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RESUMO

O desenvolvimento deste trabalho faz parte de uma linha de pesquisa que visa utilizar
produtos naturais abundantes e accessiveis, que ja possuam atividades bioldgicas relevantes
descritas, como matéria-prima e fonte inspiradora de estruturas na sintese de novos derivados e
andlogos com potencial antifingico e antichagdsico. A piperina, extraida da pimenta do reino,
bem como alguns derivados e andlogos, preparados pelo nosso grupo de pesquisa,
demonstraram efeito téxico sobre o Trypanosoma cruzi, agente etioldgico da Doenca de
Chagas. Além da atividade toxica frente a protozodrios, também € descrita para este produto
natural a atividade antifingica, entre outras.

Descrevemos aqui o planejamento, a sintese e a caracterizacdo de 19 novos derivados e
andlogos da piperina, bem como a avaliagdo da atividade destes contra epimastigotas do 7.
cruzi, contra cepas do fungo Cryptococcus neoformans e a avaliagdo da citotoxicidade frente a
c€lulas humanas. Para todos os compostos preparados foi homologado o heterociclo da classe
1,3,4-oxadiazol-2-tiona, descrito como unidade farmacof6rica para a atividade antiftingica.

Os resultados obtidos nas avaliagdes bioldgicas realizadas indicam que os derivados 89
e 90 apresentam as melhores atividades contra o 7. cruzi. O derivado 90 apresenta o melhor
perfil antifingico, apresentando atividade compardvel ao farmaco fluconazol nos ensaios
realizados. Estudos sobre a interferéncia destes compostos no perfil lipidico da membrana do 7.
cruzi e do C. neoformans, sugerem que este possa ser um dos mecanismos de agdo destes
derivados. O conjunto de resultados descritos, indicam que os derivados 89 (insaturado) e 90
(saturado), ambos com 4 carbonos na cadeia espacadora e com estruturas mais semelhantes a
amida natural, apresentam as melhores atividades antiparasitiria e antiflingica,

respectivamente, validando o planejamento realizado neste trabalho.
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ABSTRACT

This work is part of a research program that aims to use abundant and accessible natural
products that show relevant biological activities as starting material and source of inspiring in
the synthesis of new derivatives and analogues with antifungal and/or antichagasic potential.
Piperine, extracted from black pepper as well as some derivatives and analogues prepared by
our research group, showed toxic effect against Trypanosoma cruzi, the etiologic agent of
Chagas disease. Apart its toxic activity against protozoa, it is also described antifungal activity
for this natural product, among others.

We describe herein the design, synthesis and the characterization of 19 new derivatives
and analogues of piperine as well as the evaluation of their activities against epimastigotes of 7.
cruzi and as well as strains of the fungus Cryptococcus neoformans. The cytotoxicity of all the
synthesized compounds were evaluated of against human cells. In the structure of all the
prepared compounds has been inserted the 1,3,4-oxadiazole-2-thione portion, described as
pharmacophoric unit for antifungal activity.

The biological results obtained indicate that the oxadiazolic derivatives 89 and 90 show
the best activity against 7. cruzi epimastigotes. The derivative 90 showed the best antifungal
profile, comparable to fluconazole. Studies on the interference of these compounds on lipid
profile of the 7. cruzi membrane and C. neoformans, suggest that this may be one of the
mechanisms of action of these derivatives. The assembly of results described herein indicate
that the derivatives 89 (unsaturated) and 90 (saturated), both with 4 carbons in the spacer chain
and most similar structures to the natural amide, featuring the best antiparasitic and antifungal

activities, respectively, validating the molecular planning done in this study.
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1- INTRODUCAO

1.1- DOENCA DE CHAGAS

A doenca de Chagas (DC), ou tripanossomiase americana foi originalmente
descrita pelo médico sanitarista Carlos Chagas, em 1909 (CHAGAS, 1909). Esta é uma
parasitose com manifestagdes clinicas extremamente complexas, causada pelo
protozodrio flagelado Trypanosoma cruzi - Kinetoplastida, Trypanosomatidae (Figura
1). Este microorganismo, que é capaz de infectar um grande nimero de vertebrados,
possui um ciclo de vida complexo, com vdrios estdgios, sendo que no hospedeiro
vertebrado o parasito encontra-se sob duas formas, a forma tripomastigota, flagelada e
infectante; e a forma amastigota, que nao possui flagelo livre e se replica no interior das

c€lulas (BRENER, 1979).

Figura 1. Imagem do Trypanosoma cruzi em microscopia eletronica

(http://www.fiocruz.br/ccs/estetica/chagas.htm)

O ciclo de vida do parasito (Figura 2) envolve obrigatoriamente a passagem por
hospedeiros vertebrados (mamiferos, incluindo o homem) e muitos invertebrados
(insetos da familia Ruduviidae), em uma série de estdgios. A forma tripomastigota,
presente no sangue do hospedeiro infectado, € ingerida pelo inseto e diferencia-se em
epimastigota, forma ndo infectiva e replicativa, que no trato digestivo do inseto
diferencia-se em tripomastigotas metaciclicos. As formas metaciclicas sdo liberadas
junto as fezes e urina do inseto durante seu repasto sanguineo e ao penetrar no

hospedeiro vertebrado diferencia-se na forma amastigota intracelular. Apds varios ciclos



de replicacdo os parasitos diferenciam-se nas formas tripomastigotas, havendo liberagao

dos mesmos na corrente sanguinea do hospedeiro, reiniciando o ciclo.

AMASTIGOTAS

Figura 2. Representacdo esquematica do ciclo de vida do Trypanosoma cruzi

(http://www.who.int/tdr/diseases/chagas/lifecycle.htm).

A transmissao vetorial desta parasitose se da pelo contato da pele e mucosas do
hospedeiro vertebrado com fezes ou urina de diferentes insetos hematofagos
contaminados, da familia Ruduviidae. Para esta familia sdo conhecidos 142 espécies de
triatomineos, sendo que destas, 62 sdo encontradas no Brasil (incluindo 39 espécies que
ocorrem apenas no Brasil). Os Estados da Bahia e Mato Grosso s@o as regides que mais
apresentam estes insetos, com 25 e 18 espécies, respectivamente. O Rio de Janeiro é
reportado apresentando 8 espécies (GURGEL-GONCALVES, 2012). A Figura 3
mostra trés géneros de barbeiros encontrados no Brasil: Triatoma, Rhodnius e

Panstrongylius — vetores da DC.
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Figura 3. Imagens de barbeiros: a) Triatoma infestans; b) Rhodnius amazonicus e c)

Panstrongylus geniculatus

(http://ryoko.biosci.ohio-state.edu/~parasite/rhodinius.html).

Segundo dados da Organizacdo Mundial de Sauide, entre 7-8 milhdes de pessoas
no mundo encontram-se infectadas pelo 7. cruzi, e destas, aproximadamente 50 mil
morrem anualmente (WHO, 2014). Embora seja uma doenca endémica tradicionalmente
para o México, América do Sul e Central, a migracdo humana (Figura 4) resultou em
casos de infeccdo pelo T. cruzi em varias outras regides do mundo (COURA, 2010;
TANOWITZ, 2011). Somando-se o fato de ndo haver um tratamento eficaz para
erradicacdo do parasito intracelular, esta doenca se coloca como um dos maiores
desafios na drea de Satde Publica nestas regides do planeta (COURA, 2010).

Outra questdo de impacto atualmente para a dissemina¢do desta infeccdo € o fato
do grande aumento de casos de contaminacdo por 7. cruzi por via oral, através do
consumo de alimentos in natura, contaminados com fezes e urina de Triatomineos
infectados (Figura 5). Como estes alimentos sdo distribuidos em larga escala, e muitas
vezes sem um controle rigoroso, esta forma de transmissao tem crescido em relagcdo as
demais vias (vetorial, transfusional, transplacentdrias e por acidentes em laboratérios)

(NOBREGA, 2009; SOUZA, 2010; PASSOS, 2012).



Figura 4. As rotas de migracdo da América Latina e estimativa do nimero total de

pessoas infectadas com 7. cruzi em paises ndo endémicos

(COURA, 2010)

D Chagas aguda (DCA), Brasil, 2000 a 2009
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Figura 5. Grifico referente as formas de transmissdo da doenca de Chagas no Brasil

entre 2000 a 2009 (SOUZA, 2010).



1.1.1- TRATAMENTO DA DOENCA DE CHAGAS

Uma quimioterapia especifica para esta parasitose ainda ndo estd disponivel. Os
farmacos disponiveis e utilizados para o tratamento desta doenga sdo nifurtimox (1,
Lampit®, da BAYER), um nitrofurano e o benzonidazol (2, Rochagan®, da ROCHE),
um nitroimidazol (Figura 6). Estes foram introduzidos, empiricamente, ha cerca de trés
décadas. O mecanismo de acdo desses farmacos comecou a ser desvendado ha duas
décadas. No caso do nifurtimox (1), o mesmo age via mecanismo de reduc¢do do grupo
nitro em radicais nitrodnios instdveis, os quais reagem produzindo espécies reativas de
oxigénio (ERQ) altamente toxicas (peroxidos e superdxidos), enquanto que o
benzonidazol (2) parece agir por uma via diferente (estresse redutivo), que envolve
modificacdes nas ligacdes covalentes de macromoléculas, via intermedidrios

nitroreduzidos (URBINA, 2003).
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Figura 6. Farmacos de utilidade clinica reconhecida para o tratamento da DC.

O inconveniente desses farmacos sdo seus graves efeitos colaterais, sendo os
principais: anorexia, vOmitos, polineuropatia periférica e dermopatia alérgica,
provavelmente provocada pelos danos oxidativos e redutivos nas células hospedeiras,
além de efeitos genotoxicos, no caso do nifurtimox. O grande problema na
quimioterapia com esses dois farmacos ocorre pelo fato dos mesmos nao curarem o
paciente, e sim amenizarem os efeitos decorrentes da infeccao (URBINA, 1999).

Atualmente, apenas o benzonidazol (2) € legalmente utilizado no Brasil para o
tratamento da DC, sendo produzido por um unico laboratério oficial (LAFEPE —
Laboratério Farmacéutico do Estado de Pernambuco). O nifurtimox (1), apds ser usado
em varios paises da América do Sul, inclusive no Brasil, deixou de ser comercializado
devido ao seu alto grau de genotoxicidade (COURA, 2010), mas ndo deixa de ser usado

indiscriminadamente no pais.



Desde o descobrimento da DC em 1909, pelo médico brasileiro Carlos Chagas
(CHAGAS, 1909), nenhum farmaco totalmente eficaz foi disponibilizado para a cura da
doenca, ou seja, completou-se um século da descricdo de todo o ciclo evolutivo do
parasita causador desta grave enfermidade, e ainda ndo foi desenvolvida uma terapia
efetiva para o seu tratamento. Fica clara a dimensdo do desafio colocado aos
pesquisadores envolvidos no desenvolvimento de farmacos aplicaveis na quimioterapia
da DC, qual seja a busca constante por novas substidncias com elevada atividade
tripanocida, reduzidos efeitos colaterais, aliados a compreensdo do mecanismo da acao
antiparasitario destas substancias, o que facilita o desenvolvimento racional de novos
compostos protétipo (RIBEIRO, 2004).

O uso de produtos naturais no tratamento de infeccdes causadas por parasitas
vem sendo documentado na literatura por conta de varios trabalhos, reportando a
investigacao de atividade tripanocida de uma grande variedade produtos naturais, sejam
estes extratos brutos, compostos isolados, ou ainda andlogos semissintéticos destes

(DUSCHAK, 2007; NEWMAN, 2012).
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(MENDOZA, 2003) (MBWAMBO, 2006)

Figura 7. Diferentes classes de compostos extraidos de produtos naturais que

apresentam atividade toxica as diferentes formas evolutivas do 7. cruzi.

Atualmente a sintese de novas moléculas para o tratamento da DC vem sendo
beneficiada pelo sequenciamento de genomas. A partir deste conhecimento alvos mais

especificos ao parasito sdo selecionados de forma a nao afetar o hospedeiro. Entre os



alvos mais explorados podemos citar a inibi¢do de enzimas: da via glicolitica, de
poliamidas, do metabolismo do folato, 6xido nitrico sintase, cisteina protease, da
biossintese de esterdides entre outras (MELO, 2012). A inibi¢do da biossintese do
ergosterol, esteréide de membrana responsavel pela fluidez e permeabilidade da mesma,
mediada pela metaloproteina CYP51, € uma estratégia bastante explorada como
antifungico, que funciona de forma semelhante em tripanossomatideos (seccao 1.4,
pagina 12).

As unicas moléculas que conseguiram chegar a etapa de triagens clinicas
avangadas para o tratamento da DC foram derivados da classe dos azéis. Esta classe de
moléculas é conhecida pelo seu potencial antiftingico, agindo como inibidores da

CYP51(ou 14a-desmetilase), sendo este um alvo promissor para o controle tanto, de

fungos como de tripanossomatideos.

1.2- CRIPTOCOCOSE

O Cryptococcus neoformans €, atualmente, a causa mais comum de meningite
fungica (FRASER, 2005). O processo de dissemina¢do ndao ¢é totalmente entendido. A
forma de contdgio é, provavelmente, a inalagdo de esporos produzidos por frutificagdo
hapléide ou conjugacdo. Os esporos possuem tamanho de 1-2um, que permitem a
deposi¢do nos alvéolos pulmonares e, segundo alguns pesquisadores, sdo mais infecciosos
do que a forma vegetativa da levedura, que possui tamanho de 2-4um e podem possuir
capsula (HULL, 2002). Acredita-se que a rota de infec¢@o inicia-se nos pulmdes, podendo
em seguida migrar para outras partes do corpo, apresentando tropismo pelo sistema nervoso
central (SNC), onde causa meningite, meningoencefalite e encefalite. A doenca pulmonar
progressiva e disseminativa ocorre mais frequentemente no cendrio de imunodeficiéncia
(VILCHEZ, 2003).

O Cryptococcus pertence ao Reino Fungi, Filo Basidiomycota e pertence a Familia
Sporidiobolaceae, fungo responsdvel pela criptococose. Neste género ja foram descritas
aproximadamente 39 espécies. Destas, duas sdo definidas como patogénicas: Cryptococcus
neoformans e Cryptococcus gattii. (CASADEVALL, 1998). O primeiro relato sobre o C.
neoformans, como patégeno humano, foi publicado em 1894 (BUSSE, 1894; MA, 2009).

O conhecimento do nicho ecolégico deste fungo € importante, por que até o

momento nao ha relatos da transmissao de pessoa para pessoa (MA, 2009). O reservatério



ambiental para C. neoformans é essencialmente o solo contaminado por excretas de
pombos (CASADEVALL, 1998).

O C. neoformans é uma espécie de fungo oportunista, associado a condicdes de
imunossupressdo como, por exemplo, pacientes submetidos a transplantes de 6rgdos e/ou
em terapias imunossupressoras, portadores de doengas linfoproliferativas (MITCHELL,
1995; BUCHANAN, 1998) e principalmente em individuos HIV positivos. Em pessoas
imunocompetentes o fungo pode ficar alojado nos pulmdes sem manifestacdes clinicas,
podendo em alguns casos, se deslocar para outras regides do corpo (SNC, por exemplo)
(GARCIA-HERMOSO, 1999). Na maioria dos paises a prevaléncia em pacientes aidéticos
tem se mantido na faixa de 5 a 10% (CASADEVALL e PERFECT, 1998;
STEENBERGEN, 2003). Somente apds a morte de pacientes aidéticos por esta micose letal
€ que seu agente etioldgico gerou interesse considerdvel pela comunidade médica. Antes de
1981, este tipo de infeccdo era raro e, jd no inicio dos anos 90, tornou-se epidémica em
algumas regides (STEENBERGEN, 2003).

O C. neoformans é o unico fungo encapsulado patogénico descrito até o momento,
pois as capsulas sdo geralmente encontradas em bactérias. Este fungo apresenta forma de
levedura (esférica ou globulosa), com didmetro aproximado de 2-8um com uma cépsula
mucopolissacaridica (Figura 8), cujo tamanho varia de Sum até 30um (ZARAGOZA,
2004; MA, 2009).

Capsula
Mucopolissacaridica

Célula

Figura 8. Células em diferentes tamanhos de C. neoformans revelados em tinta

nanquim (MA, 2009).

A cépsula apresenta trés componentes principais, a glicuronoxilomanana (GXM), a
galactoxilomanana (GalXM) e a manoproteina (MP) (FRIES, 1999). A GXM consiste de

acido glicurodnico, xilose e manose; a GalXM é composta de galactose, xilose e manose; e,



a MP contém manose como carboidrato predominante, e, em menor quantidade, galactose e

xilose (MCFADDEN, 2001).

1.2.1- TRATAMENTO DA CRIPTOCOCOSE

No tratamento sd3o empregadas cirurgias na criptococose localizada. A
administracdo da Anfotericina B (9) isolada ou associada a 5-Flucitosina (10) (Figura 9),
sao considerados protocolos de primeira escolha para terapia desta infec¢do (ZUGER,
1986). A Anfotericina B (9) atua formando agregados lipidicos, extraidos via interacdes de
Van der Waals, na parte externa a membrana da célula do fungo, comprometendo a
integridade, fluidez e funcionamento normal da membrana celular (ANDERSON, 2014). A
toxicidade da Anfotericina B estd relacionada a formagdo de agregados lipidicos também
com o colesterol — esteréide do hospedeiro animal (ANDERSON, 2014). Segundo
ZARAGOZA e colaboradores o tratamento com Anfotericina B € capaz de reduzir a

espessura da capsula e a presenca dos polissacarideos capsulares no soro, sugerindo um

mecanismo adicional da eficdcia desse farmaco na criptococose, podendo ser usado de

forma associada a outros farmacos (ZARAGOZA, 2005).
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Figura 9. Antiftingicos usados no tratamento da criptococose.

O Fluconazol, Itraconazol e Posaconazol, além de outros antifiingicos triazélicos
(melhor discutido na sec¢dao 1.5, pagina 14), sdo também farmacos de escolha no
tratamento dessa micose (BARCHIESI, 2001). Estes derivados agem pela inibi¢do da
enzima CYP51, responsdvel pela sintese especifica de ergosterol da membrana de fungos

(seccao 1.4, pagina 12).



1.3- ALVO BIOLOGICO: CYP51

Citocromo P450 (CYP) é o nome dado a uma familia de enzimas que
apresentam o cofator heme (11, protoporfirina IX, Figura 10), com func¢ao
monooxigenase, sendo encontrado em todos os reinos bioldgicos. Apresentam duas
funcdes especificas: inativacdo de xenobidticos e a biossintese de compostos endogenos

(LEPESHEVA, 2011).

Figura 10. Estrutura simplificada do cofator heme: complexo porfirinico contendo Fe**

Nesta familia de enzimas, a CYP51 € a mais conhecida (YOSHIDA, 2000). Esta
metaloproteina desempenha a funcdo de catalisar a sintese de esterdides contidos na
estrutura da membrana. Os esterdides de membrana sdo essenciais na composi¢ao
estrutural da membrana dos eucariontes. Sao responsaveis principalmente por regular a
fluidez e a permeabilidade da membrana celular (HAINES, 2001). Entre estes esterdides
podemos citar: o sitosterol, em plantas; o colesterol, em animais; e o ergosterol, em
fungos e Tripanosomatideos.

Em organismos que dependem da biossintese de esterdides de membrana, a
inibicdo da CYPS51 pode ser letal. Inimeros estudos sobre a inibi¢do da CYP51 sdo
encontrados na literatura, entre estes, para o tratamento de infeccdes fingicas de pele e a
infeccdes em pacientes imunossuprimidos — durante a quimioterapia de cancer,
transplantados ou com HIV (LEPESHEVA e WATERMAN, 2007). O efeito da inibi¢ao
da CYP51 € bastante especifica aos patdégenos infecciosos, mas nao para humanos.
Outro dado interessante € a especificidade da inibi¢do da CYP51 em tripanosomatideos,

principalmente em 7. cruzi. Apesar de apresentar entre 22 a 26% da identidade da
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sequéncia de aminodcidos da constituicdo da CYP51 de fungos, os azdis apresentam
efeitos bastante semelhantes em tripanosomatideos (LEPESHEVA, 2011).

A maioria dos eucariontes realizam a biossintese de esterdides no reticulo
endoplasmatico, assim os esteréides sdo concentrados na membrana plasmatica. J4 nos
tripanosomatideos as enzimas, responsdveis pela biossintese de esterdides sdo
encontradas na membrana dos glicossomos e mitocondrias, sugerindo maior
dependéncia destes esterdides endégenos (PENA-DIAZ, 2004; LEPESHEVA, 2011).

Em fungos e tripanosomatideos o lanosterol (12) € o esteréide intermedidrio
principal para a sintese dos esteréides de membrana. Em 7. cruzi o lanosterol (12) é
convertido em eburicol (13), que € o substrato de preferéncia do CYP51, onde realiza a
reacdo de desmetilacdo do carbono C-14 (Figura 11) (LEPESHEVA, 2011). Nesta
reacdo podemos perceber a denominagcdo do outro nome do CYP51 - esterdide 14a-
desmetilase (LEPESHEVA, 2006). Apds vérias outras modificacdes, o ergosterol (15) é

produzido para desempenhar suas funcdes na membrana celular.

CYP51

Lanosterol Eburicol

. s

14

E I
14alfa-Demetil-14-dehidroeburicol rgostero

Figura 11. Biossintese simplificada do ergosterol (15) a partir do lanosterol (12) de

tripanosomatideos (adaptado de LEPESHEVA, 2011).

Os inibidores da esterdéide 14o0-desmetilase (CYP51) mais comuns, com
comprovadas atividades antifingicas na medicina e agricultura sdo da classe dos azbis
(PETRIKKOS, 2007). Estes promovem o acimulo de esterdides metilados téxicos que

comprometem a permeabilidade da membrana (COURNIA, 2007).
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O efeito antiparasitario de azéis fungicidas em 7. cruzi é bastante investigado
por pesquisadores, tendo seu primeiro relato publicado por DOCAMPO, no inicio da
década de 80 (DOCAMPO, 1981). A partir da elucidacdo da estrutura cristalina da
CYP51 de alguns organismos, em 2010, o nimero de trabalhos publicados envolvendo
esta enzima e o parasito 7. cruzi mostra-se crescente (Figura 12), sugerindo que seja
uma estratégia promissora ao tratamento desta parasitose. Na Figura 13 podemos
observar alguns antiftingicos triazélicos e entre estes, o posaconazol (19) e o
ravuconazol (20) que se encontram na fase II da triagem clinica para o tratamento da

Doenca de Chagas (PINAZO, 2010; LEPESHEVA, 2011).

14
12

10
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2006

2003 2004 2005 2008 2009 2010 2011 2012 2013

L=

B

)

Figura 12. Artigos puplicados no periodo de 2003 a 2013, contendo os termos
“CYP51” e “T. cruzi” (SUETH-SANTIAGO, 2014; CHOI, 2014).

1.4- ANTIFUNGICOS

O Fluconazol (16, Figura 13) foi o primeiro farmaco da familia dos azdis,
utilizado para o tratamento de infecgdes fungicas (BRAMMER, 1990; DONNICI,
2014). Sua frequente utilizacdo acarretou no surgimento de resisténcia por parte de
alguns fungos patogénicos, levando a necessidade do desenvolvimento de novos
farmacos antifungicos (VANDEPUTTE, 2012).

O Itraconazol (17) € também bastante utilizado, especialmente no tratamento de
infec¢des causadas por espécies do género Aspergillus e Sporotrix, sendo mais téxico,
embora menos susceptivel ao desenvolvimento de resisténcia, quando comparado ao

Fluconazol (16) (CASALINUOVO, 2004; DONNICI, 2014).
12
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Figura 13. Triaz6is antifingicos

A nova geracdo de triazéis aprovados, menos susceptiveis ao desenvolvimento
de resisténcia por parte dos fungos que o Fluconazol (16) e itraconazol (17) sdo: o
Voriconazol (18), o Posaconazol (19) e o Ravuconazol (20). Estes sdao indicados a
vérias espécies fungicas: Candida, Aspegillus, Fusarium, Penicillium, Scedosporium,
Acremonium, Trichosporon e Cryptococcus neoformans (CHIOU, 2000; SABO, 2000;
DE-SARRO, 2008).

Além dos triazdis, ha outra classe de heterociclos azdlicos bastante promissora
como alternativa estrutural ao combate as infec¢Oes fungicas, que sdo os 1,3,4-
oxadiazdis. Além da atividade antifingica podemos encontrar na literatura diversas
outras propriedades biologicas avaliadas in vitro e in vivo. Entre estas podemos citar:
antiparasitdria, antialérgica, antiviral, anticancer, anti-inflamatoria, antibacteriana, anti-
HIV, anticonvulsivante, analgésica e hipoglicemica (RAMAPRASAD, 2010;
NAVEENA, 2010; LIAO, 2014).

Visando potencializar a atividade antiftingica do Fluconazol (16), LIAO (2014) e
colaboradores sintetizaram uma série de andlogos do Fluconazol com a incorporacdo do
nicleo 1,3,4-oxadiazol. Os fungos avaliados frente a estes novos derivados foram:
Candida albican (SC5314 e Y0109), Cryptococcus neoformans, Candida parapsilosis,
Candida glabrata, Trichophyton rubrum e Microsporum gypseum. Apesar de todos os
andlogos sintetizados apresentarem efeito inibitério, os compostos 21 e 22 (Figura 14)

foram os mais ativos, apresentando concentracdo minima inibitéria (CMlIsp) entre 16 a
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48 vezes mais ativos (CMlIsy < 0,125ug/mL, 21 e 22) que os farmacos de referéncia —
Fluconazol (CMlsy ~ 2 pg/mL) e Itraconazol (CMlsy ~ 6 pg/mL). A explicacdo deste
efeito foi demonstrada pela melhor acomodagdo do farmaco no sitio ativo da CYP51

proposta por resultados de célculos tedricos de docking. (LIAO, 2014).

R=2Br 21
R=3-OCH; 22

Figura 14. Anélogos do Fluconazol (16) contendo 1,3,4-oxadiazol com potencial

antifingico (LIAO, 2014).

1.5- OXADIAZOIS

Os oxadiaz6is sdo compostos organicos heterociclicos contendo cinco membros,
destes um é o atomo de oxigé€nio (“‘oxa”) e dois sdo dtomos de nitrogénio (“diazol”).
Sdo conhecidos quatro isdmeros desta classe (Figura 15). Apresentam baixo grau de
aromaticidade, quando comparado ao heterociclo furano, logo sdo mais bem
representados como sistemas conjugados (FREITAS, 2012; OLIVEIRA, 2012). Entre
seus isomeros, os mais conhecidos sao o 1,2,4-oxadiazol (24) e o 1,3,4-oxadiazol (25),
pois sdo os mais explorados devido a suas propriedades quimicas e bioldgicas

(OLIVEIRA, 2012).

H H H H
H:Z"\\l\ 3 4N K 3 4 } K 3 4 N—N 3
5 O/N 2 HJ5<Q/N 2 5 N\O/N 2 H5J<o>\2\H
1 1 1 1
1,2,3.oxadiazol 1,2,4-oxadiazol 1,2,5-oxadiazol 1,3,4-oxadiazol
23 24 25 26

Figura 15. Isdmeros dos oxadiazéis (FREITAS, 2012; OLIVEIRA, 2012).

Os primeiros farmacos da classe dos oxadiazoéis, utilizados na década de 60,
foram os 1,2,4-oxadiazdis: Oxolamina (27) e Libexina (28), como antitussigenos; € o
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Irrigor (29), um vasodilatador e anestésico local (ELOY, 1966; HARSANYI, 1966;
FREITAS, 2012). Para exemplos de farmacos da classe dos 1,3,4-oxadiazéis podemos
citar: o Furamizol (30), utilizado como um antibiético nitrofuranico (OGATA, 1971); o
Tiodazosin (31) (VARDAN, 1983) e Nesapidil (32) (SCHLECKER, 1988), como anti-
hipertensivos vasodilatadores; Raltegravir (33) (TEMESGEN, 2008), como inibidor
HIV-integrase; e o Zibotentan (34) (JAMES, 2009; SCHELMAN, 2011), como agente

antitumoral.

§> DN § )
N\ N—\ \/N\/\N
HN%O/N

29
Irrigor

NH, ©i0\
AN N N/\l’\l
N A (\N)N\/Nigio/ N—N k/o\)\OH
S%OJYM Jggk@
32

27 28
Oxolamina Liberxina

o)
30 31
Furamizol Tiodazosin
Nesapidil
o)
’/<N\N N OH F
A L T
0 5
34

Raltegravir Zibotentan

Figura 16. Farmacos da classe dos oxadiazdis.

Nas ultimas décadas, os heterociclos 1,3,4-oxadiazois tem sido considerados na
constru¢do e desenvolvimento de novos farmacos (DABIRI, 2006; OLIVEIRA, 2012).

Estudos indicam que este heterociclo se destaca como bioisostero de amidas e ésteres —
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estratégia de modificacio molecular empregada para conferir maior resisténcia a
hidrélise no meio bioldgico, mantendo, ou até mesmo otimizando, as propriedades
farmacoforicas do seu precursor (LEUNG, 2005; GUIMARAES, 2005; KUMAR, 2012;
BOSTROM, 2012).

Segundo o trabalho de revisao de OLIVEIRA (2012), no periodo de 2002 a
2012, foram reportadas 2577 referéncias contendo o heterociclo 1,3,4-oxadiazol, o que
demonstra considerdvel relevancia deste nicleo heterociclico na sintese de novos

candidatos a farmacos.

1.5.1- 1,3,4-OXADIAZOL-2-TIOL

Um grande nimero de derivados do nicleo 1,3,4-oxadiazol-2-tiol(tiona)-5-
substituido foram reportados nos ultimos anos. Nestes heterociclos hd um tautomerismo
do tipo tiol-tiona (Figura 17) e, dependendo das condi¢des quimicas e/ou estruturais,

geralmente uma das formas é predominante (KOPARIR, 2005; OLIVEIRA, 2012).
/H
N—N N—N
RN H
RJA O\A\s RJ( O>\\S/

TIONA TIOL

Figura 17. Tautomerismo Tiol-Tiona em 1,3,4-oxadiazol (KOPARIR, 2005).

A Figura 18 mostra derivados do nicleo 1,3,4-oxadiazol-2-tiol(tiona), com
diferentes substituintes na posi¢do 5 do heterociclo, relacionando-os as suas respectivas

atividades bioldgicas.
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Figura 18. Estruturas contendo o heterociclo 1,3,4-oxadiazol-2-tiol com diferentes

substituintes na posi¢ao 5 e suas respectivas atividades bioldgicas



1.5.2- SINTESE DE HETEROCICLOS 1,3,4-OXADIAZOL-2-TIOL

1.5.2.1- SINTESE DE HETEROCICLOS 1,3,4-OXADIAZOL-2-TIOL-5-
SUBSTITUIDOS

A principal estratégia sintética para obtencdo deste heterociclo é a reagdo entre a
acilidrazida (50) e dissulfeto de carbono em uma solucdo alcalina alcodlica, seguida
pela acidificacdo da mistura reacional (Esquema 1, A) (YOUNG, 1955). O dissulfeto
de carbono deve ser adicionado a solu¢do em banho de gelo para evitar a evaporacdo do
mesmo. Segundo YOUNG (1955), um intermedidario (51) € formado e apds refluxo por
algumas horas a reacao de cicliza¢do é concluida, gerando o heterociclo desprotonado
(52, Esquema 1, B) que em meio 4cido forma o 1,3,4-oxadiazol-2-tiol, como pode ser

visto no Esquema 1.

)OL DEOHKOH, -y
2 .
A RN 2)HCI R//<O>\\SH R/(OXS
50

1,3,4-oxadiazol-2-tio(tiona)

S SH 0,0
(6] /”\ IS €] K ® ST K
© ,® A e @ O‘é . O—\(
B |:R)LNHNHYS K —_— R)O\ ST K —_— > R/< /NH ﬁ’ R/Q /N :|

\N/NH2 N N

31 3la 51b 52

Esquema 1. A) Sintese do heterociclo 1,3,4-oxadiazol-2-tiol a partir de acilhidrazinas
(80) e B) Reacao do intermedidrio 51 durante a ciclizacdo intramolecular (YOUNG,

1955).

Apesar de ter sido descrita originalmente hd quase 60 anos (YOUNG, 1955),
esta mesma técnica continua sendo aplicada para a sintese deste heterociclo, que €
obtido em rendimentos satisfatorios, como foi o caso das estruturas mostradas na
Figura 18.

Apesar de se apresentarem bastante tteis como unidade farmacoférica, per se,
estes heterociclos também permitem modificacdes estruturais, tanto no enxofre (S-2)

quanto no nitrogénio (N-3). Esta caracteristica torna a estrutura mais versatil como
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precursora de derivados com grande diversidade estrutural permitindo assim o estudo da

relacdo estrutura atividade (REA).

