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RESUMO

Este trabalho se insere numa linha de pesquisaigaea utilizagdo de produtos
naturais abundantes e accessiveis na sintese de moleculas com potencial atividade
anti-chagasica. Estudos recentes em nosso lakorai@monstraram a atividade
antiparasitaria da piperina e de uma série de atdoiv e analogos sobréloypanosoma
cruzi, agente etioldgico da doenca de Chagas. Utilizandbioisosterismo como
estratégia de modificacdo molecular, descrevemas @glanejamento, a sintese e a
avaliacao antiparasitaria de derivados da classel dh4-oxadiazois. A etapa-chave da
estratégia sintética utilizada envolveu a reaca8Nle da benzamidoxima com cloretos
de acidos, seguida de ciclizacdo, que permitiu epgyacdo de oito novos 1,2,4-
oxadiazéis. A avaliacdo da atividade téxica desiegos derivados contra a forma
epimastigota dd'. cruziconfirmou a relagdo bioisostérica entre a amidarabe o0s
novos derivados preparados, evidenciando o oxddizderivado direto da piperina,

CcOmo 0 composto mais ativo da série.



ABSTRACT

This work is part of a research project which iriigzges the utilization of abundant
and accessible natural products in the synthesiewfmolecules with potential activity
against Chagas” disease. Recent studies carrieoh @uir laboratory showed activity
againstTrypanosoma cruor piperine, a major component Bfper nigrumand for a
series of its derivatives and analogues. Usingsbgierism as a strategy for molecular
modification, we describe here the design, synthesid antiparasitic evaluation of
class of derivatives of 1,2,4-oxadiazole. The ki&p sof the synthetic strategy used
involved the SNAC reaction of the benzamidoximahwaicid chlorides followed by
cyclization, which allowed the preparation of eigkiv 1,2,4-oxadiazole The evaluation
of the toxic activity of these new derivatives aghi epimastigote form of. cruzi
confirmed the bioisosteric relationship betweenrthtural amide and the new products
prepared, showing the oxadiaz@B direct derived from piperine, as the most active

compound in the series.



1.1. Doenca de Chagas

A doenca de Chagas, ou tripanossomiase americanamaé parasitose com
manifestacbes clinicas extremamente complexas. &stermidade é causada pelo
protozoario flagelad@rypanosoma cruzi Kinetoplastida, Trypanosomatiddedura 1).
Este microorganismo, que é capaz de infectar umdgraumero de vertebrados, possui
um ciclo de vida complexo, com varios estagiosdseque no hospedeiro vertebrado o
parasita encontra-se sob duas formas, a formartaptigota, flagelada e infectante; e a
forma amastigota, que nao possui flagelo livre eeplca no interior das células (Brener
e Andrade, 1979).

Figura 1. Imagem ddlrypanosoma cruzm microscopia eletronica

(http://www.fiocruz.br/ccs/estetica/chagas.lhtm

O ciclo de vida do parasitd-igura 2, pagina 2 envolve obrigatoriamente a
passagem por hospedeiros vertebrados (mamiferoliindlo o homem) e muitos
invertebrados (insetos da familia Ruduviidae), emausérie de estagios. A forma
tripomastigota, presente no sangue do hospedeieotanlo, é ingerida pelo inseto e
diferencia-se em epimastigota, forma néo infectivaplicativa, que no trato digestivo
do inseto diferencia-se em tripomastigotas metao&l As formas metaciclicas séo
liberadas junto com as fezes e a urina do insetantiel seu repasto sanguineo e ao
penetrar no hospedeiro vertebrado diferenciam-séormaa amastigota intracelular.
Apos varios ciclos de replicacdo os parasitos elifeiam-se nas formas tripomastigotas,
havendo liberacdo dos mesmos na corrente sangdindespedeiro, reiniciando o

ciclo.



Figura 2. Representacao esquematica do ciclo de viderglmanosoma cruzi.

( http://www.who.int/tdr/diseases/chagas/lifecyclmt

Esta parasitose € transmitida, principalmenté pentato da pele e mucosas
com fezes ou urina de diferentes insetos hematsfatdp Familia Ruduviidae, tendo
como exemplo os génerdsiatomg Panstrongyluse Rhodnius(o popular barbeiro,

Figura 3), contaminados com™ . cruzi

Figura 3. Imagem de barbeiros, trés géneros diferentékjiaomag b) Panstrongylus

e ¢) Rhodniughttp://ryoko.biosci.ohio-state.edu/~parasite/rhagriitm).

