HaC /
H3C
7
N A
N r?| 0 SN NH
H
78 42-72% 77
R R =H; Cl;NO,; 2-CI
R

Figura 17. Esquema de obtencéo e proposta de mecanismo por Quiroga et al. (1998).

1.4.4 Preparacdo de pirazolo[3,4-c]piridin-7-ona a partir de derivados de 3-metoxi-
piridinona

Urban et al. (2004) demonstraram a preparacgéo de pirazolo[3,4-c]piridin-7-ona
(81) a partir do tratamento de 3-metoxi-piridinona (79) e cloridrato de ciclopentil
hidrazina (80). Os reagentes foram dissolvidos em THF e levados ao aquecimento de
75-95 °C por 12 horas obtendo-se 68 % de rendimento conforme a figura 18.

@)
| THF 75-95°C
OCHj NHNH; .HCI .
@)
+ 12 h

79 80

68 %

OCHs
OCHs

Figura 18. Obtencéo da pirazolo[3,4-c]piridin-7-ona 81 a partir da piridinona
correspondente (URBAN et al., 2004).
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1.4.5 Sintese de pirazolo[3,4-b]piridin-6-ona utilizando acido de Meldrum e aldeidos

Em 2005 Drees et al. desenvolveram uma nova rota sintética para a obtencéo da
pirazolo[3,4-b]piridin-6-ona (85) utilizando a condensacdo de aminopirazdis (82),
benzaldeidos devidamente substituidos (83) e dimedona (84) em refluxo por 6-8 horas.
Os rendimentos para as pirazolo[3,4-b]piridin-6-onas obtidos foram na faixa de 30-75
% conforme mostrado na figura 19 (DREES et al., 2005).

R1
0 H
0 0
N/ \ W Etanol
\'Tl NH, * + 0 0 refluxo N\/ |
R 7< 6 - 8h N N~ 0
R{ ' |
82 83 84 R H 85
30-75%

Figura 19. Sintese de pirazolo[3,4-b]piridin-6-ona & partir de 5-aminopirazdis (DREES
et al., 2005).

1.4.6 Obtencéo de pirazolo[4,3-c]piridin-4-onas a partir de acetilenilpirazdis

Mshvidobadze et al. (2004) relataram uma rota sintética interessante para
preparar a pirazolo[4,3-c]piridin-4-ona (88) através da reacdo de acetilenilpirazol (87).
O composto 87 foi dissolvido em butanol e levado a refluxo por 12 horas obtendo-se a
pirazolo[4,3-c]piridin-4-ona (88) em rendimentos de 76% (figura 20).

butanol
refluxo 12h

0] - 0 - >
metanol H3C—N/
10 min refluxo \ -
N |\|| OH
|
CH; g6 CHs g7 g8 O 6%

Figura 20. Sintese de pirazolo[4,3-c]piridin-4-ona (88) a partir de acetilenilpirazol
(MSHVIDOBADZE et al., 2004)

1.4.7 Sintese de pirazolo[4,3-c]piridin-4-ona e pirazolo[3,4-c]piridi-7-ona a partir de
N-aminolactama

Vasilevsky et al. (2002) sintetizaram a pirazolo[4,3c]piridi-4-ona (90) e
pirazolo[3,4-c]piridi-7-ona (92) a partir da ciclizacdo de hidrazidas (89 e 91) em
refluxo com etanol em presenca de uma base (NaOH). As reagdes forneceram as N-
aminolactamas correspondentes, em 50-90 % de rendimento. Provavelmente, o ataque
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do par de elétrons do nitrogénio da amida ao dtomo de carbono B da ligacéo tripla,
proporciona a obtengdo do sistema pirazolo[3,4-c]piridi-7-ona. A figura 21 mostra
exemplos de algumas reagdes envolvidas.

N i
O« NH N NH,
etanol HC—N
NZ o refluxo
N 01 10h g2 0%
HsC OCH,

pirazalo[3,4-c]piridi- 7-ona

148 Emprego do intermediario 2-metoxi-6-0x0-1,4,5,6-tetra-hidropiridino-3-
carbonitrila na sintese de pirazolo[3,4-b]piridin-6-onas

Recentemente, Martinez-Teipel et al. (2005) reportaram a obtencdo de véarios
compostos heterociclicos, tais como, pirano[4,3-b]piridin-2-ona, imidazo[1,2-
aJpirimidin-6-ona,  pirido[2,3-d]pirimidin-7-ona, entre outros, envolvendo o
intermediério 95, sintetizado a partir de ésteres a,B—instaurados (93) e malonitrila (94)
em presenca de base (NaOMe). A obtencdo de derivados da classe pirazolo[3,4-
b]piridin-6-ona (97) foi relatada utilizando-se a mesma metodologia com rendimentos
na faixa de 37-90% em tempos de reagdo que variam de 3 a 48 h, de acordo com a
fiaura 22.

R, ||4
1. NaOMe / MeOH
| aMervie H:CO. _N_ _O
(O refluxo, 1,5a3 h
Ry CH; , NC— CH;—CN . |
O 2. HCI NC Ry
94
93 R, o5
W
1. NaOMe / MeOH W _N_ _O
R
95 NH,NHCl refluxo, 3a 48 h - N/\ |
Ry
96
HoN
Re o7
37-90%

Figura 22. Sintese de pirazolo[3,4-b]piridin-6-ona (97) a partir de 2-metoxi-6-0xo-1,
4,5,6-tetra-hidropiridino-3-carbonitrila (MARTINEZ-TEIPEL et al., 2005).
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1.5 Metodologias sintéticas alternativas
1.5.1 Utilizando irradiacdo de microondas

A sintese orgénica assistida por microondas, apresenta um importante recurso
moderno e se enquadra dentro dos principios da “Quimica Limpa”, visando menor
consumo de energia e diminuicao dos residuos toxicos, paralelamente a menores tempos
de reagdo e maiores rendimentos na obtencéo dos produtos desejados (SILVA et al.,
2006). Curiosamente, ndo foi encontrado nada de relevante na literatura sobre sinteses
assistidas por microondas na obtengdo de 4-aril-3,4-diidrocumarinas e pirazolo[3,4-
b]piridin-6-onas, classes estudadas neste trabalho de tese. No entanto, algumas
referéncias sobre a sintese de cumarinas foram observadas, mas, definitivamente nada
sobre a sintese de diidrocumarinas assistida por microondas, fatos considerados
relevantes para a proposta desse trabalho.

Tecnologia de microondas tem sido usada pelos quimicos inorganicos desde
1970, mas s6 foi implementada na quimica organica por volta de 1980. O
desenvolvimento da tecnologia para os quimicos organicos foi considerado baixo até
inicio da década de 90 em relagdo a quimica combinatéria e a computacional (figura
23) (LIDSTROM et al., 2001). Na figura 23 encontra-se a representagdo de um
espectro eletromagnético.

comptimento de onda (em metros)

- . . -3 - fi -4 =2 2 4
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|
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|22 | |13 ilﬁ il4 | 12 | | | |
il 4
10 1020 10 0, 1 10 ) 10 10 108 106 10
raios raios X ultrr‘a‘lail"?oslem frequenma. {em hertz) micro ondas
gama raios o di
infravermelhos gndas de radio
Luz Visivel

Figura 23. Espectro eletromagnético (http://educar.sc.usp.br/otica/luz.htm,
acessado em 18-02-2008)

A baixa utilizagdo dessa tecnologia tem sido atribuida & falta de seguranga,
reprodutibilidade e geralmente pelo baixo nivel de compreensdo dos principios do
aquecimento dielétrico que fundamenta o uso das microondas. Porém, por meados de
1990 em diante, o nimero de publicagbes envolvendo a quimica organica, cresceu
muito, onde a principal causa foi a busca por menores tempos de reacéo e também a ndo
utilizacéo de solventes (PERREUX & LOUPY, 2001).

Atualmente, existem dois tipos de equipamentos de microondas, o forno
doméstico, que a populacdo utiliza na cozinha, e o cientifico adaptado para fins
laboratoriais, com pregos elevados que impossibilitam seu uso na rotina em laboratorio,
porém, com controle de temperatura e pressdo (LIDSTROM et al., 2001; SILVA et al.,
2006).
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A falta de controle em fornos de microondas domésticos, quando utilizado em
sintese, fornece um numero vasto de incidentes, incluido explosfes. Uma das formas
para evitar este problema tem sido omitir o uso de solvente a partir de reacgGes utilizadas
com suporte sélido do tipo silica, 6xido de alumina e etc. A maior parte dos artigos em
sintese organica utilizam essa técnica. Além disso, reagGes realizadas sem solvente tém
obtido destaque nos dias atuais, por se encaixarem nos preceitos da “quimica limpa”
(LIDSTROM et al., 2001; SILVA et al., 2006).

1.5.1.1 A origem dos efeitos das microondas

A aceleracdo de reacBes por exposi¢do as microondas, pode ser compreendida
por dois fatores: efeitos térmicos e especificos (efeitos ndo puramente térmicos), e é a
juncdo dessas contribuicdes, que séo responsaveis pelos efeitos observados (PERREUX
& LOUPY, 2001). Efeitos térmicos (aquecimento dielétrico) podem ser resultados da
polarizacdo dipolar, por uma sequéncia de interacdes de dipolo-dipolo entre moléculas
(figura 24). Essas interagdes fazem com que haja dissipacdo de calor, resultante da
agitacdo e friccdo intermolecular de moléculas quando ha troca de orientacfes de
dipolo. Essa dissipagdo de energia no centro dos materiais permite uma reparticdo
regular na temperatura quando comparados a aquecimentos classicos como conducéo,
convecgao e radiacdo (PERREUX & LOUPY, 2001).

+ ++ + + +++

000 |[©0¢
D00 || RON

a b

Figura 24. Orientacdo de dipolos com campo elétrico (a) e sem campo elétrico (b).

Os efeitos especificos do microondas (efeitos ndo puramente térmicos) podem
ser compreendidos, segundo a lei de Arrhenius, equacéo 01 (Perreux & Loupy 2001).

K = Aexp(-AG */RT)  Equagéo 01

AG7=AH”-TAS? Equacio 02
K = constante de velocidade AS = entropia
7 = estado de transicéo R = constante
T = temperatura AG = energia de gibbs
A = fator de correcéo (relacionado a colisdes) AH = entalpia

Inicialmente, h& um aumento do fator pré-exponencial A, que representa a
probabilidade de impactos moleculares. A eficiéncia das colisdes pode ser efetivamente
influenciada pelas mutuas orientacdes de moléculas polares envolvidas na reacdo. Este
fator é dependente da freqtiéncia vibracional (PERREUX & LOUPY 2001).
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O segundo fator é a diminuicdo da energia de ativacio (AG ), que é certamente
o principal efeito, que deve ser compreendido pela magnitude do termo (-TAS), da
equacdo 2, onde este termo aumentaria em reagdes assistidas por microondas, sendo o
estado de transicdo mais organizado, quando comparado a sistemas classicos de
agquecimento em detrimento da polarizagdo (PERREUX & LOUPY, 2001).

1.5.2 Ultra-som

A popularizacéo do ultra-som na vida e na sociedade esta relacionado com seu
amplo uso na medicina. Desde a descoberta do ultra-som em 1880 por Curie estudando
o efeito piezelétrico, somente em 1927 € que o quimico, Alfred Loomis, reconheceu o
efeito andmalo de ondas sonoras intensas propagando-se por liquidos; na quimica, de
maneira geral, esta aplicacdo passou a ser chamada de sonoquimica. Porém, os grandes
avangos e aplicagBes da sonoquimica ocorreram 50 anos depois, na década de 80
(CINTAS et al., 1999).

O ultra-som € usado na industria para limpeza de materiais, solda de pléstico,
processos quimicos, preparacdo de emulsdes, suspensdes, desgaseificacdo de solventes e
em hospitais para anélise de imagem (CINTAS et al., 1999).

1.5.2.1 Fundamentos do ultra-som

As ondas ultra-sdnicas se encontram na faixa de 20kHz a 100MHz,
ultrapassando o limite da audigdo humana de 16 Hz a 18 kHz (figura 25) (CRAVOTTO
et al., 2006).

A regido de ultra-som pode ser dividida em duas faixas: a primeira de 20 kHz a
100 kHz onde se encontra a sonoquimica e aplicacdes de limpeza de materiais, embora
frequéncias mais altas também possam ser utilizadas. A segunda corresponde a faixa do
ultra-som para diagndstico, acima de 2MHz até 10 MHz, com aplicaces na medicina e
processamento de materiais (CRAVOTTO et al., 2006).

0 10" 102 10° 104 108 108

S (N N e 0 A O
| 1

. Audigdo humana (10Hz - 18Hz)

. Poténcia convencional (20kHz - 100kHz; sonoquimica e limpeza)
Ampla faixa: 100kHz — IMHz

. Alta freqiiéncia (IMHz - 10MHz; diagnéstico médico; analises)

Figura 25. Freqiiéncias do som (em Hz) (CRAVOTTO et al., 2006).

Em contraste com a radiagdo eletromagnética, as ondas acusticas ndo sdo
capazes de alterar estados moleculares eletronicos, vibracionais, ou rotacionais. Os
resultados dos efeitos quimicos surgem através de um fenémeno chamado de cavitagéo.
Uma onda acustica é constituida por ciclos alternados de compresséo (pressdo positiva)
e expansdo (pressdo negativa) e é transmitida no meio na dire¢do de propagacdo da
propria onda (THOMPSON et al., 1999).

As ondas ultra-s6nicas geram pressdes acusticas temporais (P(t)) em um dado
ponto num meio elastico que é dada pela equagdo 3, e tem uma intensidade maxima lmax
(equacdo 4). A intensidade obtida dependera do coeficiente de atenuacdo do meio e da
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distancia da fonte de transmissdo (dr), de acordo com a equagéo 5 (THOMPSON et al.,
1999).

P(t) = Pa sen2xft Equacéo 03
Imax= Pa2/2pC Equacio 04
I = lnaxexp(-2ady) Equacéo 05
P(t) = pressdes acusticas temporais | = intesidade
Pa= pressdo de amplitude maxima de onda Imax = intensidade méxima
o = coeficiente de atenuacdo do meio dr = distancia da fonte de radiagéo
¢ = velocidade do som no meio f = frequéncia da onda
p = densidade do meio t = tempo

O processo de expansdo pode exceder as forcas atrativas das moléculas dos
liquidos, e dessa forma quebrar as forcas de Van der Waals que mantém sua coesao.
Neste processo, pequenas cavidades ou micro bolhas preenchidas com gés provenientes
do ar do meio ou de vapores sdo formadas (CRAVOTTO et al., 2006; CINTAS et al.,
1999). A réapida formacdo, crescimento e o colapso da imploséo dessas micro bolhas
causam a liberacdo de uma grande quantidade de calor e pressdo num curto periodo de
tempo e em pontos localizados do liquido (figura 26). Este fendmeno é denominado de
cavitacdo (CRAVOTTO et al., 2006; CINTAS et al., 1999).

Durante o colapso da implosdo ocorrem intensos choques entre ondas que geram
jatos de liquidos em alta velocidade. Em alguns casos geram emulsfes quando o meio é
homogeénio, ou sdo responsaveis por limpeza de materiais, caso 0 meio seja heterogéneo
(PROZOROV et al., 2004; CINTAS et al., 1999).

Cavitacdo acustica

I 1§ 1

compressao  compressao compressao  compressao
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VEAVAAVIRVIRV.

expansao expansao expansao expansao expansao
. e 5000° C
& . 2000 ats
Formag&o Crescimento de
de bolhas ’ bolhas em » Tamanho »  Violento colapso
sucessivos ciclos instavel

Figura 26. Cavitacdo acustica (http://www.sonochemistry.info/Research.htm, acessado
em 13-02-2008)
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1.5.2.2 Cavitacdo estavel e transiente

Em geral, os sonoquimicos tedricos distinguem entre dois tipos de cavitagdo: a
estdvel e a transiente. A cavitacdo estivel acontece quando as micro bolhas contendo
principalmente gés (ar), possuem seu tempo de vida mais longo que o ciclo do ultra-
som. Convencionalmente, a cavitacdo transiente € um fendmeno de curta duragédo, a
cavidade é rapidamente formada contendo principalmente vapores do liquido e
vigorosos colapsos ocorrem depois de poucos ciclos (CRAVOTTO et al., 2006).

Muitos trabalhos tedricos tém apontado que a cavitacdo transiente é considerada
responsavel e a mais eficiente forma de producdo de reacbes quimicas. Contudo, em
baixas intensidades de ultra-som, ondas estaveis devem ocorrer com maiores nimeros
de bolhas, e provavelmente estas devem ser responséveis pela a maior parte das reacdes
quimicas (CRAVOTTO et al., 2006).

Conforme citado anteriormente, a sintese de 4-aril-3,4-diidrocumarinas em
algumas rotas, levaram de bons a excelentes rendimentos, e seu mecanismo de formagao
tem sido palco de interessantes discussdes. Porém, de forma geral podemos dizer que os
métodos de sintese das 4-aril-3,4-diidrocumarinas e pirazolo[3,4-b]piridin-6-onas
envolvem alto tempo reacional. Assim, diante desse fato, resolvemos investigar a
possivel contribuicdo do uso da irradiacdo de microondas e ultra-som como
metodologias alternativas com o intuito de reduzir o tempo reacional, e aumentar 0s
rendimentos de obtencéo dos compostos, frente as importantes evidéncias do uso dessas
energias descritas na literatura.
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2 OBJETIVOS
Os principais objetivos deste trabalho sdo:
1. Sintetizar utilizando metodologias convencionais e alternativas, como microondas e

ultra-som as 4-aril-3,4-diidrocumarinas (10la-i) e caracteriza-las através de
espectroscopia de IV, RMN de 'H, °C e CG-MS

10laR = OCHg, R:1, Ry, Rs=H

HO 0.__© 101b R=H, Ry= OCH3, Ry, Rz = H
‘ 101cR,R; = H, , R, = OCHy, Ry = H
101d R=0H, Ry, R, R3=H
Rs Ro 101e R = OH, R; = OCHs, Ry, Ry = H
O 101f R = OCHa, Ry, R, = H, Ry = OH
R1

101g R=H, R = OCH3, R,=H,R; = OH
101h R =0OH, Ry, R, =H, R3 =OH
101iR = OH, Rl = OCHg, Rz = H, R3 =OH

R

2. Sintetizar e caracterizar pelos os métodos acima citados, acrescentando analise de
'Hx'H NOESY para a confirmacdo das pirazolo[3,4-b]piridin-6-ona (105a-I).

R1
A CHy M : " @ A
T T
N N N0 N O N__N._0
N N N /
9 U 9 N ]
H,N H,N H,N H,N
R, R, R2 R,
105aR, =H 105d R, = H 105g R;=H 105j R, = OCHj3; R; = OCH;
105b R, = OCH, 105e R, = OCHs 105h R, = OCH; 105k R,= OCHj3; R, = CI
105¢ R, = NO, 105f R, = NO, 105i R, = NO, 1051 R; =0OCHg; Ry =F

3. Avaliar a acgdo leishmanicida dos compostos sintetizados frente a Leisnmnaia
amazonenis.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 Sinteses

Foram sintetizados 9 4-aril-3,4-diidrocumarinas (10la-l), sendo que o0s
derivados 101b-c, 101g e 101i é a primeira vez que sdo descritos na literatura.

3.1.1 Retroanalise para a obtencédo das 4-aril-3,4-diidrocumarinas (101a-1)

A rota sintética utilizada para a obtencdo das diidrocumarinas, envolveu reacdes
de condensacdo de Doebner-Knoevenagel para a sintese dos &cidos cindmicos
substituidos, seguido de condensagdo que levou a ciclizagdo, segundo a retroanélise
indicada na figura 27.

HO Ows O HoOC Ry HO OH
g —> *
Ry
Rs R, C®$M@m R 100 Rs 36R,=H
101 ciclizagdo 34 R;=0H
. Doebner
1 Knoevenegel
R
HOC R o 0
¥ HOOC/H\V/H\COOH
98 Ry 99
R

Figura 27. Retroanalise da sintese das 4-aril-3,4-diidrocumarinas
3.1.2 Sintese dos &cidos cindmicos substituidos (100a-h)

Inicialmente foram preparados os (100a-h) através da condensacdo de aldeidos
devidamente substituidos (98a-h) e acido maldnico (99) em presenca de piridina e
piperidina, de acordo com Santos et al. (2001), atuando como catalisador na abstragdo
do hidrogénio a, via formacéo do enolato de acido malbnico, que posteriormente ataca a
carbonila do aldeido, seguido de desidratacdo e descarboxilagdo, levando aos acidos
cinamicos correspondentes (figura 28).

R, R,
@) @) -
Re CHO  biriding, 90°c  Rue X COOH
M piperidina, 2h
HOOC COOH
99 R HCI (6 N) R

98 89 - 92%
100a R,Ry R,=H 100e R=0OH,R,R,=H
100b R= OCHg, Rl, Rz =H 100f R= NOz, Rl, Rz =H
100c R=H,R; = OCH3, R,=H IOOg R= OCH3, R, = OH, R,=H
100d R, Rl =H Rz = OCH3 100h R= OH, Rl = OCHg’ Rz =H

Figura 28. Sintese dos &cidos cindmicos substituidos 10a-h.
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A reacdo de obtencdo dos acidos cindmicos (ACS) (10la-h) através da
condensacao de Ddebner-Knoevenagel levou a excelentes rendimentos, variando de 89 -
92% (tabela 01) de acordo com a literatura (SANTOS et al., 2001). Foi observado
também, que nas reacdes realizadas sem a presenca de piperidina obteve-se rendimentos
similares, este fato indica que a piridina atua de forma eficiente como solvente e
catalisador. Posteriormente, os ACS foram recristalizados em metanol. A figura 28’
mostra a proposta de mecanismo na formag&o de acidos cindmicos.

H\ -
(0] (0] 0:
g ) ‘> O O
H M M
M H=N — HO OH  HO OH

Figura 28’. Mecanismo proposto para a obtencéo de &cidos cindmicos
A pureza dos ACS foi verificada através de cromatografia em camada fina
(CCF), eluidos contra os seus respectivos aldeidos (98) de partida, utilizando o sistema
de eluicéo de acetato de etila e hexano (3:7).

Tabela 01. Rendimentos dos derivados 100a — h.

Derivado Rendimento (%) Derivado Rendimento (%)
100a 86 100e 92
100b 80 100f 80
100c 90 100g 90
100d * 100h 80

* composto comercial (Aldrich)
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3.1.3 Sintese das 4-aril-3,4-diidrocumarinas 101a-I

A fim de encontrar as melhores condigbes para a reacdo de condesagdo-
ciclizagéo tendo como alvo a obtengéo das 4-aril-3,4-diidrocumarinas, foram realizadas
reagOes entre o composto 100b e o resorcinol (36) utilizando diferentes catalisadores,
concentracdes e tempos de reacéo.

/@/\/COOH HO\O/OH o
P | >
HsCO CondicGes reacionais

Etanol - 3 h e rendimentos - tabela 03

N
(-/.‘@----
AN

100b N)* 36
N)* =ultra-som OCHg
N&o reagiu

Foram utilizados um acido de Lewis trivial, o ZnCl,, e um sofisticado,
(CF3S0s3)3Y, recentemente reportado pelo grupo do professor Elguero (DE LA HOZ et
al., 2001) que alcangou bons rendimentos em ciclotrimerizagdes, levando a triazinas. A
tabela 02 mostra os tempos de reagdo, rendimentos, concentragbes e natureza do
catalisador.

Esta reacdo foi realizada em diferentes tempos de exposi¢do a irradiacdo de
microondas, e com concentracfes variaveis dos acidos de Lewis. Além disso, a reacdo
foi avaliada sem a presenca de catalisador, constatando-se que a reagdo ndo ocorreu por
observacéo de CCF, utilizando o sistema de elui¢do de acetato de etila e hexano (3:7).

O aumento da concentracdo do catalisador ZnCl,, demonstrou uma reducéo nos
rendimentos (30-25%), ja o aumento do tempo de irradiacdo ndo levou a qualquer
mudangca significativa. De fato, o aumento do tempo reacional para mais de 20 minutos,
leva ao surgimento de uma resina, de cor preta, possivelmente um produto de
polimerizacéo. Estes dados nos indicaram que o ZnCl,, ndo seria um bom catalisador.

Tabela 02. Tempo de reagéo, concentragdo dos &cidos de Lewis e rendimentos

para obtencgéo de 101b.

‘Catalisador (% mol)  Tempo  Rendimentos (%)
- 10 min n.o.*
ZnCly° (40) 5 min 30
ZnCl;, (60) 5 min 25
ZnCl; (40) 10 min 30
(CF3S03)3Y (20) 5 min 70
(CF3S0s3)3Y (40) 5 min 72
(CF3S03)3Y (20) 7 min 75
(CF3S0s3)3Y (20) 40h° 70

?
nenhum produto observado; "ZnCl, foi seco em bico de bunsen; ‘refluxo com CHCl,
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A partir dai, focalizou-se a atengdo no &cido de Lewis (CF3SOgs)sY, inicialmente
no tempo de reacdo de 5 minutos, observou-se um rendimento de 70%, constatando-se
um aumento significativo em relacdo ao ZnCl,. J4 o aumento da concentracdo do
catalisador ndo levou a alteracdo significativa (72%), porém, um aumento de mais 2
minutos no tempo de exposicdo a irradiacdo (total 7 minutos), resultou em uma leve
melhora dos resultados obtidos (75%). No caso da reacdo estender-se para mais de 20
minutos, varios subprodutos foram observados (resina de cor preta, semelhante a obtida
com ZnCly).

Assim, na seqliéncia das reaces realizadas, o tempo de exposigdo as irradiacdes
de microondas foi de 2 ou 3 minutos, acompanhados por 2 minutos de resfriamento
entre as radiagdes. Esse método foi delineado para evitar o super aquecimento dos
reagentes de acordo a literatura (SAGRAGERA et al., 2005), pois os fornos de
microondas domésticos ndo permitem o controle de temperatura.

Tentou-se realizar também, a sintese das diidrocumarinas utilizando-se
irradiacdo de ultra-som. Os reagentes foram solubilizados em etanol e levados ao banho
de ultra-som por 3 horas com ou sem (CF3SO3)sY. Nenhuma alteragdo do meio
reacional foi observada por cromatografia em camada fina nas duas condigdes.

Depois da escolha das melhores condigGes reacionais, foram sintetizadas 9 4-
aril-3,4-diidrocumarinas, sendo que 4 (101b-c, 101g e 101i) sdo inéditas na literatura,
como descrito na figura 29.

OH HO
X COOH (CF3S03)3Y
. (20 % molar)
- >
R Ro R3 OH mw
Ry
100b-h 36 101b-h
34R; =H
10laR = OCHg, Rl, Rz, R3 =H 101fR = OCHg, Rl = CH3, Rz, R3 =OH
10lbR = H, R]_: OCHg, Rz, R3 =H 1019 R= H, Rl = OCHg, Rz = H, R3 =OH
101cR,R;=H,,R,=0CHs;, R;=H 101h R = OH, Ry, R; = H, R3 =OH
101d R=0H, R, R;, R3 =H 101i R=0H, R; =0OCHz, R, =H, R; = OH

101leR = OH, R, = OCH_’;, R,, Rz =H
Figura 29. 4-Aril-3,4-diidrocumarinas sintetizadas 101a-i.

A reacdo de condesacdo-ciclizacdo, foi também realizada para a obtencéo do
101a, via metodologia tradicional, utilizando (CF3;SO3)sY (20%) e cloroférmio como
solvente, devido a melhor solubilidade do &cido de Lewis. A reacédo finalizou com 40
horas de refluxo, levando a 70 % de rendimento. O 101d, foi também obtido nessas
condigdes levando a 68 % em 35 horas de reagdo. Apesar do longo tempo de reagéo, o
produto foi formado, evidenciado que o (CF3SOs)sY, realmente catalisa as reagOes de
condesacdo-ciclizacao.