1.5.2.2- SINTESE DE HETEROCICLOS 1,3,4-OXADIAZOL-2-TIO-
SUBSTITUIDOS (S-SUBSTITUIDOS)

A sintese dos derivados S-substituidos pode ser feita através da reagdo entre o
heterociclo 1,3,4-oxadiazol-2-tiol(tiona) e haletos de alquila ou arila em meio bésico
(Figura 19). Em meio bésico o enxofre é desprotonado, tornando-se mais reativo para a
reacdo de substitui¢do nucleofilica (Sy2) com o haleto correspondente. Segundo GIRI
(1976) estes derivados sdo conhecidos desde a década de 60 e sdo produzidos com

rendimentos bastante satisfatorios. (RUSSO, 1967; GIRI, 1976).

OH

N—N N—N
R/(O%SH g R/(O)\S/m
.-
Figura 19. Sintese de derivados S-substituidos em 1,3,4-oxadiazol-2-tiol

Esta mesma técnica continua sendo aplicada atualmente na sintese de estruturas

destinadas a indmeras atividades bioldgicas, como pode ser visto na Figura 20.
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Figura 20. Derivados S-substituidos de 1,3,4-oxadiazol-2-tiol e suas respectivas

aplicacdes bioldgicas

1.5.2.3- SfN:I‘ESE DE HETEROCICLOS 1,3,4-OXADIAZOL-2-TIONA-3-N-
SUBSTITUIDOS

A principal estratégia na sintese de derivados N-substituidos em 1,3,4-oxadiazol-
2-tiol € a reacdo de Mannich. Esta reagdo ocorre pela condensacdo entre trés
componentes (Esquema 2): o heterociclo contendo hidrogénio reativo, formaldeido

(CH;,0) e aminas — primdrias ou secundérias (BLICKE, 1942; SIEGER, 1971).
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Esquema 2. Mecanismo da reacdo de Mannich adaptada para 1,3,4-oxadiazol-2-tionas

(BLICKE, 1942; SIEGER, 1971).

A amino-alquilacdo de substratos aromadticos pela reacdo de Mannich é
considerada uma técnica importante na sintese e na modificacdo de estruturas
biologicamente ativas (TRAMONTINI, 1990; NAVEENA, 2010; MA, 2013). A Figura
21 mostra algumas estruturas sintetizadas, nos dltimos anos, pelo método da reacdo de

Mannich e suas respectivas aplicacdes bioldgicas.
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(MAYEKAR, 2010) Bactericida (SAVARIZ 2010) (NAVEENA, 2010)
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Figura 21. Estruturas sintetizadas pela reacdo de Mannich derivadas de 1,3,4-

oxadiazol-2-tiol
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1.6- PROTOTIPO NATURAL: PIPERINA

A amida natural piperina 69 (amida piperidinil do 4cido 5-(3.4-
metilenodioxifenil)-2E-4 E-pentadiendico - Figura 22) é o principal constituinte
quimico, bioativo, presente em Piper nigrum (Piperaceae), ocorrendo em maior
propor¢cdo nos frutos da planta (SEMLER, 1988). Piper nigrum (popularmente
conhecida como “pimenta do reino”) tem seu uso bastante difundido na medicina
popular da India, pais de onde é origindria, sendo que no Brasil, seu principal uso é
como condimento (FERREIRA, 2012). A pimenteira do reino apresenta grande
produtividade de frutos, podendo ser colhidos até trés vezes ao ano, € € um dos
condimentos mais valorizados no mundo, apresentando grande valor econdmico,
permitindo que a atividade desenvolvida pelos produtores proporcione alta rentabilidade

(LIMA, 2010; LOURINHO, 2014).

o]
0
69
Figura 22. Piperina, principal constituinte bioativo de Piper nigrum

Apesar de ser considerada aqui uma planta exética, o Brasil é um dos grandes
produtores mundiais de pimenta do reino. O cultivo no Brasil foi estimulado por
imigrantes japoneses, instalados no Estado do Pard no inicio da década de 30. A partir
de 1950 o Brasil tornou-se autossuficiente € nos anos de 1980 a 1983 tornou-se o maior
produtor e exportador mundial de pimenta do reino. Atualmente o Brasil oscila entre o
segundo e terceiro lugar na posi¢ao de mercado mundial (LOURINHO, 2014). Segundo
o IBGE, o Estado do Pard € responsavel por quase 84% da producao Brasileira. Depois
deste, o Espirito Santo responde por mais de 10% desta producdo. Segundo a
Organizacdo das Nacdes Unidas para Alimentacdo e Agricultura (FAO) a maior
producdo total nacional registrada até o momento foi de 83 toneladas, em 1991 (FAO,
2014).

Outro ponto relevante em relacdo a esta planta € a abundancia da piperina,
principalmente nos frutos secos da planta, que pode ser extraida com rendimentos que

variam entre 3 a 7% (IKAN, 1991). Como sua maior ocorréncia € nos frutos, a pimenta
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do reino constitui-se como uma fonte renovavel para esta substancia, visto que com
manejo adequado pode-se realizar vdrias colheitas do fruto no ano sem comprometer a

planta (FERREIRA, 2012).

1.6.1. ATIVIDADES BIOLOGICAS DE Piper nigrum

A utilizacdo da pimenta do reino como condimento € tdo antiga quanto o
conhecimento de suas propriedades inseticidas, que foram cientificamente constatadas
apenas em 1924 (ESTRELA, 2003). Desde entdo, varias pesquisas foram desenvolvidas
com o intuito de se identificar as substancias responsdveis por esta e outras atividades
de P. nigrum. Como a piperina € a piperamida que ocorre em maior propor¢ao na
planta, esta se tornou o principal alvo de diferentes avaliacdes bioldgicas (PARMAR,
1997; SRINIVASAN, 2007). Na Tabela 1 estdo sumarizadas algumas destas atividades
(FERREIRA, 2012).

Tabela 1. Algumas atividades bioldgicas exibidas pela piperina

Atividades Biolégicas

Amebicida
Anticonvulsivante
Antidepressiva
Antifingica
Anti-inflamatdria
Antitumoral
Antimaldrica*
Hepatoprotetora
Inseticida
Inibi¢do da resisténcia bacteriana
Leishmanicida
Protetora do SNC**
Reguladora do metabolismo lipidico

Tripanocida

* Em associagdo com outros farmacos

** Sistema Nervoso Central
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Na India, o uso de pimentas da espécie Piper para o tratamento de doencas
intestinais € bastante antigo. Isto estimulou a investigacdo da atividade antiparasitdria de
algumas destas espécies. Em 1993, Kapil relatou a atividade leishmanicida, in vitro, da
piperina sobre cepas de Leishmania donovani, tendo a amida natural apresentando
atividade compardvel a da pentamidina — farmaco indicado para o tratamento da
leishmaniose (KAPIL, 1993). Apés alguns anos, a piperina foi avaliada in vivo, tendo sido
evidenciada a sua capacidade de diminuir significativamente a parasitemia em animais
infectados com L. donovani e L. amazonensis quando tratados com baixas concentragdes da
amida natural (RAAY, 1999; FERREIRA, 2011).

RIBEIRO e colaboradores avaliaram a atividade de outro parasito da familia dos
Tripanossomatideos e constataram que tanto a piperina quanto alguns derivados da amida
natural apresentaram efeito inibitério contra o protozodrio Trypanosoma cruzi — agente
etiologico da Doenca de Chagas (RIBEIRO, 2004).

O aumento da biodisponibilidade de outros farmacos quando administrados em
associacdo com a piperina, sem ddvida, ¢ uma das atividades bioldgicas mais intrigantes
desta substancia. Este efeito € observado quando alguns medicamentos sdo coadministrados
com a amida natural, traduzindo-se numa maior concentra¢ao plasmatica dos mesmos. Tal
efeito foi constatado em estudos com a vasicina, a esparteina (ATAL, 1981), o propanolol,
a teofilina, a fenitoina (BANO, 1991), nimesulida (GUPTA, 1998), a curcumina (SHOBA,
1998), nevirapina, pirazinamida e carbamazepina (OLIVEIRA, 2014). A maioria dos
trabalhos relata um aumento de 100% (ou mais) na concentragdo de tais substancias na
corrente sanguinea. As razdes levantadas para este efeito, segundo a maioria dos autores

Sao:

e Alteracdes na permeabilidade das células epiteliais do trato gastrointestinal,
facilitando a absor¢do dos farmacos (JOHRI, 1992);

¢ Influéncia na glicuronidagdo — uma das etapas mais importante na biotranformag¢do
de compostos xenobidtiocos (metabolismo de fase II) (REEN, 1993);

¢ Influéncia na atividade da tripsina, amilase e lipase pancredtica (PLATEL, 2000);

e Atuacdo sobre enzimas hepdticas metabolizantes (ATAL, 1985), monooxigenases
hepaticas, dependentes de citocromo P450 (KOUL, 2000; MEGHWAL, 2013).

e Interacdo mais seletiva, que os farmacos associados, pelo citocromo CYP3A4 —

uma das enzimas da familia do CYP450 humano, envolvida no metabolismo de
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mais de 50% dos farmacos e outros xenobidtiocos (JAYAKANTHAN, 2010;
OLIVEIRA, 2014).

A grande vantagem ressaltada em todos os trabalhos para o aumento da
biodisponibilidade de farmacos estd na possibilidade da utilizacdo de uma rota alternativa
de administracdo destes medicamentos, por via oral, evitando assim a via parenteral, que €
mais dolorosa e invasiva, além de permitir o uso de doses menores dos farmacos
coadministrados com piperina (RIBEIRO, 2004). A coadministracdo com piperina valoriza
a administracdo por via oral, visto que a absorcdo € facilitada e o metabolismo hepatico de

primeira passagem € reduzido.
1.6.2- MODIFICACOES ESTRUTURAIS NA PIPERINA

Encontra-se na literatura diversas atividades biolégicas associadas a piperina, entre
estes trabalhos destacamos aqui alguns, que além de evidenciarem o efeito da piperina,
mostram também o efeito de derivados e andlogos, visando tracar um perfil de relagao
estrutura atividade (REA) para os modelos estudados.

KOUL e colaboradores demonstraram que a piperina e derivados inibem enzimas
hepaticas (oxigenases), dependentes do citocromo P450. Neste estudo foi observado que a
saturacao da cadeia lateral da piperina resultou em um derivado (70, Figura 23) com maior
inibicdo enzimdtica, enquanto que, nas modificacoes do anel aromdtico e na funcgado
amidica foram poucos os derivados que demonstraram seletividade em inibir a atividade

das oxigenases estudadas (KOUL, 2000).

S nanoRRcsRaas
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73
Figura 23. Estruturas quimicas dos derivados da piperina que demonstraram melhor

efeito inibitdrio nas oxigenases hepéticas estudadas.
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VENKATASAMY e colaboradores sintetizaram uma série de andlogos e derivados
da amida natural para avaliar suas atividades frente a proliferacdo de melandcitos,
reportada anteriormente pela piperina (LIN, 1999; VENKATASAMY, 2004).

A perda progressiva dos melanécitos e a despigmentacdo da pele ocasiona o
vitiligo, doenga cutdnea nao contagiosa que atinge cerca de 1% da populagdo mundial,
variando de 0,1-2% em diferentes paises. A Figura 24 mostra alguns exemplos de
compostos modificados sinteticamente que estimularam a proliferacdo de melandcitos,

indicando a piperina como precursora de novos protétipos no tratamento do vitiligo

(VENKATASAMY, 2004).
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Figura 24. Exemplos de andlogos sintéticos da piperina que apresentaram potencial

para o tratamento do vitiligo (VENKATASAMY, 2004).

RIBEIRO e colaboradores (2004) sintetizaram uma série de andlogos e derivados da
amida natural visando avaliar a atividade antiparasitiria anteriormente reportada pela
piperina sobre Leishmania donovani (KAPIL, 1993; RAAY, 1999; RIBEIRO, 2004). A
avaliacdo da atividade antiparasitaria foi realizada contra diferentes formas evolutivas do 7.
cruzi, in vitro e os resultados obtidos mostraram que a piperina (Clsoepimastigota = 7,3 UM €
Clsoamasigon = 4,9 uM) e alguns derivados apresentaram efeitos semelhantes ao
benzonidazol (Clsoepimastigota = 2,2 MM € Clspamastigota = 2,5 ©M) — fdrmaco utilizado como
referéncia. A Figura 25 mostra alguns exemplos de derivados de modificacdo estrutural
que apresentaram atividades biolégicas mais relevantes e suas concentracdes inibitdrias
(Clsp) avaliadas em T. cruzi. Com este estudo foi verificado que a presenga do atomo de
nitrogénio € importante na estrutura para influenciar a atividade tripanocida, quando
comparados aos demais derivados ndo nitrogenados, avaliados frente as diferentes formas

evolutivas do 7. cruzi.
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Figura 25. Derivados e andlogos que apresentaram maior atividade téxica ao T. cruzi

(RIBEIRO, 2004).

FERREIRA e colaboradores sintetizaram uma série de derivados e andlogos da
amida natural, visando avaliar as atividades antiparasitdrias anteriormente reportadas, tanto
pela piperina quanto pelo cloridrato mesoidnico cindmico (79) contra Leishmania
amazonensis (SILVA, 2002; FERREIRA, 2008). A estratégia de modificacdo molecular
utilizada por FERREIRA (2008) foi a hibridacdo molecular (VIEGAS-JUNIOR, 2007)
tendo o heterociclo mesoidnico, um azol da classe das 1,3,4-tiadiazélio-2-fenilaminas,
como unidade farmacof6rica adicionada ao protétipo natural — substituindo a fun¢do amida
piperidinica. Os derivados e andlogos sintetizados apresentaram ainda modificacdes na
cadeia olefinica, variando seu tamanho e saturacdo dos mesmos além de nitracdo no anel
aromdtico (metilenodioxifenil), j4 que € um grupo funcional presente nas estruturas dos
farmacos de referéncia (benzonidazol e nifurtimox). Com estes compostos foram avaliadas
a atividade in vitro e in vivo contra as diferentes formas do parasito do 7. cruzi. A estrutura
80 representa o derivado que apresentou a melhor atividade inibitéria, incluindo uma baixa
citotoxicidade, frente a macréfagos murinos, e € a estrutura mais semelhante a piperina
entre todos os outros derivados (Clspepimastigotas = 10,8 UM, Clsotripomastigotas = 6,7 UM,
Clsoamastigotas = 1,3 UM e DLsg = 38,5 uM). Apesar de serem ativos, os derivados nitrados
(82 e 83) apresentaram maior citotoxicidade nas concentragdes inibitérias avaliadas contra
o parasito (FERREIRA, 2008). A Figura 26 mostra alguns exemplos de compostos
modificados sinteticamente que apresentaram atividades bioldgicas mais significativas e o
cloridrato mesoionico Leishmanicida 79, ressaltando a estratégia utilizada no planejamento

destes novos derivados. J4 a Tabela 2 mostra os valores da concentracao inibitdria (Clsg)
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para diferentes formas evolutivas do 7. cruzi e a dose letal (DLsp) em macréfagos murinos

tratados com os cloridratos mesoidnicos mais ativos, a amida natural (69) e o benzonidazol

2.
Bioisosteros Q cr
A
4 \ +
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e d
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Estrutura Quimica
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Estruturas Quimicas
Hibridas Anélogas

Figura 26. Compostos mesoidnicos com atividade antiparasitaria: 79 (Leshmanicida) e

80-83 (Tripanocidas) (SILVA, 2002; FERREIRA, 2008).
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Tabela 2. Valores da concentracdo inibitéria (Clsp) contra epimastigotas,
tripomastigotas e amastigotas de 7. cruzi e a dose letal (DLsp) frente a macréfagos
murinos tratados com os cloridratos mesoidnicos 80-83, a amida natural (69) e o

benzonidazol (2).

Iso(uM DLso(uM
Substancias Clso(uM) so(uM)
Epimastigota Tripomastigota Amastigota Citotoxicidade*

69 7,3 ok 4,9 20

80 10,8 6,7 1,3 38,5

ﬂ 4’ 1 kk skkook 1 ’9

Q 0,6 kg kekesk 1

& 1 3 ’4 kk skkook 6’6

2**** 2’2 6’6 2’5 skkesk

*Citotoxicidade para macréfagos murinos; **Maior que a concentra¢cdo maxima permitida;
***Njo testado; ****Farmaco de referéncia.

Em trabalho posterior, do mesmo grupo, FRANKLIM e colaboradores sintetizaram
derivados da piperina, utilizando como estratégia de modificacdo estrutural a hibridagcdao
molecular, tendo o heterociclo azol da classe das 1,2,4-triazdis-3-tionas como unidade
farmacoforica, adicionada ao protétipo natural — substituindo a func@o amida piperidinica
(FRANKLIM, 2013). Os derivados sintetizados apresentavam diferentes substituintes no
N-4 do heterociclo azdlico, visando variar pardmetros eletronicos e lipofilicos. A utilizacao
deste heterociclo foi inspirada na estrutura do protioconazol (84), fairmaco com atividade
antifingica, que possui como mecanismo de a¢do a inibi¢do da enzima CYP51 (mais
detalhes seccao 1.4, pagina 12), responsdvel pela sintese de esterdides presentes na
membrana celular de eucariotos (FRANKLIM, 2013). A Figura 27 mostra a estrutura da
amida natural (69), as estruturas dos compostos modificados sinteticamente que
apresentaram atividades inibitérias mais relevantes contra o 7. cruzi, com seus respectivos
valores de concentragdo inibitdria (Clsg) em diferentes formas evolutivas do 7. cruzi, além
da estrutura do antifiingico protioconazol (84), ressaltando a estratégia utilizada no

planejamento destes novos derivados.
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Figura 27. O protioconazol (84) antifingico, derivados triazélicos (85a-¢) com
atividade tripanocida e seus respectivos valores de concentracao inibitdria

(FRANKLIM, 2013).

A sintese de derivados e as avaliagdes bioldgicas realizadas por RIBEIRO (2004),
FERREIRA (2008; 2011) e FRANKILIM (2013), incluindo este trabalho, fazem parte de
um projeto de pesquisa em Quimica Medicinal (UFRRJ) que visa a utilizacdo da amida
natural 69, abundante e acessivel, como protétipo na obtengcdao de novos candidatos a
farmacos para o tratamento da DC e também, a partir deste trabalho, infec¢cdes fungicas
focalizando principalmente o fungo Cryptococcus neoformans. A estratégia de sintetizar
derivados com atividade dupla (tripanocida e fungicida), tendo a piperina como protétipo
estd diretamente relacionada as propriedades bioldgicas desta amida natural (Tabela 1),
que atua na inibi¢do de enzimas do sistema microssomal hepdtico, ou seja, citocromos
(CYP’s), responsédveis pelo metabolismo de xenobidticos e biossintese de esterdides de
membrana (FERREIRA, 2012; OLIVEIRA, 2012). Somando o fato que heterociclos
azblicos sao descritos também como inibidores de CYP’s, em especial CYP51
(LEPESHEVA, 2006 e 2011), funcionando como alvos especificos para fungos e
tripanossomatideos. Isto elege os derivados e andlogos da piperina contendo estes
heterociclos ao status de potenciais candidatos para ensaios de atividades antifingicas e

antichagésica.
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2- OBJETIVOS

* Realizar modificacdes estruturais na piperina, utilizando a estratégia de
hibridagdo molecular, através da substituicio da amida piperidinica pelo
heterociclo 1,3,4-oxadiazdl-2-tiol;

* Realizar a sintese de andlogos do hibrido piperinico;

*  Sintetizar derivados do hibrido piperinico com modifica¢des nas posicoes S-2 e
N-3 do heterociclo azdlico;

* Realizar ensaios bioldgicos, in vitro, com os produtos sintetizados: C.
neoformans e epimastigotas de 7. cruzi;

* Realizar um estudo de REA para identificar a modificacdo estrutural mais
eficiente do(s) derivado(s) ou andlogo(s) mais ativo(s);

* A partir dos dados obtidos, propor novas modificacdes estruturais que possam

aperfeicoar a atividade antifiingica e antichagdsica.

3- JUSTIFICATIVAS

A utilizacdo de produtos naturais na sintese de farmacos tem sido uma das
estratégias mais aplicadas ao desenvolvimento de novos farmacos (NEWMAN, 2012).
A piperina, por exemplo, pura ou associada a outros fairmacos, segundo alguns autores
apresentam inumeras atividades bioldgicas incluindo a antifingica e antichagdsica
(SRINIVASAN, 2007; FERREIRA, 2012).

O fungo capsulado C. neoformans apesar de descrito a mais de um século, vem
sendo destacado nas ultimas décadas por ser considerado mortal em pacientes
imunossuprimidos. Estes fungos afetam principalmente pacientes transplantados em
recuperacao e HIV-positivo (STEENBERGEN, 2003). A utilizac@o indiscriminada de
antifiingicos gera resisténcia adaptativa, por parte dos fungos. Neste sentido a
introdugdo de novas estruturas aliado ao conhecimento de novos alvos apresenta-se
como uma importante alternativa no desenvolvimento de novos inibidores para o
tratamento desta micose mortal (LEPESHEVA, 2011; VANDEPUTTE, 2012).

A doencga de Chagas, por sua vez, apesar de descrita desde 1909 por Carlos
Chagas (CHAGAS, 1909), possui apenas dois farmacos para o seu tratamento

(Benzonidazol e Nifurtimox). Estes farmacos, além de apresentarem elevadas
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toxicidades sé apresentam eficiéncia no estdgio inicial da doenca. Dois fatores que
explicam a negligéncia no tratamento desta doenca sdo: a complexa capacidade de
diferenciacdo do parasito no hospedeiro e vetor; e a principal faixa econdmica de
pessoas afetadas pelo parasito, que ndo estimula a industria farmacéutica (RIBEIRO,
2004).

A sintese de farmacos para o tratamento da DC vem sendo beneficiada pelo
conhecimento do sequenciamento de genomas. A elucidacdo da estrutura de inibidores
mais seletivos ao parasito torna o tratamento mais seguro e especifico (LEPESHEVA,
2011). Recentemente heterociclos azélicos com atividades antifingicas foram descritos
com potencial antichagdsico, sendo os unicos a chegar a fase II de triagens para o
tratamento da DC (PINAZO, 2010). Pesquisadores indicam a influéncia de um alvo
especifico, a CYP51. Esta enzima, da familia do citocromo P450, quando inibida
desestrutura o funcionamento adequado da membrana, ocasionando a morte celular
(COURNIA, 2007).

O heterociclo 1,3,4-oxadiaz6l-2-tiol, proposto neste trabalho, além de funcionar
como bioisdstero de amidas e ésteres € descrito na literatura como firmaco na estrutura
de antifingicos e inibidores de CYP51 (DE-SARRO, 2008). A hibridacdo deste
heterociclo com o produto natural é uma abordagem aparentemente promissora que
permitird avaliar o efeito antifiingico e antichagdsico dos derivados obtidos. Outra
vantagem da utilizacdo deste azdl estd na possibilidade de serem realizadas
modificagcdes estruturais no heterociclo (S-2 e N-3), permitindo o acesso a familias de
derivados com grande diversidade estrutural (NAVEENA, 2010; LIAO, 2014). Esta

possibilidade permite a avaliacdo da REA.
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4- PLANEJAMENTO

A sintese dos heterociclos 1,3,4-oxadiazélio, derivados e andlogos da amida
natural 69, serd realizada utilizando metodologias sintéticas conhecidas na literatura
(AMIR, 2004; ALMASIRAD, 2007 e 2011). Estes derivados serao sintetizados visando
aperfeicoar e aumentar o nimero de estruturas obtidas pelo nosso grupo de pesquisa
para estudos de relagdo estrutura-atividade (REA), principalmente andlogos dos
derivados 1,3,4-oxadiazdlio-2-tiol, com varia¢do na quantidade de carbonos olefinicos,
presenca ou ndo de insaturagdes na cadeia, além dos derivados com substituicdes no
enxofre (S-2) e nitrogénio (N-3).

A preparacao do intermedidrio 1,3,4-oxadiazol 89 pode ser realizada através do
tratamento da acilidrazina 88 com dissulfeto de carbono em meio alcalino alcodlico sob
refluxo (AMIR, 2004) (Esquema 3). A acilidrazina 88 pode ser preparada a partir da
formacdo do respectivo cloreto de 4cido 87, pela interconversdo de grupo funcional
(IGF), seguido de uma reagcao de SyAC com hidrato de hidrazina. E o dcido piperinico

86 pode ser obtido através da hidrélise alcalina da amida natural 69.
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Esquema 3. Obtenc¢ido do 1,3,4-oxadiazol (89) derivado hibrido da piperina (69).

Seguindo a mesma estratégia sintética descrita no Esquema 3, outros derivados
e andlogos podem também ser preparados, através da variagdo da estrutura da

acilidrazina (preparada a partir dos respectivos dcidos), empregadas na etapa de
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ciclizagdo. No Esquema 4, pode ser observada a estratégia para a sintese do derivado

saturado (90) do hibrido piperinico, pela hidrogenacao catalitica do acido piperinico 86,

e no Esquema 5 encontram-se as estratégias utilizadas na obtencdo dos 1,3,4-

oxadiazdis, andlogos da piperina 69, derivados do piperonal (91).
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Esquema 4. Obtencido do 1,3,4-oxadiazol derivado saturado (90) do hibrido piperinico.
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Esquema 5. Obtencgdo do 1,3,4-oxadiazol-2-tiol derivado do piperonal 91.
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Para realizar a sintese dos dcidos carboxilicos, derivados do piperonal (91),

foram necessdrias reagdes tais como:

e Sintese do 4cido cindmico (96), com uma insaturagao (2C — sp2) entre a
carbonila e o anel aromdtico, utilizando a reacdo de Knoevenagel com o
piperonal (91) (SILVA, 2002);

e Sintese do 4cido piperonilico (95), com auséncia de carbono entre a carbonila e
o anel aromatico, utilizando o reagente de Jones (CrOs; e H>SO4) na reacdo de
oxidagdo de piperonal (91) (RODIG, 1990);

e Sintese dos acidos saturados (92 e 97), utilizando a reducgdo catalitica (H; -
Pd/C) das ligagdes duplas responsdveis pela conjugacdo da carbonila ao anel

aromatico (VENKATASAMY, 2004).

Ja os derivados S-substituidos (107) podem ser preparados pela reacdo de Sy2,
em meio basico com alguns haletos orginicos (NAVEENA, 2010). Pretendemos
também realizar a sintese de derivados N-substituldos (108) pela reacio de Mannich
(BLICKE, 1942; SIEGER, 1971) tratando 89 com formaldeido

(CH,0) e aminas nucleofilicas (Esquema 6).
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Esquema 6. Obtenc¢do dos derivados 1,3,4-oxadiazol S (107) e N-substituidos (108).
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4.1- DISCUSSOES DOS RESULTADOS

4.1.1- ISOLAMENTO DA PIPERINA DOS FRUTOS SECOS DE Piper nigrum

A primeira etapa de nosso trabalho envolveu a obtencdo de quantidades
adequadas da amida natural, para a execugdo das transformagdes quimicas propostas
contendo o nucleo 1,3,4-oxadiazol, com substitui¢do (ou nao) nos dtomos S-2 ou N-3. A
piperina (69) teve a sua extracdo realizada com etanol, em aparelhagem de Soxhlet
(Figura 28), sob refluxo (RIBEIRO, 2004). Apds extracdo e concentragdo, em
evaporador rotatério, foi adicionada uma solugdo etandlica de KOH (10%) ao extrato,
para remocdo, por precipitacdo de substancias fendlicas e taninos. Apds filtracdo, a
solugdo bdsica foi acrescida de dgua até a ocorréncia de turvagdo total do meio. Durante
a decantacdo, por 72 horas a temperatura ambiente, os cristais sdo formados (agulhas de
coloracdo amarelo-clara), os mesmos foram filtrados em funil de Buchner e lavados,
consecutivamente, com 4agua e éter etilico, ambos gelados. Apds a recristalizagdo em
etanol os rendimentos da extracdo variaram de 3-7%. A pureza da piperina é confirmada

com os dados espectrocopicos do EM (RIBEIRO, 2004).

Figura 28. !Condensador, 2Extrator de Sohxlet, 3Balo de fundo redondo e “Manta de

aquecimento: Aparelhagem para extragcdo da piperina (69).
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A pureza do material obtido foi confirmada através dos métodos convencionais
de andlise (RMN, IV e EM). E os dados obtidos foram totalmente compativeis com a
estrutura da amida natural (69), e também por comparacdo com dados descritos na

literatura (IKAN, 1991; RIBEIRO, 2004).

No espectro de infravermelho (Espectro 1) podem ser observadas uma forte
banda de absor¢do em 1634 cm’, indicando a presenca da funcdo carbonila amidica
conjugada, além das absorcdes na regido entre 2937-2858 cm’', referentes as
deformacdes axiais das ligagdes C-H (sp’). No espectro de RMN 'H (Espectro 3),
podem ser observados um simpleto em & = 5,97 ppm, referente aos 2 hidrogénios do
grupamento metilenodioxilico, um grupo de sinais entre 8 = 6,40 e 7,43 ppm, referentes
aos hidrogénios olefinicos da cadeia lateral, e os 3 hidrogénios aromaticos. No espectro
de RMN "C (Espectro 4) podem ser observados um sinal em & = 165,3 ppm, referente
ao carbono da carbonila amidica. J4 no espectro de massas (Espectro 2) pode ser
observado, além do pico do ion molecular e pico base (m/z = 285 u.m.a., 100% de
abundancia relativa), fragmentos caracteristicos para a estrutura da amida natural.

O Esquema 7 mostra uma proposta de fragmentacao para a piperina 69.
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Esquema 7. Proposta de fragmentacao para a piperina 69.
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4.1.2- PREPARACOES DOS ACIDOS CARBOXILICOS: INTERMEDIARIOS
NA SINTESE DAS ACILIDRAZINAS CORRESPONDENTES.

A série dos cinco intermedidrios, dcidos carboxilicos (86, 92 e 95-97), foi obtida
com grau de pureza adequado, com rendimentos satisfatorios, utilizando como material

de partida a amida natural 69 e o aldeido piperonal 91 (Esquema 8).

o (0] (o]
SO0 O 5 ot
90% 75%
69 86 92
(6] O (0] O
0 AOH d ZIQ/LH eb \)kOH c WOH
g o LT T
9 o7

B il

Condicoes reacionais: a) KOH, Etanol, refluxo, 20h; b) HCI (até pH ~ 3); ¢) H, Pd/C,
CH;COOC,Hs, t.a. 3h; d) CrO3/H,SOy, acetona, 0°C, 4h; e) Acido malénico, piperidina,
piridina, 60°C, 8h.

Esquema 8: Esquema sintético para obtencao da série dos dcidos carboxilicos (86, 92 e
95-97) a partir dos precursores: piperina 69 e piperonal 91, com seus respectivos

rendimentos.

Os dados espectrocopicos, dos dcidos carboxilicos, foram compativeis com suas
estruturas. Nos espectros de RMN 'H a presenca do simpleto préximo a & = 12 ppm
caracteriza a presenca do hidrogénio da carboxila dos acidos carboxilicos obtidos (86,
92 e 95-97). Ja nos espectros de RMN 3C o sinal das carbonila indicam a mudanca de
grupo funcional se comparado com seus precursores. O sinal préximo a & = 169 ppm
(superior a carbonila conjugada amidica do precursor 69) indica a carbonila conjugada
do 4cido 86, o sinal préximo a & = 175 ppm (superior a carbonila conjugada do
precursor 86) indica a carbonila ndo conjugada do dcido 92, o sinal préximo a & = 168
ppm (inferior a carbonila benzodica do aldeido do precursor 91) indica a carbonila
benzdica do acido 95, o sinal préximo a 6 = 168 ppm (inferior a carbonila benzéica do

precursor 91) indica a carbonila conjugada do dcido 96 e o sinal préximo a & = 174 ppm
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(superior a carbonila conjugada do precursor 96) indica a carbonila nao conjugada do

acido 97. Estes dados podem ser comparados na Tabela 3 e Tabela 4.

Tabela 3. Relacio dos dados de deslocamento quimico da espectrometria de RMN 'H

da amida natural 69 e os 4cidos carboxilicos 86, 92, 95, 96 e 97.

Deslocamento quimico RMN 'H (ppm)

. Piperina Acidos carboxilicos
Posicao
69 86 92 95 96 L
OH - 12,2 12,0 12,65 12,27 12,13
2 6,98 7,22 6,77 7,21 7,38 6,82
5 6,76 6,9 6,8 6,85 6,95 6,81
6 6,89 6,97 6,64 7.4 7,16 6,68
a 6,43 596 25 - 6,41 2,74
B 7,39 73 1,51 - 7,52 2,49
04 6,76 6,97 1,51 - - -
0 6,76 6,97 2722 - - -
OCH,0 5,97 6,04 596 5098 6,08 5,97

Tabela 4. Relagio dos dados de deslocamento quimico da espectrometria de RMN 'H

da amida natural 69 e os 4cidos carboxilicos 86, 92, 95, 96 ¢ 97.