A transmissdo da doenca também pode ocorrer posfiisfio sanguinea, por
transmissao congénita, por transplantes de org@osjia oral (raro) - como aconteceu
em Santa Catarina, pela ingestdo de caldo-de-cartarsinado com fezes, urina ou o

proprio inseto (Lewinsohn, 2005) - ou ainda, denf@acidental, em laboratorio.



Segundo dados da Organizacdao Mundial de Saudea cer 18 milhdes de
pessoas, entre 0 México e as Ameéricas do Sul edeemcontram-se infectadas pé&lo
cruzi, e 40 milhGes com risco de adquirir a doenca. Pamgpletar o quadro, estima-se
que 21 mil pessoas morrerdo vitimas desta parasitmos os anos e ainda 200 mil
novos casos de infeccao ocorrerdo neste mesmalpdiiéHO, 2002). Soma-se o fato
de ndo haver um tratamento eficaz para erradicdgdparasito intracelular, fazendo
desta doenca um dos maiores desafios na area de Bahlica nesta regido do planeta
(Figura 4) (Coura e De Castro, 2002).

. Chagas Endemac Coumtries |

Figura 4. Distribuicdo geografica da doenca de Chagas.

( http://www.who.int/ctd/chagas/geo.him

Apesar das doencas infecciosas e parasitarias tiramuido seus impactos na
causa de 0bitos ocorridos no Brasil (de um totad5#é em 1930, para cerca de 7% em
1999), estas sdo ainda importantes, principalmeate regides do Brasil onde se
concentram as populacdes mais carentes (BarreaoneoC1994).

Focalizando o Estado do Rio de Janeiro, segundosdaml Ministério da Saude, no
ano de 1999 ocorreram 5411 6bitos causados paciids e parasitoses, sendo que
3244 destes ocorreram na capital. Neste mesmo @roecam 39 Obitos causados por
infec¢des poil. cruzi sendo que a maior parte das mortes ocorreramurochpio do
Rio de Janeiro e em Niter6i (26 e 6 Obitos por gaetie Chagas, respectivamente)
(Schmunis, 2000).

Em 2003, Loroza e colaboradores relataram a prasgeqiinfas de triatomineos
em uma casa no bairro de Arcadia, no municipio dgu# Pereira, estado do Rio de

Janeiro. Neste local foram coletados varios ovd6 espécimes dEriatoma vitticeps
3



Dentre eles, adultos e estagios ninfais apresentaespectivamente, 43,5% e 56,5% de
representatividade. A infeccdo natural goypanosoma cruzfoi detectada em seis
espécimes representando 13% da amostra total. drsitatado, através do teste de
imunofluorescéncia indireta para anticorpos dntcruzi que um dos moradores da
casa apresentou reacao positiva (Lomtzal., 2003).

Apesar do caso citado acima, grandes avanco®moote da proliferacdo desta
doenca foram obtidos nas udltimas décadas por cdomt@ontrole do seu vetor, o
barbeiro, e também pela queda exponencial dos dasnsmissdo por transfuséo
sanguinea, particularmente no Cone Sul da AmérinaseAndes, 0 que teve como
consequéncia uma reducdo de 100 milhdes para #Besiho numero das pessoas com
risco de contrair a doenca (Urbina & DoCampo, 2003)