Ao contrério do que esperavamos, a utilizagdo do floroglucinol (34), com mais
grupos doadores de elétrons que o resorcinol (36), apresentou baixa reatividade, uma
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vez que levou 20 minutos para todas as condensagfes sob irradiacdo de microondas.
Como indicado na tabela 03, os rendimentos alcangados através do uso de (CF3SO3);Y
como catalisador e sob irradiacdo de microondas foram bons (68-80%), com tempos
notaveis (7-20 minutos), quando comparados aos obtidos pela metodologia tradicional
(40h), e com os métodos da literatura, 1- 40h, Li et al. (2005).

Tabela 03. Tempos de reagdo e rendimentos obtidos para os compostos 101a-l, sob
catalise do (CF3SOs)3Y assistida por irradiacdo das microondas.

Compostos Rendimento Tempo Compostos Rendimento (%) Tempo
(%) (minutos) (minutos)
101a 75 7 101f 75 20
101b 70 15 101g 70 20
101c 65 15 101h 68 20
101d 67 7 101i 65 20
101e 68 15

3.1.4 Mecanismo proposto para a formagéo das diidrocumarinas com base na atuagéo do
(CF3S03)3Y como catalisador

A figura 30, mostra 0 mecanismo sugerido com base na atuagdo catalitica do
(CF3S0s)3Y. A proposta consiste no ataque dos pares de elétrons do oxigénio da
carbonila do acido cindmico ao Y do (CF3SOs);Y. Na sequéncia ocorre a saida do grupo
CF3S0g’, tornando o CB mais eletrofilico (1-1""").

Posteriormente, ocorre uma adicdo eletrofilica aromatica no resorcinol (36), que
apés a aromatizacdo € formado o intermedidrio Il. A seguir, propde-se uma
hidroarilagdo intramolecular, de acordo com a literatura Jia et al. (2001) e Li (2005),
levando ao composto 101a. Foi verificado que reacBes envolvendo &cidos cindmicos
com grupos retiradores de elétrons como o bromo, flGor e cloro ou sem substituinte
(100a) ndo levaram a formacéo das 4-airl-3,4-diidrocumarinas correspondentes. Este
dado vem a corroborar com a formagdo da estrutura (I-1’’") do mecanismo proposto,
pois este, como podemos observar na figura 30, é fortemente estabilizado por grupos
doadores de elétrons.
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(Cngog)zY =M

CH30 100b

OH

:-“OM —_— ‘ O + HOM
S
CH30 101a

Figura 30. Proposta de mecanismo de hidroarilagéo intermolecular envolvendo
(CF3S0s)5Y.
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Depois de sintetizar a série das 4-aril-3,4-diidrocumarinas (101a-l), partiu-se
para a preparacdo de 12 analogos heterociclicos nitrogenados da série pirazolo[3,4-
b]piridin-6-onas 105a-n, sendo que 9 compostos (105d-m) é a primeira vez que séo
descritos na literatura.

3.1.5 Retroanalise para a obtencéo das pirazolo[3,4-b]piridin-6-onas (105a-n)

Neste trabalho de tese, planejou-se a sintese dos heterociclicos nitrogenados com
base na metodologia descrita na literatura (MARTINEZ-TEIPEL et al., 2005) como
indicado na figura 31.

H
Ry 0 | 0
N N 0 CH50 N o)
/ Condesacéo Condesagao A e
N N | ciclizacdo | ciclizacio 0
m— —
HzN + NC-CH,-CN
105 R;-NHNH, 104 94
103
R, Rz

Figura 31. Retroanalise dos heterociclicos da série pirazolo[3,4-b]piridin-6-ona (105a-

n).
3.1.6 Sintese dos ésteres cinamicos 102a-c

A sintese dos ésteres cinamicos (102), foi realizada com os ACS ja preparados
anteriormente, metanol e H,SO4 em concentracao catalitica. As reacdes foram realizadas
com 6timos rendimentos, variando de 90-93% de acordo com a figura 32. A pureza foi
verificada por CCF, onde os ésters foram eluidos com os ACS correspondentes, usando
um sistema de elui¢do de hexano e acetato de etila (6:4).

(0] 0]
N metanol N _CHs
OH (0]
refluxo
R + 12h R
= 0,
1003, b, f CH4OH 102a R =H, 90 %,

102b R = OCHs, 91 %,
102c R = NO,, 93 %

Figura 32. Sintese dos ésteres 102a-c.
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3.1.7 Sintese dos intermedidrios 2-metoxi-6-0x0-1,4,5,6-tetra-hidropiridino-3-
carbonitrila (103a-c)

Iniciou-se a sintese dos intermediarios (103a-c), a partir dos ésteres cinamicos
(102a-c) preparados na fase anterior e malononitrila em refluxo com NaOMe (em
metanol 3,04 mol/L) (figura 20). Posteriormente, & mistura reacional (em banho de
gelo) foi adicionado HCI (6 M) levando ao pH 8-9 (MARTINEZ-TEIPEL et al, 2005).

A reacdo exigiu um controle cuidadoso na adi¢do de HCI, pois, abaixo de pH 8,
pode haver decomposi¢do dos produtos, provavelmente devido & perda da funcéo
lactama. Comparando-se os dados obtidos e os da literatura (MARTINEZ-TEIPEL et
al., 2005), os rendimentos foram mais baixos, 44 %, 25 % e 60 % para 0s intermediarios
R=H, R=NO;e R = OCHeg, respectivamente (figura 33).

A pureza foi verificada por CCF, sendo que os produtos foram eluidos em
paralelo aos reagentes de partida, usando os sistemas de eluentes de hexano: acetato de
etila (7:3 e 3:7).

T
o) H,CO_. _N_ _O
CHs metanol |
AN o~ e
refluxo NC
4h
Ry +
103a R, = H, 40 %
102 NC-CHz-CN 103b R, = OCHs, 25 %
94 103¢ R, = NO,, 60 %

Ry

Figura 33. Sintese dos intermediarios 104a-c.
3.1.8 Sintese dos pirazolo[3,4-b]piridin-6-onas (105a-n)

A sintese dos derivados pirazolo[3,4-b]piridin-6-onas (105a-n) foi realizada por
meétodos convencionais e alternativos, utilizando a irradiacdo de microondas e ultra-
som, a partir dos intermediérios 103a-c e hidrazinas devidamente substituidas (104a-h).

Inicialmente, foram sintetizadas as pirazolo[3,4-b]piridin-6-onas 105a-i (figura
34) utilizando refluxo em metanol e hidrazinas (104a-c) substituidas levando a
rendimentos de moderados a muitos bons, na faixa de 50-85%, entretanto, a utilizacdo
de irradiacdo de microondas doméstico levou a rendimentos moderados, entre 50 a 55%.
J& o uso de irradiacéo ultra-som favoreceu de maneira geral a obtencdo das pirazolo[3,4-
b]piridin-6-onas rendimentos excelentes, variando entre 70-95%, com excecdo dos
produtos 105g-i que ndo foram formados (tabela 04). Esta observacdo indicou que a
metodologia é sensivel a reatividade das hidrazinas.
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N N N 0]
/ | /
NGl Ne |
A NC A \
<—— NH,NH, + 103 + H3CNHNHy ——
H2N 104a 104b HzN
105aR,=H 105dR,=H
105bR, = OCH4 105e R, = OCH3
R, 105cR,=NO, R, 105fR, =NO, R,
+
NHNH,
A. mw, (15 minutos) ou @
Refluxo / metanol (3 — 24 h) ou B
ultra-som / etanol (3h) 1odc |I_|
N N @]
/
No |l _
B. mw, (15 minutos) ou \ 1059 R,=H
105h R, = OCHj
Refluxo / metanol (3 — 24 h) H,N 105i R, =NO,
R2

Figura 34. Sintese dos heterociclicos 105a-i.

Tabela 04. Rendimentos e tempos de reacdo para a obtengdo dos compostos 106a-m
utilizando metodologia tradicional, microondas e ultra-som.

Compostos Tradicional (%) Microondas (%0) / Ultra-som (%0) /
/ Tempo (min) Tempo (min) Tempo (min)
105a 50/ 240 55/15 95/180
105b 55/ 240 55/15 90/180
105¢ 55/ 240 65/15 80/180
105d 547180 55/15 75/180
105e 85/180 50/15 70/180
105f 7817180 60/15 70/180
105g 60/ 24h 50/15 *
105h 50/ 24h 50/15 *
105i 60/ 24h 55/15 *
105k 30/ 24h 40/15 *
1051 40/24h 60/15 *
105m 43/ 24h 55/15 *
105n * * *
1050 * * *

* Nao houve reacdo

52



A sintese das pirazolo[3,4-b]piridin-6-onas 105k-m foi realizada apenas
utilizando a metodologia tradicional e sob irradiagdo de microondas, pois o uso de ultra-
som ndo levou a formacéo dos produtos. Esta observagdo indicou, mais uma vez, que
essa metodologia € sensivel a reatividade das hidrazinas.

A metodologia utilizando refluxo em metanol e cloridatos de hidrazinas
devidamente substituidas (104d-h), com 87 % de excesso molar de NaOCHj; (3,04
mol/L) levou a rendimentos baixos na faixa de 30-43%, e moderados, quando
submetidos & irradiacdo de microondas, 40-60% (figura 35). Uma possivel explicacdo
para o ocorrido poderia est4 baseada na ineficacia da desprotonagdo das hidrazinas na
forma de cloridratos.

R1
H
H CI' NHNH i |
CH;0 lll 0 3 " ?
8 Rs mw, 15 minutos ou N
| . >
NC metanol, 3 - 24 horas H,N
Ry
104dR;=0OCHz Ry =H 105k R;=OCH3R3=H
104eR; =CIR;=H 1051 R;=CIRz=H
104f Ry =FR3=H 105m R, =FR3=H OCH;s
OCHg 104g Rl = Noz R3 =H 105n* Ry = NOZ Ry=H
104h R; =NO, Ry =NO, 1050* R; =NO, Ry =NO,
* Nao houve formagao

de produto
Figura 35. Sintese dos heterociclicos 105k-m.

A sintese das pirazolo[3,4-b]piridin-6-onas sob irradiagdo de microondas
domeéstico, foi realizada em meio sélido, necessitando da adi¢do de gotas de etanol para
homogenizar o meio reacional. Em seguida, a mistura foi submetida a irradiacdo ao
forno de microondas. Através de ensaios realizados anteriormente, o melhor tempo foi
de 15 minutos, realizando-se 5 irradiacbes de 3 minutos seguidos de dois minutos de
intervalo como sugerido por Sagragera et al. (2005).

Foi verificado na reacdo entre os compostos 103 e 104b, que nos primeiro 3
minutos de irradiacdo, o produto comeca a ser formado em pequena proporgdo (por
volta de 10% de rendimento) observado por CG-MS. IrradiagGes superiores a 20
minutos, ndo alteram o rendimento da reacdo. Ao contrario da reacdo de formacdo das
4-aril-3,4-diidrocumarinas, onde ocorre 0 aparecimento de resina apds 20 minutos de
irradiacdo de microondas, para as pirizolo[3,4-b]piridin-6-onas esse fato ndo foi
observado.

Os tempos de reacdo alcangados foram notéaveis, 15 minutos. Esse tempo de
reacdo resultou em 12 vezes menor que o melhor tempo alcangado pela metodologia
convencional (refluxo de 3 horas) neste trabalho, assim, como nos relatos de Martinez-
Teipel et al. (2005), podendo chegar até 376 vezes menor segundo Hoehn (1975) (tabela
05).
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Tabela 05. Referéncias, tempos gastos para a obtencéo de pirizolo[3,4-b]piridin-6-onas,
coeficientes gerados pela diviséo entre os tempos da literatura e os tempos de reagdo em
microondas e ultra-som.

(horas) Tempo de microondas Tempo de ultra-som
Hoehn, (1975). 94 376 31
Eheler et al. (1977) 90 360 30
Quiroga et al. (1998) 0,50 2 )
Drees et al. (2005) 6 24 2
Martinez-Teipel et al. (2005) 3 12 1
dTempo de irradiagdo mw, 2008 0,25 1 €12
*Tempo de irradiago ))), 2008 3 12 1

- __— " ————————————— "]
*Tempos gasto da referéncia dividido pelo tempo de irradiacio de microondas e "Tempos gasto da referéncia dividido pelo tempo de
irradiagdo do ultra-som. °- quantidade de vezes mais lento. “metodologia utilizada: microondas, ¢ metodologia utilizada: ultra-som,

A metodologia utilizando irradiacdo de ultra-som foi desenvolvida de maneira
simples, assim como no caso da irradiagdo de microondas. Os reagentes foram
dissolvidos em etanol e submetidos & irradiacdo em banho de ultra-som por 3 horas.
Esse tempo foi estabelecido através do acompanhamento da reacdo em CCF no sistema
de eluicdo hexano: acetato de etila (7:3).

As reacOes envolvendo a presenca de hidrazinas aromaéticas ndo levaram a
formacé&o do produto.

O tempo de irradiagéo de ultra-som foi semelhante ao melhor tempo utilizado na
metodologia tradicional, 6 vezes maior de acordo com os dados de Quiroga et al. (1998)
e 31 vezes menor segundo Hoehn (1975).

Todas as metodologias empregadas demonstraram-se ineficazes quando as
hidrazinas continham um ou dois grupos nitro ligados ao anel aromético. O grupo nitro
presente no anel aromatico faz com que o par de elétrons do nitrogénio do grupo
hidrazina, esteja em ressonancia cruzada com o mesmo, diminuido fortemente sua
reatividade frente a eletrofilos (figura 36).

Pouca densidade eletronica
na regido, diminuicdo da
‘NH, ‘NH, nucleofilicidade do NH,

(e “NH J

0 O/'}'\O

Figura 36. Estrutura de ressonéancia cruzada da p-nitro-fenil-hidrazina
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3.1.9 Mecanismos propostos para a formagdo das pirazolo[3,4-b]piridin-6-onas (105a-

n)

Foram sugeridos dois mecanismos para reacdo de obtencdo de pirazolo[3,4-
b]piridin-6-onas. A proposta a (figura 37) sugere ataque do nitrogénio-1 da hidrazina
(104c) a nitrila gerando o intermediéario I. A seguir, o par de elétrons do nitrogénio-2
ataca o carbono olefinico ligado a metoxila fornecendo o intermediério 1l. Na
seqliéncia, ha a liberagdo do grupo metoxi, que rapidamente capta o hidrogénio ligado
ao nitrogénio do anel heterociclico levando ao composto 105g.

I|-| H
NHRH  N\CHO N 0 @ N_ _O
@ h | "
_C N7~
104c HeN
7/
H
103 l I
) /. H
N_. _O
N | N N 0
N\ <«—— H d £
H2N H,N
H/
1059 1 T

Figura 37. Proposta do mecanismo a para as pirazolo[3,4-b]piridi-6-onas

Outro mecanismo proposto utilizou a rota b, que consiste em um ataque do par
de elétrons da hidrazina ao carbono olefinico ligado a metoxila inicialmente fornecendo
o intermedidrio I’, que em sequéncia cicliza mediante o ataque do par de elétrons do
nitrogénio-2 da hidrazina levando ao intermediario II’. O composto 105g° é entdo
formado mediante a aromatizacdo do anel heterociclico pelo deslocamento do par de
elétrons do nitrogénio da hidrazina e da saida de metanol (figura 38).
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Figura 38. Proposta de mecanismo b para as pirazolo[3,4-b]piridi-6-onas

Estudos de NOESY demonstraram (figura 39) que ocorre uma interagéo espacial
entre 0s nucleos dos hidrogénios orto aromaticos e os hidrogénios N-H da lactama,
levando a sugerir que dentre as propostas apresentadas o mecanismo a é o0 mais
provavel (mais detalhes serdo dados em caracterizagdo espectrométrica).

= interag@es entre nlcleos de hidrogénios

produto ndo observado

OCH;

Figura 39. Estruturas dos compostos 105h e 105h’ e algumas possiveis interagdes entre
nucleo através de experimento do NOESY.
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3.2 Caracterizagdo Espectrométrica
3.2.1 Caracterizagao das 4-aril-3,4-diidrocumarinas (101a-i)
3.2.1.1 Anélise de infravermelho das 4-aril-3,4-diidrocumarinas (101a-i)

Os &cidos cindmicos e os ésters correspondentes foram caracterizados por ponto
de fusdo, comparando-se com a literatura (catalogo Aldrich, 2006; PETERSON et al.,
1988; BERNANI et al., 2008), e suas purezas verificadas por CCF. A caracteriza¢do das
4-aril-3,4-diidrocumarinas  foi realizada através da analise dos espectros de
infravermelho, RMN de 'H, *C e em comparacéo com dados da literatura quando
disponiveis.

Através da analise dos espectros de infravermelho foi possivel verificar de forma
répida a formacéo das 4-aril-3,4-diidrocumarinas pelo surgimento da absorcéo na faixa
de 1730 a 1753 cm™ caracteristica da vibragio de deformagéo axial de carbonilas de
lactonas similares & literatura (1760 cm™) (TALAPATRA et al., 1986). Estes valores
diferiram da vibragdo de deformacdo axial das carbonilas dos &cido cindmicos
(reagentes de partida) que absorveram por volta de 1690 cm™ (tabela 06).

Tabela 06. Valores de absorgéo (cm™) nos espectros de IV dos derivados 101a-i.

4-Aril-3,4-Diidrocumarianas

Deformacéo 10la  101b 101c 101d 101e 101f 101g 101h 101i

v O-H 3338 3379 3471 3378 3383 3382 3438 3341 3408
vas C-H (CH;) 2964 - 2952 - - 2981 - 2983 -
va C-H (CHy) 2927 2925 - - 2923 2934 - 2929 2925
v.C-H(CH;) 2838 2853 2837 2820 2846 2839 - - 2851

vC=0 1736 1766 1744 1742 1747 1747 1737 1730 1753

v C=C* 1511 1492 1489 1512 1515 1512 1511 1513 1515

v C=C* 1451 1460 1461 1457 1467 1463 1467 1461 1467

8s (CHy) 1344 1334 - - 1376 1337 - 1338 1379

vas O-C-O 1246 1245 1274 1236 1267 1247 1252 1245 1262

v C-CO-O0 1149 1139 1151 1150 1158 1138 1160 1183 1163

vs 0-C-0 1029 1025 1030 1036 1033 1030 1031 1059 1033

v = vibragdo de deformacéo axial, = vibragdo de deformacdo angular, as = assimétrica, s = simétrica *vibragdo do esqueleto
aromatico. OBS. Os dados desta tabela foram retirados dos anexos 54-58, respectivamente do volume I1.
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Além disso, foi possivel observar que todas as 4-aril-3,4-diidrocumarinas
apresentaram absorcdes provenientes de vibragOes de deformagdes axiais de hidroxilas
por volta de 3338 a 3471 cm™, e nas faixas de 1489 a 1515 cm™, 1451 a 1467 cm™,
1236 21274 cm™ e 1029 a 1059 cm™, referentes as vibracdes de deformacdes axiais das
ligagBes: C=C do esqueleto aromético (as duas primeiras faixas), C-CO-O e O-C-C (as
duas ultimas), respectivamente.

3.2.1.2 Anéalise de RMN de *H das 4-aril-3,4-diidrocumarinas (101a-i)

As atribuicOes dos deslocamentos quimicos dos hidrogénios das diidrocumarinas
foram realizadas em fungdo das constantes de acoplamento (J), efeitos mesoméricos, e
em comparacdo com 0s compostos j& relatados anteriormente na literatura (BEZERRA
et al., 1999).

Através dos espectros de RMN de hidrogénio foi possivel verificar a apari¢do de
sinais correspondentes aos deslocamentos quimicos dos hidrogénios H-3a e H-3b na
faixa de 6 2,78 a 3,11 acoplando entre si com um valor de constante de acoplamento de
14 a 16 Hz (% germinal) e com H-4 em 6 Hz (%J). Os hidrogénios H-4 tiveram seus
deslocamentos por volta de 6 4,21 a 4,32 acoplando-se com H-3a e H-3b J = 6 Hz,
apresentando na maioria das vezes, um duplo dupleto ou um tripleto. Estes sinais foram
fundamentais na caracterizacdo das diidrocumarinas, pois os &cidos cindmicos (material
de partida) ndo possuem grupos metinicos (CH) nem metilénicos (CH,).

A atribuicdo dos deslocamentos quimicos também levou em conta os efeitos
mesoméricos oriundos das hidroxilas e metoxilas aos hidrogénios orto no anel A. Pdde-
se observar que as absorgdes desses hidrogénios deslocaram-se para campo alto em
relacdo aos hidrogénios aromaéticos, principalmente quando tinham duas hidroxilas em
posicdo orto (tabela 07 e 077).

Hidrogénio protegido devido
ao efeito mesomérico 5
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Tabela 07. Dados espectroscépicos de RMN de *H (200 MHz) dos compostos 101a-e

(DMSO-ds).
8 H (quantidade de hidrogénio, multiplicidade, constante de acoplamento (J))
H 101a 101b 101c 101d* 101e*
3a 2,94 2,90 2,80 2,96 2,90
(1H; dd; 6; 16 Hz) (1H; m; 6; 16 Hz) (1H; dd; 6; 16 Hz)  (1H; dd; 6; 12Hz)  (1H;dd; 6; 16 Hz)
3,07 3,08 3,03 2,96 3,01
3b (1H; dd; 6; 16 Hz) (1H; m; 6; 16 Hz) (1H; dd; 6; 16 Hz)  (1H; dd; 6; 12 Hz) (1H; d; 6 Hz)
4 4,30 4,29 4,43 4,21 4,23
(1H; t; 6 Hz) (1H; d; 6 Hz) (1H; t; 6 Hz) (1H; d; 6 Hz) (1H;t; 6 Hz)
5 6,90 7,02 6,92 6,81 6,81
(1H; d; 8 Hz) (1H; t; 6; 8 Hz) (1H; d; 8 Hz) (1H; d; 6 Hz) (1H; d; 6 Hz)
6 6,51 6,49 6,43 6,72 6,42
(1H;s) (1H; s) (1H; d; 6 Hz) (1H; dd; 2; 8 Hz) (1H; d; 8 Hz)
8 6,54 6,49 6,09 6,25 6,16
(1H; d; 2 Hz) (1H; s) (1H; d; 6 Hz) (1H; dd; 6; 2Hz) (1H; d; 6 Hz)
2’ 7,05 6,86 - 6,95 6,52
(1H; d; 8 Hz) (1H; d; 8 Hz) (1H; d; 8 Hz) (1H; s)
3’ 6,83 - 6,67 6,53 -
(1H; d; 8 Hz) (1H; s) (1H; d; 8 Hz)
4 - 6,86 7,15 - -
(1H; d; 8 Hz) (1H; t; 6; 8Hz)
5 6,83 7,02 6,76 6,53 6,55
(1H; d; 8 Hz) (1H; t; 6; 8 Hz) (1H; d; 8 Hz) (1H; d; 8 Hz) (1H;dd; 2; 10 Hz)
6’ 7,05 7,02 6,76 6,95 6,68
(1H; d; 8 Hz) (1H; t; 6; 8 Hz) (1H; d; 8 Hz) (1H; d; 8 Hz) (1H; d; 8 Hz)
3,71 3,68 3,69 - 3,70
OCHg3; (3H;s) (3H;s) (3H;s) (3H;s)
O-H 9,75 9,74 9,69 -9,09 - 9,73-9,15-8,93

— —————————/— ——— 3
* Espectros obtidos em metanol-d,. OBS. Os dados desta tabela foram retirados dos anexos 01-05, respectivamente do volume
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Tabela 07°. Dados espectroscopicos deRMN de *H (200 MHz) dos compostos 101f-i

(DMSO-ds).

& H (quantidade de hidrogénio, multiplicidade, constante de acoplamento (J))

H 101f 101g 101h 101i
3a 2,78 2,71 2,76 2,80
(1H; dd; 6; 14 Hz) (1H; d; 16 Hz) (1H; d; 16 Hz) (1H; dd; 8; 16 Hz)
3b 3,14 3,08 3,12 3,11
(1H; dd; 6; 16 Hz) (1H; dd; 6; 16 Hz) (1H; dd; 6; 16 Hz) (1H; dd; 8; 16 Hz)
4 4,37 4,31 4,31 4,32
(1H; d; 6 Hz) (1H; dd; 6; 16 Hz) (1H; d; 6 Hz) (1H; d; 6 Hz)
6 6,01 5,94 6,00 6,00
(1H; s) (1H; s) (1H; ) (1H; s)
8 6,16 6,09 6,15 6,15
(1H; s) (1H; s) (IH; ) (1H; s)
2 6,97 6,76 6,84 6,74
(1H; d; 8 Hz) (1H, d, 8 Hz) (1H; d; 8 Hz) (1H; s)
3’ 6,82 - 6,63 -
(1H; d; 8 Hz) (1H; d; 8 Hz)
4 - 6,76 - -
(1H; d; 8 Hz)
5 6,82 6,90 6,63 6,29
(1H; d; 8 Hz) (1H, d, 8 Hz) (1H; d; 8 Hz) (1H; d; 8 H2)
6’ 6,97 6,90 6,84 6,61
(1H; d; 8 Hz) (1H; d; 8 Hz (1H; d; 8 Hz) (1H; d; 8 Hz)
OCH;, 3,68 3,62 - 3,68
O-H 9,74 -9,56 9,71-9,52-8,91 9,71-9,54 -9,27 9,74-9,56-8,96,
8,85

OBS. Os dados desta tabela foram retirados dos anexos 06-09, respectivamente do volume 11.

3.2.1.3 Analise de RMN de **C das 4-aril-3,4-diidrocumarinas (101a-i)

A anélise dos dados de RMN de *3C foi fundamental para a caracterizagéo das 4-
aril-3,4-diidrocumarinas. Os espectros apresentaram sinais nas faixas de 6 33,01 a 41,70
e 8 36,89 a 40,96, caracteristicos de carbonos metilénicos (C-3) e metinicos (C-4).

Os deslocamentos quimicos das carbonilas variaram na faixa de & 167,90 a
175,37, ndo deixando duvida que se tratavam de carbonilas de lactonas e nao de
cetonas, como por exemplo a flavonona, (6 190 a 185), conforme mostrado na figura

40.

>

OCH;

5167 -175

$180-190

, isoflavonona
4 4-Avil-3,4-diidrocumarina (101a)

Figura 40. Estruturas da 4aril-3,4-diidrocumarina (101a) e de uma flavonona.

60



Os assinalamentos dos deslocamentos quimicos dos carbonos, assim como 0s
dos hidrogénios foram realizados em funcdo dos efeitos mesoméricos, considerando 0s
carbonos menos ou mais blindados, e em comparagdo com os dados da literatura
(BEZERRA et al., 1997). Os carbonos C-8 (6 98,79-111,67) juntamente com 0s C-6 (&
94,06-107,68) e C-10 (o 94,75-112,84) para os compostos 101d, 101f-i tiveram seus
deslocamentos quimicos em campo alto devido aos efeitos mesoméricos oriundos das
hidroxilas e do oxigénio O-1.

Os dados da literatura mostram que o carbono C-8 possui deslocamento na faixa
de ¢ 102,04 a 112,40, C-6 6 110,17 e C-10 & 109,60 (BEZERRA et al., 1997), estes
dados estdo razoavelmente de acordo com os observados nos compostos sintetizados
neste trabalho. Também foi possivel observar que os sinais dos carbonos C-2, C-3 e C-4
dos compostos 101d e 101e apresentaram-se em campo mais baixo do que os demais
compostos em virtude da troca de solvente de DMSO-dg para metanol-d,.