Deslocamento quimico RMN B¢ (ppm)

. Piperina Acidos carboxilicos
Posicao
69 86 92 95 96 97

C=0 165,3 169 1749 167,8 1683 1742
1 130,8 131,8 136,3 125,7 129,1 135,1
2 108,3 109,8 108,4 1099 108,9 109,2
3 148 1493 1456 148,6 149,5 1458
4 148 149,5 147,6 152,2 149,6 1476
5 105,5 107 109,1 109,1 107,1 108,5
6 122,4 124,5 121,2 126,1 125 121,5
a 119,8 122,5 349 - 117,5 36
B 1424 146 244 - 1443 30,5
Y 125,1 126,1 31 - - -
0 138,3 141,1 33,9 - - -

OCH,O 101,1 102,7 101 103 101,9 101,9
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4.1.2.1- HIDROLISE ALCALINA DA PIPERINA

O 4cido piperinico (86) pode ser obtido em elevado rendimento, através da
hidrélise da amida natural, piperina (69). Esta etapa foi descrita originalmente por
IKAN e otimizada em nosso laboratério (Esquema 9) (IKAN, 1991; RIBEIRO, 2004).

O uso da irradiacio de microondas em sintese orgdnica tem se mostrado
extremamente Util, entre outras coisas, por fornecer os produtos desejados em maiores
rendimentos e em tempos reacionais menores (KAPPE, 2009). Com base nestes dados,
estudamos a execuc¢do desta hidrélise sob aquecimento por irradiacio com microondas
(Equipamento: Discovery-CEM). Nestas condi¢des a amida (69), mantida nas mesmas
condic¢des basicas da hidrélise sob aquecimento convencional, forneceu o dcido 86 em

60 minutos, com 85% de rendimento.

O
MN ab (90%)
seanack--Teeane

Reagentes: (a) KOH, EtOH, Refluxo, 12h (aquecimento convencional); (b) HCI (até
pH= 3-4) ou (c) KOH, EtOH, Refluxo, 1h (microondas: 92°C, 50W).

Esquema 9. Hidrdélise da amida natural (69).

O é4cido piperinico (86) obtido apresentou ponto de fusio idéntico ao descrito na
literatura (PF: 218-219°C) (IKAN, 1991). Além da andlise comparativa do ponto de
fusdo, o produto foi devidamente caracterizado pelos métodos convencionais de andlise.

No espectro de infravermelho (Espectro S) podem ser observadas uma banda
larga, entre 3300-3200 cm™, devido ao estiramento da ligagdo OH do 4cido carboxilico
e uma absorcdo em 1678 cm™ que caracteriza a carbonila de 4cido carboxilico
conjugado. No espectro de RMN "°C (Espectro 8) pode ser observado um sinal em & =
169 ppm, referente ao carbono da carbonila — superior ao precursor amida 69. No
espectro de RMN 'H (Espectro 7) pode ser observado um simpleto em & = 12,2 ppm do
hidrogénio dcido, e o restante dos sinais foram totalmente compativeis com a estrutura

de 86. Ja o espectro de massas (Espectro 6) mostra, além do pico do ion molecular e
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pico base (m/z = 218 u.m.a., 100% de abundancia relativa), fragmentos caracteristicos
para o 4cido 86.

O Esquema 10 mostra uma proposta de fragmentacao para o acido 86.

z e RN E:) o 2 Ty
0Ny SN
m/z = 173 (75%) miz = 143 (25%)
cO
Ao 5
NG

miz = 115 (50%)

Esquema 10. Proposta de fragmentagdo para o acido piperinico 86.

4.1.2.2- SINTESE DO ACIDO PIPERONILICO 95.

Para a preparacdo do derivado piperonilico 95 foi realizada uma reacdo de
oxidagdo com o Reagente de Jones (2,68M CrOs; em H,SO,) (RODIG, 1990) sobre o
piperonal 91 (Esquema 11), tendo acetona como solvente.

@) O

Reagente de Jones
< H < OH
80%

Reagente de Jones: 2,68M CrO; / H,SO,, acetona, 0°C, 4h (80%)

Esquema 11. Oxidagao do piperonal 91.
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Ap6s a recristalizagdo em metanol, o dcido piperonilico (95) (Esquema 11)
apresentou ponto de fusdo, 231-232°C, semelhante ao descrito na literatura (ALDRICH,
2012). Além da andlise comparativa do ponto de fusdo, o produto foi devidamente
caracterizado pelos métodos convencionais de andlise.

No espectro de infravermelho (Espectro 9) podem ser observadas uma banda
larga, entre 3500-3400 cm™, devido ao estiramento da ligagdo OH do 4cido carboxilico
e uma absor¢do em 1673 cm’! que caracteriza a carbonila de 4cido benzédico. No
espectro de RMN °C (Espectro 12) pode ser observado um sinal em & = 167 ppm,
referente ao carbono da carbonila. No espectro de RMN 'H (Espectro 11) podem ser
observados um simpleto em 8 = 12,6 ppm de um hidrogénio, referente ao acido
carboxilico, além de outros sinais compativeis com a estrutura do acido piperonilico 95.
Ja o espectro de massas (Espectro 10) mostra, além do pico do fon molecular e pico
base (m/z = 165 u.m.a., 100% de abundancia relativa), fragmentos caracteristicos para o
acido 9S.

O Esquema 12 mostra uma proposta de fragmentacao para o acido 95.

o |t o)
| —‘ |
o] I
CYy e Ay
o) o}
M! m/z = 166 (70%) M-1 m/z =165 (100%)
b "OH

0+
o] \/ (o] ot
¢ - J

= o) i

miz = 149 (30%) miz = 121 (20%)

Esquema 12. Proposta de fragmentagao para o dcido piperonilico 95.
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4.1.2.3- SINTESE DO ACIDO CINAMICO 96

A preparagao do 4cido cinamico (96) foi realizada através da reagdo de
Knoevenagel entre o piperonal (91) e o 4cido maldnico (Esquema 13), em presenca de
piperidina, tendo piridina como solvente (SILVA, 2002).

A reacdo ocorre através da formacao do enolato do dcido maldnico, pela a¢do da
piperidina como base. O anion formado ataca o centro eletrofilico do piperonal 91
(carbonila aldeidica), formando um intermedidrio suscetivel de sofrer, in situ, uma
eliminacdo descarboxilativa, gerando o alceno com configuracdo E. Apds neutralizagdo
do meio, o dcido cinamico 96 é formado, como mostra o mecanismo descrito no

Esquema 13.

([;|. '03 OH |C|J
—0
O ™" - - ° \/KE[RO'
<0D A\—/ _0&__0 <0 | >
l-COE
i i
0 o e o. oo
<O:©/ ©® — <O, ®

Esquema 13. Mecanismo simplificado da reacdo de Knoevenagel (SILVA, 2002).

O é4cido cinamico 96 foi obtido, apds recristalizacdo em acido acético glacial, na
forma de cristais brancos apresentando ponto de fusao idéntico ao descrito na literatura
(PF: 238°C) (SILVA, 2002). Além da andlise comparativa do ponto de fusdo, o produto

foi devidamente caracterizado pelos métodos convencionais de andlise.

No espectro de infravermelho (Espectro 13) pode ser observada uma banda
larga, entre 3500-3400 cm™, devido ao estiramento da ligagdo OH do 4cido carboxilico
e outra banda de absor¢do em 1692 cm’! que caracteriza a carbonila de dcido conjugado.

No espectro de RMN °C (Espectro 16) pode ser observado um sinal em & = 168 ppm,
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referente ao carbono da carbonila conjugada. No espectro de RMN 'H (Espectro 15)

podem ser observados um simpleto em & = 12,2 ppm, de um hidrogénio, referente ao

acido carboxilico, além de outros sinais compativeis com a estrutura do dcido 96. Ja o

espectro de massas (Espectro 14) além do pico do ion molecular e pico base (m/z = 192

u.m.a., 100% de abundancia relativa), mostram fragmentos caracteristicos para o dcido

96.

O Esquema 14 mostra uma proposta de fragmentacao para o dcido cinamico 96.

le) + +-OH

o

MIm/z = 192 (100%)

Co

+ CH@ AL @/\cm

m/z = 89 (25%) miz = 117 (15%)

ceng

m/z = 175 (30%)

-
_ o@A\/

m/z = 145 (20%)

o+

Esquema 14. Proposta de fragmentagao para o dcido cinamico 96.
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4.1.2.4- SINTESE DOS ACIDOS SATURADOS 92 E 97.

A preparacdo, tanto do acido tetraidropiperinico (92) quanto do diidrocindmico
(97), foi realizada através da hidrogenacdo catalitica heterogénea, em atmosfera de Hy,
como reagente, catalisado por Pd/C em acetato de etila como solvente

(VENKATASAMY, 2004). O Esquema 15 mostra as reacdes de reducio catalitica.

0] o)
ooy 2 eyt
o) 0]

97 (80%)

n=1
n=2 92 (75%)

|0 |©
(o3[}

n=1
n=2

Reagentes: a) H,, Pd/C; acetato de etila, pressdo atmosférica, t.a, 3h

Esquema 15. Reac¢ao de redugao catalitica dos acidos 86 e 96.

O 4cido tetraidropiperinico (92) (Esquema 15) foi obtido apds recristalizacao
em CHCls:Hexano (10%), na forma de cristais bege apresentando ponto de fusdo
idéntico ao descrito na literatura (95-96°C) (VENKATASAMY, 2004). Além da analise
comparativa do ponto de fusdo, o produto foi devidamente caracterizado pelos métodos
convencionais de andlise.

No espectro de infravermelho (Espectro 17), podem ser observadas uma banda
larga entre 3500-3400 cm™, devido ao estiramento da ligacdo OH e outra banda de
absor¢do em 1708 cm™, que caracteriza a carbonila de 4cido ndo conjugado. No
espectro de RMN °C (Espectro 20) podem ser observados um sinal em 8 = 175 ppm,
referente ao carbono da carbonila ndo conjugada — deslocamento quimico superior ao
precursor 86, e sinais entre & = 24,4 ¢ 34,9 ppm referentes aos carbonos saturados. No
espectro de RMN 'H (Espectro 19) podem ser observados trés sinais entre d = 1,5 a 2,5
ppm, referentes aos hidrogénios da cadeia saturada e um simpleto largo préximo a & =
12 ppm, referente ao hidrogénio dcido da fungdo caboxilica. Ja o espectro de massas
(Espectro 18) além do pico do ifon molecular m/z = 222 u.m.a. (25%) e pico base 135
u.m.a. (100%) mostra fragmentos caracteristicos ao acido 92.

O Esquema 16 mostra uma proposta de fragmentacdo para o 4dcido

tetraidropiperinico 92.
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Esquema 16. Proposta de fragmentagao para o dcido tetraidropiperinico 92.

O 4cido diidrocinamico (97) (Esquema 15) foi obtido apds recristalizagcdo em
CHCls:Hexano (20%), na forma de cristais brancos apresentando ponto de fusdao (85-
87°C) semelhante ao descrito na literatura (86-88°C) (VENKATASAMY, 2004). Além
da andlise comparativa do ponto de fusdao, o produto foi devidamente caracterizado
pelos métodos convencionais de andlise.

No espectro de infravermelho do é4cido diidrocinamico (97) pode ser observada
uma banda larga, entre 3300-3200 cm™', devido ao estiramento da ligacio OH e outra
banda de absorcdo em 1733 cm’™, que caracteriza a carbonila de 4cido ndo conjugado
(Espectro 21). No espectro de RMN "°C (Espectro 24) podem ser observados um sinal
em O = 174 ppm, referente ao carbono da carbonila ndo conjugada — deslocamento
quimico superior ao acido precursor 96, e os sinais & = 36,0 e 30,5 ppm referentes aos
carbonos metilénicos o e S-carbonilicos, respectivamente. No espectro de RMN 'H
(Espectro 23) podem ser observados um simpleto em & = 12,13 ppm, referente ao
hidrogénio do 4cido carboxilico e dois tripletos em 2,74 e 2,49 ppm referentes aos dois
metilenos o e f-carbonilicos. Ja o espectro de massas (Espectro 22) além do pico do fon
molecular m/z = 194 u.m.a. (70%) e pico base 135 u.m.a. (100%), mostra fragmentos
caracteristicos ao acido 97.

O Esquema 17 mostra uma proposta de fragmentacdo para o 4&cido

diidrocinamico 97.
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miz = 135 (100%)

Esquema 17. Proposta de fragmentagdo para o dcido diidrocinamico 97.

4.1.3- SINTESE DOS CLORETOS DE ACIDO

Para a sintese de todas as acilidrazinas, precursoras dos heterociclos da classe
dos 1,3,4-oxadiazdis, a passagem pelo cloreto de dcido foi comum, visto que € um
intermedidrio mais reativo, que o proprio dcido carboxilico correspondente, na reacao
de substituicao nucleofilica acilica (Sy\AC) com o hidrato de hidrazina.

Os cloretos de tionila (SOCl,) e oxalila (COCI), sdo usualmente os reagentes de
escolha para a sintese de cloretos de acila. Apresentam a vantagem de formarem
subprodutos gasosos (SO,, CO, CO;) que ndo contaminam o produto (MARCH, 1985).
Apesar de apresentarem comportamento reacional semelhante, as condi¢des reacionais
sao distintas: para utilizar o cloreto de tionila o refluxo é necessario, ja o cloreto de
oxalila faz-se em temperatura ambiente.

Devido a disponibilidade do cloreto de oxalila no laboratério, este foi utilizado
na preparagdo dos cloretos de 4cidos (Esquema 18). Sendo mais reativo que o SOCl,,
todas as reagdes foram realizadas em temperatura ambiente. Por apresentar alta
reatividade os cloretos de 4dcido sintetizados ndo foram quantificados ou purificados por
nenhuma técnica, foram todos considerados puros pelo acompanhamento por CCF (pela
formacdo instantanea do éster metilico, pela reacdo com metanol) e utilizados logo em

seguida, apds remocao do cloreto de oxalila em evaporador rotatorio.
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n=0 95 n=0 98
n=1 (insaturado) 96 n=1 (insaturado) 99
n=1 (saturado) 97 n=1 (saturado) 100
n=2 (insaturado) 86 n=2 (insaturado) 87
n=2 (saturado) 92 n=2 (saturado) 93

Reagente: a) (COCl),, t.a., 1-3h

Esquema 18. Sintese dos cloretos de acila.

No Esquema 19 descrevemos uma proposta para o mecanismo de formag¢do dos

cloretos de acila pela reacao dos respectivos dcidos com cloreto de oxalila.

0
Q% c Ny—Cl N g
R YW/ R— R— 1) -HCI

of 0"~y o 2) HCl
S ocah o AN

\_) B C_OCI o

H

o 05y 0O J
L = I~ R

R™ 0 — | R0 | — c

o g c A g ) + CO, + CO + HCI

Esquema 19. Mecanismo de formacao dos cloretos de acila utilizando cloreto de oxalila

(MARCH, 1985).
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4.1.4- SINTESES DAS ACILIDRAZINAS

As sinteses de todas as acilidrazinas foram realizadas imediatamente apds a
preparacao dos intermedidrios cloretos de dcido correspondentes. Na primeira sintese ao
cloreto de 4cido 87, preparado em rendimento quantitativo, dissolvido em
diclorometano (seco) foi adicionado, em banho de gelo, mono-hidrato de hidrazina
(gota-a-gota), a qual, através de uma reacdo de substitui¢ao nucleofilica acilica (SyAC)
gerou a acilidrazina 88 juntamente com uma mistura de produtos de dificil separagdo.
Como houve a formacdo de subprodutos, ndo caracterizados, a metodologia foi
invertida, pela adicdo da solucdo do cloreto de acila em diclorometano (seco) a solugdo
de hidrazina, também em diclorometano (seco), ao invés do contrario, descrito pela
literatura (RIBEIRO, 2004). Esta mudanca foi suficiente para evitar o aparecimento dos
subprodutos anteriormente visualizados por CCF. Apesar de ndo terem sido
caracterizados, imaginamos que sejam os derivados diméricos (diacilidrazina — 88a) e
seu oxadiazol correspondente (88b), como pode ser visto na Figura 29. Os dados de
RMN "*C obtidos da mistura ddo subsidio a esta proposta — principalmente pelos
deslocamentos referentes aos carbonos: C=0, da acilidrazina 88 e do dimero 88a; e
C=N, do oxadiazol 88b, com deslocamentos quimicos de & = 165, 164 ¢ 158 ppm,
respectivamente. Podemos observar também na regido préxima a & = 100 ppm a
presenca de trés sinais, referentes aos carbonos do metilenodiéxi (OCH,0) de cada um

dos componentes da mistura.

(

O

o 0
)
0 \/\/lNH'H \/\/C[O
T
a

88a

O RAAA) LAAA) RALAS BALAE RARRS | LARRA LAALL RALL |
165 160 155 100 95

88b Chemical Shift (ppm)

Oﬁv@;&ﬂﬂg

Figura 29. Estruturas da acilidrazina 88 e os possiveis subprodutos gerados (88a e

88b); e o espectro de RMN B¢ da mistura.
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Outro dado que auxilia esta afirmacdo € a descricdo na literatura da formacao
destes tipos de produtos em condicdes reacionais semelhantes (OLIVEIRA, 2012). Esta
observacdo ja havia sido feita, pelo nosso grupo de pesquisa, por FRANKILIM (2013).

Esta modificacdo da técnica de obtencdo da acilidrazina foi aplicada também na
sintese das demais acilidrazinas (94 e 101-103), logo esta série foi obtida com grau de
pureza adequado, com rendimentos satisfatdrios, utilizando como material de partida os

cloretos de acido correspondentes, como € mostrado no Esquema 20.

n=0 98 n=0 101 (85%)
n=1 (insaturado) 99 n=1 (insaturado) 102 (75%)
n=1 (saturado) 100 n=1 (saturado) 103 (70%)
n=2 (insaturado) 87 n=2 (insaturado) 88 (75%)
n=2 (saturado) 93 n=2 (saturado) 94 (80%)

Reagente: a) NH,-NH,.H,O, CH,Cl,, 0°C, 0,5h

Os dados espectrocOpicos, das acilidrazinas, foram compativeis com suas
estruturas. Nos espectros de RMN 'Ha presenca de dois simpletos proximos a 6 =9 e
3,5 ppm caracterizam a presenc¢a dos hidrogénios das acilidrazidas (88 , 94 ¢ 101-103) —
indicando a presenca dos hidrogénios no NH e NH,, respectivamente da funcado
correspondente. J4 nos espectros de RMN 3C o sinal das carbonila indicam a mudanca
de grupo funcional se comparado com seus precursores. Os sinais préximos a 8 = 165
ppm (inferior as carbonila conjugadas carboxilicas e benzdicas dos precursores 86, 96 e
95, respectivamente) indicam as carbonilas conjugadas e benzdicas das acilidrazinas 88,
102 e 101, respectivamente. Os sinais proximos a & = 171 ppm (inferiores as carbonilas
nao conjugadas carboxilicas precursoras 92 e 97) indicam as carbonilas nao conjugadas
das acilidrazinas 94 e 103, respectivamente. Estes dados podem ser comparados na

Tabela 5 e Tabela 6.
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Tabela 5. Relacdo dos dados de deslocamento quimico da espectrometria de RMN 'H

Deslocamento quimico RMN "H (ppm)

L Acilidrazinas
Posicao
88 94 101 102 103
NH, 4,42 3,36 3,37 3,37 3,38
NH 9,3 894 10,32 9,26 8,99
2 7,26 6,77 7,45 7,14 6,78
5 6,34 6,81 7,54 6,96 6,8
6 6,98 6,64 7,06 7,07 6,65
a 6,02 2,52 - 6,4 273
B 7,17 1,49 - 7,37 2,28
04 6,84-95 1,49 - - -
0 6,84-95 2,52 - - -
OCH,0 6,05 5,97 6,14 6,07 5,96

Tabela 6. Relacdo dos dados de deslocamento quimico da espectrometria de RMN °C

Deslocamento quimico RMN B¢ (ppm)

. Acilidrazinas
Posicao
88 94 101 102 103
C=0 1652 171,7 1642 16522 1712
1 131,3  136,3 126,8 129,7 1354
2 106,1 1084 107,3 108,99 109,1
3 148,1 145,6 146,6 148,3 1457
4 1484 147,6 1494 148,8 1475
5 108,9 109,2 106,5 106,6 1085
6 123,1 1214 121,6 1235 1214
o 122,9 34,9 - 118,8 35,8
B 138,3 25,2 - 138,4 31,1
v 125,7 31,2 - - -
o 138.,2 33,7 - - -
OCH,0 101,7 101 101 101,9 101

51



A acilidrazina 88 foi obtida, apds recristalizacdo em etanol, como um sélido
amarelo amorfo e com ponto de fusdo entre 237-239°C. Além do ponto de fusdo,
superior a seu precursor 86, indicar a mudanca de grupo funcional, o produto foi
caracterizado pelos métodos convencionais de andlise.

No espectro de infravermelho da acilidrazina 88 (Espectro 25) pode ser
observada uma banda larga entre 3400-3300 cm’ do estiramento N-H da funcdo
acilidrazina, e absor¢des em 1595, 1440 e 1215 cm’! referentes ao estiramento C=0
(carbonila amidica conjugada), C-N e C-O (metilenodioxilico) respectivamente. No
espectro de RMN °C (Espectro 28) pode ser observado um sinal em & = 163 ppm,
referente ao carbono da carbonila amidica conjugada — deslocamento quimico inferior
ao seu precursor acido (86). Nos espectro de RMN 'H (Espectro 27) foram observados
os sinais & = 3,35 e 10,3 ppm, referentes aos hidrogénios NH, e NH, respectivamente,
da acilidrazina. Ja o espectro de massas (Espectro 26), além do pico do ion molecular
m/z = 232 um.a. (25%) e pico base 201 u.m.a. (100%) mostra fragmentos
caracteristicos a acilidrazina 88.

O Esquema 21 mostra uma proposta de fragmentacao para acilidrazina 88.

NHNH2
+ ot

SoanmEPNes aag

Mt m/z = 232 (25%) m/z =201 (100%)

l H,CO
<0
miz = 143 (25%)

m/z = 171 (25%)
)\* I
0
=

m/z = 115 (65%)

Esquema 21. Proposta de fragmentagao para acilidrazina 88.
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A acilidrazina 94 foi obtida (Esquema 20), apds recristalizagdo em metanol,
como cristais brancos em forma de agulhas e com ponto de fusdo entre 98-100°C. Além
do ponto de fusdo, superior a seu precursor 92, indicar a mudanca de grupo funcional, o
produto foi caracterizado pelos métodos convencionais de anélise.

No espectro de infravermelho da acilidrazina 94 (Espectro 29) pode ser
observada uma banda entre 3429-3203 cm’' referente as vibracdes da ligacio NH da
acilidrazina, e absor¢des em 1635, 1450 e 1220 cm’! referentes ao estiramento C=0
(carbonila amidica ndo conjugada), C-N e C-O (metilenodioxilico) respectivamente
(Espectro 32). No espectro de RMN "°C (Espectro 32) podem ser observados um sinal
em & = 171 ppm, referente ao carbono da carbonila amidica nido conjugada —
deslocamento quimico inferior a seu precursor dcido 92, e sinais entre 25,2 a 34,9
referente aos hidrogénios saturados. No espectro de RMN 'H (Espectro 31) podem ser
observados os sinais 0 = 3,36 e 8,94 ppm, referentes aos hidrogénios NH, e NH da
acilidrazina, respectivamente, e sinais entre 1,49 a 2,52 referentes aos hidrogénios
saturados. J& o espectro de massas (Espectro 30) além do pico do fon molecular m/z =
236 u.m.a. (45%) e pico base m/z = 204 um.a. (100%) mostra fragmentos
caracteristicos para a acilidrazina 94.

O Esquema 22 mostra uma proposta de fragmentacao para acilidrazina 94.

=

< | CH +

—

m/z = 135 (75%) O
+
H N 2 T/\;
< @W NHzNHz
M1 miz = 236 (45%) *, <O:©M

m/z = 204 (100%)

T A 0y — <jj@ﬁ

m/z = 148 (45%) m/z = 176 (20%)

Esquema 22. Proposta de fragmentagao para a acilidrazina 94.
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A acilidrazina 101 foi obtida (Esquema 20), apds recristalizacdo em metanol,
como um sélido amorfo bege com ponto de fusdo entre 196-198°C. Além do ponto de
fusdo, inferior ao seu precursor acido 95, indicar mudanga de grupo funcional, o produto
foi caracterizado pelos métodos convencionais de anélise.

No espectro de infravermelho da acilidrazina 101 (Espectro 33) pode ser
observada uma banda larga entre 3435-3190 cm™ referente a vibragdes da ligagio NH
da acilidrazina e uma absor¢io em 1618 cm’ referente 4 carbonila benzéica. No
espectro de RMN °C (Espectro 36) pode ser observado um sinal em & = 164 ppm,
referente ao carbono da carbonila benzdica — deslocamento quimico inferior a seu
precursor dcido 95. Nos espectro de RMN 'H (Espectro 35) podem ser observados os
sinais 6 = 3,37 e 10,32 ppm, referentes aos hidrogénios NH, e NH, respectivamente, da
acilidrazina. J4 o espectro de massas (Espectro 34) além do pico do fon molecular m/z
= 180 um.a. (30%) e pico base m/z = 149 u.m.a. (100%) mostra fragmentos
caracteristicos para a acilidrazina 101.

O Esquema 23 mostra uma proposta de fragmentacao para acilidrazina 101.

T eed

NH,
< NH™ miz = 149 (100%)
co
M m/z = 180 (30%)
+
< = ICH
X
m/z =121 (25%)

Esquema 23. Proposta de fragmentagdo para a acilidrazina 101.

A acilidrazina 102 foi obtida (Esquema 20), apds recristalizagdo em metanol,
como um s6lido amorfo branco com ponto de fusao entre 149-151°C. Além do ponto de
fusdo, inferior ao precursor acido 96, indicar mudanca de grupo funcional, o produto foi

caracterizado pelos métodos convencionais de andlise.
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No espectro de infravermelho (Espectro 37), pode ser observada uma banda
larga entre 3435-3261 cm’ referente a vibragdes da ligacdo NH da acilidrazina, e uma
absor¢do em 1660 cm™ referente a carbonila amidica conjugada. No espectro de RMN
BC (Espectro 40) pode ser observado um sinal em & = 165 ppm, referente ao carbono
da carbonila amidica conjugada — deslocamento quimico inferior ao precursor dcido 96.
Nos espectro de RMN 'H (Espectro 39) podem ser observados os sinais 6 = 3,37 € 9,26
ppm, referentes aos hidrogénios NH, e NH da acilidrazina, respectivamente. Ja o
espectro de massas (Espectro 38) além do pico do ion molecular m/z = 206 u.m.a.
(15%) e o pico base m/z = 89 u.m.a. (100%) mostra fragmentos caracteristicos para a
acilidrazina 102.

O Esquema 24 mostra uma proposta de fragmentacao para acilidrazina 102.

miz = 175 (70%)

l H,CO
co

co o+
+CH; \Z/ ‘\/ O@/kcm ‘\/ O@/\//
)

m/z = 89 (100%)

Mim/z =206 (15%)

m/z = 117 (45%) m/z = 145 (60%

Esquema 24. Proposta de fragmentagdo para a acilidrazina 102.

A acilidrazina 103 foi obtida (Esquema 20), apds recristalizagdo em metanol,
como cristais brancos na forma de agulhas com ponto de fusdo entre 118-120°C. Além
do ponto de fusdo, superior ao precursor dcido 97, indicar mudanca de grupo funcional,
o produto foi caracterizado pelos métodos convencionais de andlise.

No espectro de infravermelho (Espectro 41) pode ser observada uma banda
larga entre 3435-3284 cm™ referente as vibragdes da ligacio NH da acilidrazina e uma
absor¢do em 1631 cm™ referente a carbonila amidica ndo conjugada. No espectro de

RMN "°C (Espectro 44) pode ser observado um sinal em & = 171 ppm, referente ao
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carbono da carbonila amidica ndo conjugada — deslocamento quimico inferior ao
precursor dcido 97. Nos espectro de RMN 'H (Espectro 43) podem ser observados os
sinais & = 3,38 e 8,99 ppm, referentes aos hidrogénios NH, ¢ NH da acilidrazina,
respectivamente, além de dois tripletos 8 = 2,28 e 2,73 ppm, referentes aos hidrogénios
saturados. J& o espectro de massas (Espectro 42) além do pico do fon molecular m/z =
208 u.m.a. (15%) e pico base m/z = 135 um.a. (100%) mostra fragmentos
caracteristicos para a acilidrazina 103.

O Esquema 25 mostra uma proposta de fragmentacao para acilidrazina 103.

‘C‘> + NHoNH, 2
0
NH
P T

Mim/z = 208 (15%) +CH=C=0 K/

m/z = 135 (100%)
m/z = 148 (20%)

Esquema 25. Proposta de fragmentagdo para a acilidrazina 103.

4.1.5- SINTESE DOS HETEROCICLOS 1,3,4-OXADIAZOL-2-TIOL

A ultima etapa para obtencdo dos heterociclos envolve o tratamento das
acilidrazinas obtidas com dissulfeto de carbono em meio bésico e refluxo (Esquema
26). A primeira sintese foi realizada com a acilidrazina 88, esta foi tratada com
dissulfeto de carbono em refluxo de etanol, em meio bdsico, por aproximadamente 12
horas, gerando o derivado 89 em 60% de rendimento (ABORAIA, 2005;
RAMAPRASAD, 2010 e NAVEENA, 2010). Visando aperfeicoar o rendimento e
diminuir o tempo de reac@o, a mesma foi realizada com radiacdo em microondas (78°C,
50W) (WANG, 2006; RAJAPAKNE, 2006) gerando o derivado 89 em 70% de
rendimento em apenas 1 hora. Diante desta aparente otimizacdo, de rendimento e tempo

reacional, as demais reacdes de ciclizagdo foram realizadas em refluxo por microondas.
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O Esquema 27 mostra o mecanismo para obten¢do do heterociclo 89 a partir da

acilidrazina 88.

N—N
a,b
_NH, —_—> e >¥SH
NH 70 - 80% < o
O
n=0 101 n=0 104 (72%)
n=1 (insaturado) 102 n=1 (insaturado) 105 (75%)
n=1 (saturado) 103 n=1 (saturado) 106 (80%)
n=2 (insaturado) 88 n =2 (insaturado) 89 (70%)
n=2 (saturado) 94 n=2 (saturado) 90 (80%)

Reagentes: a) CS,, etanol, KOH, refluxo, 1h; b) HCl,. até pH 3,0.

Esquema 26. Preparacao dos derivados heterociclicos 1,3,4-oxadiazol-2-tiol 89, 90,

104, 105 ¢ 106.

s
‘o
C\\S LS
(o s
<oj©/\/\/uc N NH2 -H:0 <oj©/\/\/§N/NH2
|
o) H o

88 L L H .

S™ K {SHg-

ok

\ -HpS
<Oj©/\/\\/gN,N - <Oj©/\/\\ /& N\'\i‘H
@) @)

+H*CI l
o——<SH ’</S
\ O
SO AR RGeS e
O O
89 (tiol) 89 (tiona)

Esquema 27. Proposta de Mecanismo para a formacgdo do heterociclo 1,3,4-oxadiazol-

2-tiol(tiona) 89 a partir da acilidrazina 88.
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A série de cinco derivados heterociclicos (89, 90, 104, 105 ¢ 106) foi obtida com

rendimentos satisfatorios, com grau de pureza adequado, caracterizados pelos métodos
convencionais de andlise e apresentaram dados espectroscOpicos compativeis com suas
estruturas. Alguns sinais de RMN foram fundamentais para caracterizar a formagao do
heterociclo. No espectro de RMN 'H a presenca do simpleto largo préximo a & = 14
ppm caracteriza a preseng¢a do hidrogénio do heterociclo (NH/SH), segundo dados da
literatura (RAMAPRASAD, 2010 e NAVEENA, 2010). J4 no espectro de RMN °C a
presenca de dois sinais proximos a & = 162 e 177 ppm caracterizam os carbonos do
heterociclo (C=N e C=S, respectivamente), segundo dados da literatura
(RAMAPRASAD, 2010 e NAVEENA, 2010). Estes dados podem ser comparados na
Tabela 7 e Tabela 8.