Um trabalho desenvolvido por Shumiz em 2007 mostyjoe por conta de
problemas econémicos e/ou politicos est4 ocorrent® migracdo de pessoas oriundas
de paises onde a doenca de Chagas é endémica t@uatva&tior, México e Peru, por
exemplo, para paises desenvolvidos como Aust@iiaada, Espanha e EUA. Casos de
infeccdo humana foram detectados nestes paises psejaransfusdo sanguinea,
transplante de 6rgados, ou ainda por infecgdo cdatagérEstimativas reportadas no
estudo indicam que na Australia, no periodo erifib2 2006, 1067 de 65.255 (16 em
1000) imigrantes latino-americanos poderiam estatazninados com @.cruzi € no
Canada, em 2001, 1218 em 131.135 imigrantes (9 @0)1 originarios de paises
endémicos de Chagas, também estariam infectadogEspanha, um verdadeiro ima
para imigrantes latino-americanos, desde 2000, 6&2841.866 imigrantes legais (25
em 100) estariam infectados pelo parasita. A fddauma politica de prevencédo e
protecdo da populacdo através do controle adeqdadobancos de sangue, nas
transfusdes sanguineas e nos transplantes de odgiosidaddos (incluindo os
imigrantes infectados) vem preocupando especialtdaarea ultimamente. Outro ponto
relevante é que este fendmeno migratorio ndo $eNEES apenas a paises europeus e
EUA, uma vez que ha casos de pessoas infectadaShagas também na Asia e na
Oceania. A difusdo da Doenca de Chagas pelos qoatrims do mundo encontra-se

ilustrada narigura 5.
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Figura 5. Fluxo de imigracdo na Ameérica Latina. Obtido do tBehatino Americano y
Caribefio de Demografia (CELADE) e modificado. Pfe investigacdo da migracao
internacional na Ameérica Latina.(IMILA)

1.1.1. Tratamento

Uma quimioterapia especifica para esta parasitogta ando esta disponivel. Os
farmacos disponiveis e utilizados para o tratamelgsta doenca sdo nitrofuranos
(como o nifurtimox (3-metiN-[(5-nitro-2-furfuril)-metileno]-4-tiomorfolinoamia-1,1-
diéxido) e nitroimidazois (como o benzonidazol {@exN-fenilmetil-1H-imidazol-1-
acetamida) Kigura 6) introduzidos empiricamente ha cerca de trés déca®
mecanismo de acdo desses farmacos comecou a sendkdo ha duas décadas. No
caso do nifurtimox, 0 mesmo age via mecanismo degdo do grupo nitro em radicais
nitroanios instaveis, os quais reagem produzindtalmditos oxigenados altamente
toxicos (peroxidos e superoxidos), enquanto quenzidazol parece agir por uma via
diferente (estresse redutivo), que envolve modiies nas ligacbes covalentes de
macromoléculas, via intermediarios nitroreduziddsina & DoCampo, 2003).

O inconveniente desses farmacos sao seus efeiterass, sendo 0s principais:
anorexia, vomitos, polineuropatia periférica e dmpatia alérgica, provavelmente
provocada pelos danos oxidativos e redutivos naslaséhospedeiras. O grande
problema na quimioterapia com esses dois farmacosepelo fato dos mesmos nao
curarem O paciente, e sim amenizarem os efeitoerdetes da infeccdo (Urbina,
1999).
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Figura 6. Farmacos de utilidade clinica reconhecida.

Atualmente, apenas o benzonidazol é utilizado nasiBpara o tratamento da
doenca de Chagas. O nifurtimox, apos ser usadoagimsvpaises da América do Sul,
inclusive no Brasil, deixou de ser comercializadevido ao seu alto grau de
genotoxicidade (Coura e De Castro, 2002).

Desde o descobrimento da doenca de Chagas em E)@9mgdico brasileiro
Carlos Chagas, nenhum farmaco totalmente eficaenimontrado para a cura da doenca,
Oou seja, esse ano completa-se exatamente um s#dauttescricdo de todo o ciclo
evolutivo do parasita causador desta grave enfadride ainda nao foi desenvolvida
uma terapia efetiva para o seu tratamento. Figa eladimensdo do desafio colocado
aos pesquisadores envolvidos no desenvolvimento fadmacos aplicaveis na
quimioterapia da doencga de Chagas, qual seja,ca lmasistante por novas substancias
com elevada atividade tripanocida, reduzidos efaitalaterais, aliados a compreenséao
do mecanismo da acdo antiparasitario destas suolaano que facilita o
desenvolvimento racional de novos compostos ppadiRibeiro, 2004).