A tabela 08 mostra a atribuicdo dos deslocamentos quimicos dos carbonos nos
espectros de RMN de **C paras as diidrocumarinas (101a-i).
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Tabela 08. Dados espectroscopicos de RMN de **C (50,3 MHz) dos compostos 101a-i

6C
C 101a 101b 101c 101d 101e 101f 1019 101h 101i
2 167,90 167,84 167,84 170,33 175,37 168,08 168,05 168,17 168,05
3 37,95 3792 3513 3857 4127 3301 3298 33,01 36,95
4 36,89 36,89 3422 4030 4096 3738 37,35 37,50 38,38
5 128,99 128,96 128,66 130,15 129,82 158,80 157,86 156,13 157,53
6 111,70 111,64 111,92 107,68 112,84 94,06 94,12 9475 103,27
7 157,62 157,56 156,59 157,66 157,99 15543 158,95 157,83 158,50
8 103,36 103,30 103,27 104,53 103,92 10352 98,79 103,70 111,67
9 151,98 151,95 152,46 153,71 157,02 153,01 152,98 153,01 151,95
10 116,59 116,56 115,01 112,84 120,39 98,82 94,75 98,79 106,27
r 133,66 133,66 129,87 130,85 138,73 134,36 134,33 132,60 132,57
2’ 128,35 114,16 158,56 129,54 117,02 127,78 107,73 127,72 116,80
3 114,16 158,22 111,34 116,60 147,47 114,07 155,37 11537 145,58
4 - 104,19 129,32 159,02 147,04 157,92 114,10 15537 147,79
5’ 114,16 128,35 120,65 115,05 114,07 127,72 11537 115,50
115,81
6’ 128,35 128,35 127,72 129,54 123,18 127,78 - 127,72 119,41
OCH; 55,03 55,03 55,30 - 56,73 55,09 55,09 - 55,63

* Espectros foram obtidos em DMSO-ds com excecédo dos compostos 101d e 101e obtidos em metanol-d,. OBS. Os dados desta
tabela foram retirados dos anexos 25-33, respectivamente do volume I1.
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3.2.1.4 Andlise de espectros de massas das 4-aril-3,4-diidrocumarinas (101a-i)

Os espectros de massas revelaram o ion molecular de cada 4-aril-3,4-
diidrocumarina (101a-i), sendo que, 0S mesmos 0 apresentaram como pico base. A
tabela 09 apresenta as massas e as abundancias relativas para os principais fragmentos
detectados.

As figuras 41, 42 e 43 apresentam as propostas mecanisticas sugeridas para a
fragmentacgdo. Pdde-se observar saidas de moléculas neutras como H,0, CO, CO,, fenol
e metano.

Os rearranjos propostos foram triviais entre os atomos 1-4 (1-3 entre ligacdes),
1-6 (1-5 entre ligagBes), MacLafferty e retro Diels-Alder. Verificou-se, também, que 0s
fragmentos m/z 242, 227 e o 197 sdo estaveis devido a sua alta porcentagem para 0s
compostos mono metoxilados no anel B (101a-c). Além disso, constatou-se a presenca
do fragmento m/z 51 na maioria dos espectros de massas, fragmento tipico de
compostos que contém anéis aromaticos.

Tabela 09. Principais fragmentos obtidos nos espectros de massas de 101a-i.

——
CompOSEOS

m/z (%)
101a 270 242 227 197 162 91 63 51
(100) (25) (40) (47) (15) ©®) ®) )
101b 270 242 227 197 184 77 63 51
(100) (25) (50) (35) (10) ®) (®) (4)
101c 270 242 227 197 181 77 63 51
(100) (15) (15) (65) ) (15) ) (12)
101d 256 228 197 163 - 91 77 63
(100) (25) a7 (10) (6) (10) ®)
101e 286 253 243 227 176 91 77 63
(100) (35) (25) (@7) (20) ©®) ) (®)
101f 286 243 178 - - 91
(100) (50) (15) (©)
101g 272 257 229 179 - - 69 51
(100) (120) (95) (65) (15) (5)
101h 272 257 244 229 - - 69 51
(100) (15) a7 (95) (13) (7
101i 302 284 259 179 - - 69 51

(100) ©) (28) (25) (10) U]

OBS. Os dados desta tabela foram retirados dos anexos 66-70, respectivamente do volume I1.

63
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Figura 41. Proposta de mecanismo de fragmentagéo da 4-aril-3,4-diidrocumarina 101a.
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m/z 176
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D) i mz77 m'z 51

m/z 197
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T T g E i 3

O=CH,

Figura 42. Proposta de mecanismo de fragmentagéo da 4-aril-3,4-diidrocumarina 101a.
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Figura 43. Propostas de mecanismos de fragmentagdes das 4-aril-3,4-diidrocumarinas
101e 101i.

3.2.2 Caracterizagdo Espectroscopica dos Intermediérios 103a-c
3.2.2.1 Anélise de infravermelho dos intermediarios 103a-c

A andlise dos espectros de IV foi extremamente (til, pois 0s mesmos
demonstraram absorcBes por volta de 2200 cm™, caracteristicas de vibracdes de
deformagbes axiais do grupamento nitrila. As deformagbes axiais de outros
grupamentos presentes, como por exemplo: N-H na faixa de 3194 a 3208 cm™, C=0
entre 1691 a 1697 cm™, C=C do esqueleto aromatico variando de 1471 a 1523 cm™ e
C=C de olefinas por volta de 1626 a 1627 cm™, também possibilitaram a caracterizagio
dos intermediérios 103a-c.

66



3.2.2.2 Analise de RMN de H dos intermediarios 103a-c

As atribuicbes dos deslocamentos quimicos nos espectros de RMN de
hidrogénio dos compostos 103a-c foram realizadas em fungdo das constantes de
acoplamentos (J), efeitos mesoméricos, e em comparacao com os dados da literatura da
mesma forma que para as 4-aril-3,4-diidrocumarinas.

Os hidrogénios H-4 absorveram em campo baixo, na faixa de 6 3,80 a 4,15, pois
estdo ligados a um grupo fenila e a um carbono quaternario, além disso, acoplam-se
com o hidrogénio H-5 (°J) surgindo um tripleto ou um duplo dupleto (tabela 09).

Os hidrogénios H-5a e os H-5b acoplam-se entre si (%J, germinal) com J =12 a
16 Hz e com o H-4 (3J) com J 6 Hz. O deslocamento quimico dos hidrogénios da
metoxila ligada ao carbono C-2 apresentaram-se em campo baixo por volta de & 3,93 a
3,99. A tabela 10, mostra os dados de RMN de *H para os compostos 103a-c.

3.2.2.3 Anélise de RMN de **C dos intermediarios 103a-c

Através dos espectros de RMN de **C observou-se alguns carbonos mais
desblindados, ou seja, em campo baixo, C-2, C-3 e C-6 correspondentes aos carbonos
quaternérios ligados ao grupo nitrila, a metoxila e ao carbono carbonilico da lactama,
respectivamente.

Foi possivel também, observar deslocamentos quimicos por volta de & 66,
caracteristicos dos carbonos C-3, sendo que estes deslocamentos estdo de acordo com 0s
dados de Martinez-Teipel et al. (2005). Assim como na andlise dos espectros de RMN
de hidrogénio, os carbonos das metoxilas absorveram em campo baixo na faixa de
6 58,84 a 58,91 (tabela 10).

103b
3
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Tabela 10. Dados espectroscopicos de RMN de **C (50,3 MHz) e *H (200 MHz) dos

compostos 103a-c (DMSO-ds).

103a 103b 103c
5C SH 5C SH 5C SH
2 160,68 - 160,55 - 161,17 -
3 67,98 - 68,36 - 66,70 -
4 36,68 3,89 35,97 3,80 36,47 4,15
(1H; dd; 6; 12 Hz)* (1H; t; 6 Hz) (1H;t; 6; 14 Hz)
5a 38,38 2,56 38,61 2,49 37,77 2,60
(1H; dd; 6; 16 Hz) (1H; dd; 6; 16 Hz) (1H; dd; 6 Hz)
5b 38,38 2,94 38,61 2,87 37,77 3,00
(1H; dd; 6; 12 Hz) (1H; dd; 6; 16 Hz) (1H; dd; 6; 16 Hz)
6 169,84 - 169,95 - 169,38 -
7 118,44 - 118,52 - 118,13 -
1 141,15 - 132,95 - 146,88 -
2,6 126,81 7,23 127,92 7,13 128,41 7,56
(2H; dd; 2; 6; 10 Hz) (2H; d; 8 Hz) (2H; d; 8 Hz)
35 128,93 7,30 114,24 6,89 124,38 8,25
(2H; dd; 2; 6 Hz) (2H; d; 8 Hz) 123,38 (2H; d; 8 Hz)
4 127,41 7,37 158,52 - 148,88 -
(2H; dd; 2; 10 Hz)
1-OCH3 58,91 3,95 (3H; s) 58,84 3,93 (3H;s) 58,91 3,99 (3H;s)
4- - - 55,11 3,71 (3H;S) - -
OCH3
7-N-H - 10,76 - - - 10,91

*quantidade de hidrogénio, multiplicidade, constante de acoplamento em Hz (J). OBS. Os dados desta tabela foram retirados dos

anexos 34, 10, 35, 11, 36 e 12 respectivamente do volume I1.
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3.2.2.4 Andlise dos espectros de massas dos intermediarios 103a-c

PAde-se observar que todos os espectros de massas dos intermediérios 103a-c
apresentaram como pico base o ion molecular. Além disso, todos demonstraram a perda
do fragmento M-31 e M-43 correspondentes & perda da metoxila (OCHsz) e do
grupamento (HN-C=0), respectivamente (figura 44).

4 H
| I " -
H. N_ _O +
| H,CO Ny :‘ _R‘
+ -0 — — 0 5 O
NC -OCHj NC 4 HN—C=0 HsCO
|
NC
103a R=H
R 103b R=0CH; g
103¢c R=NO,

Figura 44. Fragmentos observados nos espcetros de massas dos intermediarios 103a-c.

3.2.3 Caracterizagdo das pirazolo[3,4-b]piridin-6-onas (105a-1)

3.2.3.1 Anélise de infravermelho das pirazolo[3,4-b]piridin-6-onas (105a-I)

A caracterizacdo das pirazolo[3,4-b]piridin-6-onas foi realizada através da
analise dos espectros de infravermelho, RMN de *H, *Hx*H COSY e *C.

Os espectros de IV das pirazolo[3,4-b]piridin-6-onas (105a-1) assim como na
caracterizacao das 4-aril-3,4-diidrocumarinas, foram de alta relevancia, pois a auséncia
das bandas de absorcdo por volta de 2200 cm™, caracteristicas de grupamento nitrila,
indicaram a formag&o dos produtos. Foram observadas absorgdes na faixa de 3237 a
3403 cm™ provenientes da vibragdo de deformacéo axial da ligacdo N-H, sendo que
apresentaram-se sob suas formas tipicas de bandas finas (tabela 11 e 11°).
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Tabela 11. Valores de absorgéo (cm™) dos espectros de IV dos derivados 105a-f.

Compostos

Deformagtes 105a 105b 105¢ 105d 105e 105f

v N-H 3345 3357 3403 3347 3237 3365

vas C-H (CHs) - 2971 2983 2971 2977 2971

vs C-H (CHa) 2879 2881 - - - 2883
vas C-H (CH,) 2927 - 2929 2929 2929 -
vs C-H (CHy) 2838 2840 2840 2827 2838 -

vC=0 1656 1666 1658 1666 1675 1673

v C=C* 1614 1612 1631 1612 1612 1604

v C=C* 1492 1517 1513 1492 1511 1517

v C=C* 1452 1450 1452 1452 1454 1465

8s (CH3) - - - 1351 1344 1351

v = vibragdo de deformacgdo axial, & = vibracdo de deformacéo angular, as = assimétrica, s = simétrica *vibragdo do esqueleto
aromatico. OBS. Os dados desta tabela foram retirados dos anexos 60-62, respectivamente do volume I1.

Os grupos carbonilas absorveram em 1659 a 1689 cm™, faixa caracteristica de
lactamas e de acordo com a literatura (1687 cm™) (QUIROGA et al., 1998).

As demais vibracgdes de deformagdes a destacar foram absorc¢des nas faixas de
1598 a 1631 cm™ e 1450 a 1454 cm™, referentes as vibracdes de deformagdes axiais das
ligacbes C=C do esqueleto aromatico.

105d
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Tabela 11’. Valores de absorcéo (cm™) dos espectros de IV dos derivados 105g-h.

Compostos

Deformagdes 1059 105h 105i 105j 105k 105l
v N-H 3353 3345 3345 3425 3349 3342
vas C-H (CHg) 2958 - 2956 2996 2971

vs C-H (CHy) 2881 2879 2879 - 2875
vas C-H (CHy) 2931 2931 2925 2933 2931 2919
vs C-H (CHyp) 2838 2854 2834 2836 2840
v C=0 1681 1683 1691 1675 1681 1689
v C=C* 1602 1600 1598 1608 1630 1614
v C=C* 1500 1515 1517 1511 1517 1506
v C=C* - - - 1461 1463 1467
8s (CHg3) - 1349 - 1351 1349 1344

v = vibragdo de deformagdo axial, & = vibracdo de deformacéo angular, as = assimétrica, s = simétrica *vibracéo do esqueleto
aromatico. OBS. Os dados desta tabela foram retirados dos anexos 63-65, respectivamente do volume I1.

3.2.3.2 Anélise de RMN de 'H das pirazolo[3,4-b]piridin-6-onas (105a-I)

Através dos espectros de RMN de 'H foi possivel verificar a possibilidade da
formacdo das pirazolo[3,4-b]piridin-6-onas através do desaparecimento do
deslocamento quimico por volta de & 3,93 a 3,99 oriundo dos hidrogénios da metoxila
ligada ao carbono C-2 e o surgimento de hidrogénios ligados ao nitrogénio 3-N na faixa
de 84,26 a 5,00.As pirazolo[3,4-b]piridin-6-onas (105a-1) possuem semelhancas com
os intermediarios 103a-c em relacdo aos hidrogénios H-4, H-5a, H-5b e os H-2’ a H-6’
(deslocamentos quimicos e constantes de acoplamento spin-spin).

Foi possivel observar, em alguns casos, o surgimento de sinais duplos em
relacdo aos hidrogénios 3-NH,, e 7-NH e 6-OH, possivelmente, devido a estruturas de
ressonancia como mostrado na figura 45.

OCHjz OCH;z

Figura 45. Possiveis estruturas de ressonancia do composto 105d.
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A tabela 12 e 12’ mostra a atribui¢do dos deslocamentos quimicos de RMN de
'H das pirazolo[3,4-b]piridin-6-onas 105a-].

OCHj
Tabela 12. Dados espectroscopicos de RMN de *H (200 MHz) dos compostos 105a-f

& H (quantidade de hidrogénio, multiplicidade, mutiplicidade (J)

H 105a 105b 105¢c 105d 105e 105f
4 3,47 - 4,25 4,05 3,98 4,22
(1H; dd; 6; 12 Hz) (1H; d; 6 Hz) (1H; dd, 8; 10 Hz) (1H; dd; 8 Hz) (1H; dd; 8Hz)
5a 2,52 2,56 2,74 2,49 2,38 2,46
(1H; dd; 4; 12 Hz) (1H; d; 6 Hz) (1H; dd; 4; 16 Hz) (1H; m; 2 Hz) (1H; dd; 4; 16 Hz) (1H; dd; 2Hz)
5b 2,80 2,76 2,94 2,83 2,78 2,93
(1H; dd; 6; 12 Hz) (1H; dd; 6; 12 Hz) (1H; dd; 8; 16 Hz) (1H; dd; 8; 18 Hz) (1H; dd; 8; 16 Hz) (1H; dd; 8; 16 Hz)
8 - - - 3,35 - 3,41
(3H;9) (@H; s)
2’; 6 7,34 7,29 7,39 7,11 7,02 7,36
(2H; m; 6; 10 Hz) (2H; d; 8 Hz) (2H; d; 8 Hz) (2H; dd; 4; 6 Hz) (2H; d; 8 Hz) (2H; d; 8 Hz)
35 7,34 6,92 8,16 7,24 6,80 8,14
(2H; m; 6; 10 Hz) (2H; d; 8 Hz) (2H; d; 8 Hz) (2H; t; 8 Hz) (2H; d; 8 Hz) (2H; d; 8 Hz)
4 7,34 - - 7,24 - -
(1H; m; 6; 10 Hz) (3H; t; 8 Hz)
4’- - 3,73 - - 3,67 -
OCH; (3H; s) (3H; s)
N-H-1 - 10,81 - - -
N-H-7 - 10,17 10,08 10,02 10,18
N-H-3  4,59; 4,49 4,26, 4,40 5,00 5,07 5,01 5,24

L ]
* Os espectros foram obtidos em DMSO-ds. OBS. Os dados desta tabela foram retirados dos anexos 13-18, respectivamente do
volume I1.
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OCH;

Tabela 12°. Dados espectroscopicos de RMN de *H (200 MHz) dos compostos 105g-1.

& H (quantidade de hidrogénio, multiplicidade, mutiplicidade (J))

H 1059 105h 105i 105j 105k 105!
4 3,60 3,55 3,87 4,19 3,63 3,51
(1H; td; 8 Hz) (1H; td; 8 Hz) (1H; td; 8 Hz) (1H; dd; 8 Hz) (1H; td; 6 Hz) (1H; dd; 6Hz)
5a 2,63 2,55 2,69 2,61 2,93 2,58
(1H; dd; 6; 18 Hz) (1H; d; 18 Hz) (1H; dd; 6; 18 Hz) (1H; dd; 10; 12 Hz) (1H; dd; 16 Hz) (1H; dd; 2Hz)
5b 2,87 2,89 2,92 2,85 3,01 2,85
(1H; dd; 8; 18 Hz) (1H; dd; 6; 18 Hz) (1H; dd; 6; 18 Hz) (1H; dd; 8 Hz) (1H; dd; 6; 14 Hz) (1H; dd;, 4; 18
Hz)
2’6’ 7,40 7,34 7,73 7,44 7,40 7,33
(2H; m; 4; 8 Hz) (2H; d; 8 Hz) (2H; d; 8 Hz) (2H; d; 10 Hz) (2H; d; 8 Hz) (2H; d; 8 Hz)
35 7,40 6,97 8,29 7,23 7,09 6,98
(2H; m; 4; 8 Hz) (2H; d; 8 Hz) (2H; d; 8 Hz) (2H; d; 8 Hz) (2H; d; 8 Hz) (2H; d; 6 Hz)
4 7,40 - - - - -
(1H; m; 4; 8 Hz)
276" 6,97 6,97 6,97 6,88 6,97 6,93
(2H; d; 8 Hz) (2H; d; 8 Hz) (2H; d; 10 Hz) (2H; d; 10 Hz) (2H; d; 8 Hz) (2H; d; 8 Hz)
375" 7,17 7,19 7,20 6,98 7,22 7,07
(2H; d; 6 Hz) (2H; d; 6 Hz) (2H; d; 8 Hz) (2H; d; 10 Hz) (2H; d; 8 Hz) (2H; d; 8 Hz)
4” 6,72 6,72 6,73 - - -
(1H; t; 6; 8 Hz) (1H; t; 6 Hz) (1H; t; 8 Hz)
4’- - 3,75 - 3,82* 3,80 -
OCH; (3H; s) (3H;s) (3H; s)
4- - - - 3,77* - -
OCH; (3H; s)
7-N-H 9,13; 10,32 9,12 9,17; 10,41 9,3 8,59; 9,32 9,08; 10,26
3-N-H 4,68; 4,74 4,61, 4,66 4,80; 4,86 4,48 4,44; 4,50 4,59; 4,65

*valores podem ser trocados entre si; ** Os espectros foram obtidos em DMSO-ds. OBS. Os dados desta tabela foram retirados
dos anexos 19-24, respectivamente do volume I1.

3.2.3.3 Analise de RMN de **C das pirazolo[3,4-b]piridin-6-onas (105a-I)

A anélise dos espectros de RMN de *C foi também essencial para a
caracterizagcdo dos compostos 105a-l. A auséncia dos sinais correspondentes aos
carbonos da metoxila na faixa aproximada de 658,84 a 58,91, juntamente com o
aparecimento da absorcao referente ao carbono C-3A, na faixa de 6 83,56 a 115,39, de
acordo com a literatura (MARTINEZ-TEIPEL et al., 2005; FALCO et al., 2005), foram
importantes na elucidacdo das estruturas propostas. Os demais deslocamentos quimicos
foram similares aos carbonos dos intermediarios 103a-c (tabela 13).
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Tabela 13. Dados espectroscopicos de RMN de **C (50,3 MHz) dos compostos 105a-|

6C

C 105a 105b 105¢ 105d 105e 105f 1059 105h 105i 105j 105k 1051

3 144,67 148,74 15320 146,70 146,55 152,74 14570 146,24 147,30 145,09 144,63 15353

3A 83,56 86,11 84,80 86,32 86,47 8465 111,74 111,79 11176
11494 113,16 115,39

4 37.09 37,59 36,71 34,07 33,92 33,98 37,43 38,77 37,95
35,77 36,96 37,28

5 37,37 38,38 39,38 33,01 32,16 32,92 38,07 37,86 36,94
42,27 37,77 37,77

6 168,63 168,60 169,56 170,08 169,81 169,11 168,67 168,87 168,19
170,55 168,78 168,76

TA 140,01 143,86 146,50 144,70 142,88 146,52 144,27 146,24 147,19
140,75 144,55 142,44

8 - - - 40,53 40,74 39,83 - - -

Iy 138,62 131,86 - 143,18 136,48 143,24 139,71 131,69 -
129,36 129,51 13161

2,6 128,94 12855 128,47 128,66 127,78 128,05 129,11 129,17 129,14
129,11 128,93 128,58

3,5 127,55 113,78 124,14 126,90 113,86 124,05 128,88 114,25 124,09

123,44 11521 114,21 11421
4 130,64 158,67 14547 126,56 157,83 146,15 128,56 158,83 145,64
159,22 158,77 158,77
1 - - - - - - 132,26 - 138,18 -
135,61 131,61
27,6 - - - - - - 118,82 117,19 118,94 12594 117,09
124,51 121,98 11584
37,57 - - - - - - 127,82 128,69 128,05 112,80
115,38 128,57 112,65
4 - - - - - - 122,07 118,89 116,77
159,84 131,56 158,19
4- - 55,09* - - 55,09* - - 55,15* -
OCHs 56,04* 55,10 55,10*
2 N N N N N N N N N
OCHs 55,81* - -

* valores podem ser trocados entre si; **Os espectros foram obtidos em DMSO-ds. OBS. Os dados desta tabela foram retirados
dos anexos 37-48, respectivamente do volume I1.
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3.2.3.4 Analise dos espectros de NOESY das pirazolo[3,4-b]piridin-6-onas (105d, 105e,
105h, 105k e 105I)

Através dos mapas de contorno dos espectros de NOESY foi possivel indicar
que as estruturas dos compostos eram do tipo 105h e ndo 105h’. A figura 46 mostra
algumas interacGes de nucleos de hidrogénios comuns (setas de cor vermelha) como: H-
2’/H-3°, H-2"’/H-3"’, H-5a/H-5b, H-4/H-5a-b e H-3’/4-OCHs.

? produto ndo observado
OCH OCHs

<= interacodes entre nlcleos de hidrogénios

Figura 46. Estruturas e interacdes entre nucleos de hidrogénios dos compostos 105h e
105h’

As interagOes H-4/3-NH,, 3-NHy/H-2" (setas de cor azul) foram importantes para
definir a posicdo do NH,, ja as 7-NH/H-2"" (seta de cor azul), bem como a falta de
interagdes 3-NH./H-2’" foram essenciais para a sugestdo dessa estrutura, pois estas
interagdes séo exclusivas da estrutura proposta como 105h.

Esse mesmo padrdo de interaces entre ndcleos de hidrogénios a partir dos
mapas de contorno de NOESY foi observado para os derivados 105d, 105e, 105k e
1051. A tabela 14 sumariza as interacdes observados para esses compostos.
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Tabela 14. CorrelacGes entre nucleos de hidrogénios dos compostos 105d, 105e, 105h,
105k e 105I observados através de mapas de contorno de NOESY.

InteracOes de nlcleos determinados por NOESY

H 105a 105b 105¢ 105d 105e
5a; 5b; 5a; 5b; 5a; 3-NH,; 2’ 5a; 5b; 5a; 5b;
3-NH,; 2’ 3-NH,; 2’ 3-NHy; 2’ 3-NHy; 2’

5a 4: 5b 4: 5b 4: 5b 4: 5b 4: 5b

5b 4: 5a 4: 5a 5a 4: 5a 5a
2’l6’ 3,4 4;3’; 3-NH, 4;3’; NH, 4,3’ 3-NH, 4; 37 3-NH,
3’5’ 2’ 2’: 4’-OCHj, 2’: 4’-OCHj, 2’;: 4’-OCHj, 2’; 4’-OCHj,

4 no
216" 7-NH 3" 7-NH 7-NH
3”/5” 4” 2” NO

4” 3”

4’_ 2’ 31 3’
OCH
7-NH no no 2" 2" 2"
3-NH, 4 4,2 4,2 4,2’ 4: 2’

OBS. Os dados desta tabela foram retirados dos anexos 49-53, respectivamente do volume I1.

3.2.3.5 Anélise de espectros de massas das pirazolo[3,4-b]piridin-6-onas (105a-I)

Os espectros de massas para 0s compostos 105a, 105c¢ e 105i ndo foram obtidos
devido a sua baixa capacidade de serem cromatografados. Os principais fragmentos dos
demais compostos (105b, 105d-h e 105j-l,) foram resumidos na tabela 16. As figuras
47 a 37 mostram algumas propostas de fragmentacdo das pirazolo[3,4-b]piridin-6-onas.

Como pode ser verificado, as perdas tais como M-43, M-28, M-15, M-31, M-
77, M-107 e M-16 correspondem a HN-C=0, CO, CHs, OCHgs, radical fenila, radical p-
metoxi-fenila e NH,,  respectivamente, sendo comuns para a fragmentacdo das
pirazolo[3,4-b]piridin-6-onas (105) (tabela 15).

Foram propostos rearranjos entre tomos 1-4 (1-3 entre ligagdes), 1-6 (1-5 entre
ligacOes), MacLafferty e retro Diels-Alder como no caso da fragmentagdo das 4-aril-
3,4-diidrocumarinas.
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Tabela 15. Principais fragmentos obtidos dos espectros de massas dos compostos 105b,
105d-h e 105j-I.

Compostos m/z (massa relativa)
105b 258 243 230 215 151 91 77
(100) () (12) (29) (32) ) 9)
105d 242 199 165 103 77 65 51
(100) (40) (45) ) ) (®) (®)
105e 272 256 165 103 91 77 65 51
(100) () (40) ®) (6) (®) (4) ®)
105f 287 271 165 103 91 77 65 51)
(100) () (45) 1) 1) (®) @)
105g 304 276 261 227 184 77 51
(100) () (15) (60) 4) (18) (13)
105h 258 215 103 (8) 91 77 65 51
(75) (100) (®) ) ) (%)
105j 258 243 215 200 172 91 77
(100) (55) (95) (20) (30) (12) (13)
105k 368* 337 243 200 161 91 77
(@) (%) (100) (57) (30)
1051 352 324 309 245 91 77
(27) (7) (10) (30) (1)* (1)*

OBS. Os dados desta tabela foram retirados dos anexos 73-76, respectivamente do volume 11.
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Figura 47. Propostas de mecanismos de fragmentagdes para 0os compostos 105b e 105d.
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Figura 49. Proposta de mecanismo de fragmentacdo do composto 105k

As técnicas espectrométricas utilizadas, permitiu a caracterizagdo das
pirazolo[3,4-b]piridin-6-onas e as 4-aril-3,4-diidrocumarinas juntamente com a
verificacdo de sua pureza através de CCF e ponto de fusdes. Estes fatores sdo aspectos
fundamentais para a realizagdo de ensaios biol6gicos posteriores.

3.3 Atividade Anti-leishmania das 4-Aril-3,4-diidrocumarinas (101a-i)

As 4-aril-3,4-diidrocumarinas (10la-i) preparadas neste trabalho foram
ensaiadas frente a parasitos da espécie Leishmania amazonensis na forma evolutiva
promastigota. Os ensaios revelaram que estes compostos ndo apresentaram nenhuma
atividade anti-leishamania na concentracéo de até 300 uM. Este resultado indicou que
0s compostos sintetizados nesta classe ndo tem atividade anti-leishmania promissora.