Tabela 7. Relagdo dos dados de deslocamento quimico da espectrometria de RMN 'H

Deslocamento quimico RMN "H (ppm)
1,3,4-oxadiazol-2-tiol

Posicao

89 90 104 105 106

SH/NH 14,15 1434 14,68 1457 -
2 722 681 737 749 688
5 694 682 745 698 671
6 703 665 7,03 725 683
@ 644 274 - 701 2,99
B 7,23 1,61 - 743 2,89
¥ 7,00 161 - - -
5 705 2,53 - - -

OCH,O 6,07 5,97 6,18 6,1 5,98
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Tabela 8. Relacdo dos dados de deslocamento quimico da espectrometria de RMN °C

Deslocamento quimico RMN B¢ (ppm)
1,3,4-oxadiazol-2-tiol
89 90 104 105 106
C-S 177,32 178,14 177,63 177,36 178,22
C=N 161,07 164,62 160,82 161,35 163,84
1 131,01 136,04 116,54 139,33 133,79

Posicao

2 106,02 108,48 106,2 106,74 108,61
3 148,48 145,67 148,65 149,53 146,16
4 148,6 147,64 151,17 148,55 147,72
5 109,04 109,19 109,6 107,39 109,25
6 110,93 121,29 122,04 108,97 121,71
a 123,57 34,62 - 125,07 31,06
B 140,18 25,03 - 1294 27,28
Y 139,66 24,87 - - -

0 125,78 30,66 - - -

OCH,O 101,88 101,04 102,69 102,06 101,21

Para os heterociclos 1,3,4-oxadiazdis sintetizados, na espectrometria de massas
por impacto de elétrons, além do pico do fon molecular (M™), a maioria, apresentou o
pico do fon M + 2, que indica a contribui¢do do isGtopo **S em compostos contendo
enxofre (SILVERSTEIN, 1994). Entre estes o heterociclo 89 apresentou limitacdes para
identificar o sinal do fon molecular logo foi necessario utilizar uma técnica mais branda
e de maior resolucdo (analisador TOF / MS-ES) que foi capaz de identificar o fon

molecular M* + H e M™ + 2) e alguns outros fragmentos.

O heterociclo da estrutura 89 foi obtido (Esquema 26), ap6s recristalizagdo em
etanol, como um sélido amorfo amarelo com ponto de fusdo entre 213-215°C. Além do
ponto de fusdo, inferior ao precursor acilidrazina 88, indicar mudanca de grupo
funcional, o produto foi caracterizado pelos métodos convencionais de anélise.

No espectro de infravermelho (Espectro 45) pode ser observada uma banda
larga em 3329 cm™, devido ao estiramento da ligagdo NH do heterociclo, e absor¢des

em 1607, 1458 ¢ 1210 cm’! referentes aos estiramentos C=N, C-N (heterociclo) e C-O
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(metilenodioxilico), respectivamente. No espectro de RMN °C (Espectro 48) podem
ser observados dois sinais caracteristicos do equilibrio tautomérico do heterociclo, um
em & = 177,3 ppm (C=S) e outro em & = 161 ppm (C=N). No espectro de RMN 'H
(Espectro 47) pode ser observado um sinal largo em & = 14,15 ppm (NH/SH)
caracteristico do hidrogénio 4cido que participa do equilibrio tautomérico do heterociclo
— deslocamento quimico superior aos sinais NH do precursor acilidrazina 88. J4 o
espectro de massas (Espectro 46) além do pico do fon molecular (M* + H) e pico base
m/z = 275 u.m.a. (100%) mostra o pico do fon M* + 2 m/z = 276 um.a. (5%) e
fragmentos caracteristicos para o heterociclo 89.

O Esquema 28 mostra uma proposta de fragmentacao para o heterociclo 89.

\
<<:j©/\/\\//4 o SH m/z = 199 (5%)

N\

I C—SH

N

o cZ

M1m/z = 274 (100%) 7 < NN
M. +2 m/z = 276 (5%)

m/z = 201 (5%)

O+

Esquema 28. Proposta de fragmentagdo para o heterociclo 89.

O heterociclo da estrutura 90 foi obtido (Esquema 26), ap6s recristalizagdo em
metanol, como um solido branco amorfo com ponto de fusao entre 66-68°C. Além do
ponto de fusdo, inferior ao precursor acilidrazina 94, indicar mudanca de grupo
funcional, o produto foi caracterizado pelos métodos convencionais de analise.

No espectro de infravermelho (Espectro 49) pode ser observada uma banda larga
em 3350 cm™, devido ao estiramento da ligagdo NH do heterociclo, e absor¢des em
1580, 1390 e 1200 cm’! referentes aos estiramentos C=N, C-N (heterociclo) e C-O
(metilenodioxilico), respectivamente. No espectro de RMN BC (Espectro 52) podem
ser observados dois sinais caracteristicos do equilibrio tautomérico do heterociclo, um
em & = 178,1 ppm (C=S) e outro em & = 164,6 ppm (C=N). No espectro de RMN 'H
(Espectro 51) pode ser observado um sinal em & = 14,3 ppm (NH/SH) caracteristico do

hidrogénio acido que participa do equilibrio tautomérico do heterociclo — deslocamento
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quimico superior aos sinais NH do precursor acilidrazina 94. J4 o espectro de massas
(Espectro 50) além do pico do fon molecular m/z = 278 u.m.a. (60%) e pico base m/z =
135 u.m.a. (100%), mostra o pico do fon M + 2 m/z = 280 u.m.a. (3%) e fragmentos
caracteristicos para o heterociclo 90.

O Esquema 29 mostra uma proposta de fragmentacao para o heterociclo 90.
N—N
CHSV/L >\\SH
0 +
+ o CH_
N A ( j©/ Chy
o / O>\\SH o
N—N miz = 148 (15%)
-
- CHy 0

O

m/z = 135 (100%)

M1 m/z = 278 (60%)
M1 +2 m/z = 280 (3%)

Esquema 29. Proposta de fragmentagao para o heterociclo 90.

O heterociclo da estrutura 104 foi obtido (Esquema 26), ap0s recristalizacdo em
metanol, como um sélido branco amorfo com ponto de fusdo entre 196-198°C. Além do
ponto de fusdo, inferior ao precursor acilidrazina 101, indicar mudanca de grupo
funcional, o produto foi caracterizado pelos métodos convencionais de anélise.

No espectro de infravermelho (Espectro 53) pode ser observada uma banda
larga em 3450 cm’, devido ao estiramento da ligacdo NH do heterociclo, e absorcdes
em 1605, 1500 e 1220 cm’! referentes aos estiramentos C=N, C-N (heterociclo) e C-O
(metilenodioxilico), respectivamente. No espectro de RMN °C (Espectro 56) podem
ser observados dois sinais caracteristicos do equilibrio tautomérico do heterociclo, um
em & = 177,6 ppm (C=S) e outro em & = 160,8 ppm (C=N). No espectro de RMN 'H
(Espectro 55) pode ser observado um sinal em & = 14,6 ppm (NH/SH) caracteristico do
hidrogénio 4cido que participa do equilibrio tautomérico do heterociclo — deslocamento
quimico superior aos sinais NH do precursor acilidrazina 101. Ja o espectro de massas

(Espectro 54) além do pico do ion molecular e pico base m/z = 222 u.m.a. (100%),
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mostra o pico do fon M + 2 m/z = 224 u.m.a. (5%) e fragmentos caracteristicos para o
heterociclo 104.

O Esquema 30 mostra uma proposta de fragmentacao para o heterociclo 104.

SH
o= c/ N
. . A
N—N T ’ e} ClN
SO = T
© N—N m/z = 161 (60%)
M3 m/z = 222 (100%) . /Ao SH

M3 +2 m/z = 224 (5%) y
( |
NN

m/z = 121 (15%)

Esquema 30. Proposta de fragmentagdo para o heterociclo 104.

O heterociclo da estrutura 105 foi obtido (Esquema 26), apds recristalizacdo em
metanol, como um sélido branco amorfo com ponto de fusio entre 180-182°C. Além do
ponto de fusdo, superior ao precursor acilidrazina 102, indicar mudanga de grupo
funcional, o produto foi caracterizado pelos métodos convencionais de anélise.

No espectro de infravermelho (Espectro 57) pode ser observada uma banda larga
em 3350 cm™, devido ao estiramento da ligacdo NH do heterociclo, e absor¢des em
1580, 1450 e 1210 cm’! referentes aos estiramentos C=N, C-N (heterociclo) e C-O
(metilenodioxilico), respectivamente. No espectro de RMN °C (Espectro 60) podem
ser observados dois sinais caracteristicos do equilibrio tautomérico do heterociclo, um
em & = 177,3 ppm (C=S) e outro em & = 161,3 ppm (C=N). No espectro de RMN 'H
(Espectro 59) pode ser observado um sinal em & = 14,5 ppm (NH/SH) caracteristico do
hidrogénio acido que participa do equilibrio tautomérico do heterociclo — deslocamento
quimico superior aos sinais NH do precursor acilidrazina 102. Ja o espectro de massas
(Espectro 58) além do pico do ion molecular e pico base m/z = 248 u.m.a. (100%),
mostra o pico do fon M + 2 m/z = 250 u.m.a. (5%) e fragmentos caracteristicos para o

heterociclo 105.
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O Esquema 31 mostra uma proposta de fragmentacao para o heterociclo 10S.

S HKEL*’ﬁ@

Mim/z = 248 (100%) )\
M. +2 m/z = 250 (5%) B )\SH SH

% SH\/OH \\
D o ) ™
O
(@] \ < \ o
N—-N
HS I
m/z = 159 (50%)

I,

m/z =172 (35%)

Esquema 31. Proposta de fragmentagdo para o heterociclo 10S.

O heterociclo da estrutura 106 foi obtido (Esquema 26), apds recristalizagdo em
metanol, como um so6lido branco amorfo com ponto de fusao entre 96-98°C. Além do
ponto de fusdo, inferior ao precursor acilidrazina 103, indicar mudanca de grupo
funcional, o produto foi caracterizado pelos métodos convencionais de analise.

No espectro de infravermelho (Espectro 61) pode ser observada uma banda larga
entre 3100-3600 cm™, devido ao estiramento da ligagdo NH do heterociclo, e absorcdes
em 1598, 1493 e 1245 cm’! referentes aos estiramentos C=N, C-N (heterociclo) e C-O
(metilenodioxilico), respectivamente. No espectro de RMN BC (Espectro 64) podem
ser observados dois sinais caracteristicos do equilibrio tautomérico do heterociclo, um
em & = 178,2 ppm (C=S) e outro em & = 163,8 ppm (C=N). No espectro de RMN 'H
(Espectro 63) nao pdde ser observado o sinal caracteristico do hidrogénio dcido que
participa do equilibrio tautomérico do heterociclo — possivelmente foi trocado pelo

deutério do solvente durante a preparacdo da solugdo para a espectrometria. J4 o
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espectro de massas (Espectro 62) além do pico do fon molecular m/z = 250 u.m.a.
(40%) e pico base m/z = 135 u.m.a. (100%), mostra o pico do fon M + 2 m/z = 252
u.m.a. (5%) e fragmentos caracteristicos para o heterociclo 106.

O Esquema 32 mostra uma proposta de fragmentacao para o heterociclo 106.

N——N\
N—N T ' 'CHz//40>\SH
J =
<O o>¥SH !2, < | CH +

M3 m/z = 250 (40%) m/z = 135 (100%)
M3 +2 m/z = 252 (3%)

Esquema 32. Proposta de fragmentagao para o heterociclo 106.
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4.1.6- SiNTESE DOS DERIVADOS 1,3,4-OXADIAZOL-2-TIOL
S-SUBSTITUIDOS

A sintese dos derivados com substituicio no dtomo de enxofre foi realizada
através de reagdes de substituicdo nucleofilica do derivado 89 com haletos de alquilas
adequados em solugdo etandlica basica e refluxo (NAVEENA, 2010). Visando avaliar a
importancia bioldgica da substituicdlo no enxofre do derivado piperinico 1,3,4-
oxadiazdlico (89), foi utilizada esta abordagem sintética e foi possivel homologar ao
heterociclo uma série de substituintes (107a-j), utilizando diferentes haletos de alquila
R-X (iodeto de metila, iodeto de etila, iodeto de isopropila, brometo de alila, iodeto de
butila, iodeto de hexila, brometo de ciclo-hexila, iodeto de dodecila, brometo de benzila

e cloreto de o-cloro-benzila), conforme pode ser visto no Esquema 33, a seguir:

N—N
N—N M O>\ S/ "
\/\//Lo>\\ SH <Zj©A
<Zj©/\ KOH, EtOH 107
50 R-X

R=metil 107a (85%) R = hexil 107f (87%)
35-90% R=etil 107b(84%) R=ciclo-hexil  107g (31%)
R = ipropil 107¢ (81%) R =dodecil 107h (60%)
R=all  107d (80%) R =benzil 107i (35%)

R =butil 107e (90%) R = o-cloro-benzil 107j(65%)

Esquema 33. Sintese da série de derivados 1,3,4-oxadiazolicos S-substituidos (107).

A série, de dez derivados S-substituidos (107), foi obtida com rendimentos
satisfatorios, com grau de pureza adequado segundo métodos convencionais de anélise e
apresentaram dados espectroscOpicos compativeis com suas estruturas. Alguns sinais de
RMN foram fundamentais para caracterizar a reacdo de substitui¢do nucleofilica no
tomo de enxofre do heterociclo. Nos espectros de RMN '"H podemos observar sinais
entre & = 2-4 ppm referentes a fungdo tio-éter além outros sinais referentes aos
substituintes — a auséncia do simpleto largo préximo a 6 = 14 ppm (NH/SH) também
caracteriza a formagao dos derivados. Com a formacdo destes derivados os heterociclos
deixam de realizar o equilibrio tautomérico (tiol-tiona). Nos espectros de RMN °C os
sinais proximos a & = 177 ppm, referentes ao C=S do reagente de partida, sio
substituidos por sinais referentes ao C=N observados proximo a = 163 ppm, referente

ao C=N (carbono 5 do heterociclo) e & = 165 ppm, referente ao C=N (carbono 2 do
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heterociclo) respectivamente. Além destes, outros sinais referentes aos substituintes

podem ser observados e comparados com o reagente de partida 89, como mostra as

Tabelas 9 e 10, que relacionam dados de RMN He B C, respectivamente.

Ja as espectrometrias de massas apresentaram duas fragmentagdes especificas, a

eliminacdo do radical 3,4-metilenodioxifenil (a) e a eliminagdo do radical 1,3,4-

oxadiazol-2-tiossubstituido (b). Como alguns dos derivados apresentaram a razao

massa/carga baixa, para estes o fon M+2 ndo ficou aparente.

Tabela 9. Relacdo dos dados de deslocamento quimico da espectrometria de RMN 'H

dos derivados heterociclicos 89, e 107a-j.

Deslocamento quimico RMN 'H (ppm)

Derivados S-substituidos (107)

Posiciao
89 a b ¢ d e | S h i i
2 7,22 6,79 7,02 6,79 6,79 7,02 7,02 68 7,02 6,79 7,02
5 6,9-7,08 7,03 6,81 7,03 703 681 681 7,03 681 7,03 6,82
6 6,9-7,08 6,82 6,93 6,82 682 693 693 682 693 682 694
7 - 2,77 33 396 392 329 328 38 328 452 4,63
8 - - 1,52 1,53 601 1,82 1,83 2,01 1,83 - -
9 - - - - 541/525 1,51 148 1,62 147 747 -
10 - - - - - 098 1,34 1,62 128 7,36 7,63
11 - - - - - - 134 - 1,28 7,36 725
12 - - - - - - 092 - 1,28 - 1725
13-18 - - - - - - - - 09-128 - 1743
a 643 651 651 652 651 651 651 652 651 651 6,51
B 723 723 723 724 742 722 723 724 723 722 723
Y 6,9-7,06 6,78 6,78 6,78 6,78 6,78 6,78 6,78 6,78 6,78 6,79
5 6,9-7,06 694 6,78 6,94 694 6,78 6,82 694 6,78 694 6,79
OCH, 0 606 6,01 601 601 601 601 601 602 601 601 6,02
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Tabela 10. Relagio dos dados de deslocamento quimico da espectrometria de RMN "°C

dos derivados heterociclicos 89, e 107a-j.

Deslocamento quimico RMN C (ppm)

Derivados S-substituidos (107)

Posicao
89 a b c d € f g h i A
C=N 177,3* 165,6 1655 1654 1657 1654 1654 1653 1654 1656 1657
C=N 161,1 1644 163,7 163,3 163 1639 164 1634 1639 1632 163,1
1 131 130,6 1306 1306 130,6 130,6 130,6 130,7 130,6 130,6 130,6
2 106 1058 1058 1058 1058 1058 1058 1058 1058 1058 105,7
3 148,5 1483 148,3 1483 1483 1483 1483 1483 148,3 1483 1485
4 148,6 148,5 148,5 148,55 1485 1485 1483 148,55 1484 1485 1483
5 109 108,6 108,6 1086 1086 108,6 108,6 108,6 1085 108,6 108,5
6 1109 111,5 111,6 111,7 111,6 111,6 111,6 111,7 111,6 111,5 1114
7 - 14,57 26,94 38,99 35,18 3220 32,56 46,68 32,93 36,79 34,52
8 - - 14,75 2339 131,7 31,20 3121 333 31,56 1355 133,7
9 - - - - 119.,8 21,80 29,18 25,72 22-29 128,8 1343
10 - - - - - 13,50 2828 29,72 22-29 1292 131,5
11 - - - - - - 2249 - 2229 1281 1297
12 - - - - - - 1402 - 2229 - 1271
13-18 - - - - - - - - 1429 - 1296
a 1236 1228 122,8 1228 1228 1229 1228 122,8 1227 122,8 1228
B 140,2 1389 1389 1389 139 1393 138,6 1389 1388 139.1 139,1
Y 139,7 138,7 138,6 138,6 138,77 1388 138,6 138,6 1385 1388 1387
5 1258 125,1 1251 1251 1251 1251 1251 1252 1251 1251 125
OCH,O0 101,9 1014 1014 1014 1014 1014 1014 1014 1014 1014 1014

*Deslocamento quimico de C=S

O derivado 107a foi obtido (Esquema 33), apds recristalizacdo em metanol,
como um sélido amarelo amorfo com ponto de fusdo entre 153-155°C. Além do ponto
de fusdo, inferior ao precursor heterociclico 89, indicar mudanca de grupo funcional, o
produto foi caracterizado pelos métodos convencionais de anélise.

No espectro de infravermelho (Espectro 65) podem ser observadas as absorcoes
em 2924, 1597, 1472 e 1250 cm™" referente aos estiramentos C-H (C sp’), C=N, C-N
(heterociclo) e C-O (metilenodioxilico), respectivamente. No espectro de RMN Be
(Espectro 68) podem ser observados trés sinais caracteristicos: dois em 8 = 165,6 €

164,4 ppm (C=N heterociclo) e um sinal em & = 14,57 ppm (substituinte C-7, Tabela
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29) que caracteriza a reacdo de substituicdo. No espectro de RMN 'H (Espectro 67)
pode ser observado um sinal em & = 2,77 ppm referente ao substituinte metil (C-7,
Tabela 29). J4 o espectro de massas (Espectro 66) além do pico do ion molecular m/z =
288 u.m.a. (30%) mostra o pico base m/z = 167 u.m.a. (100%) e fragmentos
caracteristicos do derivado 107a. Como o pico do ion molecular apresentou uma relagao
massa-carga baixa o fon M + 2 ndo ficou aparente.

O Esquema 34 mostra uma proposta de fragmentacao para o derivado 107a.

TR
o U

Mim/z = 288 (30%)

he. -

<Z :+ :: +i:|200 ) i: . :: A_LCO @

m/z = 115 (35%)

m/z = 167 (100%)

Esquema 34. Proposta de fragmentagao para o derivado 107a.

O derivado 107b foi obtido (Esquema 33), apds recristalizagdo em etanol, como
um séOlido amarelo castanho amorfo com ponto de fusdo entre 110-112°C. Além do
ponto de fusdo, inferior ao precursor heterociclico 89, indicar mudanca de grupo
funcional, o produto foi caracterizado pelos métodos convencionais de anélise.

No espectro de infravermelho (Espectro 69) podem ser observadas as absorcoes
em 2922, 1614, 1445 e 1244 cm’! referente aos estiramentos C-H (C sp3), C=N, C-N
(heterociclo) e C-O (metilenodioxilico), respectivamente. No espectro de RMN Be
(Espectro 72) podem ser observados alguns sinais caracteristicos: dois em 6 = 165,4 €
163,6 ppm (C=N heterociclo) e dois em & = 14,7 € 26,9 ppm (substituinte C-7 e C-8,
Tabela 30) que caracteriza a reacdo de substituicdo. No espectro de RMN 'H (Espectro
71) podem ser observados dois sinais em & = 3,3 e 1,52 ppm referentes ao substituinte

etil (C-7 e C-8, Tabela 30). Ja o espectro de massas (Espectro 70) além do pico do ion
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molecular m/z = 302 u.m.a. (20%) mostra o pico base m/z = 181 u.m.a. (100%) e
fragmentos caracteristicos do derivado 107b. Como o pico do ion molecular apresentou
uma relagdo massa-carga baixa o fon M + 2 ndo ficou aparente.

O Esquema 35 mostra uma proposta de fragmentacao para o derivado 107b.
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m/z = 115 (75%)
m/z = 143 (25%)

Esquema 35. Proposta de fragmentagdo para o derivado 107b.

O derivado 107c foi obtido (Esquema 33), apds recristalizagdo em etanol, como um
sOlido amarelo castanho amorfo com ponto de fusdo entre 90-92°C. Além do ponto de
fusdo, inferior ao precursor heterociclico 89, indicar mudanga de grupo funcional, o
produto foi caracterizado pelos métodos convencionais de anélise.

No espectro de infravermelho (Espectro 73) podem ser observadas as absorcoes
em 2922, 1597, 1466 e 1244 cm’' referente aos estiramentos C-H (C sp3), C=N, C-N
(heterociclo) e C-O (metilenodioxilico), respectivamente. No espectro de RMN Be
(Espectro 76) podem ser observados alguns sinais caracteristicos: dois em 6 = 165,3 e
163,3 ppm (C=N heterociclo) e dois em & = 38,9 e 23,3 ppm (substituinte C-7 e C-8,
Tabela 31) que caracteriza a reacdo de substituicdo. No espectro de RMN 'H (Espectro
75) podem ser observados dois sinais em 0 = 3,96 e 1,53 ppm referentes ao substituinte
1sopropil (C-7 e C-8, Tabela 31). Ja o espectro de massas (Espectro 74) além do pico
do fon molecular m/z = 316 u.m.a. (50%) mostra o pico base m/z = 195 u.m.a. (100%) e
fragmentos caracteristicos do derivado 107¢. Como o pico do fon molecular apresentou
uma relagdo massa-carga baixa o ion M + 2 ndo ficou aparente.

O Esquema 36 mostra uma proposta de fragmentacao para o derivado 107c.
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Esquema 36. Proposta de fragmentagdo para o derivado 107c.

O derivado 107d foi obtido (Esquema 33), apds recristalizacao em etanol, como um

s6lido amarelo mostarda amorfo com ponto de fusiao entre 84-86°C. Além do ponto de
fusdo, inferior ao precursor heterociclico 89, indicar mudanga de grupo funcional, o
produto foi caracterizado pelos métodos convencionais de anélise.

No espectro de infravermelho (Espectro 77) podem ser observadas as absorc¢oes
em 2918, 1614, 1466 e 1256 cm’! referente aos estiramentos C-H (C sp3), C=N, C-N
(heterociclo) e C-O (metilenodioxilico), respectivamente. No espectro de RMN B
(Espectro 80) podem ser observados alguns sinais caracteristicos: dois em 6 = 165,6 e
163 ppm (C=N heterociclo) e trés sinais em 6 = 35,1, 131,7 e 119,8 ppm (substituinte
C-7, C-8 e C-9, Tabela 32) que caracteriza a reacdo de substitui¢do. No espectro de
RMN 'H (Espectro 79) podem ser observados trés sinais em 6 = 3,96, 5,41 ¢ 6,01 ppm
referentes ao substituinte vinil (C-7, C-9 e C-8, Tabela 32). Ja o espectro de massas
(Espectro 78) além do pico do ion molecular e pico base m/z = 314 u.m.a. (100%)
mostra o pico do ion M + 2 m/z = 316 um.a. (5%) e fragmentos caracteristicos do
derivado 107d.

O Esquema 37 mostra uma proposta de fragmentacao para o derivado 107d.
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Esquema 37. Proposta de fragmentagdo para o derivado 107d.

O derivado 107e foi obtido (Esquema 33), apds recristalizacdo em metanol, como
um sélido bege amorfo com ponto de fusdo entre 85-86°C. Além do ponto de fusio,
inferior ao precursor heterociclico 89, indicar mudanca de grupo funcional, o produto
foi caracterizado pelos métodos convencionais de andlise.

No espectro de infravermelho (Espectro 81) podem ser observadas as absorc¢oes
em 2921, 1620, 1470 e 1250 cm’! referente aos estiramentos C-H (C sp3), C=N, C-N
(heterociclo) e C-O (metilenodioxilico), respectivamente. No espectro de RMN B
(Espectro 84) podem ser observados alguns sinais caracteristicos: dois em 6 = 165,4 ¢
163,9 ppm (C=N heterociclo) e sinais entre & = 13-32 ppm (substituinte C-7-10,
Tabela 33) que caracteriza a reacio de substituicdo. No espectro de RMN 'H (Espectro
83) podem ser observados alguns sinais entre & = 0,99-3,3 ppm referentes ao
substituinte n-butil (C-7-10, Tabela 33).

O Esquema 38 mostra uma proposta de fragmentacdo para o derivado 107e.
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Esquema 38. Proposta de fragmentagdo para o derivado 107e.

O derivado 107f foi obtido (Esquema 33), ap6s recristalizacdo em etanol, como um
solido bege amorfo com ponto de fusao entre 76-78°C. Além do ponto de fusdo, inferior
ao precursor heterociclico 89, indicar mudang¢a de grupo funcional, o produto foi
caracterizado pelos métodos convencionais de andlise.

No espectro de infravermelho (Espectro 85) podem ser observadas as absorc¢oes
em 2928, 1623, 1466 e 244 cm’ referente aos estiramentos C-H (C sp’), C=N, C-N
(heterociclo) e C-O (metilenodioxilico), respectivamente. No espectro de RMN B
(Espectro 88) podem ser observados alguns sinais caracteristicos: dois em 6 = 165,4 €
163,9 ppm (C=N heterociclo) e sinais entre & = 14-32,5 ppm (substituinte C-7-12,
Tabela 34) que caracteriza a reacio de substituicdo. No espectro de RMN 'H (Espectro
87) podem ser observados alguns sinais entre 8 = 0,9-3,2 ppm referentes ao substituinte
n-hexil (C-7-12, Tabela 34). Ja o espectro de massas (Espectro 86) além do pico do ion
molecular m/z = 358 u.m.a. (20%) mostra o pico base m/z = 237 u.m.a. (100%) e
fragmentos caracteristicos do derivado 107f. Como o pico do fon molecular apresentou
uma relagdo massa-carga baixa o ion M + 2 nao ficou aparente.

O Esquema 39 mostra uma proposta de fragmentacao para o derivado 107f.
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Esquema 39. Proposta de fragmentagao para o derivado 107f.

O derivado 107g foi obtido (Esquema 33), apés recristaliza¢do em etanol, como um
s6lido amarelo amorfo com ponto de fusdo entre 108-110°C. Além do ponto de fusdo,
inferior ao precursor heterociclico 89, indicar mudanga de grupo funcional, o produto
foi caracterizado pelos métodos convencionais de anélise.

No espectro de infravermelho (Espectro 89) podem ser observadas as absorcoes
em 2926, 1614, 1447 e 1254 cm’! referente aos estiramentos C-H (C sp3), C=N, C-N
(heterociclo) e C-O (metilenodioxilico), respectivamente. No espectro de RMN Be
(Espectro 92) podem ser observados alguns sinais caracteristicos: dois em 6 = 165,3 e
163,3 ppm (C=N heterociclo) e sinais entre § = 25-46,6 ppm (substituinte C-7-10,
Tabela 35) que caracteriza a reacdo de substitui¢do. No espectro de RMN 'H (Espectro
91) podem ser observados alguns sinais entre & = 1,6-3,8 ppm referentes ao substituinte
ciclo-hexil (C-7-10, Tabela 35). J4 o espectro de massas (Espectro 90) além do pico do
fon molecular m/z = 356 u.m.a. (25%) mostra o pico base m/z = 153 u.m.a. (100%) e
fragmentos caracteristicos do derivado 107g. Como o pico do ion molecular apresentou
uma relagdo massa-carga baixa o ion M + 2 ndo ficou aparente.

O Esquema 40 mostra uma proposta de fragmentacdo para o derivado 107g.
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Esquema 40. Proposta de fragmentagao para o derivado 107g.

O derivado 107h foi obtido (Esquema 33), ap6s recristalizacdo em etanol, como um

s6lido bege amorfo com ponto de fusdo entre 78-80°C. Além do ponto de fusdo, inferior
ao precursor heterociclico 89, indicar mudangca de grupo funcional, o produto foi
caracterizado pelos métodos convencionais de andlise.

No espectro de infravermelho (Espectro 93) podem ser observadas as absorcoes
em 2917, 1618, 1471 e 1245 cm’! referente aos estiramentos C-H (C sp3), C=N, C-N
(heterociclo) e C-O (metilenodioxilico), respectivamente. No espectro de RMN Be
(Espectro 96) podem ser observados alguns sinais caracteristicos: dois em 6 = 165,4 €
163,9 ppm (C=N heterociclo) e sinais entre 8 = 14-32,5 ppm (substituinte C-7-18,
Tabela 36) que caracteriza a reacdo de substituicdo. No espectro de RMN 'H (Espectro
95) podem ser observados alguns sinais entre & = 0,9-3,3 ppm referentes ao substituinte
dodecil (C-7-18, Tabela 36). Ja o espectro de massas (Espectro 94) além do pico do
ion molecular m/z = 442 u.m.a. (35%) mostra o pico base m/z = 321 u.m.a. (100%) e
fragmentos caracteristicos do derivado 107h. Como o pico do ion molecular apresentou
uma relagdo massa-carga baixa o ion M + 2 ndo ficou aparente.

O Esquema 41 mostra uma proposta de fragmentacao para o derivado 107h.
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Esquema 41. Proposta de fragmentagdo para o derivado 107h.

O derivado 107i foi obtido (Esquema 33), apds recristalizacdo em etanol, como um
s6lido amarelo castanho amorfo com ponto de fusdo entre 151-152°C. Além do ponto de
fusdo, inferior ao precursor heterociclico 89, indicar mudanga de grupo funcional, o
produto foi caracterizado pelos métodos convencionais de anélise.

No espectro de infravermelho (Espectro 97) podem ser observadas as absorc¢oes
em 2909, 1616, 1448 e 1256 cm’! referente aos estiramentos C-H (C sp3), C=N, C-N
(heterociclo) e C-O (metilenodioxilico), respectivamente. No espectro de RMN B
(Espectro 100) podem ser observados alguns sinais caracteristicos: dois em 6 = 165,6 e
163,2 ppm (C=N heterociclo), um sinal em & = 36,7 ppm (substituinte C-7, Tabela 37)
e sinais entre & = 128-135 ppm (C-8-11, Tabela 37) que caracterizam a reagdo de
substituicdo. No espectro de RMN 'H (Espectro 99) podem ser observados um simpleto
em & = 4,52 ppm (substituinte C-7, Tabela 37) e alguns sinais entre & = 7,3-7,4 ppm
referentes ao substituinte benzil (C-7-11, Tabela 37). J4 o espectro de massas
(Espectro 98) além do pico do fon molecular m/z = 363 u.m.a. (5%) mostra o pico base

m/z = 91 u.m.a. (100%) e fragmentos caracteristicos do derivado 107i. Como o pico do
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ion molecular apresentou uma relacdo massa-carga baixa o fon M + 2 nao ficou
aparente.

O Esquema 42 mostra uma proposta de fragmentagao para o derivado 107i.
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Esquema 42. Proposta de fragmentagdo para o derivado 107i.

O derivado 107]j foi obtido (Esquema 33), apds recristalizagdo em etanol, como
um s6lido amarelo amorfo com ponto de fusdo entre 115-117°C. Além do ponto de
fusdo, inferior ao precursor heterociclico 89, indicar mudanga de grupo funcional, o
produto foi caracterizado pelos métodos convencionais de anélise.

No espectro de infravermelho (Espectro 101) podem ser observadas as
absor¢des em 2916, 1622, 1470 e 1256 cm’' referente aos estiramentos C-H (C sp3),
C=N, C-N (heterociclo) e C-O (metilenodioxilico), respectivamente. No espectro de
RMN "°C (Espectro 104) podem ser observados alguns sinais caracteristicos: dois em 0
= 165,7 e 163,1 ppm (C=N heterociclo), um sinal em 8 = 34,5 ppm (substituinte C-7,
Tabela 38) e sinais entre 8 = 127-134 ppm (C-8-13, Tabela 38) que caracterizam a
reacdo de substituicao. No espectro de RMN 'H (Espectro 103) podem ser observados
um simpleto em & = 4,63 ppm (substituinte C-7, Tabela 38) e alguns sinais entre & =
7,2-7,6 ppm referentes ao substituinte o-cloro-benzil (Tabela 38). J4 o espectro de

massas (Espectro 102) além do pico do fon molecular m/z = 398 u.m.a. (30%) e o pico
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base m/z = 277 u.m.a. (100%), mostra fragmentos de fons + 2 relativos aos isétopos do
cloro e enxofre que sdo caracteristicos do derivado 107j.