Os compostos pirazolo[3,4-b]piridin-6-onas (105a-1) foram enviados para o
Laboratdrio de Bioquimica de Tripanomassomatideos da FIOCRUZ e aguarda-se 0s
resultados.
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4 MATERIAL E METODOS
4.1 Equipamentos

Os espectros de ressonancia magnética nuclear de 'H e '*C foram obtidos em
espectrometro da Bruker, modelo AC 200 (200 MHz para 'H e 50,3 MHz para *C).

Os espectros de infravermelho foram obtidos em espectrémetro Nicolet, modelo FTIR-
740, em pastilhas de KBr.

Os pontos de fusdo foram determinados utilizando um aparelho da marca QUIMIS e
ndo foram corrigidos.

O forno de microondas doméstico utilizado foi da marca Consul frequéncia méxima de
2450 MHz.

O aparelho de ultra-som foi um Ultra Cleaner 700 — marca UNIQUE - freqliéncia de 55
kHz

O espectrometro de massas utilizado foi da marca Saturn CG-EM coluna de CP-
SIL8CB (30m x 25 x 25mm) temperatura 200°C / 10minutos —290 °C / 20minutos.

4.2 Materiais e Vidrarias

. Baldes de fundo redondo . Funis de vidro . Adaptadores

. Provetas . BastOes de vidro . Pipetas

. Becher . Garras . Erlenmayer

. Condensadores . Papéis de filtro . Placa de aquecimento

. Pipetas volumétricas . Capilares . Capilares de ponto de fuséo

. Placas de cromatografia em camada fina com indicador de fluorescéncia

Os reagentes utilizados neste capitulo foram obtidos das empresas Vetec e
Aldrich, os reagentes foram:

. Hidrazina hidratada 64 % . Cloridrato de p-F-fenil hidrazina
. Metil hidrazina . Cloridrato de p-Cl-fenil hidrazina
. Fenil hidrazina . Resorcinol

. Cloridrato de p-metoxi-fenil hidrazina . Sadio

. Sulfato de sodio . m-metoxi-benzaldeido

. Benzaldeido . 0-metoxi-benzaldeido

. p-metoxi-benzaldeido . p-metoxi-m-hidroxi-benzaldeido
. p-nitro- benzaldeido . p-hidroxi-m-metoxi-benzaldeido
. p-hidroxi-benzaldeido . Piperidina

. HCI 36 % p/p . Cloreto de zinco

. NaHCO3 . Triflato de itrio (CF3SO3)sY

. malononitrila . Resorcinol

. Floroglucinol . Acido sulfurico

Todos os solventes utilizados foram de grau P. A. provenientes da Vetec
(destilados) ou do grupo Quimica. Os solventes utilizados foram:

81



. Metanol . Acetona

. Cloroférmio . Tolueno

. Diclorometano . Etanol

. Piridina . Acetato de Etila
. Hexano

4.3 Metodologias

4.3.1 Procedimento geral para a sintese dos &cidos cindmicos 100a-h

R2 R2
@ 0 Ry CHO  piridina, 90°c  Re X COOH
M piperidina, 2h
HoOC COOH
99 R HCI (6 N) R
98
100a R,R;, R;=H 100e R=0OH,R;, R, =H
100b R= OCHg, Rl, Rz =H 100f R= NOz, Rl, Rz =H
100c R=H, R = OCH3, R,=H IOOg R= OCH3, R, = OH, R,=H
100d R, Rl =H Rz = OCH3 100h R= OH, Rl = OCHg’ Rz =H

Em um bal&o de fundo redondo conectado a um condensador de refluxo foram
adicionados 50 mmoles de benzaldeido, 100 mmoles de &cido maldnico, 20 mL de
piridina e 0,4 mL de piperidina. A mistura foi mantida a temperatura de 90 °C durante 2
horas, em seguida, permaneceu por 15 minutos em refluxo e, posteriormente,
acidificada com HCI (20 % v/v), com precipitagdo imediata dos cristais, que foram
filtrados, lavados com uma solucéo de HCI (20% v/v) e depois com H;0O. Os produtos
foram recristalizados em metanol. Os rendimentos e os pontos de fusdo estdo na tabela
16.

Tabela 16. Rendimentos e pontos de fusdo dos acidos cindmicos (100a-h).

Compostos Rendimentos Pontos de fusdo Compostos  Rendimentos Pontos de fusdo

(%) (°C) (%) S
100a 60 132-134 (133-134)° 100e 60 213-216 (214)°
100b 70 172-174 (170-173)° 100f 65 285-288 (289)°
100c 55 115-117 (116-119)° 100g 55 231-233 (234)°
100d - b 100h 50 170-172 (168-171)°

#
2Aldrich, 2006, produto obtido da Aldrich
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4.3.2 Procedimento geral para a sintese dos ésteres cindmicos substituidos (102a-c)

O 0
CH
N OH metanol X o CHe
refluxo
R + 12h R
1004, b, f CH3OH 102aR=H
102b R = OCH;
102c R = NO,

Uma solugdo de 4cido cindmico (100a, 100b, 100f) (15 mmol) e gotas de &cido
sulfarico concentrado (0,3 mL), em metanol (50 mL), foi aquecida em refluxo por 12
horas. A reagdo foi diluida com &gua (200 mL) e o produto extraido com CHCI;3 (4x50
mL). A fase organica foi tratada com uma solugéo saturada de NaHCO3; (60 mL), em
seguida adicionou-se Na,SO,, filtrado, e posteriormente o solvente foi evaporado sob

pressao reduzida. Os rendimentos e os pontos de fus&o estéo na tabela 17.

Tabela 17. Rendimentos e pontos de fusdo dos ésteres cinamicos 102a-c

Compostos Rendimento (%) Pontos de fuséo (°C)
102a 60 34-36 (35-37)°
102b 95 89-92 (90-91)"
102c 94 130-132 (132-133)°

®peterson et al. (1988) PBernini et al. (2008);
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4.3.3 Procedimento geral para a sintese das diidrocumarinas (101a-i)

oH HO 0._0O
~ _COOH ‘

. Metodologia A
_—
R3 R
R R, Ry OH  Metodologia B O
Ri
36
34R; =H S
100b-h R

101aR = OCHs;, Ry, Ry, Rg=H

101b R=H, R;=0OCHjs, R, Rs=H
101cR,R;=H, ,R; =0CH3, R;=H

101d R=0H, Ry, R, R3=H

10le R =0H, R; =OCHs, R;, R = H

101f R = OCHs;, Ry, R, = H, R; = OH
101gR=H, R;=0CHjs, R, =H, R3 = OH
101lhR =OH, R, R, = H, R3 = OH
101iR=0H, R; = OCH;, R, = H, R3 = OH

Metodologia A: Irradiagdo com microondas

Foram preparadas misturas de &cidos cindmicos substituidos (0,84 mmol), fendis
devidamente substituidos (0,84 mmol) e (CF3SO3)sY (0,17 mmol) em CH,Cl, (3 mL).
As misturas foram expostas a temperatura ambiente até a secura do meio reacional. Em
seguida, foram postas no centro do forno de microondas. A mistura foi irradiada por
sucessivos periodos de 3 minutos, com intervalos de resfriamento de 2 minutos. A
reacdo foi monitorada por CCF (acetato de etila: hexano, 7:3), o tempo para cada caso
esté indicado tabela 19. Depois da irradiac@o, as misturas reacionais foram solubilizadas
em CHCIs, tratadas com 20 mL de NaHCO3; 1% (p/v). A fase organica foi seca com
Na,SO,, em seguida foi filtrado e o solvente evaporado sob pressdo reduzida.

Metodologia B: Refluxo em CHClIs

Em baldo de fundo redondo conectado a um condensador de refluxo foram
adicionados acidos cinamicos substituidos (0,84 mmol), fendis devidamente
substituidos (0,84 mmol) e (CF3SO3)sY (0,17 mmol) solubilizados em CHCIz. O meio
reacional foi mantido em refluxo por 35 e 40 horas para os compostos 101a e 101d,
respectivamente. O meio reacional foi adicionado 40 mL de uma solu¢do de NaHCO3
1% (p/v), a fase organica foi separada, tratada com Na,SO, , posteriormente foi filtrado
e 0 solvente evaporado sob presséo reduzida (tabela 18).
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Tabela 18. Rendimentos, tempo de reagéo e pontos de fusdo das diidrocumarinas

101a-i.
~ Compostos  Rendimento (%)  Tempo (minutos)  Pontos de fusio (°C)

101a 75 (70)° 7 (2400)° 152-153 (150)°
101b 70 15 ¢

101c 65 15 c

101d 67 (68)° 7 (2100)° 144-146 (147)°
101e 68 15 208-210 (210)°
101f 75 20 255-258 (258)°
101g 70 20 110-112
101h 68 20 c

101i 65 20 145-147

?
*Talapatra et al. (1986); “liquido viscoso; "Produtos obtidos em refluxo de acordo
com a metodologia B; “Suthunuru et al. (2004); ®Sun et al. (1999).

4.3.4 Procedimento geral para a sintese dos intermediarios 103a-c

I
O HsCO. _N_ _O
N O/CH3 metanol |
103aR, = H
R * 103b R, = OCH,
102 NC-CH,-CN  103c R,=NO,
94
Ra

Uma solucdo de 170 mmol dos ésteres cindmicos em 30 mL de metanol foi
adicionada gota a gota a uma solugdo de 170 mmol de sédio em 30 mL de metanol.
Depois de poucos minutos, 91 mmol de malononitrila em 30 mL de metanol foram
adicionados gota a gota. A mistura reacional permaneceu em refluxo por 4 horas. O
solvente foi evaporado sob pressdo reduzida, e o residuo foi dissolvido em H,O. A
solucdo resultante foi cuidadosamente tratada com HCI (6 M) até pH 8-9, em banho de
gelo. O sélido formado foi filtrado e dissolvido em CH,Cl, A fase organica foi lavada
com H;0O, seca com Na,SO,4, em seguida foi filtrado e o solvente evaporado a pressao
reduzida (tabela 19).
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Tabela 19. Rendimentos e tempo de reacdo dos intermediarios 103a-c.

Compostos Rendimento (%) Pontos de fusdo (°C)
103a 40 141-142 (143-144)°
103b 80 (76)° 173-175 (174-176)°
103c 60 (65)° 213-216 (215)°

®MONT et al., 2004; "MARTINEZ-TEIPEL et al., 2005

4.3.5 Procedimento geral para a sintese dos pirazolo[3.4-bIpiridin-6-onas (105a-m)
!
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+
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R3 |
104dR;= OCH, R3 =H NC
104e Ry =ClRy = N 103 . 104c

104f Ry =FRg = H
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H NH,NH, H3CNHNH,
| 104a 104b
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H,N
R>
105k R, = OCHj Ry= OCH3 R3 H 1059 R,=H
1051 Ry = OCH; R, =CIRs = 105h R, = OCH3
105m R,=OCH; R, =FR3= H 105i R, =NO,
105aR, = 105dR, =

105bR, = OCH3 105e R, = OCHS
105¢ R, = NO, 105fR, = NO,

Metodologia A: Refluxo em metanol

Em baldo de fundo redondo conectado a condensador de refluxo foram
adicionados 0,60 mmol dos intermediarios (103a-c), 1,20 mmol das hidrazinas
correspondentes (104a-f), e 30 mL de metanol. A mistura permaneceu em refluxo por
um tempo determinado, como mostra a tabela 20. O solvente foi evaporado sob presséo
reduzida. O sélido obtido foi lavado com metanol gelado, posteriormente secos a
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temperatura ambiente fornecendo os derivados pirazolo[3,4-b]piridin-6-onas (105a-m)

correspondentes.
OBS. Para a obtencdo dos compostos 105k-m, uma solucdo metanolica de CH;ONa (3,04 mol/L) foi
adicionado no meio.

Metodologia B: Irradiagdo com microondas

Em um becher de 50 mL foram adicionados 0,60 mmol dos intermediarios
(103a-c), 0,60 mmol de hidrazinas correspondentes (104a-f), e gotas de etanol para
solubilizar a mistura. Posteriormente, esta foi exposta a temperatura ambiente até a
secura do meio reacional. Em seguida, foram postos no centro do forno de microondas.
A mistura foi irradiada por sucessivos periodos de 3 minutos, com intervalos de
resfriamento de 2 minutos. A reacdo foi monitorada por CCF (acetato de etila: hexano,
7:3), 0 tempo para cada caso estd indicado na tabela 20. Depois da irradiagdo, as
misturas reacionais foram tratadas com H,O (40 mL), e os produtos extraidos com
CHyCl, (4x15mL). A solucéo de diclorometano foi seca ao Na,SO., em seguida foi
filtrado, e o solvente evaporado sob presséo reduzida fornecendo os produtos 105a-m.

Metodologia C: Irradiagdo com ultra-som

Em um becher de 50 mL foram adicionados 0,60 mmol dos intermediarios
(103a-c), 0,60 mmol de hidrazinas correspondentes (104a-b), 30 mL de etanol, e sobre
0 becher foi adicionado um vidro de rel6gio. Em seguida, foram postas no centro ultra-
som. A mistura foi irradiada por 3 horas interruptas. Logo ap0s a irradiagdo, o solvente
foi evaporado sob pressdo reduzida. Foram adicionados 30 mL de &gua e o produto
(105a-g) extraido com CH,Cl, (4x15mL). A solucéo de diclorometano foi seca com
Na,SOs, em seguida foi filtrado, e o solvente evaporado sob pressdo reduzida
fornecendo os produtos 105a-f.

Tabela 20. Rendimentos e tempos de reagcdo dos compostos 106a-m utilizando
metodologias tradicionais, microondas e ultra-som.

Compostos Tradicional (%) Microondas (%) Ultra-som (%) Pontos de fusdo
/ Tempo (min) / Tempo (min) / Tempo (min) (°C)

106a 50 / 240 55 /15 95 /180 257-259 (261-262)°
106b 55 / 240 55 /15 90 /180 274-276 (270-272)°
106¢ 55 / 240 65 /15 80 /180 > 300 (> 300)°
106d 547180 55/15 751180 ¢
106e 85/180 50/15 70/180 187-189
106f 781180 60/15 70/180 > 300
1069 60 /24h 50/15 8 211-212
106h 50/ 24h 50/15 8 208-210
106i 60 /24h 55/15 8 234-235
106k 30/24h 40/15 8 ¢
1061 40/24h 60/15 8 226-228
106m 43/24h 55/15 8 222-224

®N#&o houve reagdo; "MARTINEZ-TEIPEL. (2005); “liquido viscoso
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5 CONCLUSOES

v A metodologia utilizando irradiacdo de microondas mostrou-se interessante na
preparacgéo das 4-aril-3,4-diidrocumarinas, pois obteve-se rendimentos de 65 a
75% em tempos notaveis de 7 a 20 minutos, na presenca de (CF3;SO3)sY como
catalisador. J4 a utilizacéo de irradiagdo de ultra-som ndo levou & obtencgéo dos
produtos.

v' Foi possivel obter as pirazolo[3,4-b]piridin-6-onas com irradiacdo de
microondas e ultra-som, porém, o (ltimo mostrou-se sensivel quanto a
reatividade das hidrazinas. Os rendimentos obtidos de maneira geral foram bons,
variando de 40 a 85% para a metodologia tradicional, 70 a 95 % para a
irradiacdo de ultra-som e 40 a 60 % quando utilizou-se irradiagdo com
microondas, porém, mais uma vez a reacdo alcancou tempos marcantes de 15
minutos. Todas as metodologias foram ineficazes quando as hidrazinas
continham um ou dois grupos nitro.

v' Tanto as 4-aril-3,4-diidrocumarinas quanto as pirazolo[3,4-b]piridin-6-onas
foram caracterizadas pelas técnicas espectrométricas de IV, MS, RMN de 'H e
3¢, sendo que para a confirmagao da estrutura das pirazolo[3,4-b]piridin-6-onas
foi utilizado *Hx"H NOESY.

v As 4-aril-3,4-diidrocumarinas ndo tiveram acdo anti-leishmania significativa

(ICso > 300 uM), e as pirazolo[3,4-b]piridin-6-onas, sintetizadas neste trabalho,
estdo sendo testadas e aguarda-se os resultados.
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CAPITULO III

SINTESE, CARACTERIZACAO, ATIVIDADE ANTI-LEISHMANIA E
ANALISE DE HANSH DE DERIVADOS DA CLASSE AMIDINAS

93



RESUMO

A terceira parte do trabalho relata o planejamento e sintese de uma série de 22
compostos da classe N,N’-difenil-benzamidinas tendo como base o protétipo 17 que
apresentou atividade anti-leishmania significativa. Dentre os compostos, 16 foram
planejados utilizando-se o diagrama de Craig, e nos demais, foram inseridos grupos
metoxila ou do grupo metilenodioxi, variando-se a posicdo nos anéis aromaticos e
mantendo-se a estrutura bésica do prototipo 17. As amidinas foram obtidas em
rendimentos de moderados a bons (50-86%). Dentre os compostos sintetizados, 20
N,N’-difenil-benzamidinas sdo inéditas na literatura. Todos 0s compostos foram
devidamente caracterizados por técnicas espectrométricas de rotina como 1V, RMN de
'H, BC, e CG-MS. Através da andlise dos valores de entalpias de formacéo
(hamiltoniano PM3), pdde-se constatar que as formas tautoméricas aminicas e iminicas
dos derivados N,N’-difenil-benzamidinas apresentaram em proporgdes equivalentes,
com excegdo 165i e 165v. 18 N,N’-difenil-benzamidinas foram avaliadas frente a
Leishmania amazonensis em colaboragdo com Laboratério de Bioquimica de
Tripanomassomatideos — FIOCRUZ. As N,N’-difenil-benzamidina apresentaram agao
anti-leishmania interessante, destacando-se os derivados 165b (Cls=13,07 uM), 165p
(Cl50=12,82 uM) e 165i (Cls0=16,71 uM) que mostraram uma atividade comparavel ao
farmaco de controle, a pentamidina (Clsp=11,26 uM). Além disso, foram realizadas
analises de QSAR-2D obtendo-se modelos razodveis (r > 0,90), que indicaram grupos
retiradores de elétrons favorecendo a atividade anti-leishmania.

Palavras chaves: atividade anti-leishmania, N,N’-difenil-benzamidinas, QSAR-2D
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1 INTRODUCAO

As amidinas sdo amplamente empregadas como intermediérios na obtengdo de
compostos aciclicos, e em décadas recentes na sintese de compostos heterociclicos
como: aziridinas, pirrois, tiadiazdis, oxazois, pirimidinas entre outros (ECHEVARRIA
et al., 1996; BORTOLUZZI et al., 2004; TEMPORAL et al., 2002; GENESTRA et al.,
2003; CANTO-CAVALHEIRO et al., 1997).

Na quimica de coordenagdo, tem crescido o nimero de trabalhos utilizando
amidinas como ligantes, fornecendo diversas estruturas de complexos com diferentes
metais (BARKER e KILNER., 1994; COLES., 2006), além disso, recentemente, novas
aplicacbes foram relatadas para estruturas poliméricas bem definidas contendo um
grande nimero de grupamentos amidinicos (KOMBER et al., 2002).

O grupamento amidinico, com diferentes modelos de substitui¢do, apresenta-se,
frequentemente, como uma parte importante nas substancias com atividade bioldgica
(KOMBER et al., 2002).

As amidinas possuem um amplo espectro de atividades biologicas (KUSTURIN
et al., 2002). O grupo funcional amidinico € encontrado em muitas moléculas que
podem atuar como: agentes antitrombdticos, anestésicos, antibioticos, anti-helminticos e
diuréticos, (XU et al., 2002). Além disso, como foi dito na introducdo do capitulo 1, a
pentamidina é utilizada como farmaco de segunda escolha no tratamento de
leishmaniose (CROFT et al., 2005).

1.1 Compostos amidinicos, caracteristicas e estrutura

1.1.1 Estrutura

As amidinas sdo interessantes isdsteros de acidos carboxilicos e ésteres, combinando
uma ligagdo dupla C=N, como as azometinas, e uma ligagdo simples C-N, como as
amidas, tendo um caréter parcial de ligacdo dupla (SHRINER et al., 1944). Este
carater se deve ao efeito de ressondncia envolvendo os grupamentos C-N e C=N,
como indicado na figura 01.

| R ‘\/NRR R C}l}IRR|

Hibrido de ressonancia

Figura 01: Estruturas de ressondncia do grupamento amidinico.

Estudos de cristalografia de raios-X demonstraram que o grupamento amidinico
tem uma certa planaridade e um efeito de conjugagéo eletrénica n-r acentuado, figura
02 (COTTON et al., 1997; BORTOLUZZI et al., 2004). As estruturas de raios-X para
as amidinas 106-8 (figura 02) permitiram observar um encurtamento da ligagdo aminica
em relagdo a amida (C-N, 1,47 A) e alongamento da ligag&o iminica em relagio a uma
imina (C=N, 1,27 A). Porém, esses efeitos variam em fungéo da substituicio dos 4tomos
de nitrogénio, efeitos estéricos e organizacdes de cristais, como exemplo o composto
108, onde 0s mesmos se tornam menos pronunciados (COTTON et al., 1997).
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H3C

Q 1,387
CH
a7 NH /@ N N NH 3
! 1,359
i} [(>X ] = .
N N ( N N
<A 108

CH0 1,283 1,271 1,299 107
106

*Os comprimentos das ligagdes estdo em angostrons

Figura 02. Estruturas de compostos amidinicos 106, 107 e 108 (COTTON et al., 1997;
BORTOLUZZI et al., 2004).

Os pardmetros geométricos obtidos a partir de modelagem molecular, utilizando
célculos ab initio, para algumas substancias contendo o grupamento amidinico (109 e
110) tem fornecido boa concordéancia com os valores de comprimento e angulos de
ligacdo obtidos experimentalmente (figura 03) (REMKO et al., 2003).

Figura 03. Estruturas de compostos amidinicos 109 e 110 (REMKO et al.,
2003).

1.1.2 Classifica¢édo das amidinas
Em funcdo da distribuicio e do nimero de substituintes nos atomos de

nitrogénio do grupamento amidinico, as amidinas podem ser classificadas em cinco
tipos, de acordo com a figura 04 (SHRINER et al.,

1944).
NH NR' NHR' NR' NHR'
—
R)tNHz | R)kNHz D R™ " NH | | R)kNHR" ~— R)%NR"|
Né&o substituida N-monosubstituida N,N'-dissubstituida
NH NR™
R NRR" R NRR"
N, N-dissubstituida N,N,N'-trisubstituida

Figura 04: Classificagdo das amidinas em funcédo da substituicdo dos
nitrogénios (SHRINER et al., 1944).
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1.1.3 Propriedades espectroscopicas

1.1.3.1 Espectroscopia de infravermelho

As bandas de absorcdo de IV caracteristicas do grupo amidinico s&o
provenientes da deformacéo axial da ligagdo de C=N, por volta de 1689-1471 cm™ e C-
N em torno de 1400 cm™ (SILVERSTEIN, 2006). Porém, estes valores podem variar em
funcdo dos substituintes tanto no carbono amidinico quanto nos dois nitrogénios que
podem apresentar efeito indutivo ou de ressonancia que levam a redugéo da ordem da
ligacdo C=N.

1.1.3.2 Espectroscopia de ressonancia magnética nuclear de *H e **C

Os valores de deslocamentos quimicos dos carbonos amidinicos séo afetados
pelos efeitos de conjugacdo ou indutivo dos substituintes no carbono ou nos dois
nitrogénios. Os exemplos abaixo mostram claramente que substituintes doadores de
elétrons blindam o carbono amidinico, conseqiientemente tendo deslocamentos
quimicos menores (campo alto) e retiradores de elétrons desblindam, apresentando
deslocamentos quimicos maiores (campo baixo) (SILVERSTEIN, 2006). Além disso,
podemos notar que os efeitos sdo mais efetivos quando os substituintes estdo no
nitrogénio iminico do que no carbono amidinico comparando-se 0s deslocamentos
quimicos de cada série como indicado na figura 05 (SANTOS, 1993).

5C 5C

R=H X 15574 15520

NH
R| R=CH; 15444 15880 @
N
oy "
N\
N

R=0CH; 154,20 157,90

R=Br 155,21 160,20

Figura 05. Estruturas dos compostos 111 e 112 e os 4 dos carbonos amidinicos
(SANTOS, 1993).

Os valores dos deslocamentos quimicos de hidrogénio podem ser afetados pelos
fatores anteriormente citados, tipo de solvente e formagdo de complexos, que possam
vir a fazer ligagdes de hidrogénio entre a amidina ou cétion amidinico e o anion
correspondente. O exemplo na figura 06 mostra um sinal de NH em & 12,9 caracteristico
de uma forte ligacdo de hidrogénio entre o cétion amidinico e o &cido benzdico
(KRAFT et al., 2002).

Et Et_
N—Hmmm()\ N_H
,—<: :>—<.(:+ - :;)——(: > <: :> <,(\"+ C|_
/ N_Hmmmo / N_H
13 gt/ UM Et/ k)
512.9 89,2

Figura 06. Estrutura do compostos 113 fazendo ligag&o de hidrogénio (KRAFT
etal., 2002).
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1.1.4.2 Basicidade das amidinas

As amidinas sdo bases fortes, influenciadas pela substituicdo dos &tomos de
carbono ou dos nitrogénios. Apesar do grupamento amidinico conter dois nitrogénios, a
protonacdo fornece apenas um cétion (OSZCZAPOWICZ e RACZYNSKA, 1984). Os
efeitos dos substituintes na basicidade dessas substancias, foi bastante estudado por
Lorz et al. (1949) utilizando amidinas do tipo N,N-dissubstituidas. Santos (1994)
conseguiu observar uma correlagdo entre os efeitos eletronicos dos substituintes na
posicdo para do anel aromatico ligado ao carbono que compde a funcéo amidinica, o,
(constante de substituinte de Hammett), e os valores correspondentes dos pKas das

benzamidinas 112.
@Z R=0CH;
NH R=CH;
R=H
S
N R=CI

R=Br

112 pKa=82-2,61lcy,
R (Correlagéo) = 0,99
Dp (Desvio padréo) = 0,05

Os valores obtidos de pKas para as amidinas ao longo do tempo tém fornecido
vérias informagdes importantes como os pardmetros termodindmicos, e o percentual de
tautbmeros. Estudos detalhados permitiram verificar que os tautdmeros iminicos sdo
favorecidos por grupos retiradores de elétrons (RACZYNSKA e OSZCZAPOWICZ,
1985).

1.1.5 Tautomerismo
O tautomerismo prototrdpico das amidinas, envolvendo a troca dos hidrogénios

entre 0s 4tomos de nitrogénio (figura 07), seja em sistemas ciclicos ou aciclicos, tem
sido extensivamente estudado. (JACKMAN e JEN, 1975; RACZYNSKA et al., 1985).

H H
NH N NR' NHR' NR' NHR'
|R NH, R NH | | R NH, R” S NH | | R NHR" R” S NR" |
N&o substituida N-monosubstituida N, N'-dissubstituida

Figura 07. Tautomerismo prototrépico das amidinas (RACZYNSKA et al., 1985).

Embora a constante de equilibrio tautomérico (pKr) ndo seja experimentalmente
accessivel por medidas diretas de bascidade e acidez, seu valor pode ser estimado
(figura 08).

98



Figura 08. Tautomerismo prototropico do imidazél (RACZYNSKA et al., 1997).

De maneira geral, a constante de equilibrio tautomérica resulta na diferenca entre
0s parametros de basicidade (equagdo 01) ou de acidez de cada tautbmero T, e T».
Raczynska et al., (1997) calculou o pKy (-logKy) para uma série de imidazois (amidina
ciclica) a partir do AH, de cada tautdmero (equagdo 10). O pesquisador considerou o
mesmo modelo de afinidade protonica proposto por Dewar et al. (1985) utilizando as
equacdes 02 e 04 no qual este parametro pode ser obtido teoricamente a partir dos
valores de entalpia de formagéo (AHf ) para as formas neutras e i0nicas de cada
tautbmero (0 método quéntico semi-empirico foi o0 AM1) e o valor experimental de
AH, para o hidroxénio (Hs0"; AH; = 367,2 Kcal mol™; 298,15 K).

A partir dai, tomando como base a equacdo 06 e desmembrando os termos
GB(T1) e GB(T,) da equagdo 01, obtiveram a equagédo 07, que ao substituir os termos
AH; (T1) e AH; (T,) por suas equivaléncias das equagbes 03 e 05, respectivamente,
levaria & equacgdo 08. Na equacdo 08, negligenciando o termo TAS de cada tautdmero,
alcancaram a equagdo 09, que ao substituir os termos PA (T;) e PA (T) por suas
equivaléncias das equagdes 01 e 03 chegaram na equagéo 10.

AG’ = (GB(Ty) - GB(T)) Equagéo 01
AP (T1) = AHf (T1) + AHf (H") - AH[ (cation) Equacéo 02
AH; (T1) = AP (T1) - AH; (H") + AH/ (cation) Equagéo 03
AP (T,) = AH[ (T,) + AHf (H") - AH/ (cation) Equagéo 04
AH; (T2) = AP (T2) - AH; (H") + AH; (cétion) Equacdo 05
1,3643pKt = AG’ Equagéo 06
AG’ = AH/ (T1) - TAS(T1) - AH (T2) + TAS (T2) Equagéo 07
AG’ = (PA (T1) — PA (T2)) = [TAS (T1) - TAS (T2)] Equacéo 08
1,3643pK+t = (PA (T1) - PA (T2)) Equacdo 09
1,3643pKt = AH{ (T1) - AH/ (T2) Equagéo 10
Kr=[Ti)/ [T2] =x/1-x Equacéo 11

AG’ = Diferenca da energia de Gibbs no final menos inicial no estado padrao
AS = Diferenga da energia entrépica final menos a energia entrdpica inicial

GB = basicidade da espécie no estado gasoso AP = afinidade protonica
T = Temperatura T, = Tautdmero 1
T, = Tautdmero 2 x = fragdo molar de um tautdmero

As formas estruturais das cicloamidinas eram expressas na maior parte dos
trabalhos em sua forma aminica (116). Através da sintese dos andlogos da clonidina,
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118 e 119, observou-se que o sistema Ar-N=C-N- do composto 119 blindava mais 0s
atomos de carbono da posicao ipso e para, do que o sistema Ar-N-C=N- do composto
118. Entéo, a partir desses estudos as estruturas passaram a ser representadas pela pelo
tautdmero 117 (figura 09) (JACKMAN e JEN, 1975).

N deslocamento observado
~/ ¢ 5 122,8

/N
H
Cl
5128,3
deslocamento observa
HsC—-N Cl
I
N §1222
\j
128 5 ppm cl
5136,1 56128,3
119

118

Figura 09. Exemplos de cicloamidinas com a atribuigdo dos deslocamentos
quimicos (JACKMAN e JEN, 1975).

A partir da década de 90 em diante, pelo menos para sistemas mais complexos, a
espectrometria de IV (KOMBER et al, 1997) tornou-se menos utilizada na
caracterizacdo estrutural dos tautoméros amidinicos para dar lugar 8 RMN *H, **C e
>N, seja em solugdo ou estado sélido, como foi no caso da ciclo-tris-piridilformamidina
(121) (KOMBER et al., 2002) e perimidinas (120) (YAVARI et al., 2002).
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120
H_ X |
N N N
N
=
N HN
121
=~ N N~
|
R A I}IAN N
H

\\_
=T

N/

—2Z

Figura 10. Compostos amidinicos 120 e 121 que apresentam tautomerismo (YAVARI
et al., 2002; KOMBER et al., 2002).

1.1.6 Isomerismo geométrico

O processo de isomerizagdo para as olefinas sem a presenca de catalisadores
requer uma alta energia, pois esta é necessaria para romper o empareamento dos orbitais
p na ligacdo 7, necessitando de temperaturas que iniciam em 200 "C podendo chegar até
mais de 470 'C (CURTIN et al., 1966).

W
Jiy
Rotagéo R ’?I_H
C-N ’//4 R
R
o/

Z-anti

N—R'

I
Z-synH

Isomerismo
C=N

—_—
<

—_—
<

Isomerismo
C=N

R
AN
L2
R)kN—H
I Rotagdo
R C-N
E-anti \ "
R
AN
N O
A
E-synH

Figura 11. Exemplos de isomerismo geométrico para amidinas (COLES, 2006).

Mas, esse processo de isomerizacdo ndo ocorre da mesma forma para as iminas,
oximas de éteres, haloiminas, e amidinas (JACKMAN e JEAN, 1975), pois o
mecanismo de inversdo isomérica, podendo ser chamado de “mecanismo de rotagdo
intensa”, envolve a rotacdo da metade da molécula com a respectiva outra metade, num
eixo através da ligagdo dupla e do atomo de nitrogénio necessitando de pouca energia

(CURTIN et al., 1966).

101



A figura 12 mostra exemplos de amidinas que apresentam isomerismo
geométrico. Assim como na analise de tautdmeros, a espectrometria de RMN de v, Bc
e N vem sendo usada como 6tima ferramenta para elucidagéo de isbmeros geométricos
(KRAFT et al., 2002), e em particular as técnicas para detectar NOE (AVALOS et al.,

1996).

ACOH2C ACOH2C
o
AcO AcO
N N N CH
AcO X AcO N 3
ad 1Y CeH, == ad 1Y
H H o N
CHs Nch,
\_/ CHg3
8-11%

122
Figura 12. Exemplos de isomerismo geométrico para amidinas (AVALOS et al., 1996).

1.1.7 Quimica da coordenacao

Devido a constante demanda por novos sistemas de ligantes que possam ativar
0s centros metalicos, existe um esfor¢o continuo para sintetizar compostos cada vez
mais elaborados para o uso neste contexto. As amidinas cada vez mais tem ganhado
destaque neste cenario, e diversos complexos com diferentes metais surgem a cada ano,

alguns exemplos sdo mostrados na figura 13 (COLES, 2006)

Ar ’,Ar
H / N
>/N\ H~ H
Ar=N & cl \{\l'/
re= \
H Ar N s A H Ar
Ar Mrf ‘\ AN Mn
/ N\ \N/ } \Cl‘/‘\‘/ \N_Ar N
Are=N H g ¢ H A—N’  H O
g \ AN H
Cl H H N Ag—O—S—CF
M — g 3
Al Y N AI/ _ i VAR
N Cl ! 124 Ar = fenil Ar—N H O
LA : "y
g \
H '\ll Ar
123 Ar 125
T Ar = fenil
M = Fe, Co, Ni \ /
Ar = p-toluil R ’,Ar
A ﬁr N
Ar, Ar Ar /k Ar r H— Ar
N/ \N ~ SN” Y N\ ; h/
2B | [ H N
Ar=N !;' H Ar—N\ /“f’c\l\ / s
\CO"'CI Ar\N/Cu\\. V/CU\ N,Ar
A S R =HouAr | C I
N C::I I'/k H H\ /l\
/L A A N~ N™ SAr
N/ Ligagdes em azul = ligagBes covalentes coordenadas l l
Ar Ligagdes em vermelho = ligagdes de hidrogénio Ar Al
1 127
126 Ar
Ar = fenil

Ar = fenil
Figura 13. Exemplos de alguns complexos utilizando como ligantes as amidinas
(COLES, 2006)
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1.2 Meétodos de sintese das amidinas

Devido a crescente importancia das amidinas, o nimero de métodos de sintese
tem aumentando consideravelmente (YET, 2000), sendo que os principais substratos
utilizados sao nitrilas e amidas, sendo também usados em alguns casos, ésteres, acidos
carboxilicos e isonitrilas (SANTOS et al., 2006). As estratégias convencionais para a
sintese das mesmas serdo apresentadas a seguir.

1.2.1 Sintese de amidinas a partir de nitrilas

1.2.1.1 Reacdo de Pinner

A reacdo classica de Pinner, descoberta por Klein Pinner em 1800, é
provavelmente o método mais comum de transformacéo de nitrilas a amidinas (YET,
2000). Nitrilas (130) séo levadas a intermediarios de sais de ésteres imidicos (131) sob
condic@es anidras, que reagem com aminas in situ, ou depois de isolados, levando as
amidinas (132) correspondentes, figura 14.

+ NH
EtOH NHCT R,R,NH |
R-CN > J\ >  R7ONRR
HCI R OEt 2R1
130 132
131

R = alquila, arila; Ry, R, = metila
Figura 14. Reagé&o de Pinner (YET, 2000).

1.2.1.2 Reacdo de aminas com nitrilas em presenca de AICl;

Nesta metodologia os melhores rendimentos para a preparagéo de amidinas
foram obtidos usando 50% de excesso de anilina (135) e cloreto de aluminio em relacéo
a concentragdo de o-aminobenzonitrila (134). Os rendimentos dependeram da
substituicdo do anel benzénico das aminas de partida. Substituintes fortemente
retiradores de elétrons baixaram o rendimento ou evitaram a formacdo de amidinas
(136), devido a consequentemente baixa nucleofilicidade de grupo amino (figura 15)
(SZCZEPANKICWIEZ et al., 2000).

R
NH, + HZNO AL, @
180°- 200°C
CN 134
133

R = p-CI; p-Br; m-Cl; m-Br

Figura 15. Reag&o de aminas com nitrilas em presenca de AICls
(SZCZEPANKICWIEZ et al., 2000).
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1.2.1.3 Reagdo de Garipati

Garipati registrou que alquil e arilnitrilas eram eficientemente convertidas a
amidinas em uma Unica etapa de reagdo com amideto de metil-cloro-aluminio, como
mostra a figura 16. O reagente de aluminio, originalmente desenvolvido por Weneib
(MQOSS et al., 1995), foi convencionalmente preparado a partir da adigdo de NH4Cl ao
triametilaluminio obtido comercialmente. O complexo formado, posteriormente, foi
hidrolisado na presenga de gel de silica, mostrando rendimento razoavel por volta de

70%.

Al(CMe
. NH
RN MeAICHNRR, JN\ H,0 |
tolueno - 80°C R NR{R, R NR;R,
136
137 138

R =alquila; arila; Ry, R, = H, metila
Figura 16. Reag&o de Garipati (MOSS et al., 1995)

1.2.1.4 Obtencéo de amidinas a partir de nitrilas e cisteina

Shafin empregou a N-acetilcisteina (139) para transformar nitrilas (140) a
intermediérios tioamidas (141), que reagiram com amdnia dando os sais
correspondentes (142), em bons rendimentos (figura 17) (YET, 2000).

@)
NH

| 0
RCN + HS/\H\OH Metanol J\ |
I I OH

S
HN
139 140 Y 141 HN\(
|

@)
@)

NH3

66-94 %
0
R = arila, alquila, heterociclo | _ KIHZ
HS 0 J\

HN R™ “NHp

Figura 17. Obtencdo das amidinas a partir do emprego de N-acetilcisteina (YET, 2000).

1.2.1.5. Condensagéo de nitrilas a amidinas utilizando Sml,
Recentemente tem sido explorada a utilizagdo de Sml, como catalisador para a

formacéo de ligacdo C-N (Xu et al., 2002). Investigacdes mostraram resultados de bons
a moderados na condensagdo de aminas com nitrilas para preparagéo de amidinas N,N’-
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dissubstituidas. Porém, o excesso de nitrila podera formar triazinas em presenga de Sml,
levando a uma queda do rendimento (Figura 18).

- _NH _NCH,
CH4CN + 2CHsNH, 2, | maec! - HCCT N
143 144 24h NHCH; 145 NHCH,
2CH4CN l CH,CN
Sml,

N _N
\( 146
CH;s

Triazina produto inesperado

Figura 18. Obtencéo de amidinas utilizando Sml, (Xu et al., 2002)

1.2.2 Sintese de amidinas a partir de &cidos béricos, carboxilicos, diaminas e
amidas

1.2.2.1 Sintese a partir de acidos boricos

Um novo método tem sido empregado na sintese de amidinas utilizando
derivados do acido borico (148) e um reagente de guanilacdo (147), permitindo gerar
diversas benzamidinas protegidas (149) em presenca de funcdes do tipo: aldeido, cetona
e éster. Os rendimentos obtidos com a utilizacdo dessa metodologia estdo na faixa de
40-91%, podendo ser facilmente desprotegidas em presenca de TFA e CHyCl, ou
dioxano (figura 19) (KUSTURIN et al., 2002).

SCH;
COBN)§ NBOC
k . B(OH)g CH,Cl/ TFA

SICH3 OCBN SNBOC T,
o Cul t|ofeno 2 carboxilato SiCH HN™ 'NH
1CH3
147 60°- 70°C 1;\/ 150

R =m-NO,, p-OCHg, p-CF3, m-OCHs
Figura 19. Obtenc¢do de amidinas a partir de &cidos bdricos (KUSTURIN et al., 2002).
1.2.2.2 Amidinas a partir de acidos carboxilicos

Kalkimoto mostrou a sintese direta de amidinas a partir de &cidos carboxilicos
(151) e aminas via o intermedidrio 152, usando o éster trimetilsilano polifosforico
(PPSE), gerado in situ, utilizando pentoxido de fésforo e hexametildisiloxano, como
agente de condensacdo (figura 20) (Yet, 2000).

105



O 2 R;NH,, PPSE O NRy
L - I — I
R SOH  CH,Cl, 400°C R > NHR; R” > NHR;
151 152 65 - 8%
R = Alquil ou aril 153
R' = Avil

Figura 20. Obtencdo de amidinas a partir de &cidos carboxilicos (Yet, 2000).
1.2.2.3 Obtencéao de amidinas a partir de diaminas

Amidinas ciclicas opticamente ativas sdo compostos bésicos que podem servir
como auxiliares em analise de misturas enantioméricas por RMN. Wyberg sintetizou
amidinas ciclicas a partir de diaminas com trimetilortoformiato e &cido formico (Yet,
2000).

R
CH(OCHg)3, HCO,H, 100°C
HsC NH, _— HeC /—NH
R=H,ClI haC N/>
HsC NH, 3
154 155

Figura 21. Obtencéo de amidinas a partir de diaminas (Yet, 2000).
1.2.2.4 Sintese de amidinas a partir de amidas

A obtencdo de amidinas a partir de amidas (156) é conhecida desde longa data,
(MENDEEL & HILL, 1954), sendo considerada uma boa metodologia de sintese para
amidinas di-N,N’ e tri-N,N’substituidas. Assim, ainda hoje esse método € utilizado,
principalmente através do uso do intermediério, cloreto de imidoila 157 (FATHALLA
et al., 2001; FALLALHA e PAZDINA, 2002; ECHEVARRIA, et al., 1996). O método
consiste em gerar um intermediario, cloreto de imidoila a partir da amida
correspondente, que posteriormente reage in situ com aminas (figura 22).

|O OH cl NHR;
)\ PCl; )\ RNH,

—_
R” "NHR,<— R)*NR moc’ R SNR, > R)*NRl

156 158
157

R= Rl = R2 = AIqUIl ou Aril

Figura 22. Obtencéo de amidinas a partir de amidas (FATHALLA et al., 2001;
FALLALHA e PAZDINA, 2002 e ECHEVARRIA et al., 1996)
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1.3 Relacdo Quantitativa Entre Estrutura e Atividade Bioldgica (QSAR)

A acdo terapéutica dos farmacos resulta de interacdes com sistemas bioldgicos
e € dependente de fatores relacionados com suas estruturas quimicas e,
consequentemente, com suas propriedades fisico-quimicas. Estes fatores, sejam eles de
carater eletronico, hidrofobico, polar ou estérico, influenciam na interacdo do farmaco
com a biofase e a sua distribuicdo nos compartimentos que compdem o sistema
bioldgico (TAVARES, 2004 e KUBINYI, 1997).

Hansh e Fujita propuseram que a atividade bioldgica apresentada por uma
série de compostos e suas respectivas estruturas quimicas pode ser correlacionada
segundo a equagdo 12 e é chamado de modelo Hansh-Fujita (GAUDIO et al., 2001):

|Og 1/C=a XLipofilico2 + beipofiIico + CXGEletronico + UX Estéreo +€Xpolar + f Equaf;ﬁo 12

C = Resposta biol6gica em concentragdo molar
X = variaveis que representam as propriedades fisico-quimicas e estruturais locais
a-f = coeficientes de ajuste

1.3.1 Alguns descritores fisico-quimicos classicos

Sem duvida alguma a constante sigma o, € um dos descritores eletronicos
mais cléssicos que quantifica a influéncia eletrénica de um dado substituinte ligado ao
anel aromético. Sua magnitude quantifica o efeito eletrdnico e quanto afeta o centro de
reacdo e é definido pela equacédo de Hammett (equacéo 13) (KUBINYI, 1997).

log Kx = po + log Ko Equacéo 13
p*o = log Kx / log Ko

KX = constante do &cido benzoico substituido K, = constante do &cido benzbico substituido
o = constante de cada grupo substituinte *p = 1 para a dissociacdo de acido benzbico
p = coeficiente angular da equacdo de Hammett (constante da reacdo)

Outro descritor importante é a lipofilicidade de uma espécie, que pode ser
determinada pela razéo entre as concentragdes que se estabelecem nas condigdes de
equilibrio de uma substancia entre a fase orgénica e a fase aquosa. Pode ser definido
pela a equacdo 14 (TAVARES, 2004 e KUBINY, 1997) .

P = C[organica] / C[aquosa] Equacéo 14

P = coeficiente de particdo
[Organica] = concentragdo da espécie na fase organcia
[aquosa] = concentragdo da espécie na fase aquosa

A lipofilicidade de cada substituinte também pode ser expressa pela constante
de Hansh, m, que pode ser compreendida como a contribui¢do lipofilica de cada
substituinte ligado também a um anel aromatico, sendo definida pela equagdo 15. A
auséncia da “constante de reagdo”, como a equacdo de Hammett, se deve ao fato que
todos os valores de & referem-se ao sistema n-octanol/agua (KUBINYI, 1997).

7 = log Prx — l0g Pru Equacéo 15
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7 = constante de Hansh
P = coeficiente de particdo da molécula
RX = composto com o substituinte desejado
RH = composto sem substituinte

A polarizabilidade de uma espécie € também considerado um fator
importante, na relacdo entre a estrutura e a atividade biolégica. O uso da refratividade
molar (MR) reflete ndo s6 as interacbes de Van der Waals como também a
polarizabilidade, e pode ser definida pela equagdo 16 (TAVARES, 2004).

MR =[(n*-1)/n*+2)] (MM /d)  Equagdo 16

MR = refratividade molar
n = indice de refragdo
MM = massa molecular do composto
d = densidade do composto

Os parametros estéricos bastante empregados nos estudos de QSAR séo 0s
parametros de STERIMOL de Verloop que envolvem os comprimentos e larguras
relacionados ao substituinte (figura 23) (www.Pharmacylumaryland.edu/courses/ PHA
R531/lect uresold/gs ar.html 25-09-2006).

Substituente
B1
o { Anel
B4 aromatico
B2 B

B5
Ordem de tamanho B1< B2 <B3 <B4

Figura 23. Parametros Sterimol dos substituintes
(www.Pharmacylumaryland.edu/courses/ PHA R531/lect uresold/qgs ar.html 25-09-
2006).

1.3.2 Métodos de escolha dos substituintes

Para se estabelecer uma série de compostos para anélise de QSAR, é preciso
escolher os substituintes de forma adequada. Entre os métodos classicos destaca-se o
Diagrama de Craig. Criag na década de 70, estudando pardmetros dos substituintes
observou que néo existia nenhuma relagéo entre a constante de Hansh e a constante de
Hammett, em outras palavras estas propriedades eram ortogonais entre si, dessa forma
ele estabeleceu um diagrama no qual cada substituinte estaria situado de acordo com
estes dois descritores (figura 24) (CRAIG, 1971 e MARTIN, 1978). A escolha dos
substituintes, portanto, devera incluir grupos presentes nos quatros quadrantes do
gréfico do Craig.
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Figura 24. Gréfico de Craig (CRAIG, 1971 e MARTIN, 1978).

1.3.3 Modelo de QSAR 2D

Apbs o calculo ou determinagdo dos parametros fisico-quimicos torna-se

necessario estabelecer um modelo (normalmente uma equacdo matemaética) entre
atividades bioldgicas e os descritores conforme indicando no esquema da figura 25
(SILVA, 1999).

Descritores estrutural
ou fisico-quimicos

Resposta biol6gica

Modelo
Exemplo (hipotético)
Clsy = 0,860 + 3,54 Valor de Fisher; medida da

Nimero de compostos (Y =0,86x + 3,54) significancia estatistica

.

N=12r=0,94;:5=0,20;: F=20

Desvio padréo

Coeficiente de correlagdo; medida

relativa da qualidade do modelo

Figura 25. A associacdo entre a resposta bioldgica e os descritores na geracao
de modelos
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Apo6s a definicdo do modelo torna-se necessario analisar 0s parametros
estatisticos como por exemplo, N (nimero de pontos), s (desvio padrdo ou erro), R
(correlacdo entre as variaveis R = -1 a 1), R? (coeficiente de explicacdo R =0al)e F
(significancia estatistica) que irdo indicar a validade estatistica do modelo (SILVA,
1999).

A partir dai, podera ser realizada uma metodologia de aplicacdo do modelo de
QSAR 2D ou QSAR classico gerado, conforme ilustrado na figura 26 (GAUDIO e
ZANDONADE, 2001).

Conjunto de dados B Laboratorio

)
59

Selecéo de variaveis Eliminar a equagdo Modelo aceitavel

L g
. wl
Compor equagdes de \_ Estatisticamente w4 [ Faz previsdes fora da
QSAR i significativa? série?

Figura 26. Metodologia aplicada ao modelo QSAR cléssico modificado (GAUDIO e
ZANDONADE, 2001)
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2 OBJETIVOS

1. Sintetizar os derivados da classe N-(Ri1,Ro-fenil)-N’-fenil-4-metoxi-benzamidina
165a-p, sendo a escolha dos substituintes baseada no diagrama de Craig tendo como
protétipo o composto 17:

NH
N
N
CHj3 CHj3

Protétipo (17)

1652 R;=H;R;=Cl 165i R; =H; R; = NO;
165b Ry;=H;R,=ClI 165j R; =H; R, =NO,
165c R,=H;R;=F 165k R,=H; R;=OH
165d Ry;=H;R,=F 1651 R;=H; R,=0OH
165¢  R;=H; R1=Br 165m R, =H; Ry =CHjs
165f Ry=H;R,=Br 165n R; =H; R, =CH;
1659 R,=H; R; =0CH; 1650 R, =; Ry = SO,NH,
165h  R;=H; R, =0OCHjs 165p R; =Cl; R;=NO;

2. Caracterizar por métodos espectroscopicos de 1V, RMN de 'H, *C e CG-MS os
compostos 165a-p sintetizados

3. Avaliar a acdo leishmanicida dos derivados sintetizados, no Laboratério de
Bioquimica de Tripanomassomatideos — FIOCRUZ.

4. Encontrar um modelo de QSAR 2D que relacione a atividade bioldgica e 0s
descritores moleculares calculados e /ou tabelados na literatura para 0s compostos
165a-p.

5. Sintetizar os seguintes derivados variando a posi¢do da metoxila nos anéis aroméaticos
ou do grupo metilenodioxi mantendo a estrutura béasica do prétipo 17:
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N N :

OCHgs i ~OCH:

/é 165q /(25 165r 165 '
H3CO H,CO

0
o
i ! i
N o No N Nx N\©\
: :0 : ~OCH; 0
165t 165u 165v
H3CO HCO

OCHs H3CO HyCO

6. Caracterizar por métodos espectroscépicos de 1V, RMN de 'H, **C e CG-MS os
derivados 1650-v.

7. Avaliar a acdo leishmanicida dos derivados sintetizados (165g-v) no Laboratorio de
Bioquimica de Tripanomassomatideos - FIOCRUZ
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 Sintese

Foram sintetizadas 22 amidinas, sendo que 20 delas pela primeira vez descritas
na literatura, e os derivados 165g e 165v relatados por Raczysnka (1985) e Mendel
(1949), respectivamente. A escolha da natureza dos substituintes para as N-(Ri,Rz-
fenil)-N’-fenil-4-metoxi-benzamidinas (165a-p) foi baseada no Grafico de Craig.
Quanto as substancias 165q-v foram inseridos um ou dois grupos metoxilas ou o grupo,
metilenodioxi, em diferentes posi¢cfes nos anéis aromaticos, haja visto que o grupo
metoxila presente nesta classe vem apresentando resultados promissores segundo
Rodrigues-Santos (2008).

3.1.1 Retroanalise para a obtencéo das amidinas

A retroandlise utilizada envolveu 6 etapas, figura 27.

O Q:
NH R NH Ru
2
o= * X
N R, N R,
165 164
R R
Rs

ol

.
Ol /O F /©/ | I
N SN
R : '
162 <: R 163 R;
Rs

~ 1 _ _

OI NH;
cl
160
R 161a
R3

Figura 27: Retroandlise da sintese das amidinas

A seguir serdo detalhadas as preparagdes dos intermediarios, anilidas, e das
correspondentes amidinas.
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3.1.2 Sintese dos &cido piperbnico (159a)

I(MnO4/FbO 0
0
7wc OH
L\ L\ 159a

O
50 %
Figura 28. Sintese do &cido piperdnico (159a)

O é&cido piperdnico (159a) foi sintetizado a partir do piperonal (98), utilizando
uma solucdo aquosa de permanganato de potéssio atuando como agente oxidante
(figura 28). A mistura reacional permaneceu sob agitagdo por volta de 3 horas a 70°C
onde pdde-se observar a mudanca de cor de violacea a marrom, oriunda da forma
reduzida do permanganato, a reacdo forneceu um rendimento moderado de 50%. Os
demais &cidos carboxilicos, o acido p-anisico, &cido m-anisico e o acido 3-4-dimetoxi-
benzoico foram obtidos comercialmente da empresa Sigma-Aldrich.

3.1.3 Sintese dos cloretos de acila (160a-d)

o 4 S0Cl, O
0 refluxo 0
L OH 4h L Cl
o b o’ 160a (90%)
O 4 SOCl, o)
R refluxo R
OH 4h Cl
R3 Ry
159b R =OCHs; R;=H 160b R = OCHs; R3 = H (93%)
159¢ R =H; R;=0CHj, 160c R =H; Ry = OCHj; (96%)
159d R = OCH3, R3 = OCH3 160d R= OCH3, R3 = OCH3 (95%)

Figura 29. Sintese dos cloretos de acila (160a-d)

A mistura de acidos benzdicos (159a-d) juntamente com cloreto de tionila (4
vezes em excesso molar) forneceu os correspondentes cloretos de acila (160a-d), apos 4
horas de refluxo em rendimentos brutos de 90 a 96 %. Apos a extracdo do excesso de
cloreto de tionila através de destilacdo sob pressdo reduzida, foi possivel observar o
cheiro caracteristico de améndoas oriundo da formacdo dos cloretos de acila. Os
cloretos de acila foram utilizados imediatamente apds sua sintese para a preparagdo das
anilidas (amidas) sem purificagao.
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3.1.4 Sintese dos anilidas (162a-d)

O  160a

16l1a
o}
Cl
R3 161a

160b R = OCHg, R;=H
160c R=H; R3= OCHg
160d R= OCHg, R; = OCH3

0
10 % (p/v) NaOH/ H,0 o/@_{
> N
45 minutos LO ||_|4<;>

162a ( 87%)
10 % (pA) NaOH/ H,0 Y
R
45 minutos ’T“@
R Y

162b R =OCHs; R = H (90 %)
162¢ R = H; Rs = OCHs (90%)

Figura 30. Sintese das anilidas (162a-d)

A metodologia utilizada na obtencao das anilidas foi a tradicional, ou seja, a
partir dos cloretos de &cido (160a-d) correspondentes e a anilina (161a) em presenca de
uma solucéo de aquosa de 10% (p/v) de NaOH (figura 30).