O Esquema 43 mostra uma proposta de fragmentagao para o derivado 107j.
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Esquema 43. Proposta de fragmentacgao para o derivado 107j.
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4.1.7- SINTESE DOS DERIVADOS 1,3,4-OXADIAZOL-2-TIONAS N(3)-
SUBSTITUIDOS (108)

A sintese dos derivados com substituicdo no nitrogénio (N-3) do anel
oxadiazdlico, foi realizada utilizando como ferramenta sintética a reacdo de Mannich
(BLICKE, 1942; SIEGER, 1971), onde o formaldeido pode ser condensado com aminas
primdrias ou secunddrias, gerando espécies altamente eletrofilicas que, segundo dados
da literatura, sdo capazes de fazer adicao sobre o N-3 do nicleo 1,3,4-oxadiazélico (EL-
EMAM, 2004). Visando avaliar a importancia biolégica da substituicdo no nitrogénio
(N-3) do derivado piperinico oxadiazdlico (89), foi utilizada esta abordagem sintética e
foi possivel homologar ao heterociclo uma série de substituintes (108a-d), utilizando
diferentes aminas ciclicas de seis membros (piperidina, N-etil-piperazina, 4-carboxietil-

piperidina e morfolina), conforme pode ser visto no Esquema 44, a seguir:

/R
N—N
I =
N’N\ \/\/LO%S
P )LO%SH CH.0, EtOH (
< H-R (AMINAS) 108

i 51-65%

o R= N ) 108a(60%) R= N  N— 108b(65%)
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R = N\/:>—<\ 108c(58%) R= N O  108d (51%)
o /S

Esquema 44. Sintese da série de derivados 1,3,4-oxadiaz6licos N(3)- substituidos.

Os quatro derivados N(3)-substituidos (108a-d) foram obtidos com rendimentos
razoaveis, todos com grau de pureza adequado, caracterizados pelos métodos
convencionais de andlise e os dados espectroscopicos foram compativeis com suas
estruturas. Alguns sinais de RMN foram fundamentais para caracterizar a formacgao
destes derivados. No espectro de RMN 'H a presenca do simpleto largo préximo a & = 5
ppm, interpretados para dois hidrogénios, caracteriza a presenca dos metilenodiamino
(NCH;N) resultante da base de Mannich (NAVEENA, 2010; MA, 2013). No espectro
de RMN '°C a presenca do sinal préximo a & = 70 ppm confirma a presenca do
metilenodiamino (NCH,N) resultante da base de Mannich obtida. Com a formacgao
destes derivados os heterociclos deixam de realizar o equilibrio tautomérico (tiol-tiona),

mas os valores dos deslocamentos quimicos de C=S e C=N ndo sofrem alteragcdes
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significativas, ou seja, continuam sendo observados proximos a & = 177 e 160 ppm no
espectro de RMN '°C, respectivamente. Além destes outros sinais referentes 2 amina
adicionada podem ser observados e comparados com o reagente de partida 89 como
mostra a Tabela 11 e 12, que relaciona dados de RMN He 13C, respectivamente. J4 a
espectrometria de massas por impacto de elétron apresentou algumas limitacdes na
deteccao do ion molecular destes derivados (108a-d). Com isso foi necessario utilizar
uma técnica mais branda e de maior resolucdo (analisador TOF / MS-ES) que foi capaz

de identificar o fon molecular (M+H e M+H+2).

Tabela 11. Relacio dos dados de deslocamento quimico da espectrometria de RMN 'H

dos derivados heterociclicos 89, e 108a-d.

Deslocamento quimico RMN 'H (ppm)

Derivados N-substituidos (108)
Posicio 89 a b c d
2 7,22 7,01 6,99 7,02 7,02
6,9-7,1 6,82 6,78 6,78 6,8
6,9-7,1 6,92 6,94 6,94 6,94

5
6
7 - 4,97 5,03 5 4,99
8
9

- 2,76 2,62  3,1/2,5 3,71
- 1,57 3 1,9/1,7 2,82

10 - 1,41 1,17 2,23 -
11 - - - - -
12 - - - 4,13 -
13 - - - 1,25 -
o 6,43 6,23 6,22 6,23 6,23
B 7,23 7,26 1,27 7,29 7,29
Y 6,9-7,1 6,82 6,78 6,82 6,82
0 6,9-7,1 692 6,78 6,76 6,8

OCH,O 6,06 6,01 6 6,02 6,01
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Tabela 12. Relacio dos dados de deslocamento quimico da espectrometria de RMN °C

dos derivados heterociclicos 89, e 108a-d.

Deslocamento quimico RMN B¢ (ppm)

Derivados N-substituidos (108)
Posicao 8 a b c d

C=S 177,32 177,85 177,68 177,66 177,77
C=N 161,07 158,94 158,8 158,83 158,9
131,01 1304 130,36 130,37 130,35

106,02 105,83 105,84 105,81 105,82
3 148,48 148,5 148,72 148,37 148,37
4 148,6  148,5 148,32 148,77 148,78
5 109,04 108,63 108,58 108,63 108,63
6 110,93 109,98 109,71 109,8 109,69
7
8
9

- 71,35 69,7 70,76 70,27
- 51,63 52,13 60,42 66,78
- 25,89 49,27 28,17 50,54

10 - 237 29,69 4046 -
11 - - 1122 17485 -
12 - - - 5012 -
13 - - - 1421 -
@ 123,57 123,18 123,19 123,23 123,25
B 140,18 140,71 140,76 140,68 140,82
Y 139,66 139,9 140,07 140,04 140,14
5 12578 124,71 124,57 124,55 124,52

OCH20 101,88 101,48 101,44 101,48 101,49

O derivado 108a foi obtido (Esquema 44), apds recristalizagdo em etanol, como

um sélido marrom amorfo com ponto de fusdo entre 132-134°C. Além do ponto de
fusdo, inferior ao precursor heterociclico 89, indicar mudanga de grupo funcional, o
produto foi caracterizado pelos métodos convencionais de anélise.

No espectro de infravermelho (Espectro 105) podem ser observadas as
absor¢des em 3030, 2934, 1601, 1425 e 1248 cm’! referente aos estiramentos C-H (C
sp3), C=N, C-N (heterociclo) e C-O (metilenodioxilico), respectivamente. No espectro
de RMN °C (Espectro 108) podem ser observados alguns sinais caracteristicos: dois

em & = 177,8 ¢ 158,9 ppm (C=S e C=N do heterociclo, respectivamente), um sinal em o
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= 71,3 ppm (substituinte C-7, Tabela 39) e trés sinais em & = 23, 25 ¢ 51 ppm que
caracterizam a reacdo de substitui¢do. No espectro de RMN 'H (Espectro 107) pode ser
observado um sinal em & = 4,97 ppm referente ao substituinte metileno (C-7, Tabela
39) e sinais entre 8 = 1,4 ¢ 2,7 ppm referentes ao anel piperidinico. Ja o espectro de
massas (Espectro 106), ionizado por eletronspray, mostra o pico do ion molecular M+H
(371,13036 + 1,0079) pico base m/z = 372 (372,1382) u.m.a. (100%), o pico do ion m/z
=373 (373,1411) (10%) e o pico do isétopo do enxofre M+H+2 m/z = 374 (374,1381)
(5%).

O derivado 108b foi obtido (Esquema 44), apds recristalizacao em etanol, como um
s6lido amarelo mostarda com ponto de fusdo entre 137-139°C. Além do ponto de fusdo,
inferior ao precursor heterociclico 89, indicar mudanca de grupo funcional, o produto
foi caracterizado pelos métodos convencionais de anélise.

No espectro de infravermelho (Espectro 109) podem ser observadas as
absor¢des em 2921, 1612, 1444 e 1246 cm’! referente aos estiramentos C-H (C sp3),
C=N, C-N (heterociclo) e C-O (metilenodioxilico), respectivamente. No espectro de
RMN "°C (Espectro 112) podem ser observados alguns sinais caracteristicos: dois em 0
= 177,6 ¢ 158,8 ppm (C=S e C=N do heterociclo, respectivamente), um sinal em o =
69,7 ppm (substituinte C-7, Tabela 40) e quatro sinais em & = 11, 29, 49 e 52 ppm que
caracterizam a reacdo de substitui¢do. No espectro de RMN 'H (Espectro 111) pode ser
observado um sinal em & = 5,03 ppm referente ao substituinte metileno (C-7, Tabela
40) e sinais entre 8 = 1,1 e 3 ppm referentes a N-etil-piperazina.

J4 o espectro de massas (Espectro 110), ionizado por eletronspray, mostra o
pico do ion molecular M+H (400,1569 + 1,0079) pico base m/z = 401 (401,1647) u.m.a.
(100%), o pico do ion m/z = 402 (402,1676) (10%) e o pico do is6topo do enxofre
M-+H+2 m/z = 403 (403,1649) (5%).

O derivado 108c foi obtido (Esquema 44), apos recristalizacdo em etanol, como
um sélido amarelo amorfo com ponto de fusdo entre 135-137°C. Além do ponto de
fusdo, inferior ao precursor heterociclico 89, indicar mudanga de grupo funcional, o
produto foi caracterizado pelos métodos convencionais de anélise.

No espectro de infravermelho (Espectro 113) podem ser observadas as

absor¢des em 2928, 1726, 1612, 1443 e 1256 cm’! referente aos estiramentos C-H (C
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sp3), C=0 (carbonila de éster), C=N, C-N (heterociclo) e C-O (metilenodioxilico),
respectivamente. No espectro de RMN BC (Espectro 115) podem ser observados
alguns sinais caracteristicos: dois em 8 = 177,6 ¢ 158,8 ppm (C=S e C=N do
heterociclo, respectivamente), um sinal em & = 174,8 ppm (carbonila de éster, C-11,
Tabela 41), um sinal em & = 70,7 ppm (substituinte C-7, Tabela 41) e cinco sinais entre
8 = 14 e 60 ppm que caracterizam a reacdo de substituicio. No espectro de RMN 'H
(Espectro 114) pode ser observado um sinal em & = 5,0 ppm referente ao substituinte
metileno (C-7, Tabela 41) ¢ sinais entre & = 1,2 e 4,1 ppm referentes a 4-

carboxietilpiperidina.

O derivado 108d foi obtido (Esquema 44), apds recristalizagdao em etanol, como

um s6lido amarelo claro com ponto de fusdo entre 156-158°C. Além do ponto de fusdo,
inferior ao precursor heterociclico 89, indicar mudanca de grupo funcional, o produto
foi caracterizado pelos métodos convencionais de anélise.

No espectro de infravermelho (Espectro 116) podem ser observadas as
absor¢oes em 2924, 1646, 1440 e 1246 cm’' referente aos estiramentos C-H (C sp3),
C=N, C-N (heterociclo) e C-O (metilenodioxilico), respectivamente. No espectro de
RMN "°C (Espectro 118) podem ser observados alguns sinais caracteristicos: dois em 0
= 177,7 e 158,9 ppm (C=S e C=N do heterociclo, respectivamente), um sinal em d =
70,2 ppm (substituinte C-7, Tabela 42) e dois sinais & = 50 e 66 ppm que caracterizam a
reacdo de substituicdo. No espectro de RMN 'H (Espectro 117) pode ser observado um
sinal em & = 4,99 ppm referente ao substituinte metileno (C-7, Tabela 42) e dois sinais

em 0 = 2,8 e 3,7 ppm referentes a por¢ao morfolil.
O Esquema 45 mostra a metodologia de sintese desenvolvida para a preparacao

de todos os derivados e andlogos da piperina 69, indicando os produtos finais e

rendimentos, de forma simplificada.
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Condicoes reacionais: a) KOH, Etanol, refluxo, 20h; b) HCI (até pH ~ 3); ¢) (COCl),,
t.a., 1-3h; CH,Cl,,NH,NH,.H,O, 0°C; d) CS,, KOH, refluxo, 1h; e¢) H,, Pd/C,
CH3;COOC,Hs, t.a. 3h; f) KOH, haletos de alquila adequados, refluxo, 3h; g) CH,O,
aminas, t.a.,1-3h; h) CrOs;/H,SO,, acetona, 0°C, 4h; i) Acido maldnico, piperidina,

piridina, refluxo, 8h.

Esquema 45. Metodologia sintética para obten¢@o dos derivados e andlogos da piperina

69, com seus respectivos rendimentos globais.
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4.2- AVALIACOES BIOLOGICAS

4.2.1- ATIVIDADE TRIPANOCIDA

Para a avaliacdo da atividade tripanocida foi realizado um screening, in vitro,
contra a forma epimastigota do parasito, como descrito no item 6.14.1. Além do produto

natural 69, foram analisados os derivados e andlogos 89, 90, 104, 105 e 106 (Figura

30), para avaliar a influéncia da presenca do heterociclo 1,3,4-oxadiazol e da variacdo
na cadeia carbdnica, entre o anel metilenodioxilico e o heterociclo, sob o efeito
antiparasitario. Entre as substancias analisadas os derivados 89 (Clsyq, = 11,4uM) e 90
(Clspoq, = 8,4uM) apresentaram atividades proximas ao produto natural 69 (Clspq =
7,3uM) embora inferior ao benzonidazol (Clsyq = 2,2uM) (Tabela 43, piagina 216). Foi
realizada também a avaliacio da citotoxicidade, em concentracdes superiores ao
tratamento, frente a células do hospedeiro (células mononucleares de sangue periférico
humano). Os resultados da avaliagdo da citotoxicidade indicam que estas substincias,
exceto o 104 que ndo foi avaliado por ser o menos ativo da série avaliada, ndo
apresentaram efeito téxico as células do hospedeiro nas concentracdes analisadas

(Figura 35, pagina 224).

seant olcoantiiice e

Clsgo, = 7,3|JM C|50/ =11,4puM C|50/ 8,4uM
N—N N—N\ N—N\
<Z]©%0>LS” <OENL°M“ <OIJA)LO%3“
O O
104 105 106
Clsoz, = 49,5uM Clsog, =25,2uM Clsge, = 37,5uM

Figura 30. Estruturas das substancias avaliadas contra epimastigotas do 7. cruzi.
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Diante dos dados obtidos, da avaliacao da atividade tripanocida da amida natural
(609) e dos cinco derivados (Figura 30), foi possivel tracar a relagdo estrutura-atividade
(REA) para a série estudada.

A estratégia de modifica¢do estrutural teve como objetivo manter o grupo 3,4-
metilenodioxifenil (presente na piperina), variar a quantidade de carbonos olefinicos, e a
saturacdo dos mesmos, permitindo ou ndo a conjugacao entre os dois anéis (anel
benzénico e 1,3,4-oxadiazol); e a hibridacdo molecular pela incorporacdo do heterociclo
1,3,4-oxadiazol-2-tiol(tiona). A hibridagdo com este heterociclo da classe dos azdis,
além de funcionar como bioiséstero de amidas e ésteres (LIMA, 2005; MEANWELL,
2011; OLIVEIRA, 2012), conferindo mais estabilidade a hidrélise no meio biolégico,
sdo considerados unidades farmacoféricas para diversos modelos bioldgicos
(ALMASIRAD, 2011; RANE, 2012; OLIVEIRA, 2012).

Relacionando as substancias avaliadas podemos observar que os derivados (89 e
90), mais semelhantes a piperina 69, contendo quatro carbonos entre os dois anéis,
foram os mais ativos contra epimastiotas de 7. cruzi. Entre estes, o derivado 90 foi o
que mostrou atividade discretamente maior que 89 e inferior a 69.

Apesar de os derivados 89 e 90 apresentarem atividades tripanocidas relevantes,
a avaliacdo nas outras formas evolutivas (amastigota e tripomastigota; ainda em
andamento) do parasito permitird classificd-los melhor quanto ao seu potencial
quimioterapico, aplicavel ao tratamento da doenca de Chagas.

Com o objetivo de obter informagdes sobre o possivel mecanismo de agdo dos
derivados oxadiazoélicos na inibi¢do do crescimento de epimastigotas de 7. cruzi, foi
avaliada a propor¢do dos lipideos de membrana, como descrito por PINTO e
colaboradores (2011) em epimastigotas tratados em diferentes condicdes utilizando o
derivado 89, oxadiazol de estrutura préxima a piperina, ¢ o derivado triazélico
posaconazol (19) como farmaco azélico de referéncia na concentragio de 25nM, que € o
valor de Clsp descrito para o mesmo na literatura (VEIGA-SANTOS, 2012). Os
resultados preliminares obtidos neste experimento mostram que o oxadiazol 89, nas
concentracdes avaliadas, ndo apresentou perfil inibitério significativo na biossintese do
ergosterol (15), como demonstrado pelo farmaco de referencia (19), que apresentou
alteracdo da darea relativa dos lipideos ergosterol e lanosterol (12), quando comparados
com o controle ndo tratado (Figura 31, pagina 217). Este experimento deverd ser
refeito, utilizando concentragdes mais elevadas de 89 e também do derivado 90 (ambos

ativos contra epimastigotas de 7. cruzi).
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4.2.2- ATIVIDADE ANTIFUNGICA

Para a avaliacdo da atividade fungicida foram realizados trés ensaios in vitro
contra o fungo C. neoformans. Foi avaliada a concentracdo inibitéria para 50% (Clsp)
contra duas cepas deste fungo: B35 (variedade neoformans — sorotipo D) e H99
(variedade grubii — sorotipo A), que apresentam o sequenciamento do genoma definidos
e diferentes proporcdes dos constituintes da cdpsula (HU, 2008; MA, 2009). O ensaio
de viabilidade celular foi realizado, para avaliar a citotoxicidade das substancias
testadas contra células do hospedeiro. A extracdo dos lipideos de membrana foi
realizada para avaliar possivel inibicdo da biossintese do ergosterol (15) a partir do
lanosterol (12), a fim de correlacionar o efeito com a inibi¢do da enzima CYP51
descrita por nicleos azélicos (LEPESHEVA, 2011). Além destes ensaios também foi
avaliada a influéncia de alguns dos derivados sobre a espessura da cdpsula e o corpo
celular do fungo ja que sdo parametros que conferem a viruléncia dos mesmos
(ZARAGOZA 2004 e 2011).

Primeiramente foram avaliadas as concentragdes para inibir 50% dos fungos
tratados com a amida natural 69 e os derivados 89, 90, 104-108, expressos em
concentracdo micromolar (uM), utilizando como farmaco de referéncia a Anfotericina B
(9) e o fluconazol (16), como pode ser visto na Tabela 44 (pagina, 221) — com exce¢ao

dos derivados 107e, 107f, 107h-j que precipitaram no meio de cultura ou nao

apresentaram perfil inibitorio. Entre as substancias analisadas os derivados e analogos
90, 106 e 108a-c apresentaram efeito inibitério mais elevado que a piperina 69 e bem
semelhantes ao farmaco de referéncia, fluconazol.

A partir dos dados do efeito inibitério das substancias tratadas foi avaliada a

citotoxicidade de 69, 89, 90, 105, 106 e¢ 108a-c, em concentracdes proximas ou

superiores as aplicadas no experimento anterior. Este ensaio foi realizado em células
mononucleares do sangue periférico humano, como descrito na sec¢io 6.14.2.2. (pagina
222). A Figura 35 (pagina 227) mostra que nenhuma, das substincias avaliadas,
apresenta efeitos consideravelmente toxicos frente as células do hospedeiro.

Para avaliar o possivel mecanismo de acdo das substincias avaliadas,
responsavel pelo efeito inibitério, foi feita a extracdo de lipideos dos fungos tratados
com os derivados 90, 105 e 106, selecionados entre os andlogos de 89, como descritos

na seccdo 6.14.2.5. (pagina 224). Os extratos foram cromatografados em HPTLC, a
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intensidade e a presenca de lanosterol e ergosterol foi comparada com os padroes
espotados na placa.

Comparando a intensidade das manchas correspondentes aos padrdes (lanosterol
e ergosterol) podemos verificar se hd ou ndo inibicdo da biossintese do ergosterol a
partir do lanosterol, ou seja, inibicdo da enzima CYP51 (RODRIGUES, 2007). Na
Figura 36 (pigina 226) podemos observar que a intensidade do lanosterol é
discretamente maior nos extratos tratados com 90 e 106 mais concentrados que nos
extratos tratados mais diluidos, respectivamente — sugerindo uma discreta inibi¢do da
biossintese do ergosterol a partir do lanosterol. J4 para os extratos tratados com o
derivado 105 ndo € percebida esta alteracdo. Este ensaio, apesar de preliminar, indica
ndo ser este o principal mecanismo de acdo responsdvel pela atividade antifingica,
carecendo de estudos posteriores mais detalhados, principalmente em concentracdes
maiores dos derivados mais ativos, com avaliacdes e resultados mais quantitativos,
inclusive para os derivados piperinicos 108a-c, que foram os mais ativos.

Segundo ZARAGOZA (2004 e 2011), os fungos de C. neoformans podem sofrer
modificagcdes estruturais, tais como o aumento da capsula polissacaridica e o aumento
do corpo celular, entre outras — que sdo considerados mecanismos de defesa ao meio
nocivo a célula do fungo associados ao fator de viruléncia do mesmo. A andlise do
tamanho das células e a influéncia na espessura da cédpsula de C. neoformans
encontram-se descritas na sec¢do 6.14.2.6. (pagina 226). Esta andlise foi realizada com
os derivados e andlogos 90, 105 e 106 nas concentracdes de 25 e S0uM (Figura 38,
pagina 227 e Figura 39, pagina 228). Neste experimento podemos observar que as
células tratadas com 90 e 105 diminui a espessura da cdpsula nas concentragdes de
50uM, sugerindo que estas substancias possam estar agindo via inibi¢cdo da biossintese
da cédpsula polissacaridica, que é formada principalmente por glicuroxilomanana (GXM)
e galactoxilomanana (GalXM) (FRIES, 1999; MA, 2009). Em contra partida o aumento
da concentracdo de 106 aumenta ndo sO a espessura da cdpsula como também o
tamanho do corpo celular — indicando possivel resposta de defesa contra o derivado
correspondente.

Comparando os derivados avaliados a estrutura 90, derivado saturado da
piperina 69, contendo quatro carbonos saturados entre o anel 3,4-metilenodidxifenil e
heterociclo 1,3,4-oxadiazol-2-tiol(tiona), observamos que 90 apresentou o melhor
conjunto de atividade antifingica. Este derivado, além de apresentar atividade superior

a amida natural 69, validando a estratégia de planejamento deste trabalho, apresentou

87



efeito inibitorio semelhante ao derivado azodlico fluconazol, farmaco de referéncia, ou
seja, entre as varias modificacdes estruturais realizadas neste trabalho e ensaios
bioldgicos realizados, contendo este heterociclo oxadiazdlico, o derivado 90 apresentou

o melhor perfil estrutural como antifiingico, contra cepas de C. neoformans.
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5- CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

e  Os resultados obtidos indicam o potencial da piperina, como precursor, na sintese
de moléculas candidata a farmaco com perfil antiftingico e antichagésico, validando

a estratégia de planejamento molecular utilizada;

* A metodologia sintética aplicada mostrou-se eficaz na sintese dos derivados e

andlogos heterociclicos (89, 90, 104-106, 107a-j ¢ 108a-d). Os produtos finais

assim como seus precursores foram devidamente caracterizados através dos

métodos convencionais de analise;

e Os dezenove hibridos derivados e andlogos preparados (Anexo 1) além de serem
inéditos foram planejados com o objetivo de avaliar a REA. Segundo os ensaios
bioldgicos realizados o derivado saturado 90, apresentou o melhor perfil estrutural
responsavel pelas atividades antifingica e antichagdsica - quando comparado entre

andlogos com estruturas semelhantes ao hibrido piperinico 89.

e A avaliacdo das substancias (69, 89, 90 ¢ 104-106) contra as formas epimastigota
do T. cruzi indicou que os derivados 89 (Clso = 11,4 uM) e 90 (Clsp = 8,4 uM),
contendo quatro carbonos entre o anel benzénico e o heterociclo, apresentaram
concentracdes inibitérias proximas a amida natural (Clsp = 7,3 uM). J4 os anédlogos
com dois (105 e 106) ou nenhum (104) carbono entre estes mesmos anéis
apresentaram menores efeitos inibitdrios — sugerindo que as estruturas mais

semelhantes a amida natural apresentam melhores atividades antichagésicas;

e A avaliagdo da citotoxicidade indica que nenhuma das substancias testadas (69, 89,

90, 105, 106 e 108a-c) apresentou efeito tdxico, nas dosagens aplicadas as células

humanas (PBMC). J4 os derivados 107a-j ndo foram avaliados até o momento;

e A avaliagdo estrutural dos fungos tratados com (90, 105 e 106) indicou que 90 e
105 sdao capazes de diminuir a espessura da cdpsula do C. neoformans, nas
concentracoes de 50 uM — sugerindo inibicio na biossintese da cdpsula

polissacaridica do fungo. J4 o composto 106 ndo sé aumentou a espessura da
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capsula como também aumentou o corpo celular do fungo — o aumentando destes

fatores de viruléncia sugere a inviabilidade deste tratamento;

A extracdo e avaliacdo dos lipideos de membrana dos fungos tratados (90, 105 e
106) e cromatografados em HPTLC indicaram que 90 e 105 apresentaram um
discreto impedimento na biotransformacao do lanosterol em ergosterol — sugerindo

inibicdo da biossintese do ergosterol (CYP51);

Apesar de os derivados do hibrido piperinico 108a-d terem apresentado os
melhores efeitos inibitérios, encontram-se em andamento as avaliagdes sobre a

influéncia na composicao dos lipideos de membrana e a estrutura celular do fungo.

As avaliacdes contra as formas amastigotas e tripomastigotas do 7. cruzi
encontram-se em andamento, em colabora¢do ao Laboratério de Glicobiologia do

IBCCF-UFRJ;

90



6- MATERIAIS E METODOS

6.1- INSTRUMENTOS UTILIZADOS NAS CARACTERIZACOES
ESPECTROMETRICAS

e Os espectros de RMN de 'H (200, 400 e 500 MHz) e >C (50, 100 e 150 MHz)
foram obtidos em espectrometros da marca BRUKER, modelos AC200,
AVANCE-400 e AVANCE-500 (PPGQ - UFRRJ). Foi utilizado como
referéncia interna o tetrametilsilano (TMS) e os solventes deuterados:
cloroférmio (CDCl;), metanol (CD;OD) e dimetilsulféxido (DMSO-ds) na
solubilizag¢do das amostras. Os deslocamentos quimicos (8) foram medidos em
unidade de parte por milhao (ppm) e as constantes de acoplamento (J) em Hertz
(Hz).

e Os espectros de Infravermelho (IV) foram obtidos nos espectrometros VERTEX
70 da marca BRUKER (PPGQ — UFRRIJ) utilizando pastilhas de KBr para as
amostras solidas.

e Os espectros de massas dos intermedidrios sintéticos foram obtidos por impacto
de elétrons (70 eV) utilizando cromatégrafo em fase gasosa acoplado a
espectrometro de massa SHIMADZU-CG/EM QP2010 Plus (PPGQ — UFRRIJ).
Coluna capilar CP-SIL8CB (30m x 0,25 x 0,25um). Temperatura inicial igual a
150°C/1°, com rampa de aquecimento de 5°C/1’ até 270°C. Os espectros de
massas de alta resolucdo (EMAR) dos derivados 89, 108a e 108b foram obtidos
no equipamento Micromass Q-TOF (WATER, UK) do IQ-UNICAMP.

e As andlises das fragdes lipidicas isoladas de epimastigotas de 7. cruzi foram
realizadas em um equipamento HPLC Shimadzu (LC-20AT), forno CTO 20A;
Detetor PDA (SPD-M20A), autoinjetor Sil-10AF e controladora CBM-20A. O
método utilizado foi de fase reversa (C18-coluna Betasil-THERMO, 25cm x 4,6
mm X 5 pum) no modo isocrdtico, tendo como fase mével a mistura metanol
(98%) e acetonitrila (2%), no fluxo de 1,1 mL min. A deteccao foi realizada em
280 nm (para o ergosterol) e 243 nm (para o lanosterol). O volume de injecao foi
de 20 uL com temperatura do forno de 27°C. A identificacdo dos esterdides
(ergosterol e lanosterol) foi feitas através da comparacdo dos tempos de retencao

e curvas de absor¢do no UV com padrdes comerciais (Sigma-Aldrich).
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6.2- NAS ANALISES, SINTESE E PURIFICACOES

Cromatografia em silica gel 60 F,s4 (camada de 0,2 mm), da marca MERCK
para o acompanhamento por CCF (Cromatografia de Camada Fina) das reacdes.
Solventes: 4cido acético glacial, acetato de etila, acetona, cloroférmio,
diclorometano, etanol, éter etilico, hexano e metanol da marca VETEC. Todos
os solventes utilizados nas reacdes e nos métodos de purificacio foram
previamente destilados, quando necessario.

Reagentes: 4cido cloridrico concentrado, dcido mal6nico, brometo de benzila,
brometo de cicloexila, brometo de etila, brometo de vinila, 4-carboxietil-
piperidina, cloreto de o-cloro-benzila, cloreto de oxalila, dissulfeto de carbono,
formaldeido, gas hidrogénio, hidrato de hidrazina, hidréxido de potéssio, iodeto
de metila, iodeto de n-butila, iodeto de n-dodecila, iodeto de n-hexila, iodeto de
isopropila, morfolina, N-etli-piperazina, piperidina, piperonal, Reagente de
Jones (2,8M de CrO; em H,SO4)(RODIG, 1994).

Pimenta-do-reino comercial.

6.3- OUTROS EQUIPAMENTOS

Aparelho AAKER, modelo PEM-II para medi¢do dos pontos de fusio.
Evaporador rotatério da FISATON-Modelo 802.

Camara de revelagao para CCF equipada com lampada UV com comprimento de
onda de 254 e 365 nm.

Placas de agitacao magnética da CORNING e FISATOM.

Dessecador.

Reator de Micro-ondas DISCOVERY-CEM.
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6.4- ISOLAMENTO DA AMIDA PIPERIDINIL DO ACIDO 5-(3,4-
METILENODIOXIFENIL)-2(E),4(E)-PENTADIENOICO (PIPERINA 69).

ST

Numa aparelhagem de Soxhlet foram colocados 150g de pimenta-do-reino
(adquirida no comércio local) e 500 mL de etanol a 95%. O sistema foi mantido sob
refluxo por aproximadamente 12 horas. Apds concentrar o extrato em evaporador
rotatorio, foi obtido um residuo de aspecto viscoso e aroma adocicado, sendo entdo
adicionado ao mesmo 150 mL de uma solu¢do alcodlica de KOH (10%), para que
ocorresse a precipitacdo dos taninos e demais materiais fendlicos, que sdo os principais
contaminantes do meio, na forma dos respectivos sais de potdssio. Ap0s filtracdo e
remo¢do do material precipitado, foi adicionada ao sobrenadante uma pequena
quantidade de dgua, suficiente para que o meio se tornasse turvo. Apés um periodo de
72 horas em repouso, formou-se um precipitado amarelo que foi filtrado sob pressao
reduzida. O sé6lido obtido foi lavado exaustivamente com dgua gelada e, em seguida,
com uma pequena quantidade de éter etilico gelado. Esse procedimento de isolamento
foi repetido com mais algumas quantidades, somando um total de 600g de pimenta-do-
reino. Foi obtido um total de 18g (3%) de piperina na forma de cristais amarelo-claro.

PF: 127-129°C (IKAN, 1991).
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Infravermelho (KBr, cm'l):

vC-H (Cspz) = 3008 (anel aromatico)

vC-H (Csp3) = 2937-2858 (anel piperidinico)

vC=0 (Csp?) =1634,5 (vibracdo da amida conjugada)

vC=C (Cspz) = 1583-1490 (vibracado do esqueleto aromatico)
oC-H (Cspz) =930 (dobramento de 1H,;,m. Isolado)

oC-H (Cspz) = 850 (dobramento de 2H,;,n. Vizinhos)

¥z Piperina

~8.33 T
4088 Ie8a 2008
Espectro 1. Espectro de IV da piperina 69.
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Espectro 2. Espectro de massas da piperina 69.
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Espectro 4. Espectro de RMN *C (200 MHz, CDCl5) da piperina 69.
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Tabela 13. Deslocamentos quimicos de 'H e '*C para a piperina 69.

Piperina 69 (200 MHz, CDCls;)

Posicoes
RMN 'H § (ppm), J (Hertz) RMN “C § (ppm)
C=0 - 165,30
1 - 130,80
2 6,98 (d; 1,4; 1H) 105,50
3 - 148,00
4 _ 148,00
5 6.76 (m; 1H) 108,30
6 6,89 (dd; 8,5 ¢ 1,5; 1H) 122,40
7 3,58 (m; 4H) 46,11
8 1,63 (m; 4H) 26,01
9 1,63 (m; 2H) 24,50
o 6,43 (d; 14,3; 1H) 119,80
B 7,39 (ddd; 14,6; 7,1 ¢ 2,9; 1H) 142,40
Y 6,76 (m; 1H) 125,10
S 6,76 (m; 1H) 138,30
OCH,O 5,97 (sl, 2H) 101,10
7
8
9
8
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6.5- PREPARA(;AO DO ACIDO 5-(3,4-METILENODIOXIFENIL)-2(E),4(E)-
PENTADIENOICO (ACIDO PIPERINICO 86)

6.5.1- METODO CONVENCIONAL

seagaolTesaga

90%

Reagentes: @) KOH / Etanol, refluxo, 20h; b) HClconc), até pH 3

Num baldo de 50 mL de capacidade foi feita uma suspensdo de 2,2 g (7,72
mmol) de piperina em 22 mL de solu¢do alcodlica de KOH 20%. A mistura reacional
foi mantida sob refluxo e agitacdo por 20 horas, um pouco acima do tempo reacional
descrito na literatura (12 horas) (RIBEIRO, 2004). A reacdo foi acompanhada por CCF,
a solucdo passou de amarela para marrom-claro, com formacgao de precipitado.