As anilidas 162a-d foram obtidas em altos rendimentos (85-90%), como mostra
a figura 30 e recristalizadas em metanol. Os produtos apresentaram-se como cristais em
forma de escamas e caracterizados devidamente por ponto de fusio, RMN de 'H e

Infravermelho.
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3.1.5 Sintese de amidinas 165a-v

o| @ cl HoN R
N _PCk | SN * \@
| tolueno R;
R H
162a-d
R3 o

refiuxo R 161a-pe 161t
8h 163
R3 o tolueno
refluxo
4h

Ri 1) 10 % (ph) cr
NaHCO3/H,0: 4h

+ R
NH < NH, '
~ Rz 2) Extragdo com CHCly -
N N R

R R 164a-v
R3 Rs
165a R =OCH;; R;=Cl; R;Rs=H 1651 R =OCHs; R, = OH; R;Ry=H
1650 R =O0CHy R, =Cl; R;R;=H 165m R =OCH;; R; = CHy; RyRy=H
165c R=0CH;; R;=F; RxR3=H 165n R =O0CHs;; R, =CHs; Ri.R3=H
165d R =0CH;; R, =F; Ri:R3=H 1650 R =O0CHs; R; = SO,NH,; R).R3=H
165e R =0OCHs;; R; =Br; R R3=H 165p R =O0CH3R;=Cl; R;=NO,; Rg=H
165f R =O0CHs; R, =Br; Ri.Rs=H 165q Rs;=OCHs; R.Ry.R,=H
1659 R = OCHs;; R; = OCH3; R R3=H 165r R3=0CHs;; R;=0CH3 R.R, =H
165h R =OCHgs; R, = OCHg; Ri:R3=H 165s R =Rj3;=metilenodioxi; R; = OCH3; R,=H
165i R = OCHs; R; = NOy; Rx:R3=H 165t R =O0CHjs; R1 =R, metilenodioxi; R3=H
165 R =O0CHsz; R, =NOy; RiR;=H 1650 R =R;=O0OCHs Ri.R,=H
165k R =O0CH;; R; =0OH; R, R3=H 165v R =R3=0CH;; R;=0CHz; R, =H

Figura 31: Sintese das amidinas 165a-v

O método de sintese das amidinas 165a-v consistiu, inicialmente, na obtencao,
in situ, dos intermediérios cloretos de imidoila (163) que foram gerados a partir das
anilida correspondente com leve excesso de PCls, utilizando tolueno seco como solvente
em refluxo por 8 horas em atmosfera inerte de N,. Logo ap6s, no meio reacional
contendo o cloreto de imidoila foi adicionado uma solucéo da anilina (165a-p e 165t)
correspondente em tolueno seco, sendo refluxado por mais 4 horas (figura 31).

E interessante destacar que apos 40 minutos da adicdo da anilina sobre a mistura
reacional contendo o cloreto de imidoila pré formado, observou-se o inicio da
precipitacdo do produto em forma de sal.

A purificagdo foi realizada através de lavagens sucessivas em acetona, devido a
grande insolubilidade desses sais nesse solvente. Assim, as benzamidinas na forma de
sais, apresentaram-se como pds amorfos de cor branca.
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As correspondentes benzamidinas em sua formas neutras foram obtidas pela
desprotonagdo, realizada em presenca de uma solucdo de NaHCO; (10% p/v) em
agitacéo por volta de 4 horas, seguida de uma extracdo por CH,Cl,. Ap6s a evaporacdo
do CH,Cl, sob pressdo reduzida em um evaporador rotatorio, foram obtidas as
benzamidinas neutras em forma de p6 fornecendo bons rendimentos na faixa de 50 a 89
% (tabela 01). Esses rendimentos foram melhores que os obtidos por Mendel (1954) (6
a 70%) e proximos aos de Kilkiomoto (YET, 2000) (65 a 88%). Posteriormente foram
caracterizadas por técnicas espectroscopicas de IV, RMN de 'H, *C e CG-MS.

Tabela 01. Rendimentos das amidinas 165a-v.

Composto Rendimento (%) Composto Rendimento (%)
165a 55 1651 75
165b 67 165m 60
165¢ 89 165n 86
165d 85 1650 60
165e 65 165p 50
165f 89 165q 65
165g 65 165r 70
165h 55 165s 80
165i 60 165t 50
165j 76 165u 70
165k 80 165v 60

3.2 Caracterizagdo Espectrométrica
3.2.1 Caracterizagdo espectrométrica das anilidas (162a-d)

A caracterizagdo das anilidas foi feita atraveés da analise dos espectros de
infravermelho, RMN de *H e pontos de fuséo.

3.2.1.1 Anélise de infravermelho das anilidas (162a-d)
Os espectros na regido do infravermelho para as anilidas mostraram absorgoes
caracteristicas dos grupamentos amida na faixa de 1648 a 1655 cm™, em fungéo do

efeito eletronico exercido pelo grupo metoxila sobre a natureza da ligacdo amidica. As
demais absorgdes ocorreram de acordo com os valores esperados, tabela 02.
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Tabela 02. Valores de absorcéo (cm™) de IV das anilidas (162a-d).

Deformagoes Compostos
162a 162b 162c 162d
v N-H 3336 3336 3317 3270
Vas C-H (CH3) - 2953 2934 2962
Vas C-H (CH3) - 2838 2835 2836
v C=0 1650 1655 1649 1648
v C=C* 1596 1599 1593 1596
v C-N 1533 1527 1517 1538
ds (CHs) - 1322 1322 1338
Vas 0-C-O 1261 1246 1246 1270
vs 0-C-O 1043 1026 1035 1022

*vibracéo do esqueleto aromético. OBS. Os dados desta tabela foram retirados dos anexos 125-126, respectivamente do

volume II.

3.2.1.2 Anéalise de RMN de 'H das anilidas (162a-d)

Os espectros de RMN de *H permitiram caracterizar os hidrogénios ligados
aos carbonos do anel aromatico de todas as anilidas, onde pdde ser verificado um maior
deslocamento quimico para os hidrogénios H-9 e H-11 por estarem em posicdo meta ao
nitrogénio. Para o composto 162b os deslocamentos quimicos dos H-2 e H-6 foram
observados em campo baixo devido o efeito causado pela carbonila, as demais
atribuicbes foram realizadas com base nas constantes de acoplamento e valores de
integracOes dos sinais (tabela 03).
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Tabela 03. Dados espectroscopicos de RMN de *H (200 MHz) dos compostos 162a-d

8 H (quantidade de hidrogénio, multiplicidade, constante de acoplamento (J))

H Compostos
162a 162b 162c 162d
2 7,06 (2H; t; 8 Hz) 7,66 (2H; d; 8Hz) 7,12 (2H; m; 2; 10 Hz) 7,07 (2H; m; 8 Hz)
3 - 6,91 (2H; d; 8 Hz) - -
4 - - 7,12 (2H; m; 2; 10 Hz) -
5 7,06(2H; t; 8 Hz) 6,91 (2H; d; 8 Hz) 7,49 (3H; m; 6; 4 Hz) 7,07 (2H; m; 8 Hz)
6 7,52 (2H; m; 8 Hz) 7,66 (2H; d; 8 Hz) 7,49 (3H; m; 6; 4 Hz) 7,62 (1H; dd; 8 Hz)
8 7,33 (2H; m; 8, 10 Hz) 7,51 (3H; t; 6 Hz) 7,33 (2H; d; 8 Hz) 7,34 (2H; t; 8 Hz)
9 7,74 (2H; d; 8 Hz) 7,93 (2H; d; 6 Hz) 7,77 (2H; d; 10 Hz) 7,75 (2H; d; 10 Hz)
10 7,52 (2H; m; 8 Hz) 7,51 (3H; t; 6 Hz) 7,49 (3H; m; 6; 4 Hz) 7,53 (1H; d; 2 Hz)
11 7,74 (2H; d; 8 Hz) 7,93 (2H; d; 6 Hz) 7,77 (2H; d; 10 Hz) 7,75 (2H; d; 10 Hz)
12 7,33 (2H; m; 8, 10 Hz) 7,51 (3H; t; 6 Hz) 7,33 (2H; d; 8 Hz) 7,34 (2H; t; 8 Hz)
13 6,12 (2H; s) - - -
N-H 10,04 10,13 10,21 10,07
OCHs4 - 3,72 (3H; s) 3,83 (3H; s) 3,84 (6H; s)

OBS. Os dados desta tabela foram retirados dos anexos 77-80, respectivamente do volume I1.
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3.2.2 Caracterizagdo espectrométrica das amidinas 165a-v
3.2.2.1 Anélise de infravermelho dos compostos 165a-v

As analises dos espectros de infravermelho foram bastante informativas, devido
ao desaparecimento da banda C=0O por volta de 1650 cm?, oriunda das anilidas e, o
aparecimento da banda C=N em torno de 1632 cm™, caracteristica do grupamento
amidinico (tabela 04).

Tabela 04. Valores de absorgdo de IV (cm™) dos compostos 165a-v).

Deformagoes
Composto v N-H Vas C-H Vas C-H v C=N v C=C* v C-N 85 (CHa) vas O-C-O vs O-C-0
(CH3) (CHs)
165a 3214 2963 2839 1620 1591 1534 1340 1252 1030
165b 3422 - 2841% - 1586 1512 1327 1257 1025
165c¢ 3300 2932 2843 1627 1596 1535 1335 1254 1031
165d 3329 2960 2839 1628 1597 1531 1336 1251 1031
165e 3210 2963 2838 1618 1591 1534 1341 1251 1030
165f 3398 2958 2834 1629 1608 1510 1324 1251 1027
1659 3334 2950 2833 1626 1592 1533 1331 1244 1030
165h 3384 2932 2842 - 1603 - - 1266 1023
165i 3375 2930 2838 1625 1582 1527 1322 1251 1028
165j 3410 2923 2850 - 1602 1527 1349 1260 1031
165k 3202 2923 2852 1626 1605 1536 1361 1236 1028
165l 3118 2918 - - 1604 1536 1347 1266 1025
165m 3290 2926 2857 1624 1591 1535 1336 1250 1031
165n 3391 - 2851 - 1603 1547 1334 1263 1024
165° 3199 2913 - - 1602 1552 1337 1262 1014
165p 3418 2920 2849 - 1603 1537 1336 1265 1026
165q 3349 - 2839 1625 1590 1528 1325 1269 1022
165r 3349 2948 2834 1634 1593 1541 1335 1240 1034
165s 3349 2964 2840 1633 1592 1533 1348 1245 1037
165t 3390 2954 2852 - 1606 1508 1336 1249 1033
165u 3353 2966 2834 1645 1591 1535 1332 1243 1024
165v 3359 2964 2834 1629 1591 1533 1338 1243 1022

OBS. Os dados desta tabela foram retirados dos anexos 127-137, respectivamente do volume I1.
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3.2.2.2 Analise de RMN de *H das amidinas 165a-v

As sugestdes de atribui¢Bes dos deslocamentos quimicos dos hidrogénios das
N,N’-difenil-benzamidinas foram realizadas em fungéo das constantes de acoplamento
(J), efeitos mesoméricos e as quantidades de hidrogénio obtidas pelas integracdes dos
sinais. Porém, vale ressaltar que em funcdo da similaridade das constantes de
acoplamentos dos hidrogénios aromaéticos, os efeitos mesoméricos foram considerados
mais importantes para os assinalamentos (tabela 05 e 05°).

Da mesma forma que nas 4-aril-3,4-diidrocumarinas (capitulo 2), as atribuicéo
dos deslocamentos quimicos também levou em conta os efeitos mesoméricos oriundos
das hidroxilas e metoxilas aos hidrogénios orto. Pode-se observar que as absorcdes
desses hidrogénios deslocaram-se para campo alto em relagdo aos demais hidrogénios

aromaticos (figura 32).
NH /@\
NS
N OH
/O);SI l

Hidrogénios protegidos
devido ao efeito mesomérico

CH30

Figura 32. Indicacdo dos hidrogénios mais protegidos devido ao efeito
mesomérico do grupo metoxila e hidroxila.
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Tabela 05. Dados espectroscopicos de RMN de *H (200 MHz) dos compostos 165a-j

8 H (quantidade de hidrogénio, multiplicidade, constante de acoplamento (J))

H 165a 165b 165¢c 165d 165e 165f 1659 165h 165i 165j 165k
, 786(1H; 766 (1H; 780 (H;, 787 (IH; 784(lH; 775(1H; 776 (IH 775(1H; 7.75(1H; 7.82(1H; 7,66 (LH;
dd;8Hz) dd;6Hz) m; 8 Hz) m; 6Hz) d; 8 Hz) t; 8 Hz) sl) t; 8Hz) d; 8 Hz) d; 8 Hz) d; 2 Hz)

6,57 (IH; 6,87 (IH; 657 (2H; 6,83 (1H;, 6,54 (I1H; 6,57 (IH; 656 (IH; 6,77 (IH; 6,63 (1H; 6,90 (1H; 7,10 (IH;

3 d; 8 Hz) m;10 Hz) d; 8 Hz) d; 8 Hz) t; 8 Hz) t; 8 Hz) t; 10 Hz) d; 8 Hz) d; 8 Hz) m; 8 Hz) m; 6 Hz)
5 657(1H; 687 (1H; 657(H; 683(1H; 654(1H; 6,57(1H; 656 (1H; 6,77 (1H; 6,73 (1H; 6,90 (1H; 7,10 (LH;
d; 8 Hz) m;10 Hz) d; 8 Hz) d; 8 Hz) t; 8 Hz) t; 8 Hz) t; 10 Hz) d; 8 Hz) d; 8 Hz) m; 8 Hz) m; 6 Hz)
¢ [86(IH; 766 (1H; 780 (H; 787 (IH; 784(lH; 775(1H; 7.76(1H 775(1H; 795(H; 7,60 (1H; 7,66 (LH;
dd; 8Hz) dd;6Hz) m;8Hz) m; 6Hz) d; 8 Hz) t; 8 Hz) sl) t; 8 Hz) d; 8 Hz) d; 8 Hz) d; 2 Hz)
g 10T(IH; 682(1H 707(H;, 639(IH; 688 (lH; 676 (1H; 684 (1H; 677 (1H; 728(1H; 663(1H; 710 (LH;
d; 10Hz) m; 4 Hz)  d; 10 Hz) d; 8 Hz) d; 8 Hz) d; 10Hz) d; 8 Hz) d; 8 Hz) m; 4 Hz) d; 8 Hz) m; 6 Hz)
g 122(H; . 7,22 (4H; . 7,22 (1H; . 6,84 (1H; . 8,19 (1H; . 6,80 (1H;
m; 8 Hz) d; 8 Hz) m; 8 Hz) d; 8 Hz) d; 8 Hz) d; 8 Hz)
10 7,24 (1H; . 6,59 (1H; . 7,24 (1H; . 7,28 (1H; . 7,27 (1H; 7,10 (1H;
m; 6 Hz) d; 8 Hz) m; 6 Hz) m, 10Hz) m; 8 Hz) m; 6 Hz)
1y T22(H; 724(IH; 722(4H; T754(1H; T743(IH; 7.24(1H; 684 (IH; 7.28(1H; 807 (IH; 7,27 (1H; 6,80 (1H;
m; 8 Hz) m; 6 Hz) d; 8 Hz) d; 8 Hz) d; 8 Hz) m; 6 Hz) d; 8 Hz) m, 10Hz) d; 8 Hz) m; 8 Hz) d; 8 Hz)
1, 7O7T(H; 703(1H; 707(H; 7.25(1H; 688 (1H; 689 (IH; 684(1H; 7.28(1H; 728(IH; 7,03(IH; 7,10 (1H;
d; 10Hz) m; 6 Hz) d; 10Hz) dd; 6 Hz) d; 8 Hz) m; 8 Hz) d; 8 Hz) m, 10Hz) m; 4 Hz) m; 8 Hz) m; 6 Hz)
14 689(IH; 703(1H; 683 (3H; 7,06(1H; 705(1H; 689 (IH; 705(1H; 7.28(1H; 690 (IH; 7,03(LH; 7,10 (IH;
d; 6Hz) m; 6 Hz) m; 8 Hz) m; 6 Hz) d; 8 Hz) m; 8 Hz) d; 8 Hz) m, 10Hz) d; 8 Hz) m; 8 Hz) m; 6 Hz)
15 722(IH; 724(1H; 722(4H; 7.25(1H; 722(1H; 724(IH; 720(1H; 7.28(1H; 728 (IH; 7.27(IH; 7,10 (IH;
m; 8 Hz) m; 6 Hz) d; 8 Hz) dd; 6 Hz) m; 8 Hz) m; 6 Hz) d; 8 Hz) m, 10Hz) m; 4 Hz) m; 8 Hz) m; 6 Hz)
16 689(IH; 687(1H; 683(3H; 683 (H 722(1H; 676(IH; 684(1H; 7.28(1H; 7,05 (IH; 6,90 (1H; 7,10 (1H;
d; 6Hz) m;10 Hz) m; 8 Hz) d; 8 Hz) m; 8 Hz) d; 10Hz) d; 8 Hz) m, 10Hz) m; 8 Hz) m; 8 Hz) m; 6 Hz)
17 689(H; 724(1H; 722(4H; 7.25(1H; 722(1H; 724(1H; 720(1H; 7.28(1H; 728 (IH; 7.27(IH; 7,10 (1K;
d; 6Hz) m; 6 Hz) d; 8 Hz) dd; 6 Hz) m; 8 Hz) m; 6 Hz) d; 8 Hz) m, 10Hz) m; 4 Hz) m; 8 Hz) m; 6 Hz)
1g 689(H; 703(1H; 683(3H; 7,06(1H; 705(1H; 689 (IH; 705(1H; 7.28(1H; 690 (IH; 7,03(IH; 7,10 (IH;
d; 6Hz) m; 6 Hz) m; 8 Hz) m; 6 Hz) d; 8 Hz) m; 8 Hz) d; 8 Hz) m, 10Hz) d; 8 Hz) m; 8 Hz) m; 6 Hz)
3,72(3H; 3,72(3H; 3,72(3H; 3,72(3H; 3,73 (3H; 3,73(3H; 3,71 (3H; 3,78/3,71 3,73 (3H; 3,72(3H; 3,83 (3H;
19
s) s) s) s) s) s) s) (3H; 5) s) s) s)
20 3,71 (3H;
s)

OBS. Os dados desta tabela foram retirados dos anexos 81-90, respectivamente do volume 1.
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CH,0" 4

19

1651

Tabela 05’. Dados espectroscpicos de RMN de *H (200 MHz) dos compostos 165I-v.

8 H (quantidade de hidrogénio, multiplicidade, constante de acoplamento (J))

1651 165m 165n 1650 165p* 165q 165r 165s 165t 165u 165v
2 734(1H; 7,77(1H; 7.,83(1H; 7,77 (1H; 8,0(1H; 6,61 (1H; 6,58 (1H; 6,57 (1H; 7,33 (1H; 6,60 (1H; 6,57 (1H;
dd;8Hz) dd;8Hz) d;12Hz) d;12Hz) d;6Hz) sl; 8Hz) m; 4Hz) sl) d; 8 Hz) sl) t; 8Hz)
3 688(1H; 6,65(H; 6,56 (1H; 6,69 (1H; 6,86 (1H; 6,65 (1H;
m;8Hz) d;6Hz) d;6Hz) d;10Hz) d;6Hz) ) ) ) d; 8 Hz) ) )
. . . . . - . 6,58 (1H; . . . .
m; 4Hz)
5 688(1H; 6,65(H; 6,56 (1H; 6,69 (1H; 6,86 (1H; 7,88 (1H; 7,77 (1H; 657 (IH; 6,65(1H; 6,60 (1H; 6,87 (1H;
m; 8 Hz) d; 6 Hz) d;6Hz) d;10Hz) d; 6Hz) sl; ) d; 6Hz) sl) d; 8 Hz) sl) sl)
6 734(1H; 7,77(1H; 7.63(1H; 7,77 (1H; 80(lH; 7,88 (1H; 7,87 (1H; 7,5 (1H; 7,33 (1H; 7,25 7,23 (1H;
dd;8Hz) dd;8Hz) d;10Hz) d;12Hz) d;6Hz) sl; ) d; 8 Hz) sl) d; 8 Hz) (1H;sl) d; 6 Hz)
6,35 (1H; 6,85(1H; 6,32 (1H; 7,25(1H; 6,65 (1H; 6,88 (LH; 6,84 (1H; 7,15 (1H; 6,42 (1H; 6,87 (I1H; 6,87 (1H;
8 dd;8Hz) d;12Hz) m;8Hz) m;6Hz) s) t; 8 Hz) m; 8 Hz) sl) sl) sl) sl)
9 7,05 (1H; 7,53 (1H; 721 (1H; 6,84 (1H; 6,82 (1H; 7,07 (IH; 6,57 (1H;
) d; 10 Hz) ) d; 10 Hz) ) dd; 6Hz) m; 8 Hz) t; 8 Hz) ) sl) t; 8Hz)
10 6,88 (1H; 7,00 (1H; 7,06 (1H; 6,87 (1H;
m; 8 Hz) ) m; 8 Hz) ) ) 8 Hz) ) ) ) sl) )
11 747(1H; 7,05(H; 7.22(1H; 753(1H; 7,39(1H; 7,21 (1H; 6,84(1H; 6,82 (1H; 6,78 (1H; 7,07 (1H; 6,57 (1H;
t; 8 Hz) d; 10Hz) m;8Hz) d;10H2) m) dd; 6Hz) m; 8 Hz) t; 8 Hz) d; 10 Hz) sl) t; 8Hz)
12 688 (1H; 6,85(1H; 6,85(H; 7.25(H; 7,39(1H; 6,88 (1H; 6,84 (1H; 7,15 (1H; 6,99 (1H; 6,87 (1H; 6,87 (1H;
m;8Hz) d;12Hz) m;6Hz) m; 6 Hz) m) t; 8 Hz) m; 8 Hz) sl) t; 6 Hz) sl) sl)
14 701(1H; 685(1H; 6,85(1H; 6,88 (1H; 7,39(1H; 6,88 (1H; 7,03(1H; 6,82 (1H; 6,99 (1H; 6,87 (1H; 6,87 (1H;
d;8Hz) d;12Hz) m;6Hz) d;10Hz) m) t; 8 Hz) m; 8Hz) t; 8 Hz) t; 6 Hz) sl) sl)
15 747 (1H; 7.20(1H; 7.22(1H; 7.25(1H; 7,39(1H; 7,21 (1H; 7,20 (1H; 7,78 (1H; 7.18(1H; 7,83 (1H; 7,80 (1H;
t; 8 Hz) d; 8 Hz) m; 8Hz) m; 6 Hz) m) dd; 6Hz) m; 8 Hz) sl) d; 8 Hz) sl) dd; 8 Hz)
16 6,88 (1H; 6,85(1H; 6,85(1H; 7.25(H; 7,09(1H; 7,06 (1H; 6,84 (1H; 6,82 (1H; 6,78 (1H; 6,87 (1H; 7,03 (1H;
m;8Hz) d;12Hz) m;6Hz) m; 6 Hz) m) 8 Hz) m; 8 Hz) t; 8 Hz) d; 10 Hz) sl) d; 6 Hz)
17 747(1H; 720(1H; 7.22(1H; 7.25(H; 7,39(1H; 7,21 (1H; 7,20 (1H; 7,78 (1H; 7.18(1H; 7,83 (1H; 7,80 (1H;
t; 8 Hz) d; 8 Hz) m; 8Hz) m; 6 Hz) m) dd; 6Hz) m; 8 Hz) sl) d; 8 Hz) sl) dd; 8 Hz)
18 701(1H; 685(1H; 6,85(1H; 6,88 (1H; 7,39(1H; 6,88 (1H; 7,03(1H; 6,82 (1H; 6,99 (1H; 6,87 (1H; 6,87 (1H;
d;8Hz) d;12Hz) m;6Hz) d;10Hz) m) t; 8 Hz) m; 8Hz) t; 8 Hz) t; 6 Hz) sl) sl)
19 377(3H; 371(3H; 371(3H; 372(3H; 3,75(3H; 365@3H; 3,70(3H; 599 (2H; 3,78 (3H; 3,71 (3H; 3,72 (3H;
s) s) s) s) s) s) s) s) s) s) s)
20 3,64 (3H; 3,37 (3H; 5,89 (2H; 3,54 3H; 3,63 (3H;
S) s) S) s) s)
3,56 (3H;
21 s)

OBS. Os dados desta tabela foram retirados dos anexos 91-102, respectivamente do volume I1.* Os valores das integragdes
foram estimados
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3.2.2.3 Analise de RMN de **C das amidinas 165a-v

Os assinalamentos dos deslocamentos quimicos de RMN de *3C para as
amidinas foram realizados com base nos efeitos mesoméricos. As tabelas 06 e 06’
mostram 0s valores atribuidos para os deslocamentos quimicos das N,N’-difenil-
benzamidinas.

O carbono do grupamento amidinico (C,) tornou-se menos blindado (6 154,35 -
158,83) quando comparado com o carbono amidico da anilida correspondente por volta
de 5 164,59 (RODRIGUES-SANTOS, 2004). Pode-se observar que para a maioria das
amidinas houve a aparigéo de sinais duplos para alguns carbonos (vide o anexo de RMN
de °C), indicando a presenca das duas formas tautoméricas. As tabelas 06 e 06’
mostram os deslocamentos quimicos de carbono-13 mais abundantes (sinais de maior
intensidade).

Tabela 06. Dados espectroscopicos de RMN de **C (50,3 MHz) dos compostos 165a-k

8C

C 165a  165b  165C 165d  165e 165f 1659 165h 165i 165 165k
o 15813 154,83 15468 15497 15512 154,41 - 15804 156,08 154,62
1 13691 13506 141,40 14127 14082 141,08 12724 13591 - 14088 -

2 13058 131,98 130,56 130,89 131,10 13054 130,57 133,15 130,83 130,79 130,69
3 11346 11457 11340 11255 11339 11346 11362 11535 11370 11362 11504
4 159,73 162,19 159,62 159,89 159,77 159,67 15959 161,72 15991 160,04 130,69
5 11346 11457 11340 11255 11339 11346 11362 11535 11370 11362 11504
6 13058 131,98 130,56 130,89 131,10 13054 13057 133,15 130,83 130,79 130,69
7 14997 15214 15080 153,40 14122 14301 - - 14066 150,16 -

8 12091 121,31 12340 107,85 126,64 11981 121,23 111,05 12263 11548 127,17
9 12836 12803 11506 16462 13059 - 113,62 161,72 12464 14790 113,46
10 - - - 11965 119,86 159,59 11417 - 12004 152,37
11 12836 130,70 11464 129,81 130,59 130,67 11362 130,94 12464 12956 113,46
12 11967 - 120,92 12672 12441 122,13 12123 121,93 12287 11649 127,17
13 152,11 149,38 147,40 15055 15037 150,38 - 13816 14996 15248 -

14 126,65 12290 12228 12229 122,16 121,25 12223 12524 12200 12249 122,20
15 12821 129,62 12835 12854 12836 128,30 12836 130,09 12849 12841 128,41
16 12202 12381 121,97 11547 121,33 12475 12223 12688 - 121,40 120,91
17 12821 129,62 12835 12854 12836 128,30 12836 130,09 12849 12841 128,41
18 12389 12290 12228 12229 12205 121,25 12223 12524 12021 12219 121,23
19 5519 5574 5519 5530 5519 5517 5515 5591 5527 5524 5517
20 - - N - - - 5515 5552 - - -

OBS. Os dados desta tabela foram retirados dos anexos 103-113, respectivamente do volume I1I.
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Tabela 06°. Dados espectroscépicos de RMN de *3C (50,3 MHz) dos compostos 165I-v

8C

C 165l 165m 165n 1650 165p 165q 165r 165s 165t 165u 165v
o 154,59 154,35 154,19 - 154,45 154,34 154,40 155,16 - 154,26 154,29
1 - 139,00 137,29 - 131,45 136,01 136,24 - 135,52 - 134,70
2 131,84 130,49 113,32 132,00 130,79 114,50 114,62 107,92 130,66 112,93 110,87
3 114,37 113,32 113,32 114,62 113,71 158,70 158,74 146,70 113,85 147,80 149,16
4 157,65 159,52 159,57 162,24 160,17 114,75 114,62 147,51 160,90 149,29 147,80
5 114,37 113,32 113,32 114,62 113,71 129,18 129,20 109,44 113,85 110,86 112,93
6 131,84 130,49 113,32 132,00 130,79 - 119,26 128,73 130,66 126,79 127,00
7 - 141,58 141,42 - 147,15 - - - 138,45 - -

8 111,16 119,58 116,87 123,90 115,76 119,60 121,20 123,24 104,07 121,87 121,79
9 154,70* 127,07 - 127,66 - 128,34 113,62 113,58 147,84 128,32 113,54
10 113,19 - 122,57 143,55 140,69 121,17 158,74 - 143,67 119,62 163,69
11 130,14 128,76 128,12 127,66 127,62 128,34 113,62 113,58 108,19 128,32 113,54
12 115,13 119,58 119,14 123,90 120,18 119,60 121,20 123,24 114,84 121,87 120,66
13 151,58 151,03 150,72 151,26 151,37 - - - - - -

14 122,83 122,15 122,91 122,63 122,67 121,86 122,96 123,24 121,68 121,87 122,20
15 129,51 128,28 128,30 129,54 128,41 128,34 128,35 128,33 128,93 128,32 128,28
16 - - 121,60 - 125,79 121,17 119,26 - 123,23 121,06 120,66
17 129,51 128,28 128,30 129,54 128,41 128,34 128,35 128,33 128,93 128,32 128,28
18 122,83 122,15 122,21 122,63 122,67 121,86 122,26 123,24 121,68 121,87 122,69
19 55,69 55,14 55,15 55,76 55,27 55,06 55,09 101,25 55,26 55,44 55,43
20 - 30,68 - - - - 55,07 101,05 55,24 55,25
21 - - - - - - - - - 55,08

OBS. Os dados desta tabela foram retirados dos anexos 114-124, respectivamente do volume I1I.

3.2.2.4 Anédlise dos espectros de massas amidinas 165a-v

excecdo dos compostos 165j e 1650.
A tabela 07 mostra os principais picos registrados nos espectros de massas dos
derivados sintetizados neste trabalho.

Foram obtidos os espectros de CG-MS para as amidinas 165a-v, em suas formas
salinas, sendo que a maioria apresentaram picos correspondentes ao ion molecular, com

Podemos observar que os fragmentos m/z =210 sdo estaveis devido as suas altas
percentagens registrada nos espectros, juntamente com 0s m/z 224, m/z 226 e m/z 240.
Além disso, como era de esperar, todos apresentaram fragmentos correspondentes a
regido aromatica, ganhando destaque o m/z 77 que foi registrado em todos 0s espectros.
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Tabela 07.Principais fragmentos obtidos dos espectros de massas dos derivados 165a-v.

Compostos m/z (%)

165a 337 (100) 301 (2) 210 (92) 92 (3) 77 (6) 51(5)
165b 337 (100) 301 (2) 210 (85) 91 (1) 77 (5) 51(3)
165c 320 (20) 305 (5) 210 (85) 91 (1) 77 (20) 51(9)
165d 320 (20) 304 (1) 210 (68) 91 (2) 77 (20) 51(8)
165e 381 (50) 350 (1) 210 (100) 91 (5) 77 (15) 51(5)
165f 289 (15) 210 (100) 77 (1)

165g 332 (47) 226 (100) 210 (25) 91 (1) 77 (21) 51 (1)
165h 332 (20) 317 (1) 210 (80) 91 (3) 77 (27) 51 (10)
165i 347 (10) 300 (1) 210 (30) 91 (1) 77 (6) 51 (6)
165j 303 (30) 210 (100) 91 (1) 77 (20) 51 (10)
165k 318 (30) 226 (100) 210 (100) 91 (2) 77 (26) 51 (20)
165l 318 (20) 226 (100) 210 (90) 91 (3) 77 (18) 51 (10)
165m 316 (20) 224 (100) 210 (85) 91 (5) 77 (20) 51 (6)
165n 316 (25) 224 (100) 210 (80) 91 (12) 77 (15) 51(8)
1650 301 (13) 210 (100) 91 (1) 77 (18) 51 (10)
165p 381 (15) 289 (100) 210 (37) 91 (1) 77 (13) 51 (6)
165q 303 (100) 287 (1) 210 (55) 77 (5) 51(3)
165r 332 (63) 240 (100) 210 (97) 91 (1) 77 (28) 51 (15)
165s 346 (55) 254 (93) 224 (100) 91 (1) 77 (22) 51 (13)
165t 346 (70) 254 (100) 210 (80) 91 (1) 77 (20) 51 (13)
165u 333 (97) 300 (1) 240 (100) 77 (5) 51(4)
165v 362 (20) 270 (96) 240 (22) 91 (1) 77 (3) 51(3)

OBS. Os dados desta tabela foram retirados dos anexos 138-148, respectivamente do volume I1I.
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As figuras 33 e 34 mostram as propostas de fragmentagdes dos compostos 165h,
165n, 165p e 165t
)
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Figura 33. Proposta de mecanismo de fragmentacdo do composto 165h.
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Figura 34. Propostas de mecanismos de fragmentagdes dos compostos 165n, 165p e
165t

As técnicas espectromeétricas utilizadas, permitiram a caracterizacdo das

amidinas juntamente com a verificacdo de sua pureza através de CCF e ponto de
fusBes. Aspectos fundamentais para a realizagdo de ensaios bioldgicos posteriores.
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3.3 Modelagem Molecular

Foi realizado um estudo de modelagem molecular utilizando o método semi-
empirico com o operador hamiltoniano PM3. As amidinas (165a-p, 165r-t e 165v),
tanto a forma aminica e iminica, foram desenhados no programa Pc Model (programa
de mecanica molecular) e gravados como arquivos de extenséo .mop, sendo em seguida
transportados para a janela do programa Mopac verséo 6,0/ Windows 95 para serem
efetuados os célculos semi-empiricos.

O intuito desse trabalho foi a obtengédo dos valores de entalpia de formagéo de
cada tautomero e a verificagdo da abundancia relativa dos mesmos utilizando as
equacdes 10 e 11 (topico: 1.1.5 Tautomerismo). Inicialmente, foi verificado se haveria
diferencas significativas referentes as energias de entalpia quanto ao isomerismo
conformacional e geométrico, para este fim, foi utilizado como modelo a N,N’-difenil-
benzamidina sem qualquer substituinte.

3.3.1 Isomerismo rotacional em relagdo a ligagdo simples C-N

Inicialmente, foi realizado um estudo conformacional da liga¢&o simples C-N na
N,N’-difenil-benzamidina. A ligagdo C-N na amidinas apresenta aprecidvel carater de
dupla ligacdo, devido a este fato sua rotacéo seria restrita, porém, a energia de ativacao
para estd rotacdo € abaixo de 23 kcal/mol (dado experimental) fazendo com que
diversos rotdmeros sejam observados (PATAI, 1975).

As maiores diferengas entre as energias de entalpia de formagdo obtidas para os
rotdmeros foram proximas de ~3 kcal/mol. Estes dados foram obtidos quando realizou-
se giros de 60° no angulo diedro @ (H-N-C=N) a partir do isomero geométrico E, de
acordo com o gréfico da figura 35.

Energias (kcal/mol) x Angulos (°)

Ph Ph
\!\,@ \N@
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2 114
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Figura 35. Anélise conformacional do derivado N,N"-difenilbenzamidina a partir do
isomero E.
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De forma similar ao tratamento para o isomero E, foi obtido um gréfico de
analise conformacional para o isbmero geométrico Z fazendo-se giros de 60° no angulo
diedro @ (H-N-C=N).

Pbde-se observar de acordo com a figura 36, que no primeiro rotdmero e o
altimo (o mesmo rotdmero de partida), ocorrem com alta energia devido ao efeito
estérico por parte dos dois anéis arométicos que estdo no mesmo plano, levando a
conformacéo instavel, porém, as demais conformacfes sdo de energias similares ao
isomero E (variagcdo em torno 3 kcal/mol).

Quanto a estrutura em 3D do sistema N,N"-diarilbenzamidina uma caracteristica
marcante em relagdo aos dois isdbmeros (E e Z), € referente aos anéis aromaticos que se
encontram torcidos fora do plano do grupamento amidinico. Estes dados estdo de
acordo com a estrutura cristalografica para o derivado N-p-metoxi-fenil,N"-fenil-
benzamidina (BORTOLUZZI et al, 2004).
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Figura 36. Analise conformacional do derivado N,N"-diarilbenzamidina a partir do
isomero Z
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3.3. Tautomerismos das amidinas
No conjunto de compostos sintetizados neste trabalho, a maioria, com excecéao

dos derivados 165q e 165u apresentam formas tautoméricas distintas, como por
exemplo o composto 1659 (figura 37).

OCHg

m@% i @% o

TAUTOMERO AMINICO TAUTOMERO IMINICO

OCHs

Figura 37. Tautomerismo do derivado 165g.

A tabela 08 mostra as percentagens a partir dos célculos tedricos das entalpias de
formacdo e dos resultados experimentais obtidos através das integracdes dos sinais
duplos de hidrogénio ligado ao nitrogénio ou por estimativa dos mesmos. Os valores
dos percentuais encontrados através dos célculos tedricos foram proximos dos obtidos
experimentalmente, demonstrando que a metodologia utilizada na modelagem
molecular foi razoavelmente consistente.

Ambos os valores para a maioria dos compostos mostraram que os tautdmeros
encontram-se em proporgdes equivalentes, ndo indicando influéncia do efeito eletronico
através da presenca ou auséncia de grupos doadores ou retiradores de elétrons ligados
ao anel aromatico. Os compostos 165i e 1650 foram as excegdes, pois ambos
demonstraram que o tautdmero iminico encontram-se em 30% de abundéancia (dado
experimental). O resultado tedrico obtido para o composto 165i também revelou menor
de abundéncia do tautdmero iminico, 43%, porém, os dados obtidos neste trabalho,
contradizem os relatos de RACZYNSKA e OSZCZAPOWICZ, (1985), pois afirmaram
que grupos retiradores de elétrons favorecem as formas iminicas.
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Tabela 08. Entalpia de formagao e percentuais tedricos e experimentais dos tautbmeros
das amidinas 165a-p, 165r-t e 165v.

Derivados AH Tautomero AH Tautomero AAH % Taqtqmero % Tau'to.mero
Iminico (kcal/mol)  Aminico (kcal/mol)  (kcal/mol) Iminico Aminico
165a 53,5262040 53,5154790 0,010725 49 (50)* 51 (50)*
165b 53,5633990 53,4911780 0,072221 47 (50)* 53 (50)*
165¢ 16,7888420 16,8276340 -0,038792 52 48
165d 16,6941040 16,6506450 0,043459 48 (46)* 52 (54)*
165e 67,8799270 67,8927000 -0,012773 49 (48)* 51 (52)*
165f 67,8923350 67,8089340 0,083401 46 (50)* 54 (50)*
1659 22,4933790 22,5680960 -0,074717 54 46
165h 22,2465880 22,1787630 0,067825 47 53
165i 50,1198910 50,2860050 -0,166114 43 (30)* 57 (70)*
165j 51,7423370 51,8994300 -0,157093 50 (54)* 50 (46)*
165k 15,4087270 15,5050070 -0,09628 54 46
165l 15,0979250 14,9980750 0,09985 46 (50)* 54 (50)*
165m 50,8970600 50,9050690 -0,008009 51 (50)* 49 (50)*
165n 50,8917600 50,9140590 -0,022299 51 (55)* 49 (45)*
1650 -5,2402350 -5,2343200 0,005915 49 (30)* 51 (70)*
165p 46,228915 47,169140 -0,940225 83 17
165r 22,5320180 22,458254 0,073764 46 (44)* 54 (56)*
165s -1,5718480 -1,5044420 -0,067406 54 46
165t -2,0212020 -1,8180400 0,384080 60 (50)* 34 (50)*
165v -13,04562 -13,656819 0,611199 26 74

* Valores obtidos a partir das integragdes dos sinais duplos de hidrogénio ligado ao nitrogénio ou por estimagdo dos mesmos.

3.4 Atividade Leishmanicida e QSAR

3.4.1 Atividade leishmanicida das amidinas frente a parasitos da espécie Leishmania
amazonensis

As amidinas preparadas neste trabalho foram ensaiadas frente a parasitos da
espécie Leishmania amazonensis na forma evolutiva promastigota. Os ensaios foram
realizados com as amidinas na forma neutra. Os resultados obtidos podem ser
visualizados na tabela 09.

Tabela 09. Valores das concentrag@es inibitdrias Clso (uM) dos derivados amidinicos
contra L. amazonensis (promastigotas)

Derivado  Clso (ug/ml)  Clgo (uM) Derivado Clso (ug/ml) Clso (M)
165a 26,9+ 8,2 79,94 + 24,36 165l 1432 +5,1 450,03 + 16,02
165b 44+0,0 13,07 0,0 165m 84,1+9,4 266,13 + 29,74
165¢ 8,8+0,0 275+0,0 165n 84,2+ 14,3 266,40 + 45,24
165d 13,5+0,0 42,18+ 0,0 1650 236+1,9 61,78 + 4,97
165e 8,4+0,0 21,98 +0,0 165p 4,9+0,0 12,82 +0,0
165¢ 214 +3.2 644 +9,2 165q 111,2+6,3 367,5+ 20,82
165h 16,2 +1,7 48,79+5,11 165r 126,3+1,0 380,01 +3,0
165i 58+0,9 16,71 £ 2,59 165s 13,5+ 1,0 39,01 +2,88
165j 136,9+11,0 394,52+ 31,69 Pentamidina* 6.6+1.6 11,26 £2,72
165k 104,4+ 145 327,07 45,42

*Controle positivo
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Os resultados obtidos podem ser considerados razodveis de maneira geral
quando comparados ao fa&rmaco de controle positivo, (figura 38), ganhando destaque 0s
compostos 165b, 165i e 165p que desempenharam atividades leishmanicidas similares a
pentamidina. Esses resultados mostraram-se interessantes, levando em conta que a
pentamidina é 100% citotoxica e o prototipo (17) utilizado ndo apresentou citoxicidade
em células de macr6fagos. Ao observar os resultados da atividade leishmanicida
obtidos, considerando a dispersdo dos grupos substituintes no grafico de Craig (figura
24 na introducdo do capitulo 3), pode-se dizer que a atividade biolégica melhora quando
estdo presentes grupos retiradores de elétrons no anel aromatico ligado ao nitrogénio e,
é pouco influenciada quanto a variacdo da lipolificidade do substituinte (constante de
Hansh, ).

400 -
350 ~
300 ~
250 ~

200 ~

Clg, (HM)

150 ~

100 ~

50 -

»SSSSSSSSS@

0+

Controle 165a 165b 165c 165d 165e 1659 165h 165i 165j 165k 1651 165m 165n 1650 165p 165q 165r 165s

Figura 38. Graficos de colunas dos valores de Cls (1M) das amidinas e o controle
positivo

3.4.2 Estudos das relagbes quantitivas estrutura-atividade por Aplicacdo da anélise
de Hansh, QSAR 2D

Os resultados da atividade leishmanicida dos derivados amidinicos 165a-165p
(excegéo do derivado 165c, ainda ndo ensaiado), compostos planejados de acordo com
gréfico de Craig, foram correlacionados com os descritores fisico-quimicos calculados
como logP, HOMO, LUMO, volume molecular, polarizabilidade e refratividade molar.
O programa utilizado para calcular os descritores foi o ACD/ChemSketch Freeware
(versdo gratuita); as constantes de sigma foram obtidas da publicagdo de Martin (1978)
e as energias de HOMO e LUMO foram retiradas das matrizes a partir dos célculos
semi-empiricos realizados neste trabalho de tese. Os descritores fisico-quimicos estdo
sumarizados na tabela 10.
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Tabela 10. Descritores polares, hidrofobicos e eletrdnicos das amidinas

Compostos  Refratividade*  Polarizabilidade*  Volume)*  Constante Log P* HOMO  LUMO

Molar A3 Imolécula (cm®/mol) Sigma (eV) (eV)
165a 98,98+ 0,5 39,24 +£0,5 2933+7,0 0(,2)3 6,27 £0,54 8,79258  0,23007
165b 98,98+ 0,5 39,24 +£0,5 2933+7,0 0,37 6,31+054 8,85748 0,19386
165¢ 94,25+0,5 37,36 £0,5 2869+7,0 0,06 5,73+058 8,85985 0.24639
165d 94,25+0,5 37,36 £0,5 2869+7,0 0,34 5,77 +£0,58 8,90255 0,22267
165e 101,94 +0,5 40,41+0,,5 2965+7,0 0,23 6,45+058 8,87162 0,22929
1659 100,19+ 0,5 39,72+0,5 305,7+7,0 -0,27 523+054 859706 0,14730
165h 100,19+ 0,5 39,72+0,5 305,7+7,0 0,12 554+054 8,73561 0,11911
165i 100,04 +£0,5 39,66 +£0,5 289,3+7,0 0,78 574+055 9,31627 1,02342
165j 100,04 +£0,5 39,66 £0,5 289,3+7,0 0,71 567+055 9,17577 1,05852
165k 95,23+0,5 37,75+0,5 2812+7,0 -0,37 454+053 8,86209 0,16544
1651 95,23+0,5 37,75+0,5 2812+7,0 0,12 4,93+0,53 8,76305 0,12712
165m 98,80+ 0,5 39,17+0,5 299,2+7,0 -0,17 5,74+053 8,68065 0,14874
165n 98,80+ 0,5 39,17+0,5 299,2+7,0 -0,07 5,74+053 8,70968 0,14577
1650 106,05+ 0,5 42,04 +£0,5 301,0£0,5 0,57 4,09+0,555 9,10529 0,72956
165p 104,05+ 0,5 41,48 +£0,5 2986+ 7,0 0,78 6,45+056 9,20674 1,09731

* Os descritores foram calculados a partir do programa ACD/ChemSketch Freeware.

A anélise de Hansch, QSAR-2D, foi realizada por aplicacdo do Bilin Program,
versdo 1998, desenvolvido e disponibilizado pelo Prof. Dr. Kubinyi
(http://nome.tonlinelde/home/kubinyi). A resposta biologica (log da concentragdo em
uM que inibe 50% do crescimento dos parasitos) foi correlacionada com um ou dois dos
descritores citados na tabela 10, com exce¢do dos compostos 165c e 165j que néo se
enquadraram nos modelos propostos.

Desta forma, foram obtidas varias correlacdes entre a atividade leishmanicida,
considerada a variavel dependente, e o0s descritores, considerados variaveis
independentes. As correlagbes foram representadas por equagdes com parametros
estatisticos que tém por finalidade avaliar o ajuste do modelo obtido aos dados
experimentais.

Inicialmente, por aplicagdo do modelo linear foram observadas correlagfes
significavas (r > 0.75) apenas para as correalacdes envolvendo os pardmetros fisico-
quimicos o e logP, segundo a equagdes 12. e 13.

Equacéo 12:

log Clsp = -1,375 (£ 0,61)c + 2,175 (£ 0,25)
(n=13;r=0,830; s = 0,355; F = 24,342)
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Equacéo 13:
log Clso = -1,206 (+ 0,55)c - 0,287 (£ 0,27)logP + 3,750 (£ 1,52)
n=13;r=0,893; s=0,300; F =19,780)

Pbde-se observar que o modelo linear apresentou maior coeficiente de
correlagdo (r = 0,893) quando foram considerados a constante sigma (o) e logP dos
compostos (equacdo 13). A equagdo 13 revelou que a atividade leishmanicida é
favorecida por grupos retiradores de elétrons e por compostos mais lipofilicos (logP).
Além disso, o efeito eletrbnico apresentou-se com maior influéncia em relagcdo ao
hidrofébico.

Em seguida foi aplicado o modelo parabdlico correlacionado a atividade
leishmanicida e os demais descritores.

Os modelos estabelecidos (r>0,75) foram representados pelas equagbes 14 e 15.
A equacdo 14, parbdlica em relacdo a logP, demonstrou um bom modelo, pois o
coeficiente de correlacdo foi superior a 0,90. O modelo indicou que a atividade
leishmanicida € favorecida por grupos retiradores de elétrons e com compostos com
lipofilicidade média, alcangando um indice lipofilico 6timo com logP 4,63.

Equacéo 14:
log ICsp = -0,211 (+ 0,40)logP? + 1,952 (+ 4,30)logP -1,055( 0,62)c - 2,104 (+ 11,30)
(n=13;r=0,910; s =0,294; F = 14,171; logP 6timo =4,63)

Equacéo 15:
log ICso = + 0,445 (+ 1,76). 6> — 1,575 (+ 1,02)c + 2,141 (+ 0,29)
(n=13;r=0,836;s=0,367; F=11,577; ¢ 6timo = 1,77)

O modelo representado pela equagdo 15 (r = 0,836) foi similar & equacéo 12 (r
=0,830) em termos de pardmetros estatisticos e inferior a equacéo a 13 (r = 0,893) e
14 (r = 0,910). Da mesma forma que os demais modelos, a equagdo 12 indicou que a
atividade leishmanicida é favorecida por grupos retiradores de elétrons.

Posteriormente, foi aplicado o modelo bilinear nas correlagbes das atividades
leishmanicidas com os descritores da tabela 10, obtendo-se os melhores resultados (r
>0,75) representados pelas equagdes 16 e 17. O modelo representado pela equagéo 16,
que relaciona logP e as constantes sigma (r = 0,910) foi equivalente & equagdo 14
(0,910) em termos estatisticos, e indicou, assim, como 0s outros, que atividade
leishmanicida é favorecida por grupos com lipofilicidade média chegando a logP 6timo
de 4,74 e com grupos retiradores de elétrons. A equagdo 17 representa um modelo
aceitavel com menor uma menor coeficiente de correlagdo 0,775.

Equacéo 16:
loglCso = + 0,672 (x 1,85)logP — 1,322 (= 2,53)log(B.P + 1) — 1,020 (x 0,68)c - 0,330
(x7,92)
(n=13;r=0,910;s=0,308; F = 9,737; logp: -4,735; logP 6timo = 4,74)

Equacéo 17:

log ICsp = + 5531 (+ 4906)logP -5532 (+ 4907)log(BP + 1) — 5582 (+ 4955)
(n=13;r=775;s=0,445; F =4,526; logp = -1,010; logP 6timo = 4,72)
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Dentre o0os modelos propostos neste trabalho, ganharam destaque o0s
representados pelas equacbes 13 (modelo linear), 14 (parabdlico) e 16 (bilinear) que
tiveram seus coeficientes de correlagdo maiores que 0,89. Os modelos propostos
indicaram a maior atividade leishmanicida para as amidinas com grupos retiradores de
elétrons, sendo os parametros fisico-quimicos que melhor expressaram a correlacdo com
a resposta biolégica a constante o e logP, ou seja, o parametro eletrénico e o
hidrofébico.

Como perspectivas de trabalho futuros, foram propostos com base nos modelos
apontados anteriormente os compostos 165w e o 165x, de acordo com a equagéo 14 0s
compostos teriam os valores de Cls de 6,21 uM e 9,88 uM, abaixos que o farmaco de
controle.

5w 165x

CH;0

. Q -
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5 MATERIAIS E METODOS

4.1 Materiais e Equipamentos
4.1.1 Equipamentos

Os equipamentos, assim como as vidrarias, foram 0os mesmos relatados na parte
experimental do capitulo 2, com excegéo do computador mébile AMD Sempron 3400+;
1,80 GHz; 960 MB de RAM, que foi utilizado para realizar os calculos de modelagem
molecular.
4.1.2 Solventes utilizados

Os solventes utilizados foram os mesmos utilizados no capitulo 2 assim como as
suas procedéncias. Com excecdo do tolueno que foi purificado por destilagéo fracionada

a presséo normal a 110'C (MORITA & ASSUMPCAO, 1972).

4.1.3 Reagentes

. NaOH (Vetec) . Anilina (Aldrich)

. p-Metoxi-anilina (Aldrich) . p-Cloro-anilina (Aldrich)

. m-Cloro-anilina (Aldrich) . p-Fluor-anilina (Aldrich)

. m-Fluor-anilina (Aldrich) . p-Metil-anilina (Aldrich)

. m-Metil-anilina (Aldrich) . p-Sulfonil-anilina (Aldrich)

. p-Hidroxi-anilina (Aldrich) . m-Hidroxi-anilina (Aldrich)

. p-Bromo-anilina (Aldrich) . m-Bromo-anilina (Aldrich)

. p-Nitro-anilina (Aldrich) . m-Nitro-anilina (Aldrich)

. p-Cloro-m-nitro-anilina (Aldrich) . 3,4-Metiledioxi-anilina (Aldrich)
. Piperonal cedido gentilmente pela Profa. Dra. Rosane Nora Castro

. Acido p-anisico-benzdico (Aldrich) . Acido m-anisico-benzoico
(Aldrich)

. Acido 3,4-dimetoxi-benzoico (Aldrich) . Cloreto de benzoila (Merck)

. Cloreto de tionila (Fluka) . PCls ( Merck)

. NaHCOs; (Vetec)
4.1.3.1 Purificagdo dos Reagentes

Anilina foi submetida a refluxo com Zn em po6 por 2 horas, e posteriormente
destilada a pressdo normal, em 184 C (VOGEL, 1986).
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4.2 Sinteses

4.2.1 Sintese do &cido piperdnico 159a

KMMMHhO 0
//g >——4 0
k 70- 80°C 2h L OH
o 159
50 %

Adicionaram-se 10,95g (0,073 mol) do aldeido piperonal em 200 mL de agua
sob agitacdo magnética a uma temperatura de 70-80 °C por cerca de 2 horas. A esta
solucdo, mantida sob agitacdo, adicionaram-se 16g (0,10 mol) de permanganato de
potdssio em 300 mL de agua sob agitacdo e aquecimento até o final da reducgéo do
agente oxidante.

Posteriormente, acrescentou-se uma solucéo de hidroxido de sédio 10% até pH
alcalino. O filtrado foi acidificado com HCI e assim, obteve-se, por filtragdo um solido
branco. O produto apresentou ponto de fusdo 228-230°C (229-231°C Aldrich) e o
rendimento da reagéo foi de 50%.

4.2.2 Sintese dos cloretos de acila 160a-d

o 4 SOCl o
0 refluxo 0
L OH ah L cl
o 159 O 160a (90%)
O 4.S0Ch 0
R refluxo R
OH 4h Cl
R4 R3
159b R =OCH;; Ry =H 160b R = OCHj3; Ry = H (93%)
159¢ R =H; R; = OCHs 160c R = H; Rs = OCHs (96%)

Misturou-se 0,07 mol do &acido benzoéico adequadamente substituido com 0,12
mol de cloreto de tionila redestilado, sob refluxo com agitacdo magnética, em banho
de 6leo por 4 horas (VOGEL, 1956). Verificou-se através de cromatografia em
camada fina o término da reacdo, eluindo-se em hexano/acetato em uma proporcao
de 6:4. A solucdo foi submetida a destilacdo para retirada do excesso de cloreto de
tionila, originando o cheiro caracteristico de cloreto de &cido. Os rendimentos
obtidos estdo indicados acima.
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4.2.3 Sintese das anilidas 162a-d

0
/Q_< . HZNO 10 % (piv) NaOH/ HyO o/@_{

> N
L 45 minutos LO ||_|4<;>

160a 161a
162a
10 % (p/v) NaOH/ HZO
+ H2N
45 minutos @
161a

160b R = OCHg, R;=H 162b R = OCH3 R; =
160c R=H; R; = OCH3 162¢c R=H;R3= OCH3
160d R= OCH3, R; = OCH3 162d R= OCH3, R;= OCH3

Dissolveram-se 0,06 mol de anilina recém destilada em 45 ml de solugdo de
hidroxido de sodio a 10% (p/v). A esta solucdo, mantida sob agitagdo, adicionou-se
aos poucos 0,03 mol dos respectivos cloretos de &cido. Agitou-se a mistura em um
erlenmeyer fechado por cerca de 30-45 minutos, e através do monitoramento em
cromatografia em camada fina foi verificado o término da reacéo, eluindo-se em
hexano/acetato em uma proporcéo de 7:3. Apos este tempo o odor caracteristico ndo
era mais perceptivel. O precipitado foi filtrado e o produto recristalizado em metanol.
Os rendimentos e os pontos de fusdo obtidos estéo na tabela 11.