Apdés o término da reacdo, o etanol foi retirado do meio reacional em
evaporador rotatério. Acrescentou-se dgua ao residuo formado, deixando o mesmo
atingir a temperatura de ebulicdo até total solubilizacdo, sendo a solu¢do formada, em
seguida, filtrada a quente. A esta solu¢c@o aquosa do respectivo carboxilato, acrescentou-
se solu¢dao de HCI concentrado até chegar a pH proximo de 3, ocorrendo a precipitagao
do é4cido na forma de um sélido amarelo. Apds filtracao sob pressdo reduzida, o material
foi lavado com dgua gelada. O sélido obtido foi seco em dessecador e recristalizado em
etanol, gerando 1,56 g (90%) do écido piperinico 86.

PF: 218-219°C (IKAN, 1991).
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6.5.2- METODO ALTERNATIVO: REATOR DE MICROONDAS

Num baldo de 50 mL de capacidade foi feita uma suspensdo de 2,0 g (7,02
mmol) de piperina em 20 mL de solu¢do alcodlica de KOH 20%. A mistura reacional
foi mantida sob refluxo, a temperatura de 92°C, 50W de potencia e acompanhada por
CCF, a cada 10 minutos. A solucdo passou de amarela para marrom-claro, com
formacdo de precipitado, totalizando 60 minutos de reacdo, bem inferior ao necessario
no aquecimento convencional (12 horas) (RIBEIRO, 2004).

Ap6s o término da reacdo, a metodologia segue como a convencional (veja
procedimento experimental 7.2.1). O sdlido obtido foi seco em dessecador e
recristalizado em etanol, gerando 1,47 g (85%) do acido piperinico 86.

PF: 218°C (IKAN, 1991).

Infravermelho (KBr, cm'l):

vO-H = 3300-3200 (acido carboxilico)

vC-H (Csp®) = 2919,5 (metilenodi6xi)

vC=0 (Cspz) = 1678,8 (vibragdo da carbonila do 4dcido carboxilico conjugado)
vC=C (Cspz) = 1603-1495 (vibracado do esqueleto aromatico)

vC-O-C = 1257,5 (metilenodiéxi)

oC-H (Cspz) =930 (dobramento de 1H,;,,. Isolado)

cC-H (Cspz) = 850 (dobramento de 2H,,m. Vizinhos)
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Espectro 6. Espectro de massas do acido piperinico 86.
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Espectro 7. Espectro de RMN 'H (200 MHz, CDCl; e CD;0D) do 4cido piperinico 86.
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Espectro 8. Espectro de RMN *C (200 MHz, CDCl; e CD;0D) do 4cido piperinico 86.
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Tabela 14. Deslocamentos quimicos de 'H e '>C para o 4cido piperinico 86.

Acido piperinico 86 (200 MHz, CD;OD)

Posicoes
RMN 'H § (ppm), J (Hertz) RMN “C § (ppm)
OH 12,20 (sl; 1H) 169
C=0 - 131,8
1 - 109,8
7,22 (sl; 1H) 149,3
2
3 - 149,5
4 - 107
5 6,90 (d; 8,0; 1H) 107
6 6,97 (m; 1H) 122,5
a 5,96 (d; 15; 1H) 124.4
B 7,30 (m; 1H) 146
v 6,97 (m; 1H) 126,1
5 6,97 (m; 1H) 141,1
OCH,O 6,04 (sl; 2H) 102,7
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6.6- PREPARACAO DO ACIDO 3,4-METILENODIOXIBENZOICO (ACIDO
PIPERONILICO 95)

H Cr03 / H2304
< - < >
4h, 80%

Num baldao de 25 mL de capacidade foram dissolvidos 2,0 g (13,3 mmol) de
piperonal 91 em 10 mL de acetona. Essa solu¢do foi colocada em banho-de-gelo e
mantida sob agitacdo, com adi¢do gota-a-gota de 1,7 mL do Reagente de Jones (2,8M
CrO3; em H,SO4) (RODIG, 1990), durante 4 horas. A reacdo foi acompanhada pela
mudanca de cor da solucdo oxidante, de laranja (Cr+6) para verde (Cr+3), indicando a
oxidagdo do aldeido. O excesso de reagente de Jones foi consumido pela adi¢do de
algumas gotas de dlcool isopropilico. A solugdo resultante foi vertida em 50 mL de dgua
gelada, havendo formagdo de um precipitado branco. Apés um periodo de 2 horas o
precipitado foi filtrado sob pressdo reduzida, lavado com &dgua gelada. O produto
formado foi dissolvido em 50 mL de uma solucdo aquosa de KOH 20%. Esta solu¢do
foi extraida com acetato de etila (3 x 10 mL) e a fase aquosa foi neutralizada e
acidificada com HCI concentrado, até pH 3, sendo o precipitado formado filtrado e
lavado com dgua gelada. Foram obtidos 1,7 g (78%) do 4cido piperonilico 95 na forma
de cristais amorfos de coloracdo bege (Lit.: 80%) (RODIG, 1990).

PF: 231-232°C (Lit.:229-231°C) (ALDRICH, 2005).
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Infravermelho (KBr, cm'l):

vO-H = 3500-3400 (4cido carboxilico)

vC-H (Csp3) =2921,5 (metilenodioxi)

vC=0 =1673,8 (vibracdo da carbonila do dcido carboxilico conjugado)
vC=C (Cspz) = 1498-1450 (vibracado do esqueleto aromatico)

vC-O-C = 1258,5 (metilenodioxi)

oC-H (Cspz) =930 (dobramento de 1H,;om. Isolado)

oC-H (Cspz) = 850 (dobramento de 2H,;,mn. Vizinhos)

21 WeF-g3
3. 954
5T

-1.8%
<208

Espectro 9. Espectro de IV do dcido piperonilico 95.
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Espectro 10. Espectro de massas do 4cido piperonilico 9S.
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Espectro 11. Espectro de RMN 'H (400 MHZ, DMSO-d6) do 4cido piperonilico 95.
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Espectro 12. Espectro de RMN '*C (400 MHZ, DMSO-d6) do 4cido piperonilico 95.
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Tabela 15. Deslocamentos quimicos de 'H e '>C para o dcido piperonéico 95.

Acido piperonilico 95 (400 MHz, DMSO-d6)

Posicoes
RMN 'H § (ppm), J (Hertz) RMN “C § (ppm)
OH 12,62 (sl; 1H) -
C=0 - 167,83
1 - 125,78
2 7,21 (d; 1,6; 1H) 109,98
3 . 148,63
4 - 152,28
5 6,85 (d; 7,8; 1H) 109,16
6 7,40 (dd; 7,8 ¢ 1,8; 1H) 126,14
OCH;0 5,98 (sl; 2H) 103,06
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6.7- PREPARACAO DO ACIDO 3-(3,4-METILENODIOXIFENIL)-2(E)-
PROPENOICO (ACIDO CINAMICO 96)

<:©A S .,

96

Reagentes: a) 4c. maldnico, piridina e piperidina; b) HCI 10%

Em um baldao de 50 mL de capacidade, equipado com condensador de refluxo,
foram dissolvidos 5,0 g (33,3 mmol) de piperonal (91) e 7,5 g (72 mmol) de 4cido
maldnico numa mistura de 15 mL de piridina e 0,25 mL (2,53 mmol) de piperidina. Em
seguida, a mistura foi aquecida sob refluxo por cerca de 8 horas em banho-maria,
ocorrendo um vigoroso desprendimento de CO,. A reacdo se completou apds ebuli¢do
por mais 10 minutos adicionais e, em seguida, apds resfriar, foi vertida em 10 mL de
solucdo de HCI 10%, o suficiente para neutralizar a piridina, ocorrendo a precipitacao
do produto na forma de um sé6lido branco. O produto formado foi filtrado, lavado com
agua, éter etilico e seco ao ar. Apoés recristalizagdo em etanol, o produto em sua forma
pura, foi obtido na forma de um sélido branco 4,8 g, em 75 % de rendimento (Lit.: 96%)
(SILVA, 2002).

PF: 238°C (Lit.: 238°C) (SILVA, 2002)
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Infravermelho (KBr, cm'l):

vO-H = 3500-3400 (4cido carboxilico)

vC-H (Csp3) =2919,8 (metilenodioxi)

vC=0 =1692,1 (vibragao da carbonila do dcido carboxilico conjugado)
vC=C (Cspz) = 1493-1448 (vibracado do esqueleto aromatico)

vC-0O-C = 1250,3 (metilenodioxi)

oC-H (Cspz) =930 (dobramento de 1H,;om. Isolado)

oC-H (Cspz) = 850 (dobramento de 2H,;,mn. Vizinhos)

W AcC.CIN
W T %

Espectro 13. Espectro de IV do 4cido cinamico 96.
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Espectro 14. Espectro de massas do dcido cinamico 96.
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Espectro 15. Espectro de RMN 'H (400 MHZ, DMSO-d6) do 4cido cindmico 96.
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Espectro 16. Espectro de RMN °C (400 MHZ, DMSO-d6) do é4cido cinimico 96.
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Tabela 16. Deslocamentos quimicos de 'H e '>C para o 4cido cindmico 96.

Acido cinAmico 96 (400 MHz, DMSO-d6)

Posicoes
RMN 'H § (ppm), J (Hertz) RMN C § (ppm)
OH 12,27 (sl, 1H) ]
C=0 - 168,29
1 - 129,13
2 7,38 (d; 1,5; 1H) 108,9
3 - 149,48
4 - 149,59
5 6,95 (d; 8,0; 1H) 107,1
6 7,16 (dd; 8,0 e 1,5; 1H) 125,08
a 6,41 (d; 15,8; 1H) 117,53
B 7,52 (d; 16,1; 1H) 144,31
OCH,O 6,08 (s, 2H) 101,99
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6.8- PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL GERAL, PARA A REDUCAO
CATALITICA DOS ACIDOS CARBOXILICOS 86 E 96

Num baldo de 50 mL de capacidade, foi feita uma solucdo de 0,40 g do 4cido
carboxilico em 20 mL de acetato de etila, sobre a qual foi adicionado 0,05 g do
catalisador Pd/C10%. Esta suspensdo foi mantida sob agitacdo, a temperatura ambiente,
por alguns minutos. Selou-se o baldo com um septo, retirando-se o ar presente no baldao
por um sistema de vacuo acoplado a um balao contendo hidrogénio fixado ao septo. O
sistema entdo permaneceu por 3 horas sob atmosfera de hidrogénio e agitacao
magnética. Apds o término da reacdo (acompanhada por CCF), o meio reacional foi
filtrado numa seringa empacotada com silica gel, a fim de retira o catalisador. O
solvente organico foi evaporado em pressao reduzida, fornecendo o produto desejado

em grau de pureza adequado (VENKATASAMY, 2004).

6.8.1- PREPARACAO DO ACIDO 5-(3,4-METILENODIOXIFENIL)-
PENTANOICO (ACIDO TETRAIDROPIPERINICO 92)

0] O
a
<O MOH — > OH
75%
86 92

Reagentes: a) H,(g), Pd/C; acetato de etila, t.a., 3h.

Apo6s evaporacdo do solvente, o sélido foi recristalizado em CHCl;: Hexano
(1:9), e o produto foi obtido na forma de um sélido bege amorfo com 75% de

rendimento.

PF: 95-96°C (Lit.:95-96°C) (VENKATASAMY, 2004).
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Infravermelho (KBr,cm'l)

vO-H = 3500-3400 (acido carboxilico)

vC-H (Csp3) =2928- 2859 (saturados e metilenodioxi)

vC=0 = 1708,0 (vibragdo da carbonila do dcido carboxilico ndo conjugado)
vC=C (Cspz) = 1491-1440 (vibracao do esqueleto aromatico)

vC-O-C = 1252,5 (metilenodioxi)

cC-H (Cspz) =936 ( dobramento de 1H,;om. Isolado)

K1 AC.FP.RD

Espectro 17. Espectro de IV do 4cido tetrahidropiperinico 92.
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Espectro 19. Espectro de RMN 'H (400 MHZ, DMSO-d6) do 4cido

tetrahidropiperinico 92.
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tetrahidropiperinico 92.
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Tabela 17. Deslocamentos quimicos de 'H e ">C para o 4cido tetrahidropiperinico 92.

Acido tetrahidropiperinico 92 (400 MHz, DMSO-d6)

Posicoes
RMN 'H § (ppm), J (Hertz) RMN “C § (ppm)
OH 12,02 (sl; 1H) -
C=0 - 174,96
1 - 136,32
2 6,77 (d; 1,5; 1H) 108,45
3 - 145,6
4 : 147,61
5 6,81 (d; 7,8; 1H) 109,16
6 6,64 (dd; 7.9 e 1,6; 1H) 121,21
a 2,50 (t; 7,2; 2H) 34,95
B 1,51 (m; 2H) 24,45
v 1,51 (m; 2H) 31,08
5 2,22 (t; 7,0, 2H) 33,99
OCH,O 5,96 (sl, 2H) 101,01
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6.8.2- PREPARACAO DO ACIDO 3-(3,4-METILENODIOXIFENIL)-
PROPANOICO (ACIDO DIIDROCINAMICO 97)

O (0]
\/lk 2 O OH
< OH — <
80% O
96 97

Reagente: a) Hy(g), Pd/C; acetato de etila, t.a., 3h.

Ap6s evaporacdo do solvente, o sélido foi recristalizado em CHCls: hexano
(2:8), e o produto foi obtido na forma de cristais brancos em forma de agulhas com

80% de rendimento (Lit.: 80%) (VENKATASAMY, 2004).

PF: 85-87°C (Lit.:86-88°C) (VENKATASAMY, 2004).

Infravermelho (KBr,cm'l)

vO-H = 3300-3200 (acido carboxilico)

vC-H (Csp3) =2916-2795 (saturados e metilenodioxi)

vC=0 = 1733,3 (vibracdo da carbonila do dcido carboxilico ndo conjugado)
vC=C (Csp2) = 1612-1446 (vibracdo do esqueleto aromatico)

vC-O-C = 1232,6 (metilenodioxi)

cC-H (Cspz) =938,5 (dobramento de 1H,;om Isolado)
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Espectro 22. Espectro de massas do dcido diidrocinamico 97.
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Espectro 23. Espectro de RMN 'H (400 MHZ, DMSO-d6) do 4cido diidrocindmico 97.
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Espectro 24. Espectro de RMN "°C (400 MHZ, DMSO-d6) do 4cido diidrocindmico 97.
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Tabela 18. Deslocamentos quimicos de 'H e '>C para o dcido ciniAmico reduzido 97.

Acido diidrocinAmico 97 (400 MHz, DMSO-d6)

Posicoes
RMN 'H § (ppm), J (Hertz) RMN C § (ppm)
OH 12,12 (sl, 1H) -
C=0 - 174,25
1 - 135,16
2 6,82 (sl; 1H) 109,22
3 - 145,85
4 - 147,61
5 6,81 (d; 8,0; 1H) 108,5
6 6,68 (d; 8,0; 1H) 121,49
a 2,74 (t;7,7; 1H) 36,06
B 2,49 (t; 7,7; 1H) 30,56
OCH,0 5,97 (s, 2H) 101,09
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6.9- PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL GERAL, PARA A SINTESE DOS
CLORETOS DE ACILA DOS ACIDOS CARBOXILICOS 86, 92, 95, 96 E 97

Num balao de 25 mL de capacidade, contendo 0,40g do dcido carboxilico,
equipado com condensador de refluxo e barra de agitacdo magnética, mantido sob
atmosfera inerte, foram adicionados aproximadamente 0,5 mL do cloreto de oxalila e
deixado sob agitac@o a temperatura ambiente por cerca de 40 minutos.

Verificamos o término da reacdo por CCF (indiretamente, acompanhando a
formacdo do éster metilico, através da reacdo de uma pequena aliquota com metanol).
Terminada a reacdo, o residuo de cloreto de oxalila foi evaporado por um evaporador
rotatorio e o cloreto do 4cido foi obtido em rendimento quantitativo e alto grau de
pureza. O produto seco foi imediatamente utilizado na etapa seguinte (procedimento

experimental 7.7).

6.10- PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL GERAL, PARA A SINTESE DAS
ACILIDRAZINAS 88, 94,101, 102 E 103

A reacdo de preparacdo da acilidrazina foi realizada imediatamente apds a
reacdo de obtencdo do cloreto de acila, evitando assim a hidrolise do intermediério. O
produto seco obtido foi dissolvido em 5 mL de CH,Cl, (seco) (SOARES, 2006).
Paralelamente foi adicionado em outro baldo semelhante, 0,4 mL de hidrato de
hidrazina e 5 mL de CH,Cl, (seco). Sobre esta solu¢do, mantida sob atmosfera inerte e
em banho de gelo, foram adicionados, gota a gota, o cloreto de acila. Ap6s cerca de 30
minutos de agitacdo a temperatura ambiente, a andlise por CCF demonstrou o término
da reacdo. O solvente foi evaporado sob pressao reduzida e filtrado em buchner, lavado

com agua gelada.
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6.10.1- PREPARACAO DA ACILIDRAZINA DO ACIDO 5-(3,4-
METILENODIOXIFENIL)-2(E),4(E)-PENTADIENOICO (88)

O 0]
NH5;NH».H,O \/lL NH
< MC' — <O NNNE
75%
87 88

O produto obtido foi seco ao ar e recristalizado em etanol formando um sélido
amorfo de coloragdo amarela com aproximadamente 75% de rendimento

PF: 237-240°C.
Infravermelho (KBr, cm'l):

vN-H = 3600-3200 (acilidrazina)

vC-H (Csp3) = 2901 (metilenodioxi)

vC=0 = 1641 (vibracdo de carbonila da acilidrazina)

vC=C (Cspz) = 1498-1444 (vibracado do esqueleto aromatico)
vC-O-C = 1257 (metilenodioxi)

oC-H (Cspz) = 927 (dobramento de 1H,;,m. Isolado)

6C-H (Csp?) = 857 (dobramento de 2H,;om. Vizinhos)
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Espectro 26. Espectro de massas da acilidrazina 88.
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Espectro 27. Espectro de RMN 'H (400 MHz, DMSO-d6) da acilidrazina 88.
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Espectro 28. Espectro de RMN '°C (400 MHz, DMSO-d6) da acilidrazina 88.
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Tabela 19. Deslocamentos quimicos de 'H e '>C para acilidrazina 88.

Acilidrazina 88 (200 MHz, DMSO-d6)

Posicoes : "
RMN "H § (ppm), J (Hertz) RMN ~C § (ppm)
NH, 4,42 (sl; 2H) -
NH 9,30 (sl; 1H) -
C=0 - 165,21
1 - 131,32
2 7,26 (d; 1,3; 1H) 106,05
3 - 148,15
4 - 148,39
5 6,84 — 6,95, (m; 1H) 108,90
6 6,98 (dd; 8,2 e 1,5; 1H) 123,12
a 6,02 (d; 15; 1H) 122,99
B 7,17 (dd; 15 e 10,5; 1H) 138,25
y 6,84 — 6,95, (m; 1H) 125,78
) 6,84 — 6,95, (m; 1H) 138,38
OCH;O 6,05 (sl; 2H) 101,72
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6.10.2- PREPARACAO DA ACILIDRAZINA DO ACIDO 5-(3,4-
METILENODIOXIFENIL)-PENTANOICO (94)

O O
NH5NH».H,0 o NH,
< Cl  — < NH
80%
92 94

O produto obtido foi seco ao ar e recristalizado em metanol formando um sélido
branco em forma de agulhas com 80% de rendimento.

PF: 98-100°C.

Infravermelho (KBr, cm'l)

VN-H = 3429-3203 (vibragdes da acilidrazina)

vC-H (Cspz) = 3010 (vibragdes do anel aromatico)

vC-H (Csp3) = 2929-2856 (vibragdes do metilenodiéxi e carbonos saturados)
vC=0 (Cspz) =1635 (vibracdes de carbonila da acilidrazina)

vC=C (Csp2) = 1500 (vibragdes do anel aromético)

VC-N (Csp?) = 1440 (vibracdes da acilidrazina)

vC-O-C = 1247 (vibrag¢des do metilenodioxi)

oC-H (Cspz) =923 (dobramento de 1H,;,,. Isolado)

cC-H (Cspz) = 812 (dobra mento de 2H,;om. Vizinhos)
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Espectro 30. Espectro de massas da acilidrazina 94.
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Espectro 32. Espectro de RMN °C (400 MHZ, DMSO-d6) da acilidrazina 94.
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Tabela 20. Deslocamentos quimicos de 'H e '>C para acilidrazina 94.

Acilidrazina 94 (400 MHz, DMSO-d6)

Posicoes " "
RMN 'H § (ppm), J (Hertz) RMN °C & (ppm)
NH 3,36 (s; 2H) -
NH 8,94 (s; 1H) -
C=0 - 171,79
1 - 136,36
2 6,77 (d; 1,5; 1H) 108,46
3 - 145,63
4 - 147,6
5 6,81 (d; 7,8; 1H) 109,2
6 6,64 (dd; 7,9 e 1,6; 1H) 121,46
o 2,52 (m; 2H) 34,96
B 1,49 (m; 2H) 25,2
Y 1,49 (m; 2H) 31,28
) 2,52 (m; 2H) 33,72
OCH,0O 5,97 (sl, 2H) 101,01
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6.10.3- PREPARACAO DA ACILIDRAZINA DO ACIDO 3 4-
METILENODIOXIBENZOICO (101)

O O

NH,;NH,.H,0 o NH,
< Cl —_— < NH
85%

98 101

O produto obtido foi seco ao ar e recristalizado em metanol formando um sélido
amorfo branco bege com 85% de rendimento.

PF: 196-198°C.
Infravermelho (KBr, cm'l)

VN-H = 3435-3190 (vibragdes da acilidrazina)

vC-H (Cspz) = 3060 (vibragdes do anel aromatico)

vC-H (Csp3 ) = 2931 (vibracdes do metilenodidxi)

vC=0 (Cspz) =1618 (vibracdes de carbonila da acilidrazina)
vC=C (Csp2) = 1504 (vibragcdes do anel aromético)

VC-N (Csp?) = 1446 (vibracdes da acilidrazina)

vC-O-C = 1265 (vibragdes do metilenodioxi)

oC-H (Cspz) = 956 (dobramento de 1H,;,,. Isolado)

cC-H (Cspz) = 840 (dobramento de 2H,,m. Vizinhos)
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Espectro 35. Espectro de RMN 'H (400 MHZ, DMSO-d6) da acilidrazida 101.
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Espectro 36. Espectro de RMN "°C (400 MHZ, DMSO-d6) da acilidrazina 101.
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Tabela 21. Deslocamentos quimicos de 'H e '°C para a acilidrazina 101.

Acilidrazina 101 (400 MHz, DMSO-d6)

Posicoes
RMN 'H § (ppm), J (Hertz) RMN C § (ppm)
NH 3,37 (s; 2H) -
NH 10,32 (s; 1H) -
C=0 - 164,19
1 - 126,84
2 7,45 (s; 1H) 107,29
3 - 146,63
4 . 149,41
5 7,54 (d; 7,7; 1H) 106,53
6 7,06 (d; 7,8; 1H) 121,64
OCH,0 6,14 (sl; 2H) 101,01
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6.10.4- PREPARACAO DA ACILIDRAZINA DO ACIDO 3-(3,4-
METILENODIOXIFENIL) CINAMICO (102)

0 0
\/[k NH,NH,.H,0 NH,
<o o . i
75% o
99 102

O produto obtido foi seco ao ar e recristalizado em metanol formando um sé6lido
amorfo branco com 75% de rendimento.

PF: 149-151°C

Infravermelho (KBr, cm’l)

VN-H = 3435-3261 (vibragdes da acilidrazina)

vC-H (Cspz) = 3000 (vibragdes do anel aromético)

vC-H (Csp3) = 2918 (vibragdes do metilenodioxi)

vC=0 (Cspz) =1660 (vibracdes de carbonila da acilidrazina)
vC=C (Cspz) = 1502 (vibrag¢des do anel aromatico)

vC-N (Csp?) = 1452 (vibragdes da acilidrazina)

vC-O-C = 1259 (vibrag¢des do metilenodioxi)

oC-H (Cspz) =927 (dobramento de 1H,;,m. Isolado)

6C-H (Csp?) = 842 (dobra mento de 2Hom, Vizinhos)
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Espectro 37. Espectro de IV da acilidrazina 102.
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Espectro 38. Espectro de massas da acilidrazina 102.
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Espectro 39. Espectro de RMN 'H (400 MHZ, DMSO-d6) da acilidrazina 102.
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Espectro 40. Espectro de RMN C (400 MHZ, DMSO-d6) da acilidrazina 102.
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Tabela 22. Deslocamentos quimicos de 'H e '°C para acilidrazina 102.

Acilidrazina 102 (400 MHz, DMSO-d6)

Posicoes
RMN 'H § (ppm), J (Hertz) RMN *C § (ppm)
NH 3,37 (s; 2H) -
NH 9,26 (s; 1H) -
C=0 - 165,21
1 - 129,78
2 7,14 (d; 1,5; 1H) 108,9
3 - 148,38
4 - 148,85
5 6,96 (d: 8,0; 1H) 106,65
6 7,07 (dd; 8,2 ¢ 1,5; 1H) 123,54
a 6,40 (m; 2H) 118,82
B 7,37 (m; 2H) 138,42
OCH,0 6,07 (s, 2H) 101,9
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6.10.5- PREPARACAO DA ACILIDRAZINA DO ACIDO 3-(3,4-
METILENODIOXIFENIL) DIIDROCINAMICO (103)

NH>NH,.H,0 NH,
< Cl — < NH
70%

100 103

O produto obtido foi seco ao ar e recristalizado em metanol formando um sé6lido
branco em forma de agulhas com 70% de rendimento.

PF: 118-120°C

Infravermelho (KBr, cm’l)

VN-H = 3435-3284 (vibragdes da acilidrazina)

vC-H (Cspz) = 3035 (vibragdes do anel aromético)

vC-H (Csp3 ) = 2923 (vibracdes do metilenodidxi e carbonos saturados)
vC=0 (Cspz) =1631 (vibracdes de carbonila da acilidrazina)

vC=C (Cspz) = 1500 (vibragdes do anel aromatico)

vC-N (Csp?) = 1485 (vibragdes da acilidrazina)

vC-O-C = 1242 (vibrag¢des do metilenodioxi)

oC-H (Cspz) =939 (dobramento de 1H,;om. Isolado)

oC-H (Csp?) = 875 (dobra mento de 2Hom, Vizinhos)
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Espectro 41. Espectro de IV da acilidrazina 103.
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Espectro 42. Espectro de massas da acilidrazina 103.
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Espectro 43. Espectro de RMN 'H (400 MHZ, DMSO-d6) da acilidrazina 103.
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Espectro 44. Espectro de RMN "°C (400 MHZ, DMSO-d6) da acilidrazina 103.
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Tabela 23. Deslocamentos quimicos de 'H e '°C para acilidrazina 103.

Acilidrazina 103 (400 MHz, DMSO-d6)

Posicoes
RMN 'H § (ppm), J (Hertz)  RMN “C § (ppm)
NH 3,38 (s; 2H) -
NH 8,99 (s; 1H) -
C=0 - 171,22
1 - 135,48
2 6,78 (d; 1,5; 1H) 109,14
3 - 145,78
4 - 147,58
5 6,80 (d; 7,8; 1H) 108,51
6 6,65 (dd; 7,8 ¢ 1,5; 1H) 121,45
o 2,73 (t; 7,7; 2H) 35,85
B 2,28 (t; 7,7; 2H) 31,18
OCH,0 5,96 (sl; 2H) 101,08
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6.11- PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL GERAL, PARA A SINTESE DOS
HETEROCICLOS 1,3,4-OXADIAZOIS-2-TIONA 89, 90, 104, 105 E 106

Num baldo de 25 mL de capacidade, equipado com agitador magnético e
condensador de refluxo, foram colocados 0,5g de acilidrazina, 5 mL de etanol e 0,2 mL
(6,0 mmol — excesso) de CS,, apds agitacdo por 10 minutos foi adicionado gota a gota 5
mL de etanol em KOH (mesmo equivalente da acilidrazina), apés 60 minutos de
agitacdo a frio foi colocada em refluxo no reator de microondas (condi¢des: 78 °C; 50
W) durante 30-45 minutos. A reagcdo foi acompanhada por CCF. Apds o término da
reacdo, o solvente foi evaporado sob pressao reduzida, o residuo solubilizado em 4gua, e
filtrado. A solugdo bésica foi acidificada com algumas gotas de HCI (concentrado),
onde ocorreu a precipitagdo do produto desejado, que foi filtrado e lavado com dgua

gelada (EL-EMAM, 2004).

6.11.1- PREPARACAO DO DERIVADO 5-[4-(3,4-METILENODIOXIFENIL)-
1(E),3(E)-BUTADIENOICO]-1,3,4-OXADIAZOL-2-TIONA (DERIVADO
PIPERINICO 89)

o} N—N
<Z:©/\/\\)LNH,NH2 a,b <Z:©/\/\\//(O>¥SH
70%

88 89

Reagentes: a) KOH, C,HsOH e CS,; b) HCI (conc.) até pH 3,0.

O produto obtido foi seco ao ar e recristalizado em etanol formando um sélido
amorfo amarelo com 70% de rendimento.

PF: 213-215°C.
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Infravermelho (KBr, cm'l)

VN-H = 3329 (vibrag¢des do heterociclo)

vC-H (Cspz) = 3000 (vibragdes do anel aromatico)
vC-H (Csp3) = 2914 (vibragdes do metilenodioxi)
vC=N (Cspz) =1607 (vibracdes do heterociclo)

vC=C (Csp2) = 1495 (vibragdes do anel aromético)
vC-N (Cspz) = 1458 (vibragdes do heterociclo)
vC-O-C = 1256 (vibragdes do metilenodioxi)

cC-H (Cspz) = 926 (dobramento de 1H,;,m. Isolado)
cC-H (Cspz) = 850 (dobra mento de 2H,;om. Vizinhos)

Espectro 45. Espectro de IV do heterociclo 89.

199,0802
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Espectro 46. Espectro de massas do heterociclo 89.
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Espectro 47. Espectro de RMN 'H (400 MHz, DMSO-d6) do heterociclo 89.
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Espectro 48. Espectro de RMN '*C (400 MHz, DMSO-d6) do heterociclo 89.
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Tabela 24. Deslocamentos quimicos de 'H e '>C para o heterociclo 89.

Heterociclo 89 (400 MHz, DMSQO-d6)

Posicoes
RMN 'H § (ppm), J (Hertz) RMN “C § (ppm)
NH/SH 14,15 (sl, 1H) -
C=S - 177,32
C=N - 161,07
1 - 131,01
2 7,22 (sl; 1H) 106,02
3 - 148,48
4 - 148,6
5 6,94 (d; 8,2; 1H) 109,04
6 7,03 (m; 1H) 110,93
o 6,44 (d; 15; 1H) 123,57
B 7,23 (dd; 15 € 9,6; 1H) 140,18
v 7,00 (m; 1H) 139,66
) 7,05 (m; 1H) 125,78
OCH,0O 6,07 (sl; 2H) 101,88
H
S B 7’“
X X 0 = .
Y o« T
89 89
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6.11.2- PREPARACAO DO DERIVADO 5-[4-(3,4-METILENODIOXIFENIL)-
BUTANOICO-1,3,4-OXADIAZOL-2-TIONA (DERIVADO
TETRAIDROPIPERINICO 90)

O N—N
< NH’NHZ a,b o) O>LSH
—
80% <
24 20

Reagentes: a) KOH, C,HsOH e CS,; b) HCI (conc.) até pH 3,0.

O produto obtido foi seco ao ar e recristalizado em metanol formando um sélido
amorfo branco com 80% de rendimento.

PF: 66-68 °C.

Infravermelho (KBr, cm'l)

VN-H = 3500-3100 (vibragdes do heterociclo)

vC-H (Csp3 ) = 2950 (vibracdes da cadeia saturada e metilenodioxi)
vC=N (Cspz) =1618 (vibracdes do heterociclo)

vC=C (Csp2) = 1522 (vibragdes do anel aromético)

vC-N (Cspz) = 1491 (vibragdes do heterociclo)

vC-O-C = 1251 (vibrag¢des do metilenodioxi)

oC-H (Cspz) = 928 (dobramento de 1H,;,,. isolado)

cC-H (Cspz) = 813 (dobra mento de 2H,;om. Vizinhos)
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Espectro 49. Espectro de IV do heterociclo 90.