Tabela 11. Rendimentos e pontos de fusdo das anilidas 102a-c.

Compostos Rendimento (%) Pontos de fusdo (°C)
162a 87 146 (148-149)°
162b 90 169-170 (169-171)°
162¢c 90 121 (120)°
162d 85 166 (167)"

Gertler et al. (1942); "Rodrigues-Santos, (2004); Hey et al. (1959); “Mendel e Hill (1954)
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4.2 4 Sintese das amidinas 165a-v

o @ cl HzN R,
N _PCk SN ’ \@
| tolueno R;
R H
162a-d
Rs

refiuxo R 161a-p e 161t
8h 163
- R3 o tolueno
refluxo
4h

Q Ry 1) 10 % (p/v) NaHCO, cr
: R
NH < / H%O, 4h ltle L
R, 2) Extracdo com CHCly
N N
N N R,

R R 164a-v
Rs R3
165a R =O0CH3 R;=Cl; RxR3=H 1651 R =O0CHj;; R,=0H; Ri.R3=H
165b R =0CHz; R,=CI; R:R3=H 165m R =0CHj3; R; =CHg; RxR3=H
165¢c R=0CH;; R;=F; RxR3=H 165n R =0CH;; R, =CHs;; Ri.R;=H
165d R =0CH;; R, =F; Ri.R3=H 1650 R =O0CHj3; Ry =SO;NH,; R R3=H
165e R =0OCHs;; R; =Br; R R3=H 165p R =O0CH3R;=Cl; R;=NO,; Rg=H
165f R = OCH3; R, = Br; Ri.R;= H 1650 R;=O0CH;; R.R;.R,=H
1659 R =OCHS3; R; = OCHs; Ry R3=H 165r R;=OCH;s R;= OCHz; R.R, = H
165h R =OCHgs; R, = OCHg; Ri:R3=H 165s R =Rj3;=metilenodioxi; R; = OCH3; R,=H
165i R = OCHgs; Ry =NO,; RxR3=H 165t R =OCHjs; R; = R, metilenodioxi; R3=H
165 R =O0CH3z; R, =NOy; RiR3=H 1650 R =R;=O0OCHs Ri.R,=H
165k R =O0CH;; R; =0OH; R, R3=H 165v R =R3=0CH;; R;=0CH3; R, =H

Uma mistura de benzanilida (0,5g, 2,25 mmol) e pentacloreto de fosforo (0,5g,
2,4 mmol) em tolueno seco foi refluxada por aproximadamente 8 horas sob atmosfera
inerte, fornecendo um o6leo bruto de coloracdo castanha (FATHALLA e PAZDERA,
2002). Este o¢leo foi adicionado aos poucos a uma solugdo contendo anilina,
devidamente substituida, em tolueno sob refluxo em atmosfera inerte onde
permaneceram por 6 horas sob agitagdo magnética. Logo apds, foi obtido um
precipitado, sendo filtrado & vacuo.

A purificacdo do produto foi feita através de lavagens sucessivas com acetona,
sendo assim obtido o derivado purificado. Em seguida, o sélido foi submetido a
agitacdo magnética em meio de NaHCOj3 (10% p/v) por volta de 4 horas, com excegao
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do produto 88 que permaneceu por aproximadamente 24 horas, sendo posteriormente
extraido com CHCI;. Os rendimentos obtidos encontram-se na tabela 12.

Tabela 12. Rendimentos e pontos de fusdo das N-(Ri,Rz-fenil)-N’-fenil-R,Rs-
benzamidina (165a-v)

~ Compostos  Rendimentos (%) Pontode  Compostos  Rendimentos (%)  Pontode
Fusdo (°C) Fuséo (°C)

165a 55 168-170 1651 75 190-192
165b 67 215-218 165m 60 140-142
165¢ 89 149-150 165n 86 234-236
165d 85 95-97 1650 60 159-161
165e 65 175-178 165p 50 128-130
165f 89 * 165q 65 210-213
165g 65 45-48 165r 70 127-128
165h 55 * 165s 80 146-148
165i 60 150-153 165t 50 *

165j 76 * 165u 70 170-172
165k 80 160-162 165v 60 128-129

* liquido viscoso
4.3 Modelagem molecular

Os célculos de modelagem molecular foram usados para a determinacdo das
entalpias de formac&o dos tautoméros das amidinas 165a-p, 165r-t e 165v, entalpias dos
conférmeros da N,N’-difenil-benzamidina, bem como para a obtengdo dos descritores
fisico-quimicos: energias de HOMO LUMO.

Este trabalho foi realizado em um micro computador pessoal mébile AMD
Sempron 3400+; 1,80 GHz; 960 MB de RAM. Os calculos foram realizados utilizando
0 programa Mopac 6,0 (STEWART, 1989)

As moléculas foram desenhadas no programa Pc Model (programa de mecénica
molecular) e gravados como arquivos de extensdo .mop, sendo em seguida
transportados para a janela do programa Mopac versdo 6,0 para serem efetuados os
célculos. O método empregado foi o semi-empirico, utilizado o hamiltoniano PM3. As
palavras chaves foram:

PM3, operador hamiltoniano

POINT = n, define 0 nimero de pontos em um caminho de reacéo.

STEP = n, define o incremento do caminho de uma reagdo

BONDS, permite a impresséo das matrizes das ordens das ligagOes entre todos os pares
de &tomos

VECTORS, permite a impresséo dos coeficientes dos orbitais

PRECISE, os critérios de otimizagdo da geometria sdo tornados mais estritos por um
fator de 100

GEO-OK, ndo leva em conta as distancias interatbmicas
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Apoés as estruturas terem sido otimizadas pelo programa MOPAC, houve a
criacdo de arquivos de saida MNO e ARC, de onde foram retirados os dados. Os valores
de AH; foram fornecidos pelo arquivo MNO.

4.4 Célculos dos parametros fisico-quimicos e correlacdes

Os parametros fisico-quimicos refratividade, polarizabilidade, volume molecular
e log P foram calculados utilizando o programa ACD/ChemSketch Freeware (versdo
gratuita) disponibilizada pelo site http://www.acdlabs.com/.

A anélise multivariada foi realizada por aplicacdo do Bilin Program, verséo
1998, desenvolvido e disponibilizado pelo Prof. Dr. Hugo Kubinyi
(http://home.tonlinelde/home/kubinyi).

4.5 Atividade anti-leishmania

Os ensaios para a avaliagdo da atividade anti-leishmania foram realizados no
Laboratdrio de Bioquimica de Tripanossomatideos, Departamento de Imunologia do
Instituto de Oswaldo Cruz. Segue uma breve descricdo da metodologia utilizada
(MELLO et al., 2004).

Os derivados amidinicos foram testados frente a Leishmania amazonensis na
forma evolutiva promastigotas (cepa MHOM/BR/77/LTB0016), em cultura de meio
Sheneider suplementado com 10 % (v/v) de soro fetal bovino. As culturas foram
incubadas a 25 °C, por 24 horas. Posteriormente, os parasitas vivos foram contados em
camara de Neubauer ajustada a uma concentracéo de 4x10° mL.

Os ensaios foram realizados em placas de 96 pogos com volumes de 180 pL. Os
compostos foram adicionados a cultura parasitria em concentracbes na faixa de
160mg/uL a 5 pg/mL solubilizados em DMSO. Todos os derivados foram ensaiados em
triplicata.

A concentragdo que inibe em 50% do crescimento dos parasitos foi calculada
através da equacdo da reta obtida por regressdo linear dos valores de log da
concentracdo da substancia versus o percentual de parasitos vivos em cada faixa de
concentragao.
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5 CONCLUSOES

v" O método de sintese utilizado para obtencdo das 22 amidinas mostrou-se
satisfatorio, fornecendo produtos com alto grau de pureza e com rendimentos
que variaram de 50 a 89%.

v As anélises dos espectros obtidos por experimentos de IV, MS, RMN de 'H e
13C permitiram a caracterizagdo de todos os compostos.

v' Os resultados das atividades anti-leishmania das amidinas mostraram-se
promissores, sendo que dentre os compostos avaliados, destacam-se o0s
derivados 165b, 165i e 165p que apresentaram valores de Clso (uM) similares a
pentamidina (controle positivo).

v A analise de Hansh mostrou-se interessante, pois foi possivel obter modelos com
coeficientes de correlagdo superiores a 0,89. Os modelos indicaram maior
atividade leishmanicida para as amidinas com grupos retiradores de elétrons,
sendo os parametros fisico-quimicos que melhor se correlacionaram com a
resposta bioldgica foram a constante o e logP, ou seja, 0s parametros eletrdnico
e o hidrofébico.
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CAPITULO Il - ANEXOS

RESSONANCIA MAGNETICA NUCLAR (RMN) DE 'H E ®*C
ESPECTROSCOPIA DE CORRELACAO ESPACIAL ENTRE NUCLEQS DE
HIDROGENIOS (*Hx'H)

INFRAVERMELHO (1V)

ESPECTROSCOPIA DE MASSAS (MS)
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Anexo 01. Espectro de *H (DMSO-dgs, 200 MHz) do composto 101a.
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Anexo 02. Espectro de 'H (DMSO-ds, 200 MHz) do composto 101b.



Aglua

10
]
7
HO o 0]
o
©
[
OCH;
Aglua
10
®
]
|
1.22 2.09 1.19 1.28 1.01 3.19 0.99 1.09
— = 1 H [ =] [
7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0
2 g DN!SO
:o7 sy o
™M M AN NN
L —
0.97 1.21 1.09
1 H ok
13 12 11 10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 0 -1

Anexo 03. Espectro de *H (DMSO-dg, 200 MHz) do composto 101c.
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Anexo 04. Espectro de 'H (DMSO-ds, 200 MHz) do composto 101d.
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Anexo 05. Espectro de *H (DMSO-dg, 200 MHz) do composto 101e.
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Anexo 06. Espectro de 'H (DMSO-dg, 200 MHz) do composto 101f.
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Anexo 07. Espectro de 'H (DMSO-ds, 200 MHz) do composto 101g.
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Anexo 08. Espectro de 'H (DMSO-ds, 200 MHz) do composto 101h.
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Anexo 09. Espectro de *H (DMSO-ds, 200 MHz) do composto 101i.
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Anexo 10. Espectro de *H (DMSO-ds 200 MHz) do composto 103a.
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Anexo 11. Espectro de *H (DMSO-ds 200 MHz) do composto 103b.
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Anexo 12. Espectro de *H (DMSO-ds 200 MHz) do composto 103c.
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Anexo 13. Espectro de *H (DMSO-dg, 200 MHz) do composto 105a.
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Anexo 14. Espectro de 'H (DMSO-ds, 200 MHz) do composto 105b.
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Anexo 15. Espectro de 'H (DMSO-dg, 200 MHz) do composto 105c.
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Anexo 16. Espectro de *H (DMSO-dg, 200 MHz) do composto 105d.
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Anexo 17. Espectro de 'H (DMSO-dg, 200 MHz) do composto 105e.
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Anexo 18. Espectro de *H (DMSO-dg, 200 MHz) do composto 105f.
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Anexo 19. Espectro de 'H (DMSO-ds, 200 MHz) do composto 105g.
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Anexo 20. Espectro de 'H (DMSO-ds, 200 MHz) do composto 105h.
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Anexo 21. Espectro de *H (DMSO-ds, 200 MHz) do composto 105i.
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Anexo 22. Espectro de *H (DMSO-dg, 200 MHz) do composto 105j.
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Anexo 23. Espectro de 'H (DMSO-ds, 200 MHz) do composto 105k.
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Anexo 24. Espectro de 'H (DMSO-ds, 200 MHz) do composto 105I.
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Anexo 25. Espectro de **C (DMSO-ds, 50,3 MHz) do composto 101a.
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Anexo 26. Espectro de *C (DMSO-ds,50,3 MHz) do composto 102b.
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Anexo 27. Espectro de **C (DMS0-ds,50,3 MHz) do composto 101c.
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Anexo 28. Espectro de **C (Metanol-d4,50,3 MHz) do composto 101d.
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Anexo 29. Espectro de *C (Metanol-d4,50,3 MHz) do composto 101e.
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Anexo 30. Espectro de *C (DMS0-ds,50,3 MHz) do composto 101f.
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Anexo 31. Espectro de *C (DMSO-ds,50,3 MHz) do composto 101g.
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Anexo 32. Espectro de *C (DMSO-ds,50,3 MHz) do composto 101h.
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Anexo 33. Espectro de **C (DMS0-ds,50,3 MHz) do composto 101i.
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Anexo 34. Espectro de **C (DMSO-ds 50,3 MHz) do composto 103a.
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Anexo 35. Espectro de **C (DMSO-dg 50,3 MHz) do composto 103b.
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Anexo 37. Espectro de **C (DMSO-dg 50,3 MHz) do composto 103c.
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Anexo 37. Espectro de *C (DMSO-ds, 50,3 MHz) do composto 105a.
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Anexo 38. Espectro de **C (DMSO-ds, 50,3 MHz) do composto 105b.
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Anexo 39. Espectro de *C (DMSO-ds, 50,3 MHz) do composto 105c.
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Anexo 40. Espectro de **C (DMSO-ds, 50,3 MHz) do composto 105d.
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Anexo 41. Espectro de *C (DMSO-ds, 50,3 MHz) do composto 105e.
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Anexo 42. Espectro de *C (DMSO-ds, 50,3 MHz) do composto 105f.
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Anexo 43. Espectro de **C (DMSO-ds, 50,3 MHz) do composto 105g.
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Anexo 44. Espectro de **C (DMSO-ds, 50,3 MHz) do composto 105h.
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Anexo 45. Espectro de *C (DMSO-ds, 50,3 MHz) do composto 105i.
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Anexo 46. Espectro de **C (DMSO-ds, 50,3 MHz) do composto 105j.
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Anexo 47. Espectro de **C (DMSO-ds, 50,3 MHz) do composto 105k.
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Anexo 48. Espectro de *C (DMSO-ds, 50,3 MHz) do composto 105I.
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Anexo 49. Mapa de contornos de NOESY (200 MHz, DMSO-dg) do composto 105d.
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Anexo 50. Mapa de contornos de NOESY (200 MHz, DMSO-dg) do composto 105e.
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Anexo 51. Mapa de contornos de NOESY (200 MHz, DMSO-dg) do composto 105h.
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Anexo 52. Mapa de contornos de NOESY (200 MHz, DMSO-dg) do composto 105k.
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Anexo 53. Mapa de contornos de NOESY (200 MHz, DMSO-dg) do composto 105l.
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Anexo 54. Espectros de IV (em KBr) dos compostos 101a-b, respectivamente.
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Anexo 55. Espectros de IV (em KBr) dos compostos 101c-d, respectivamente
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Anexo 56. Espectros de IV (em KBr) dos compostos 101e-f, respectivamente.
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Anexo 57. Espectros de IV (em KBr) dos compostos 101g-h, respectivamente
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Anexo 58. Espectros de IV (em KBr) dos compostos 101i e 103a, respectivamente.
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Anexo 59. Espectros de IV (em KBr) dos compostos 103b-c, respectivamente.
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Anexo 60. Espectros de IV (em KBr) dos compostos 105a-b
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Anexo 61. Espectros de IV (em KBr) dos compostos 105c¢-d
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Anexo 62. Espectros de IV (em KBr) dos compostos 105e-f, respectivamente.
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Anexo 63. Espectros de IV (em KBr) dos compostos 105g-h, respect
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Anexo 64. Espectros de IV (em KBr) dos compostos 105i-J, respectivamente.
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, respectivamente

Anexo 65. Espectros de IV (em KBr) dos compostos 105k-I
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Anexo 66. Espectros de massas dos compostos 101a-b, respectivamente.
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Anexo 67. Espectros de massas dos compostos 101c-d, respectivamente.
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Anexo 68. Espectros de massas dos compostos 101e-f, respectivamente.

69



N S

.

-

E

HO

Anexo 69. Espectros de massas dos compostos 101g-h, respectivamente.
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Anexo 70. Espectros de massas dos compostos 101i e 103a, respectivamente.
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Anexo 71. Espectros de massas dos compostos 103b-c, respectivamente.
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Anexo 72. Espectros de massas dos compostos 105b e 105d, respectivamente.
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Anexo 73. Espectros de massas dos compostos 105e-f, respectivamente.
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Anexo 74. Espectros de massas dos compostos 105g-h, respectivamente.
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Anexo 75. Espectros de massas dos compostos 105j-k, respectivamente.
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CAPITULO Il - ANEXOS

RESSONANCIA MAGNETICA NUCLEAR (RMN) DE 'H E 3C
INFRAVERMELHO (1V)

ESPECTROSCOPIA DE MASSAS (MS)
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Anexo 77. Espectro de *H (DMSO-dg, 200 MHz) do composto 162a



over'e —

08¢L'¢ —

6568'9
£956'9 =

T661°L
Treg L —=
VY9 L ——
9989,/

pST6 . ——
osve L/

€LET'OT —

Os Z—T

HyCO

‘J corvel

1086T |

— L

B

G186
96522 |

~— |

89¥EC

0000°T [

[esbou| [

Anexo 78. Espectro de *H (DMSO-dg, 200 MHz) do composto 162b
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Anexo 79. Espectro de 'H (DMSO-ds, 200 MHz) do composto 165¢
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Anexo 80. Espectro de 'H (DMSO-dgs, 200 MHz) do composto 162d
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Anexo 81. Espectro de *H (DMSO-dg, 200 MHz) do composto 165a
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Anexo 82. Espectro de 'H (DMSO-dg, 200 MHz) do composto 165b
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Anexo 83. Espectro de 'H (DMSO-ds, 200 MHz) do composto 165¢
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Anexo 85. Espectro de 'H (DMSO-ds, 200 MHz) do composto 165e
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Anexo 86. Espectro de *H (DMSO-dg, 200 MHz) do composto 165f
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Anexo 87. Espectro de 'H (DMSO-ds, 200 MHz) do composto 165g
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Anexo 88. Espectro de *H (DMSO-dg, 200 MHz) do composto 165h
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Anexo 89. Espectro de *H (DMSO-dg, 200 MHz) do composto 165i
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Anexo 90. Espectro de *H (DMSO-dg, 200 MHz) do composto 165j
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Anexo 91. Espectro de *H (DMSO-dg, 200 MHz) do composto 165k
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Anexo 92. Espectro de *H (DMSO-ds, 200 MHz) do composto 165I
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Anexo 93. Espectro de 'H (DMSO-ds, 200 MHz) do composto 165m
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Anexo 94. Espectro de *H (DMSO-dg, 200 MHz) do composto 165n
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Anexo 95. Espectro de *H (DMSO-ds, 200 MHz) do composto 1010
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Anexo 96. Espectro de 'H (DMSO-ds, 200 MHz) do composto 101p
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Anexo 97. Espectro de *H (DMSO-dg, 200 MHz) do composto 165q
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Anexo 98. Espectro de 'H (DMSO-ds, 200 MHz) do composto 165r
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Anexo 99. Espectro de 'H (DMSO-ds, 200 MHz) do composto 165s
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Anexo 101. Espectro de *H (DMSO-dg, 200 MHz) do composto 165u
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Anexo 102. Espectro de *H (DMSO-dg, 200 MHz) do composto 165v
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Anexo 104. Espectro de **C (DMSO-dg, 50,3 MHz) do composto 165b
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Anexo 105. Espectro de **C (DMSO-dg, 50,3 MHz) do composto 165¢
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Anexo 106. Espectro de **C (DMSO-dg, 50,3 MHz) do composto 165d
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Anexo 107. Espectro de **C (DMSO-dg, 50,3 MHz) do composto 165e
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Anexo 108. Espectro de **C (DMSO-dg, 50,3 MHz) do composto 165f
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Anexo 109. Espectro de *C (DMSO-ds, 50,3 MHz) do composto 165g
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Anexo 110. Espectro de **C (DMSO-dg, 50,3 MHz) do composto 165h
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Anexo 111. Espectro de **C (DMSO-dg, 50,3 MHz) do compsto 165i

113



NH
NS
CH;0

o
<
P 3 o
~ o © Iviow-uuv
o < [} I
3 ] pai
o8 o ©
g, o \ga 29 8 - I
8 af o 22 s 3 ST g i8¢ 8 g.2 |3
8 PN Log 2 <5 h g TN Seg T S -
82 g2 gmd g 1¥ g 7 ; T8 Ted
e a8 Wy 8 s 3 | =
[
o 5 B [ !

162 160 158 156 154 152 150 148 146 144 142 140 138 136 134 132 130 128 126 124 122 120 118 116 114 112
Chemical Shift (ppm)

;c <
R = € 8
88;‘ < 2o 0
0 0 oo I <
g 2 LS8 .8 Ng SI25 % 2l Acetona
g B JdFH<SS 1o — INEN IR B h
s 2 Bngds T | [ B ]
g g HgSHH S L T'\‘\QHH:/
| - |
R R R R R R R R R R R S
168 160 152 144 136 128 120 112 104 96 88 80

Chemical Shift (ppm)

Anexo 112. Espectro de **C (DMSO-ds, 50,3 MHz) do composto 165j
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Anexo 114. Espectro de **C (DMSO-dg, 50,3 MHz) do composto 165l

116



113.32

(=]
<
o
2 o
| N
&
S CHs
‘ NH
N
CH30
g DMSO-d6
o
15} o
™ T~ @
3 ‘ Q 3 n
= N o )
T 8y 3
154 152 150 148 146 144 142 140 138 136 134 132 130 128 126 124 122 120 118 116 114 112 110 10¢
Chemical Shift (ppm)
N
=) b
e 2]
~ ~
Sa T s
[ 0
) T
58 0 Q &
5958 8s hE g
< o — O
\BYE 58 TT
[ 5T T
o ok Y " "
et
T T T T T T
220 210 200 190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10 0 -10 -20

Anexo 115. Espectro de **C (DMSO-ds, 50,3 MHz) do composto 165m
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Anexo 116. Espectro de **C (DMSO-ds, 50,3 MHz) do composto 165n

118



- 00'6v—

NH

SO,NH,

CHZ0

COVIT—

9/.'65—

99°/¢T

€9°¢cT—

06'€CT—

9'6¢T

00°¢ET—

SGEVT—

9¢'1ST—

2'29T—

150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20
Anexo 117. Espectro de **C (DMSO-dg, 50,3 MHz) do composto 1650

160

119



NO,

. NH
o X
z 8 s
g o N cl
| b
3 CH3O
g
~ $ i $ ﬂ S
5 3 5 i | g SRS DMSO-d6
3 (S iR N T T A
= (o] } — — o
o © o) L) I | 3
~ LAY o |9 g i /
@ g = o ~ = b
3 = % S s
— | ‘H
DL R LR L L] Ll LR LR ol LR L LR L LA LA ) LSRR AR LSS ALl A LA KL LR L AL R AL L
162 160 158 156 154 152 150 148 146 144 142 140 138 136 134 132 130 128 126 124 122 120 118 116 114 11:
Chemical Shift (ppm)
—
o
B3 R
N & 8 o STIg8y ey 8
! oo~ oSnd ©o~ 5%
8585832750 | |§3% g
- 5 © 3 < — L
MRS N I s SN
P e | LI
" iowitnsdoh e ol bl i m o Iy ,
P T 7 A [ oo o e
220 210 200 190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10 0 - -

Chemical Shift (oom)

Anexo 118. Espectro de **C (DMSO-dg, 50,3 MHz) do composto 165p
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Anexo 119. Espectro de **C (DMSO-dg, 50,3 MHz) do composto 165q
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Anexo 120. Espectro de **C (DMSO-dg, 50,3 MHz) do composto 165r
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Anexo 121. Espectro de *C (DMSO-ds, 50,3 MHz) do composto 165s
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Anexo 125. Espectros de IV (em KBr) dos compostos 162a-b, respectivamente.
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Anexo 127. Espectros de IV (em KBr) dos compostos 165a-b, respectivamente.
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Anexo 129. Espectros de IV (em KBr) dos compostos 165e-f, respectivamente.
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Anexo 130. Espectros de IV (em KBr) dos compstos 165g-h, respectivamente.
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133



$3423.7.3202.9,3009.2, 9 3 7,2862: 8 2713 9,7988.7, 1626 8,1605.4,1536.3=
1513.8,1496.0,1466.2,1435.6,1419.6,1361.8,1313.1,4271.3,1236.1,1182.4=
1164.8,1120.2,1101.4,1028.1,977.5,921.1,835.6,762.6,716.9,694.3=

6Z8 2y 6% 4,593.6,574.8,544.9,523.8,462.8=

439.3.4

PR PN AR N Ll e W A e DAY D NI [P B | ol ' 300 | 1L .0
RSB G0 r\ Cleauchio BEe DllrBail Urilarios Ureed Loiidn
- e B 1, Wi S 1
. i
3
;
i
b,
L
i fe, o bos
] =
i
i
t
|
H
CH30
=
B e )
O I 4 A i
Cilil e ik i ot

3265.4.3118.0,3064.9, 2\_18\/4 1604.0,1558.0,1536.4,1515.3,1490.0=

1462.5,1439.7,1347.4,1312.5,1296.0,1266.8,1184.1,1157.9,1111.4,1079.1=
1025.8.1002.1.867.1,803.4,853.5,832.7,809.8,781.7,771.7,756.5=
890.4,647. 5 618 0.602.3,585.6,566.1,541.0,521.5, 478 6.458.6,436. 4=

R T = A8 3 O
‘}1 m( saciio; rEr r} 3 Ly 4 ’u’* Carlos :FF 3 i i
E, 284
e i A i el
2. i LS P
dad i b

!.
i # &
!i } '.’, !i
: o 3' ﬁ ; {
i ol =k
i § e ¢ oo ﬁ' ’”# 4y
! LR i g g'1§ i
T Bl e
i HE el
18 P ]
i
i

Anexo 132. Espectros de IV (em KBr) dos compostos 165k-1, respectivamente.
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Anexo 133. Espectros de IV (em KBr) dos compostos 165m
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Espectros de 1V (em KBr) dos compostos 1650-p, respectivamente.
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Anexo 135. Espectros de IV (em KBr) dos compostos 1659-r, respectivamente.
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Anexo 136. Espectros de IV (em KBr) dos compostos 165s-t, respectivamente.
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Anexo 137. Espectros de IV (em KBr) dos compostos 165u-v, respectivamente.

139



Spect 1
BP 337 (1491288=100%) CE10CI.SMS 8.175 min. Scan: 899 Chan: 1 lon: 56 us RIC: 6688826 BC
100%— 337 ]
210
75%] ‘
Cl
NH
N\
N
] 244
50%) 165a 7
CH;0
25%] -
77
] g2 1M UL/ 229 286 320
ol Ll %2 14 152 ] w te , | 301 d
e P R pos T o
. m/z
T
Spect 1
BP 337 (2031778=100%) CE103CI.SMS 7.877 min. Scan: 866 Chan: 1 lon: 49 us RIC: 8232925 BC
100%| 337 ]
] 210
75% ]
] i /©\
1 N\
] N cl
] 1650
] CH;0
50%| .
] 244
25% .
77 ]
51
ol ALl s M e e o h 28 0 26 W 30 | .
5 Y I g T o |:nlz

Anexo 138. Espectros de massas dos compostos 165a-b, respectivamente.
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Anexo 139. Espectros de

massas dos compostos 165c¢-d, respectivamente.
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Anexo 140. Espectros de massas dos compostos 165e-f, respectivamente.
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Anexo 141. Espectros de massas dos compostos 165g-h, respectivamente.
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Anexo 142. Espectros de massas dos compostos 165i-j, respectivamente.
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Anexo 143. Espectros de massas dos compostos 165k-1, respectivamente.
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Anexo 144. Espectros de massas dos compostos 165m-n, respectivamente.
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Anexo 145. Espectros de massas dos compostos 1650-p, respectivamente.
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Anexo 146.Espectros de massas dos compostos 1659-r, respectivamente.
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Anexo 147. Espectros de massas dos compostos 165s-t, respectivamente.
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Anexo 148. Espectros
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de massas dos compostos 165u-v, respectivamente.
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