Espectro 50. Espectro de massas do heterociclo 90.
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Espectro 51. Espectro de RMN 'H (400 MHZ, DMSO-d6) do heterociclo 90.
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Espectro 52. Espectro de RMN "°C (400 MHZ, DMSO-d6) do heterociclo 90.
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Tabela 25. Deslocamentos quimicos de 'H e '>C para o heterociclo 90.

Heterociclo 90 (400 MHz, DMSQO-d6)

Posicoes
RMN 'H § (ppm), J (Hertz) RMN “C § (ppm)
NH/SH 14,34(sl; 1H) -
C=S - 178,14
C=N - 164,62
1 - 136,04
2 6,80 (m; 1H) 108,48
3 - 145,67
4 - 147,64
5 6,82 (m; 1H) 109,19
6 6,65 (d; 7,8; 1H) 121,49
o 2,74 (t; 6,8; 2H) 34,62
B 1,61 (m; 2H) 25,03
v 1,61 (m; 2H) 24,87
) 2,53 (m; 2H) 30,66
OCH,O 5,97 (sl; 2H) 101,04
N
N
5 P I\
0 —
Yy o o
90 90
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6.11.3- PREPARACAO DO DERIVADO 5-(3,4-METILENODIOXIFENIL)-1,3,4-
OXADIAZOL-2-TIONA (DERIVADO PIPERONILICO 104)

72%

Cy

Reagentes: a) KOH, C,HsOH e CS,; b) HCI (conc.) até pH 3,0.

O produto obtido foi seco ao ar e recristalizado em metanol formando um sélido

amorfo branco com 72% de rendimento.

PF: 215-217°C.

Infravermelho (KBr, cm'l)

VN-H = 3600-3100 (vibragdes do heterociclo)

vC-H (CspB) = 2963 (vibragdes do metilenodioxi)
vC=N (Cspz) =1609 (vibracdes do heterociclo)
vC=C (Csp?) = 1516 (vibracdes do anel aromético)
vC-N (Csp?) = 1490 (vibracdes do heterociclo)
vC-O-C = 1264 (vibragdes do metilenodioxi)

6C-H (Csp?) = 951 (dobramento de 1H,om, isolado)
cC-H (Cspz) = 805 (dobra mento de 2H,;om. Vizinhos)
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Espectro 53. Espectro de IV do heterociclo 104.
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Espectro 54. Espectro de massas do heterociclo 104.
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Espectro 55. Espectro de RMN 'H (400 MHz, DMSO-d6) do heterociclo 104.
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Espectro 56. Espectro de RMN B3¢ (400 MHz, DMSO-d6) do heterociclo 104.
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Tabela 26. Deslocamentos quimicos de 'H e "*C para o heterociclo 104.

Heterociclo 104 (400 MHz, DMSO-d6)

Posicao
RMN 'H § (ppm), J (Hertz) RMN “C § (ppm)
NH/SH 14,68 (sl; 1H) -
C=S ; 177,6
C=N - 160,8
1 - 116,5
2 7,37 (s; 1H) 106,2
3 - 148,6
4 - 151,1
5 7,13 (d; 7,5; 1H) 109,6
6 7,44 (d; 7,3; 1H) 122,1
OCH,O 6,18 (sl; 2H) 102,7
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6.11.4- PREPARACAO DO DERIVADO 5-[2-(3,4-METILENODIOXIFENIL)-
(E)ETENOICO]-1,3,4-OXADIAZOL-2-TIONA (DERIVADO CINAMICO 105)

o) N’N\
~NH; a,b o / >\SH
< NH O
— <
75% O
102 105

Reagentes: a) KOH, C,HsOH e CS,; b) HCI (conc.) até pH 3,0.

O produto obtido foi seco ao ar e recristalizado em etanol formando um soélido
amorfo branco com 75% de rendimento.

PF: 208-210°C.

Infravermelho (KBr, cm’l)

VN-H = 3500-3100 (vibragdes do heterociclo)

vC-H (Csp3) = 2915 (vibragdes do metilenodioxi)
vC=N (Cspz) =1616 (vibracdes do heterociclo)
vC=C (Cspz) = 1500 (vibragdes do anel aromatico)
vC-N (Cspz) = 1457 (vibragdes do heterociclo)
vC-O-C = 1259 (vibrag¢des do metilenodioxi)

cC-H (Cspz) = 922 (dobramento de 1H,,m isolado)
oC-H (Cspz) = 803 (dobra mento de 2H,;o,. vizinhos)
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Espectro 57. Espectro de IV do heterociclo 105.
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Espectro 58. Espectro de massas do heterociclo 105.
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Espectro 59. Espectro de RMN 'H (400 MHz, DMSO-d6) do heterociclo 105.
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Espectro 60. Espectro de RMN 3C (400 MHz, DMSO-d6) do heterociclo 105.
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Tabela 27. Deslocamentos quimicos de 'H e '*C para o heterociclo 105.

Heterociclo 105 (400 MHz, DMSO-d6)

Posicao

RMN 'H § (ppm), J (Hertz) RMN “C § (ppm)
NH/SH 14,57 (sl; 1H) -
C=S - 177,33
C=N - 161,35
1 - 129,40
2 7,49 (d; 1,7; 1H) 106,74
3 - 148,55
4 - 149,53
5 6,98 (d; 7,8; 1H) 107,39
6 7,25 (dd; 8,2 e 1,5; 1H) 108,97
a 7,01 (d; 16; 1H) 125,07
B 7,43 (d; 16; 1H) 139,33
OCH,0 6,10 (sl; 2H) 102,06

105 T
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6.11.5- PREPARACAO DO DERIVADO 5-[2-(3,4-METILENODIOXIFENIL)-
ETANOICO]-1,3,4-OXADIAZOL-2-TIONA (DERIVADO DIIDROCINAMICO
106)

o) N’N\
~NH; a,b 0 / >\SH
< NH O
— (
80% )
103 106

Reagentes: a) KOH, C,HsOH e CS,; b) HCI (conc.) até pH 3,0.

O produto obtido foi seco ao ar e recristalizado em etanol formando um soélido
amorfo branco com 80% de rendimento.

PF: 96-98°C.

Infravermelho (KBr, cm’l)

VN-H = 3600-3100 (vibragdes do heterociclo)

vC-H (Csp3 ) = 2915 (vibracdes da cadeia saturada e metilenodioxi)
vC=N (Cspz) =1598 (vibracdes do heterociclo)

vC-N (Cspz) = 1493 (vibrag¢des do heterociclo)

vC-O-C = 1245 (vibrag¢des do metilenodioxi)

6C-H (Csp?) = 948 (dobramento de 1H,om, isolado)

oC-H (Cspz) = 809 (dobra mento de 2H, o, vizinhos)
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Espectro 61. Espectro de IV do heterociclo 106.
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Espectro 62. Espectro de massas do heterociclo 106.
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Espectro 63. Espectro de RMN 'H (400 MHZ, DMSO-d6) do heterociclo 106.
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Espectro 64. Espectro de RMN "°C (400 MHZ, DMSO-d6) do heterociclo 106.
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Tabela 28. Deslocamentos quimicos de 'H e "*C para o heterociclo 106.

Heterociclo 106 (400 MHz, DMSO-d6)

Posicoes
RMN 'H § (ppm), J (Hertz) RMN C § (ppm)
NH/SH - -
C=S - 178,22
C=N - 163,84
1 - 133,79
2 6,88 (sl; 1H) 108,6
3 - 146,16
4 - 147,72
5 6,71 (d; 6,7; 1H) 109,25
6 6,83 (d; 6,8; 1H) 121,71
o 2,99 (t; 3; 2H) 31,06
B 2,89 (t 2,9; 2H) 27,28
OCH,O 5,98 (sl, 2H) 101,21

1 DY

> O
O <

106 T
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6.12- PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL GERAL, DE PREPARACAO DOS
DERIVADOS S-ALQUILADOS (107a-j)

Em um balao de 10 mL de capacidade, equipado com condensador de refluxo e
agitacdo magnética, foi preparada uma solucdo de 100 mg do intermedidrio 1,3,4-
oxadiazol 89 em 5 mL de etanol, sobre a qual foram adicionados 33,6 mg de KOH
dissolvidos em 2 mL de etanol. A mistura reacional foi mantida sobre refluxo por 20
minutos e, em seguida, foi adicionada a quantidade estequiométrica do respectivo haleto
de alquila (iodeto de metila, brometo de etila, iodeto de isopropila, brometo de vinila,
iodeto de butila, iodeto de hexila, brometo de ciclo-hexila, iodeto de dodecanila,
brometo de fenila ou cloreto de o-cloro-benzila). O progresso da reacdo foi
acompanhado por CCF (NAVEENA, 2010). Aproximadamente 3 horas de refluxo o
solvente foi evaporado sob pressdo reduzida e o sélido formado foi suspenso em uma
solucdo aquosa (5% KOH) e extraido por trés vezes com acetato de etila. O solvente
organico foi evaporado em pressao reduzida, fornecendo o produto desejado em grau de

pureza adequado.

6.12.1- PREPARACAO DO 5-[4-(3,4-METILENODIOXIFENIL)-1(E),3(E)-
BUTADIENOICO]-1,3,4-OXADIAZOL-2-TIOMETILA (107a)

N—N KOH, CHl N—N
\/\//LO%SH —_— i \/\//LO%S/
< 3h, 85% <
89 107a

O produto obtido foi recristalizado em metanol na forma de um sélido amorfo
amarelo mostarda com 85% de rendimento.

PF: 153-155 °C.
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Infravermelho (KBr, cm'l):

vC-H (Csp3) = 2924 (vibragdes alifaticas e do metilenodiéxi)
vC=N (Cspz) =1597 (vibracdes do heterociclo)

vC=C (Cspz) = 1472 (vibragdes do anel aromatico)

vC-N (Cspz) = 1445 (vibrag¢des do heterociclo)

vC-O-C = 1250 (vibrag¢des do metilenodioxi)

cC-H (Cspz) =930 (dobramento de 1H,,,m isolado)

oC-H (Csp?) = 825 (dobra mento de 2H,om, vizinhos)
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Espectro 66. Espectro de massas do derivado 107a.
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Espectro 67. Espectro de RMN 'H (400 MHz, CDCl3) do derivado 107a.
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Espectro 68. Espectro de RMN "°C (400 MHz, CDCl;) do derivado 107a.
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Tabela 29. Deslocamentos quimicos de 'H e "*C para o derivado 107a.

Derivado 107a (400 MHz, CDCl3)

Posicoes
RMN 'H § (ppm), J (Hertz) RMN “C § (ppm)
C=N - 165,6
SC=N - 164,39
1 - 130,62
2 6,79 (sl; 1H) 105,79
3 - 148,32
4 ; 148,48
5 7,03 (d; 1,5; 1H) 108,58
6 6,82 (m; 1H) 111,54
7 2,77 (sl; 3H) 14,57
o 6,51 (d; 15; 1H) 122,79
B 7,23 (ddd; 15; 6,3 e 3,5; 1H) 138,92
v 6,78 (d; 3,2; 1H) 138,67
) 6,94 (dd; 6,5 e 1,7; 1H) 125,11
OCH,O 6,01 (sl; 2H) 101,42
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6.12.2- PREPARACAO DO 5-[4-(3,4-METILENODIOXIFENIL)-1(E),3(E)-
BUTADIENOICO]-1,3,4-OXADIAZOL-2-TIOETILA (107b)

N—N KOH, C,HsB N—N
5 \/\/ZAO%SH —2>5 r \/\/ZLO%S/Csz
CIT Taregh
© 89 107b

O produto obtido foi recristalizado em etanol na forma de um sélido amorfo
castanho com 84% de rendimento.

PF: 110-112 °C.

Infravermelho (KBr, cm’l):

vC-H (Csp3 ) = 2922 (vibracdes alifaticas e do metilenodidxi)
vC=N (Cspz) =1614 (vibracdes do heterociclo)

vC=C (Cspz) = 1487 (vibragdes do anel aromatico)

vC-N (Cspz) = 1445 (vibragdes do heterociclo)

vC-O-C = 1244 (vibrag¢des do metilenodioxi)

oC-H (Cspz) =930 (dobramento de 1H,;,,. isolado)

oC-H (Csp?) = 825 (dobra mento de 2H,om, vizinhos)
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Espectro 69. Espectro de IV do derivado 107b.
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Espectro 70. Espectro de massas do derivado 107b.
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Espectro 71. Espectro de RMN 'H (400 MHz, CDCl3) do derivado 107b.
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Espectro 72. Espectro de RMN °C (400 MHz, CDCl5) do derivado 107b.
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Tabela 30. Deslocamentos quimicos de 'H e ">C para o derivado 107b.

Derivado 107b (400 MHz, CDCl3)

Posicoes
RMN 'H § (ppm), J (Hertz) RMN “C § (ppm)
C=N - 165,45
SC=N - 163,67
1 - 130,64
2 7,02 (d; 1,6; 1H) 105,79
3 - 148,33
4 ; 148,47
5 6,81 (d; 7.8; 1H) 108,57
6 6,93 (dd; 8,2 ¢ 1,6; 1H) 111,61
7 3,30 (q; 7,2; 2H) 26,94
8 1,52 (t; 7,2; 3H) 14,75
o 6,51 (d; 15; 1H) 125,13
B 7,23 (ddd; 15; 6,6 € 3,5; 1H) 138,86
Y 6,78 (m; 1H) 138,61
) 6,78 (m; 1H) 122,77
OCH,0 6,01 (sl; 2H) 101,41
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6.12.3- PREPARACAO DO 5-[4-(3,4-METILENODIOXIFENIL)-1(E),3(E)-
BUTADIENOICO]-1,3,4-OXADIAZOL-2-TIOISOPROPILA (107c¢)

N—N KOH, (CH3),CHI N—N
>\\SH —3: 0. M O>LS
<Zj©A o < jg/\
° 107c

O produto obtido foi recristalizado em etanol na forma de um sélido amorfo
castanho com 81% de rendimento.

PF: 90-92 °C.

Infravermelho (KBr, cm’l):

vC-H (Cspz) = 3049 (vibragdes do anel aromético)

vC-H (Csp3 ) = 2922 (vibracdes alifaticas e do metilenodidxi)
vC=N (Cspz) =1597 (vibracdes do heterociclo)

vC=C (Cspz) = 1489 (vibragdes do anel aromatico)

vC-N (Cspz) = 1466 (vibragdes do heterociclo)

vC-O-C = 1244 (vibrag¢des do metilenodioxi)

oC-H (Cspz) = 925 (dobramento de 1H,;,,. isolado)

6C-H (Csp?) = 832 (dobra mento de 2H,om, vizinhos)
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Espectro 73. Espectro de IV do derivado 107c.
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Espectro 74. Espectro de massas do derivado 107c.
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Espectro 75. Espectro de RMN 'H (400 MHz, CDCl3) do derivado 107c.
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Espectro 76. Espectro de RMN "°C (400 MHz, CDCl;) do derivado 107c.
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Tabela 31. Deslocamentos quimicos de 'H e '>C para o derivado 107c.

Derivado 107¢ (400 MHz, CDCl5)

Posicoes
RMN 'H § (ppm), J (Hertz) RMN “C § (ppm)
C=N - 165,35
SC=N - 163,33
1 - 130,64
2 6,79 (sl; 1H) 105,79
3 - 148,32
4 - 148,47
5 7,03 (d; 1,5; 1H) 108,57
6 6,82 (d; 8,0; 1H) 111,65
7 3,96 (m; 1H) 38,99
8 1,53 (d; 6,7; 6H) 23,39
o 6,52 (d; 15; 1H) 122,78
B 7,24 (ddd; 15; 6,5 e 3,7; 1H) 138,92
v 6,78 (d; 3,5; 1H) 138,63
) 6,94 (dd; 8,0 ¢ 1,5; 1H) 125,14
OCH,O 6,01 (sl; 2H) 101,41
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6.12.4- PREPARACAO DO 5-[4-(3,4-METILENODIOXIFENIL)-1(E),3(E)-
BUTADIENOICO]-1,3,4-OXADIAZOL-2-TIOVINILA (107d)

N—N KOH, CH,CHCH,Br
S

N—N /\/
ST e Sy

107d

O produto obtido foi recristalizado em etanol na forma de um sélido amorfo

amarelo mostarda com 80% de rendimento.

PF: 84-86 °C.

Infravermelho (KBr, cm'l):

vC-H (Cspz) = 3026 (vibragdes do anel aromatico)

vC-H (Csp3) = 2918 (vibragdes alifaticas e do metilenodiéxi)
vC=N (Cspz) =1614 (vibracdes do heterociclo)

vC=C (Cspz) = 1501 (vibrag¢des do anel aromatico)

vC-N (Cspz) = 1466 (vibragdes do heterociclo)

vC-O-C = 1256 (vibragdes do metilenodioxi)

cC-H (Cspz) =931 (dobramento de 1H,;,m isolado)

6C-H (Csp?) = 823 (dobra mento de 2H,om, vizinhos)
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Espectro 78. Espectro de massas do derivado 107d.
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Espectro 79. Espectro de RMN 'H (400 MHz, CDCl3) do derivado 107d.
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Espectro 80. Espectro de RMN '°C (400 MHz, CDCl3) do derivado 107d.




Tabela 32. Deslocamentos quimicos de 'H e ">C para o derivado 107d.

Derivado 107d (400 MHz, CDCl3)

Posicoes
RMN 'H § (ppm), J (Hertz) RMN “C § (ppm)
C=N - 165,65
SC=N - 163
1 - 130,61
2 6,79 (sl; 1H) 105,79
3 - 148,33
4 - 148,5
5 7,03 (sl; 1H) 108,58
6 6,82 (d; 7,8; 1H) 111,55
7 3,92 (d; 6,9; 2H) 35,18
8 6,01 (m; 1H) 131,71
9 5,41 (d; 17; 1H) e 5,25 (d; 10; 1H) 119,8
o 6,51 (d; 16; 1H) 125,1
B 7,24 (dd; 15 ¢ 7,2; 1H) 139,04
v 6,78 (d; 7,2; 1H) 138,74
5 6,94 (d; 7,8; 1H) 122,81
OCH,O 6,01 (sl; 2H) 101,42
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6.12.5- PREPARACAO DO 5-[4-(3,4-METILENODIOXIFENIL)-1(E),3(E)-
BUTADIENOICO]-1,3,4-OXADIAZOL-2-TIOBUTILA (107e)

N—N N—N
\/\//LO%SH Ko—>H, Gl \/\//LO%S/C“HQ
<zj©A o
89 107e

O produto obtido foi recristalizado em metanol na forma de um sélido amorfo
bege com 90% de rendimento.

PF: 85-86 °C.

Infravermelho (KBr, cm'l):

vC-H (Csp3) = 2921 (vibragdes alifaticas e do metilenodiéxi)
vC=N (Cspz) =1623 (vibracdes do heterociclo)

vC-N (Cspz) = 1464 (vibragcdes do heterociclo)

vC-O-C = 1245 (vibrag¢des do metilenodioxi)

cC-H (Cspz) = 933 (dobramento de 1H,;,m isolado)

cC-H (Cspz) = 814 (dobra mento de 2H,;om. Vizinhos)
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Espectro 81. Espectro de IV do derivado 107e.
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Espectro 82. Espectro de massas do derivado 107e.
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Espectro 84. Espectro de RMN "°C (400 MHz, CDCl;) do derivado 107e.
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Tabela 33. Deslocamentos quimicos de 'H e >C para o derivado 107e.

Derivado 107e (400 MHz, CDCl5)

Posicoes
RMN 'H § (ppm), J (Hertz) RMN “C § (ppm)
C=N - 165.4
SC=N - 163,9
1 - 130,6
2 7,02 (sl; 1H) 105,8
3 - 148,3
4 - 148,8
5 6,81 (d; 7.8; 1H) 108,6
6 6,93 (d; 7.8; 1H) 111,6
7 3,29 (t; 7,4; 2H) 32,2
8 1,82 (m; 2H) 31,2
9 1,51 (m; 2H) 21,8
10 0,98 (t; 7,4; 3H) 13,5
o 6,51 (d; 15; 1H) 122,8
B 7,22 (m; 1H) 138,8
v 6,78 (m; 1H) 138,6
) 6,78 (m; 1H) 125,2
OCH,O 6,01 (sl; 2H) 101,4
8
10
g CHa
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6.12.6- PREPARACAO DO 5-[4-(3,4-METILENODIOXIFENIL)-1(E),3(E)-
BUTADIENOICO]-1,3,4-OXADIAZOL-2-TIOEXILA (107f)

N—N KOH, CgHysl >¥ Cetha
s

<zj©A oA s sl

107f

O produto obtido foi recristalizado em etanol na forma de um sélido amorfo
bege com 87% de rendimento.

PF: 76-78 °C.

Infravermelho (KBr, cm'l):

vC-H (Csp3) = 2928 (vibragdes alifaticas e do metilenodiéxi)
vC=N (Cspz) =1623 (vibracdes do heterociclo)

vC-N (Cspz) = 1466 (vibragdes do heterociclo)

vC-O-C = 1244 (vibrag¢des do metilenodioxi)

cC-H (Cspz) =931 (dobramento de 1H,;,m isolado)

6C-H (Csp?) = 812 (dobra mento de 2H,om, vizinhos)
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Espectro 86. Espectro de massas do derivado 107f.
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Espectro 88. Espectro de RMN Be (400 MHz, CDC13) do derivado 107f.




Tabela 34. Deslocamentos quimicos de 'H e "’C para o derivado 107f.

Derivado 107f (400MHz, CDCl;)

Posicoes
RMN 'H § (ppm), J (Hertz) RMN “C § (ppm)

C=N - 165,41
SC=N - 163,97
1 - 130,63

2 7,02 (sl; 1H) 105,79

3 - 148,33

4 - 148,33

5 6,81 (m; 1H) 108,57

6 6,93 (d; 7,8; 1H) 111,58

7 3,28 (m; 2H) 32,56

8 1,83 (m; 2H) 31,21

9 1,48 (m; 2H) 29,18
10 1,34 (m; 2H) 28,28
11 1,34 (m; 2H) 22,49
12 0,92 (m; 3H) 14,02
o 6,51 (d; 16; 1H) 122,79

B 7,23 (m; 1H) 138,63

v 6,78 (m; 1H) 138,63

5 6,82 (m; 1H) 125,13
OCH,O 6,01 (sl; 2H) 101,42

8
10
9 12
CH,

11
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6.12.7- PREPARACAO DO 5-[4-(3,4-METILENODIOXIFENIL)-1(E),3(E)-
BUTADIENOICO]-1,3,4-OXADIAZOL-2-TIOCICLOEXILA (107g)

>¥SH KOH, CgHy:Br N”&SQ

ST e ST

1079

O produto obtido foi recristalizado em etanol na forma de um sélido amarelo
com 31% de rendimento.

PF: 108-110 °C.

Infravermelho (KBr, cm'l):

vC-H (Csp3) = 2926 (vibragdes alifaticas e do metilenodiéxi)
vC=N (Cspz) =1614 (vibracdes do heterociclo)

vC=C (Csp2) = 1487 (vibragdes do anel aromético)

vC-N (Cspz) = 1447 (vibragdes do heterociclo)

vC-O-C = 1254 (vibrag¢des do metilenodioxi)

oC-H (Cspz) =930 (dobramento de 1H,;,,. isolado)

cC-H (Cspz) = 825 (dobra mento de 2H,;om. Vizinhos)
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Espectro 90. Espectro de massas do derivado 107g.
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Espectro 92. Espectro de RMN Bc (400 MHz, CDCl3) do derivado 107g.
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Tabela 35. Deslocamentos quimicos de 'H e "*C para o derivado 107g.

Derivado 107¢g (400 MHz, CDCl5)

Posicoes
RMN 'H § (ppm), J (Hertz) RMN “C § (ppm)
C=N - 165,34
SC=N - 163,38
1 - 130,66
2 6,80 (m; 1H) 105,79
3 - 148,33
4 ; 148,46
5 7,03 (dd; 7,8 ¢ 1,5; 1H) 108,58
6 6,82 (m; 1H) 111,71
7 3,80 (m; 1H) 46,48
8 2,21 (m; 2H)* e 1,82 (m; 2H)** 33,30
9 1,62 (m; 4H) 25,43
10 1,62 (m; 2H) 29,72
o 6,52 (d; 16; 1H) 122,77
B 7,24 (m; 1H) 138,85
v 6,78 (m; 1H) 138,58
) 6,94 (dd; 7,8 ¢ 1,6; 1H) 125,17
OCH,O 6,02 (sl; 2H) 101,4
*Hequatorial € **Haxial
g
9
10
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6.12.8- PREPARACAO DO 5-[4-(3,4-METILENODIOXIFENIL)-1(E),3(E)-
BUTADIENOICO]-1,3,4-OXADIAZOL-2-TIODODECILA (107h)

N—N
>\\SH KOH, C12H2s! M >\\S/C12H25
<Zj©/\ 2h. 60% <Zj©/\ (0]
107h

O produto obtido foi recristalizado em etanol na forma de um sélido bege com
60% de rendimento.

PF: 78-80°C.

Infravermelho (KBr, cm’l):

vC-H (Csp3 ) = 2935 (vibracdes alifaticas e do metilenodidxi)
vC=N (Cspz) =1616 (vibracdes do heterociclo)

vC=C (Cspz) = 1477 (vibragdes do anel aromatico)

vC-N (Cspz) = 1445 (vibragdes do heterociclo)

vC-O-C = 1245 (vibrag¢des do metilenodioxi)

oC-H (Cspz) = 932 (dobramento de 1H,;,,. isolado)

6C-H (Csp?) = 822 (dobra mento de 2Hgom, vizinhos)
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Espectro 93. Espectro de IV do derivado 107h.
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Espectro 94. Espectro de massas do derivado 107h.
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Espectro 95. Espectro de RMN "H (400 MHz, CDCls) do derivado 107h.
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Espectro 96. Espectro de RMN '°C (400 MHz, CDCl3) do derivado 107h.
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Tabela 36. Deslocamentos quimicos de 'H e "°C para o derivado 107h.

Derivado 107h (400MHz, CDCl;)

Posicoes
RMN 'H § (ppm), J (Hertz) RMN “C § (ppm)

C=N - 165,4
SC=N - 163,94
1 - 130,65

2 7,02 (sI; 1H) 105,78

3 - 148,47

4 - 148,33

5 6,81 (d; 8,0; 1H) 108,57

6 6,93 (d; 7,8; 1H) 111,64

7 3,28 (m; 2H) 32,56

8 1,83 (m; 2H) 31,93

9 1,47 (m; 2H) 28-29
10 1,28 (m; 2H) 28-29
11 1,28 (m; 2H) 28-29
12 1,28 (m; 2H) 28-29
13-18 0,9 e 1,28 (m; 16H) 14-29
a 6,51 (d; 15; 1H) 122,77

B 7,23 (m; 1H) 138,80

Y 6,78 (m; 1H) 138,58

) 6,78 (m; 1H) 125,15
OCH,0 6,01 (sl; 2H) 101,41
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6.12.9- PREPARACAO DO 5-[4-(3,4-METILENODIOXIFENIL)-1(E),3(E)-
BUTADIENOICO]-1,3,4-OXADIAZOL-2-TIOBENZILA (107i)

NN KOH, CgH5CHBr N—N
<zj©/\/\\/ZAO%SH — < \/\/ZLO»S/\Q
89

3h, 35%

O produto obtido foi recristalizado em etanol na forma de um sélido castanho
com 35% de rendimento.

PF: 151-152°C.

Infravermelho (KBr, cm’l):

vC-H (Cspz) = 3028 (vibragdes do anel aromético)

vC-H (Csp3 ) = 2909 (vibracdes alifaticas e do metilenodidxi)
vC=N (Cspz) =1616 (vibracdes do heterociclo)

vC=C (Cspz) = 1470 (vibragdes do anel aromatico)

vC-N (Cspz) = 1448 (vibrag¢des do heterociclo)

vC-O-C = 1256 (vibragdes do metilenodioxi)

oC-H (Cspz) = 928 (dobramento de 1H,;,,. isolado)

6C-H (Csp?) = 825 (dobra mento de 2Hgom, vizinhos)
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Espectro 97. Espectro de IV do derivado 107i.
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Espectro 98. Espectro de massas do derivado 107i.
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Espectro 100. Espectro de RMN Be (400 MHz, CDCl53) do derivado 107i.
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Tabela 37. Deslocamentos quimicos de 'H e "*C para o derivado 107i.

Derivado 107i (400 MHz, CDCl5)

Posicoes
RMN 'H § (ppm), J (Hertz) RMN “C § (ppm)

C=N - 165,6
SC=N - 163,2
1 - 130,62

2 6,79 (sl; 1H) 105,79

3 - 148,33

4 - 148,51

5 7,03 (d; 1,5; 1H) 108,59

6 6,82 (d; 7.8; 1H) 111,51

7 4,52 (sl; 2H) 36,79

8 - 135,53

9 7,47 (d; 6,9; 2H) 128,84
10 7,36 (m; 2H) 129,17
11 7,36 (m; 1H) 128,12
o 6,51 (d; 15; 1H) 125,11

B 7,22 (ddd; 15; 6,9 e 3,5; 1H) 139,05

v 6,78 (d; 3,7; 1H) 138,75

) 6,94 (dd; 7,8 ¢ 1,5; 1H) 122,82
OCH,O 6,01 (sl; 2H) 101,42

9 10
8
11
9 10
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6.12.10- PREPARACAO DO 5-[4-(3,4-METILENODIOXIFENIL)-1(E),3(E)-
BUTADIENOICO]-1,3,4-OXADIAZOL-2-TIO(O-CLORO-BENZILA) (107j)

Cl
N—N KOH, CgH,CICH,CI N—N
RPN § S o M@%Aé)
<oj©/\ 3h, 65% <zj©/\
89 107j

O produto obtido foi recristalizado em etanol na forma de um sélido amarelo
com 65% de rendimento.

PF: 115-117°C.

Infravermelho (KBr, cm'l):

vC-H (Cspz) = 2916 (vibragdes do anel aromatico)
vC=N (Cspz) = 1622 (vibracdes do heterociclo)
vC=C (Cspz) = 1470 (vibragdes do anel aromatico)
vC-N (Cspz) = 1448 (vibrag¢des do heterociclo)
vC-O-C = 1256 (vibragdes do metilenodioxi)

cC-H (Cspz) = 923 (dobramento de 1H,;,m isolado)
cC-H (Cspz) = 812 (dobra mento de 2H,;om. Vizinhos)
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Espectro 101. Espectro de IV do derivado 107j.
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Espectro 102. Espectro de massas do derivado 107].
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Espectro 103. Espectro de RMN 'H (400 MHz, CDCl;) do derivado 107j.
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Espectro 104. Espectro de RMN "°C (400 MHz, CDCls) do derivado 107j.
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Tabela 38. Deslocamentos quimicos de 'H e "°C para o derivado 107j.

Derivado 107j (400 MHz, CDCl;)

Posicoes
RMN 'H § (ppm), J (Hertz) RMN “C § (ppm)

C=N - 165,73
SC=N - 163,13
1 - 130,61

2 7,02 (sl; 1H) 105,79

3 - 148,51

4 - 148,33

5 6,82 (d; 8; 1H) 108,58

6 6,94 (dd; 7,8 e 1,5; 1H) 111,47

7 4,63 (sl; 2H) 34,52

8 - 133,72

9 - 134,37
10 7,63 (d; 7,2; 1H) 131,51
11 7,25 (m; 1H) 129,79
12 7,25 (m; 1H) 127,13
13 7,43 (d; 7,3; 1H) 129,64
o 6,51 (d; 15; 1H) 122,82

B 7,23 (m; 1H) 139,1

Y 6,79 (m; 1H) 138,78

) 6,79 (m; 1H) 125,09
OCH,0O 6,02 (sl; 2H) 101,41

N—N

107j
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6.13- PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL GERAL, DE PREPARACAO DOS
DERIVADOS N-SUBSTITUIDOS (108a-d) (REACAO DE MANNICH)

Em um baldo de 10 mL de capacidade, equipado com condensador de refluxo e
agitacdo magnética, prepara-se uma solu¢ao de 100 mg (0,364 mmols) do oxadiazol
(89) em 3 mL de etanol absoluto, a mistura € aquecida por 10 minutos a temperatura
abaixo a de ebuli¢do, em seguida, adiciona-se um equivalente da amina correspondente
(piperidina, N-etil-piperazina ou isobutilamina) e um equivalente de formaldeido em
solucdo aquosa a 37% (BLICKE, 1942; SIEGER, 1971). Apés 60 minutos de reacdo, a
temperatura ambiente, a mesma € deixada por 12 horas em refrigerador. Apds este
tempo, o solvente é evaporado, havendo formacao de precipitado. O sélido € filtrado a
vacuo e lavado com dgua gelada. Seguindo esta metodologia foi preparada uma série de

derivados, descritos a seguir:

6.13.1- PREPARACAO DO 5-[4-(3,4-METILENODIOXIFENIL)-1(E),3(E)-
BUTADIENOICO]-3-(METILENOPIPERIDINIL)- 1,3,4-OXADIAZOL-2-TIONA
(108a)

)
N—N CsHq1N, CH,0 N—N
\/\/ZL(}\\SH o _’2 \/\/ZLO\A\S
< 1h, 60% <Zj©/\
89 108a

Para purificagdo do derivado 108a foi realizada uma recristalizacdo tendo etanol

como solvente. O produto foi obtido em 60% de rendimento, sob a forma de um sélido

amorfo de cor marrom.

PF: 132-134°C.
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Infravermelho (KBr, cm'l)

vC-H (Cspz) = 3030 (vibragdes do anel aromatico)

vC-H (Csp?) = 2934 (vibragdes do anel piperidinico e metilenodiéxi)
vC=N (Cspz) =1601 (vibracdes do heterociclo)

vC=C (Csp?) = 1499 (vibracdes do anel aromético)

vC-N (Cspz) = 1425 (vibragdes do heterociclo)

vC-O-C = 1248 (vibrag¢des do metilenodioxi)

6C-H (Csp?) = 930 (dobramento de 1H,rom isolado)

cC-H (Cspz) = 850 (dobra mento de 2H,;om. Vizinhos)

R S

— e

Espectro 105. Espectro de IV do derivado 108a.
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Espectro 106. Espectro de massas do derivado 108a.
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Espectro 107. Espectro de RMN 'H (400 MHz, CDCl3) do derivado 108a.
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Espectro 108. Espectro de RMN "*C (400 MHz, CDCls) do derivado 108a.
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Tabela 39. Deslocamentos quimicos de 'H e '°C para o derivado 108a.

Derivado 108a (400 MHz, CDCl;)

Posicoes
RMN 'H § (ppm), J (Hertz) RMN “C § (ppm)
C=S - 177,85
C=N - 158,94
1 - 130,4
2 7,01(sl; 1H) 105,83
3 - 148,5
4 - 148,5
5 6,82 (m; 1H) 108,63
6 6,92 (m; 1H) 109,98
7 4,97 (s; 2H) 71,35
8 2,76 (sl; 4H) 51,63
9 1,57 (sl; 4H) 25,89
10 1,41 (sl; 2H) 23,7
o 6,23 (d; 15; 1H) 123,18
B 7,26 (m; 1H) 140,71
v 6,82 (m; 1H) 139,9
F 6,92 (m; 1H) 124,71
OCH,0O 6,00 (sl; 2H) 101,48

8 9
10
N
g 9
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6.13.2- PREPARACAO DO 5-[4-(3,4-METILENODIOXIFENIL)-1(E),3(E)-
BUTADIENOICO]-3-(METILENO-4-ETIL-PIPERAZINIL)- 1,3,4-
OXADIAZOL-2-TIONA (108b)

/ N\ J
’\/—N N
N—N CeH14N2, CH,0 N— p—
\/\/ZLOXSH —_— \/\/ZAO\NS
egh mesw (LT
89 108b

Para purifica¢do do derivado 108b foi realizada uma recristalizacdo tendo etanol

como solvente. O produto foi obtido em 65% de rendimento, sob a forma de um sélido
amorfo de cor amarelo mostarda.

PF: 137-139°C.

Infravermelho (KBr, cm'l)

vC-H (Csp) = 2921 (vibragdes do anel N-etil-piperazinico e metilenodi6xi)
vC=N (Cspz) = 1612 (vibracdes do heterociclo)

vC=C (Cspz) = 1491 (vibragdes do anel aromatico)

vC-N (Cspz) = 1444 (vibragdes do heterociclo)

vC-O-C = 1246 (vibragdes do metilenodioxi)

cC-H (Cspz) = 925 (dobramento de 1H,;,m isolado)

6C-H (Csp?) = 850 (dobra mento de 2Hgom, vizinhos)
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Espectro 109. Espectro de IV do derivado 108b.
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Espectro 110. Espectro de massas do derivado 108b.
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Espectro 111. Espectro de RMN 'H (400 MHz, CDCls) do derivado 108b.
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Espectro 112. Espectro de RMN 'H (400 MHz, CDCl5) do derivado 108b.
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Tabela 40. Deslocamentos quimicos de 'H e ">C para o derivado 108b.

Derivado 108b (400 MHz, CDCl3)

Posicoes
RMN 'H § (ppm), J (Hertz) RMN “C § (ppm)

C=S - 177,68
C=N - 158,83
1 - 130,36
2 6,99 (sl; 1H) 105,84
3 - 148,72
4 - 148,32
5 6,78 (m; 1H) 108,58
6 6,94 (m; 1H) 109,71

7 5,03 (sl; 2H) 69,7

8 2,62 (m; 4H) 52,13

9 2,62 (m; 4H) 49,27

10 3,00 (m; 2H) 29,69

11 1,17 (m; 3H) 11,22

o 6,22 (d; 15; 1H) 123,2
B 7,27 (m; 1H) 140,76
v 6,78 (m; 1H) 140,07
) 6,78 (m; 1H) 124,56
OCH,0O 6,00 (sl; 2H) 101,44
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6.13.3- PREPARACAO DO 5-[4-(3,4-METILENODIOXIFENIL)-1(E),3(E)-
BUTADIENOICO]-3-(METILENO-4-CARBOXIETIL-PIPERIDINIL)-1,3,4-
OXADIAZOL-2-TIONA (108¢)

o)
)
CgH15NO,, CH,0 N—N 0

Iy, oo s
<zj©/\/\\/ko No

Para purifica¢do do derivado 108c¢ foi realizada uma recristalizagdo tendo etanol
como solvente. O produto foi obtido em 58% de rendimento, sob a forma de um sélido

amarelo amorfo.

PF: 135-137°C.

Infravermelho (KBr, cm'l)

vC-H (Cspz) = 3025 (vibragdes do anel aromético)
vC-H (Csp3 ) = 2928 (vibracdes do metilenodidxi)
vC=0 (Cspz) = 1726 (vibracdes da carbonila do éster)
vC=N (Cspz) =1612 (vibracdes do heterociclo)

vC=C (Cspz) = 1489 (vibragdes do anel aromatico)
vC-N (Cspz) = 1443 (vibrag¢des do heterociclo)
vC-O-C = 1256 (vibragdes do metilenodioxi)

oC-H (Cspz) = 926 (dobramento de 1H,;,,. isolado)
6C-H (Csp?) = 826 (dobra mento de 2H,om, vizinhos)
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Espectro 113. Espectro de IV do derivado 108c.
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Espectro 114. Espectro de RMN 'H (400 MHz, CDCl3) do derivado 108c.
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Espectro 115. Espectro de RMN "°C (400 MHz, CDCl5) do derivado 108c.
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Tabela 41. Deslocamentos quimicos de 'H e >C para o derivado 108c.

Derivado 108c (400 MHz, CDCl5)

Posicoes
RMN 'H § (ppm), J (Hertz) RMN “C § (ppm)
C=S - 177,66
C=N - 158,83
1 - 130,37
2 7,02 (sl; 1H) 105,81
3 - 148,37
4 - 148,77
5 6,78 (m; 1H) 108,63
6 6,94 (d; 7.8; 1H) 109,8
7 5,0 (sl; 2H) 70,76
8 3,12 (d; 11; 2H)* e 2,54 (t; 11; 2H)** 60,42
9 1,93 (d; 12; 2H)* e 1,75 (m; 2H)** 28,17
10 2,23 (t; 10; 1H) 40,46
11 - 174,85
12 4,13 (q; 6,8; 2H) 50,12
13 1,25 (t; 6,9; 3H) 14,21
o 6,23 (d; 15; 1H) 123,23
B 7,29 (m; 1H) 140,68
v 6,82 (m; 1H) 140,04
) 6,76 (m; 1H) 124,55
OCH,O 6,02 (sl; 2H) 101,48
* Hegquatorial € ** Haxial
g 9 o
10 /741
o)
12 <
CHs
13
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6.13.4- PREPARACAO DO 5-[4-(3,4-METILENODIOXIFENIL)-1(E),3(E)-
BUTADIENOICO]-3-(METILENO-N-MORFOLIL)-1,3,4-OXADIAZOL-2-
TIONA (108d)

C4HgNO, CH,0
S

=0 San A TN S S

Para purificacdo do derivado 108d fez-se uma recristalizagao tendo etanol como
solvente. O mesmo foi obtido em 51% de rendimento sob a forma de um sdélido de
coloracdo amarelo claro.

PF: 156-158°C

Infravermelho (KBr, cm'l)

vC-H (Csp3 ) = 2924 (vibragdes do N-morfolil e metilenodidxi)
vC=N (Cspz) = 1646 (vibracdes do heterociclo)

vC=C (Csp2) = 1491 (vibragdes do anel aromético)

vC-N (Cspz) = 1440 (vibragdes do heterociclo)

vC-O-C = 1246 (vibragdes do metilenodioxi)

oC-H (Cspz) = 927 (dobramento de 1H,;,,. isolado)

cC-H (Cspz) = 856 (dobramento de 2H,om. vizinhos)
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Espectro 116. Espectro de IV do derivado 108d.
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Espectro 117. Espectro de RMN 'H (400 MHz, CDCl3) do derivado 108d.
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Espectro 118. Espectro de RMN Be (400 MHz, CDCIs) do derivado 108d.
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Tabela 42. Deslocamentos quimicos de 'H e ">C para o derivado 108d.

Derivado 108d (400 MHz, CDCl;)

Posicoes 1 5
RMN 'H § (ppm), J (Hertz) RMN ~“C & (ppm)
C=S - 177,77
C=N - 158,9
1 - 130,35
2 7,02 (m; 1H) 105,82
3 - 148,37
4 - 148,78
5 6,80 (m; 1H) 108,63
6 6,94 (m; 1H) 109,69
7 4,99 (s; 2H) 70,27
8 3,71 (sl; 4H) 66,78
9 2,82 (sl; 4H) 50,54
a 6,23 (d; 15; 1H) 123,25
B 7,29 (m; 1H) 140,82
v 6,80 (m; 1H) 140,14
0 6,80 (m; 1H) 124,52
OCH,O 6,01 (sl; 2H) 101,49
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6.14- AVALIACAO DA ATIVIDADE BIOLOGICA

6.14.1- ATIVIDADE TRIPANOCIDA

A avaliagdo da atividade tripanocida das moléculas obtidas neste trabalho foram
realizadas no Instituto de Biofisica Carlos Chagas Filho, Laboratério de Glicobiologia,
UFRJ, em colaboracido do Dr. Leonardo Freire de Lima e os professores José Osvaldo

Previato e Licia Mendonca Previato.

6.14.1.1- PARASITOS

6.14.1.2- FORMAS EPIMASTIGOTAS

Formas epimastigotas de 7. cruzi, (amostra Y) foram mantidas a 28°C em meio
composto por BHI(37g/L), hemina (0,01g/L) e acido f6lico (0,02g/L), suplementado
com 10% de soro fetal bovino (SFB). Os parasitos foram sub-cultivados no meio de

cultura descrito acima a cada 5 dias com indculos de 10%.

6.14.1.3 - ATIVIDADE ANTI-EPIMASTIGOTA

A inibicdo do crescimento das formas epimastigotas foi avaliada com o hibrido
piperinico (89) e seus andlogos (90, 104-106) em concentragdes crescentes (0,1 —
50ug/mL). Os parasitos (2,0 x 10° células/mL) foram cultivadas durante 7 dias em
placas de 24 pogos a 28°C e o crescimento avaliado por contagem direta em Camara de
Neubauer no sétimo dia de cultivo. Todos os experimentos foram realizados trés
repetidas vezes utilizando DMSO 0,005%, concentracdo final, como controle negativo.
A Tabela 43 mostra os valores das concentracdes inibitérias (Clsp) expressos em

micromolar (uM) para as respectivas substancias testadas.
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Tabela 43: Valores das concentracdes inibitérias (Clsgg) da amida natural 69 e dos

Substancias Clso(uM)
Epimastigotas
69 7,3
89 11,4
90 8.4
104 49,5
105 25,2
106 37,5
Benzonidazol* 2,2

*Farmaco de referéncia

6.14.1.4 - METODOLOGIA PARA AVALIACAO DA INTERFERENCIA NOS
LIPIDEOS DE MEMBRANA DE T. cruzi.

Formas epimastigotas de T. cruzi (cepa Dm28c, 2 x 10° células mL™) foram
cultivadas em tubos plésticos, contendo 30mL de meio de cultura BHI suplementado
com hemina, 4cido f6lico e SFB10%. Foram preparados cinco tubos (A-E), contendo o
inoculo de células, tratadas em diferentes condi¢des: apenas células (A); com o solvente
DMSO, utilizado na solubilizacdo das substincias-teste, na concentracdo final de
0,002% (B); com o posaconazol (19, Figura 19, pagina 19) (C), na concentragdo de
25nM, que € o valor de Clsy para este firmaco de referéncia, descrito frente a
epimastigotas de 7. cruzi (VEIGA-SANTOS, 2012); com o oxadiazol 89, na
concentracdo SuUM (D); e 89, na concentracdo 10uM (E). Depois de realizados os
tratamentos, os tubos foram lacrados e acondicionados sob agitacdo constante durante
uma semana. Em seguida, os tubos foram submetidos a centrifuga¢ao (10.000 rpm, 6
minutos, t.a.). O sobrenadante foi descartado e o pellet formado foi congelado para
posterior tratamento.

A extrag@o dos lipideos de membrana foi realizada em procedimento adaptado
do trabalho de PINTO e colaboradores (2011), onde o pellet obtido em cada tratamento
foi suspenso em 3mL de solucdo de KOH em etanol (25%) e transferido para um frasco
de vidro limpo e seco. A suspensdo foi agitada vigorosamente por um minuto € em

seguida, mantida sob agitacdo constante a 80°C por uma hora. Apds resfriamento, os
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esterdides de membrana foram extraidos com a adicao de 1mL de dgua destilada e 3mL
de n-hexano, seguidos de uma agitacdo vigorosa por 3 minutos. O processo de extra¢dao
foi repetido mais uma vez e as fases organicas foram agrupadas em um frasco ambar,
onde o solvente foi removido por fluxo de nitrogénio. O residuo foi ressolubilizado em
n-hexano e injetado em um equipamento de cromatografia liquida de alta eficiéncia

(HPLC), para quantificagdo dos lipideos de membrana.

15 All s Bl| 1 c 15 D 15 E
| | | | |
P12 E 12 E 12 P12 P2

I Exy '

Xy Xy v, Xy Xy

T 3 ; L | h i | Z2Es I = ? b

=g [ R | | E

o N W, e e e [ e e i it ] e — e — e

[ Area % Area %% [ Area %% Area %% Area %%

15 86.3038 15 83.784 Fﬁ 60.395 | |15 24.569 15 82.158
12 4.545] [12 4.656 12 24.931 | |12 5.0909 § |12 6.277
x 5.090 X 6.495 X 34350 | x 5.379 X 7.097
y 4.059 y 5.066 ¥ 6.239 ) |y 4.053 ¥ 4.468

Condicoes dos tratamentos: A) Controle sem tratamento; B) Controle do solvente (DMSO

0,02%); C) Posaconazol (19) em 25nM; D) 89 em 5uM e E) 89 em 10uM.

Figura 31. Cromatogramas realizados em HPLC, referentes aos lipideos extraidos de
epimastigotas de 7. cruzi, tratados em diferentes condicdes e a drea relativa dos esterdis
ergosterol (15), lanosterol (12), determinados por comparagdo com padrdes comerciais,

além dos lipideos desconhecidos (x e y).

6.14.2- ATIVIDADE ANTIFUNGICA

6.14.2.1- DETERMINACAO DA CONCENTRACAO INIBITORIA MINIMA
(CIM)

Os ensaios de inibi¢do de crescimento flingico foram realizados com duas cepas
de C. neoformans: B3501(mais sensivel) e H99 (mais resistente). A metodologia
empregada foi descrita por ZARAGOZA (2011).

As cepas de C. neoformans, depois de descongeladas, foram inoculadas em meio

Sabouraud. Apds 72 horas de proliferagdao dos fungos, os mesmos foram transferidos
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para o meio Agar-Sabouraud. Apés 48 horas os fungos foram recolhidos das placas de
Petri e colocados em dgua destilada estéril e contados em camara de Neubauer. O
volume foi ajustado a conter 2 x 10° células/mL — que foram adicionados a cada poco da
placa de microdiluicao (96 pocos com fundo em forma de “U”).

A piperina (69), os derivados (89, 90, 104-108) ¢ o solvente (DMSO 1%) foram
diluidos em meio de cultura YNB 2x (Nitrogénio Levedura Base) ajustando as
concentracdes dos tratamentos para adicionar igual volume na suspensdo de fungos
(totalizando 100 pL) contida nos pocos da placa. Os fungos foram tratados em
concentracdes que variaram de 0,39 a 25 pug/mL. Apds 48 horas de incubagdo a
temperatura ambiente, sob leve agitac@o as placas foram fotografadas (Figura 32) e os

valores da densidade 6tica dos pocos foram obtidos em espectrofotdometro a 630 nm.

H99 B35 H39 B35

25 pug/mL ("\(‘\t’\f“\(‘\f"‘\f"\"\""}
. W L P

0,39 ug/mt L,WM@JU&JN-}* i

A Y

y &
Controle \_,u\...r\.-'\—-'vu\.)g)\_ :

Figura 32. Exemplo fotografico dos pogos contendo fungos tratados apds incubagio de

48 horas com os analitos 89 e 90 em diferentes concentragdes (ug/mL).

A quantificagdo dos resultados foi normalizada de modo que o grupo controle,
células incubadas sem analito, apenas em meio YNB com DMSO, foi considerado
como 0% de inibi¢do de crescimento, ja a leitura dos pocos contendo apenas o meio
YNB, sem células, foram considerados como 100% de inibi¢do de crescimento, uma

vez que ndo apresenta nenhuma turbidez de leveduras. Todos os tratamentos foram
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realizados em triplicata e os resultados estdo expressos em percentual de inibicao
(Figura 33) e as concentragdes de inibicdo minima de 50% dos fungos (CIMs) estdo

expressas em UM na Tabela 44 — com excecdo dos derivados 107e, 107f e 107h que

precipitaram no meio de cultura apés a incubacao e os derivados 107i e 107j que nao

apresentaram perfil inibitério nas concentragdes analisadas.
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Figura 33. Graficos referentes a inibi¢ao do crescimento de fungos em diferentes

concentracoes (ug/mL) dos analitos.

Tabela 44. Valores de CIMsy (uM) para a amida natural 69, os derivados 89, 90, 104-
108 e os farmacos de referéncia Anfotericina B (9) e Fluconazol (16) em duas cepas

(B35 e H99) do fungo C. neoformans.

CIM5y(uM) CIMso(uM)
Substancias C. neoformans Substancias C. neoformans

B35 H99 B35 H99
69 42,27 98,34 107d 43,59 88,08
89 47,33 62,44 107g 74,77 90,53

90 32,51 53,77 107i 211,76 *
104 141,66 394,27 108a 33,53 52,61
105 112,45 165,88 108b 25,57 44,12
106 32,24 45,28 108¢ 34,11 48,1
107a 46,28 149,65 108d 43,6 59,43
107b 102,45 237,35 Pkl 8,1 5,46
107¢ 102,52 270,06 16** 31,6 31,8

*Nao apresentou efeito inibitdrio; **Farmacos de referéncia: Anfotericina B

(9) e Fluconazol (16).
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6.14.2.2.- AVALIACAO DA CITOTOXICIDADE

O ensaio de citotoxicidade, dos analitos selecionados, tem como objetivo
verificar possiveis efeitos letais aos sistemas bioldgicos do hospedeiro (humano), a
nivel celular. O ensaio foi realizado com a amida natural 69 e alguns dos derivados (89,

90, 105, 106 ¢ 108a-c). O derivado 104 ndo foi avaliado, pois ndo apresentou perfil

inibitério considerdvel e o derivado 108d e a série 107a-j ndao foram avaliados até o

momento.

6.14.2.3- ISOLAMENTO DE CELULAS MONONUCLEARES DO SANGUE
PERIFERICO (PBMC) HUMANO

Foi coletado o sangue venoso periférico (humano) de quatro voluntérios sadios,
do sexo masculino, e maiores de 18 anos para o isolamento das células mononucleares.
As células mononucleares sanguineas foram obtidas por centrifugacdo em gradiente de
Ficoll (KATZ, 1980). Este método auxilia a separacdo dos constituintes sanguineos de
diferentes densidades. A solu¢do de Ficoll-Hypaque é constituida por polissacarideos
neutros hidrofilicos de alta densidade soliveis em dgua.

Apés centrifugar o sangue em solucdo de Ficoll-Hypaque as células
mononucleares podem ser observadas como um anel amarelo claro e opaco entre o
plasma (parte superior € menos densa — contendo soro e plasma) e a solucdo de Ficoll-
Hypaque (parte inferior e mais densa — contendo eritrocitos e granulécitos), como pode

ser visto na ilustracao da Figura 34.

— Soro

©p90
Sangue --°©® o E> Plaquetas

Células

o
Qo © CENTRIFUGAGAO
OOOOOC Mononucleares
Dofd )
= Solucao
Ficoll-Hypaque

Solugdo ==
Ficoll-Hypaque OCSO-(-. _  Eritrocitos

\_/ ogo 7 Granulécitos

Figura 34. Representacao ilustrativa da separac@o por densidade de células sanguineas

auxiliadas pela solu¢do de Ficoll-Hypaque.
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O sangue periférico (10 mL) previamente coletado em tubo contendo EDTA
(anticoagulante) foi cuidadosamente transferido para tubos plasticos conicos de 15 mL
contendo 5 mL de solucdo Ficoll-Hypaque. Os tubos foram centrifugados a 400 g (forca
centrifuga relativa) por 40 minutos a 22°C. Ao final da centrifugacdo foi obtido um
“anel de células” mononucleares entre o plasma e a solugcdo de Ficoll-Hypaque. O
plasma foi retirado cuidadosamente e o “anel de células” foi coletado com o auxilio de
uma pipeta Pasteur e transferido para um tubo pléstico conico de 50 mL. O excesso de
Ficoll-Hypaque tfoi removido por centrifugacdo lavando-se as células por trés vezes
com 30 mL de PBS a 22°C em 400 g por 10 minutos. As células foram ressuspensas em
5 mL de RPMI 10% de SFB (soro fetal bovino).

A contagem de células obtidas foi determinada em camara de Neubauer e a
viabilidade celular preliminar foi confirmada utilizando-se o teste do azul de Tripan —

corante impermedvel a célula integra.

6.14.2.4 - ENSAIO DE VIABILIDADE CELULAR POR MTT

A técnica que utiliza o reagente MTT [Brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difenil tetrazolina] é um ensaio que determina a viabilidade celular. O MTT, de
coloracdo amarela, quando incubado com células vivas comporta-se como substrato de
enzimas (succinato desidrogenase) mitocondriais produzindo um composto de
coloragao azul chamado formazan. A formagao do formazan indica o funcionamento da
cadeia respiratdria, ou seja, a viabilidade celular (PERES, 2008; MOSMANN, 1983).

As células mononucleares (PBMC) foram incubadas em placas de 96 pogos (1,2
x 10° células, em volume final de 200 uL/poco) com a amida natural (69) e os derivados

89, 90, 105, 106, 108a-c nas maiores concentracdes utilizadas nos ensaios de inibicao

de crescimento anteriores.

As células incubadas apenas com o meio de cultura RPMI 10% SFB foram
classificadas como o controle negativo (CN). As células incubadas com o meio de
cultura e Triton x-100 (detergente capaz de romper a membrana celular e liberar o
material intracelular na forma solivel) foram classificadas como o controle positivo
(CP). Ja as células incubadas com o meio de cultura em DMSO 1% foram classificadas

como o controle do solvente (CS).
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Ap6s o periodo de incubagdo de 24 horas a temperatura de 37°C em estufa de
CO; a 5% foram adicionados a cada pogo 50 pg de MTT diluido em RPMI - ajustando o
volume total para 200 pL. Os pogos foram incubados por mais 4 horas a 37°C em estufa
de CO; a 5% para o MTT sofrer metabolizacao e produzir o formazan.

Para solubilizar e revelar o formazan gerado foram adicionados 100 puL de
solucdo de SDS 10% (dodecil-sulfato em dgua destilada) e apds o periodo de incubagdo
de 2 horas a temperatura de 37°C em estufa de CO, 5% as placas foram lidas em
espectrofotometro (SpectraMax 190) a 570 nm. Os resultados foram expressos a partir
da normalizacdo dos dados de densidade 6tica tomando como referéncia o grupo
controle negativo (CN), que apresenta 100% de viabilidade celular.

Cada ensaio foi realizado em quintuplicata e repetido por trés vezes (por
doador). A média dos resultados de viabilidade celular encontra-se no grafico contido
na Figura 35. Todos os procedimentos foram realizados em condi¢des estéreis

utilizando-se capela de fluxo laminar, exceto para a contagem de células.
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Figura 35. Gréfico da viabilidade de células mononucleares (PBMC) realizada pela
técnica do MTT: A (Controle negativo, CN); B (Controle do solvente, CS); C (Controle
positivo, CP); D (90uM, 69); E (45uM, 69); F (90uM, 89); G (45uM, 89); H (90uM,
90); I (200uM, 105); J (100uM, 106); K (100uM, 108a); L (50uM, 108a); M (70uM,
108b); N (35uM, 108b); O (80uM, 108¢); P (40uM, 108c).

6.14.2.5 - EXTRACAO DE LIPIDEOS NEUTROS DE FUNGOS

A extracdo de lipideos neutros das membranas celulares dos fungos C.
neoformans tratados foi aplicada como descrito por FOLCH (1957) e RODRIGUES

(2007), com algumas modificagdes. O objetivo principal desta técnica € verificar a
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influencia dos analitos na biossintese do ergosterol (15) a partir do lanosterol (12)
contidos na membrana celular dos fungos.

Os fungos tratados foram lavados e centrifugados com solucdo de PBS por trés
vezes antes de iniciar a extragdo. Os mesmos foram suspendidos em metanol e entdao o
cloroférmio foi adicionado na propor¢ao 1:2 (v/v). A mistura foi agitada por 2 horas e
depois de centrifugado o sobrenadante foi retirado e os fungos novamente foram
extraidos com mais duas outras misturas de solventes — cloroférmio:metanol 1:1 e 2:1
(v/v), respectivamente. Os sobrenadantes foram misturados e concentrados até a secura
— em nitrogénio gasoso a temperatura ambiente. J4 o precipitado, contendo os corpos
celulares dos fungos, foi descartado.

Os extratos de cada tratamento foram submetidos a particio de acordo com o
método de FOLCH (1957), que consiste em ressuspender a amostra em uma mistura de
solvente composta por: cloroférmio: metanol: KCI(0,75%)(aq) na propor¢do 8:4:3
(v/v/v) (FOLCH, 1957). A fase inferior, mais densa (cloroférmio), contendo a maior
parte dos lipideos neutros, foi retirada com o auxilio de pipeta Pasteur e levada a secura
com nitrogénio em outro tubo previamente esterilizado. O material resultante foi
ressuspendido em metanol e analisado por cromatografia em camada fina de alta
performance (HPTLC) (Si 60 Fysss; LiChrospher, Alemanha) conforme descrito, a
seguir.

A identificacdo dos esterdides de membrana contidos nos extratos lipidicos
resolvidos em placa de silica (HPTLC) foi realizada como descrito por RODRIGUES
(2007) utilizando solucdes padrao de ergosterol (15) e lanosterol (12) identificados
pelos seus respectivos fatores de retengdo. A fase movel utilizada foi a mistura de
solventes: Hexano:éter etilico: dcido acético na seguinte proporcao 80:40:2 (v/v/v).
Ap6s a corrida da fase mével a placa foi borrifada com uma solu¢do aquosa contendo
0,05%(m/v) de cloreto férrico (FeCls), 5%(v/v) de acido acético (v/v) e 5%(v/v) de
acido sulfirico. Em seguida a placa foi aquecida a 100°C por 3-5 minutos e os lipideos
foram identificados pelo fator de retencdo das solucdes padrao preparadas com
ergosterol (15) e lanosterol (12). A identificacdo destes lipideos nos analitos pode ser
realizada pela comparacdo da densidade 6tica de 15 e 12 (solugdes padrao), em pixels,
utilizando o software Image] (RODRIGUES, 2007). A Figura 36 mostra a fotografia

do experimento utilizando a placa HPTLC.
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Figura 36. Fotografia da placa de silica HPTLC resultante da extracao de lipideos dos
fungos tratados em algumas condicdes: A (solvente DMSO 1%); B (Meio de cultura); C
(16, Fluconazol 3uM); D (108, 25uM); E (105, 5S0uM); F (106, 25uM); G (106, SOuM);

H (90, 25uM); 1 (90, 50uM); J (15, Padrao ergosterol); K (12, Padrao lanosterol —

escurecido artificialmente).

6.14.2.6- DETERMINACAO DA ESPESSURA DA CAPSULA
POLISSACARIDICA

A andlise do tamanho das células e a influéncia na espessura das capsulas do C.
neoformans foram tratas como descritas por ZARAGOZA (2004). As células
previamente tratadas com os analitos foram fixadas com paraformaldeido 4%, lavadas
com PBS, contra-coradas com uma suspensdo de tinta nanquim e observadas no
microscopio Axioplan 2 (Zeiss, Alemanha). J4 as imagens foram obtidas usando a
camera digital color SX e processadas pelo software analySIS (Soft Image System). A
espessura do polissacarideo capsular de aproximadamente 200 células (cepa H99) foi
definida como a diferenca entre o diametro total da célula e o corpo celular utilizando o

software ImagelJ, como mostrado na Figura 37.

226



E = espessura da capsula;
D = diametro total da célula (corpo celular + capsula);
d = didmetro do corpo celular.

Figura 37. Fotografia de células de fungo C. neoformans contra-coradas com tinta

nanquim e a expressao matematica usada para calcular a espessura da capsula (E).

A Figura 38 mostra o griafico da média da espessura das cépsulas

polissacaridicas, em um, do C. neoformans em diferentes tratamentos, ja a Figura 39

mostra a relacdo entre o raio da célula (metade do didmetro) e a espessura da cdpsula
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Figura 38. Grafico com a média das espessuras das capsulas polissacaridicas das

células de C. neoformans em diferentes tratamentos: A (solvente DMSO 1%); B

(Sabouraud); C (Meio minimo); D (16, Fluconazol 3uM); E (105, 25uM); F (105,

50uM); G (106, 25uM); H (106, 50uM); T (90, 25uM); T (20, 50uM).
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Figura 39. Relacdo entre a média das espessuras das cdpsulas polissacaridicas e o raio
das células de C. neoformans em diferentes tratamentos: A (solvente DMSO 1%); B
(Sabouraud); C (Meio minimo); D (16, Fluconazol 3uM); E (105, 25uM); F (105,
50uM); G (106, 25uM); H (106, 50uM); I (90, 25uM); J (90, 50pM).
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ANEXO 1: FORMULAS ESTRUTURAIS

AMIDA NATURAL (69), DERIVADOS E ANALOGOS DA CLASSE DOS
HETEROCICLOS 1,3,4-OXADIAZOL
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Piperine, its Analogues and Derivatives: Potencial as Antiparasitic Drugs

Abstract: This paper describes the importance and potentiality of natural piperine as precursor of new bioactive
maolecules. This natural product has the fruits of black pepper (Fiper nigrum, Piperaceae) as its main source. We focused
herein its potential antiparasitic  activity againsttwo  important  protozoa of  the Trypanosomatidas  family:
Trypanosoma cruzi, the causative agent of Chagas® disease;and Leishmanig sp., which involves a complex
of protozoan responsible for leishmaniasis. These two diseases are responsible for different forms of severe clinical
manifestations which can culminate in the death of affected patients. In addition, some aspects involving the accessibility
of this natural product; extraction methods; as well as its biosynthesis are also discussed herein.
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Resumo

Neste artigo encontram-se descritas a importdncia e a potencialidade da amida natural piperina, como precursora de novas
moléculas com aplicagdo na modulagdo de fendmenos bioldgicos. A principal fonte de obtengdc da piperina s3o os frutos
da pimenta do reino (Piper nigrum, Piperaceae). Foi focalizado neste trabalho o potencial antiparasitéric do produto
natural, seus analogos e derivados frente a dois protozodrios da familia dos tripanossomatideos, o Tryponosoma cruzi,
agente etioldgico da doenga de Chagas; e a Leishmaniag sp., que envolve um complexo de protozodrios responsaveis pelas
leishmanioses, que se apresentam em diferentes formas de manifestagdes clinicas severas, as quais podem culminar na
morte dos pacientes infectados. Além disso, também s3o discutidos agui aspectos envolvendo a acessibilidade ao produto
natural, visto que o Brasil € um grande produtor de pimenta do reino; métodos de extragdo, bem come a sua biossintese.
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