Contudo, o elevado custo de investimento e a t@tam mercado potencial para
aquisicdo de novos farmacos desenvolvidos, vistoegte tipo de enfermidade acomete
populacdes de baixo poder aquisitivo, ndo estimat grandes corporacdes
farmacéuticas a desenvolverem farmacos para oneata de doencas tropicais. Dentre
1393 novos farmacos produzidos no periodo de 1978999, apenas 13 (0,9%)
destinam-se as doencgas tropicdialiela 1, pagina J, e destas nenhuma para doenca
de Chagas (Trouillezt al, 2002).



Tabela 1.Novas entidades quimicas (NCEs) aprovadas enfie 49999 por classe

terapéutica de farmacos (Trouilletr al, 2002).

Novas entidades quimicas

Areas terapéuticas
P aprovadas 1975-1999

Sistema nervoso central (SNC) 211 (15,1%)
Cardiovascular 179 (12,8%)
Citostatico (antineoplasico) 111 (8,0%)
Respiratorio (ndo-infectivo) 89 (6,4%)
Anti-infectivo e Antiparasitario 224 (16,1%)
HIV (Aids) 26 (1,9%)
Tuberculose 3 (0,2%)
Doencas tropicais 13 (0,9%)
Malaria 4 (0,3%)
Outras categorias terapéuticas 579 (41,6%)
Total 1393 (100%)

Recentemente, uma nova alternativa terapéutica ‘@ndo testada nha
quimioterapia desta parasitosiata-se da ClomipramingFigQura 7), um derivado
triciclico antidepressivo, que atua inibindo a ereitripanotiona redutas# T. cruzj
provocando a morte do parasita, e prevenindo o dsadanos no coragao na fase aguda
do tratamento em ratos infectados (Basiaal,, 2008).

Figura 7. Farmaco inibidor da enzimepanotiona redutasdo T. cruziBasaret al, 2008)

O uso de produtos naturais no tratamento de inésccausadas por parasitas vem
sendo documentado na literatura por conta de vanabalhos, reportando a

investigacdo de atividade tripanocida de uma graadedade produtos naturais, sejam



estes extratos brutos, compostos isolados, ou andébgos semissintéticos destes
(Duschak&Couto, 2007). A importancia dos produtagurais (PN’s) em sintese

organica, e consequentemente no desenvolvimentowes moléculas biologicamente

ativas é histérica e sera discutida no proximocthpi

1.2. Produtos Naturais (PN’s) e a descoberta dos frdacos

Plantas, fungos, insetos, organismos marinhostérs sdo fontes importantes
de substancias biologicamente ativas, sendo qua@iendos farmacos em uso clinico
ou sao de origem natural ou foram desenvolvidospdese quimica planejada a partir
de produtos naturais (Baker, 2004). Embora existamdias atuais diversas estratégias
e metodologias disponiveis para que se possaisartet descobrir novos farmacos, a
quimica de produtos naturais representa uma desli@snativas de sucesso,
historicamente privilegiada (Mann, 1992). Muitostaflitos secundarios ou especiais
se notabilizaram como matérias-primas valiosas pargproducdo de inumeros
medicamentos contemporaneos (Cragg, 2003), complova@ue a parceria entre
quimicos medicinais e quimicos de produtos natérastratégica para a descoberta de
farmacos inovadores (Lombardino, 2004).

Segundo estimativas da Convencdo da Diversidadédsta (CDB), o Brasil
hospeda entre 15 e 20% de toda a biodiversidadelialusendo considerado o maior
do planeta em numero de espécies endémicas. Dathissticos indicam ainda que
existam 55 mil espécies de plantas, 517 anfibi@4d @xdémicos), 1.622 aves (192
endémicas), 524 mamiferos (cerca de 130 endémid68)répteis (172 endémicos),
3.000 espécies de peixes de agua doce e cerca aeilifies de insetos, muitos
completamente desconhecidos. Com toda essa riduelfgica, o maior produto de
exportacdo comercial do paisa(40%) refere-se a espécies de plantas exéticas, que
foram introduzidas como, por exemplo, laranja, s@ana-de-acUcar e eucalipto
(Lewinsohn, 2002).

O profundo conhecimento do arsenal quimico da eaturpelos povos
primitivos e pelos indigenas pode ser consideramloocfator fundamental para o
descobrimento de substancias toxicas e medicanasntas longo do tempo. A
convivéncia e o aprendizado com os mais diferegu@gos étnicos trouxeram valiosas
contribuicbes para o desenvolvimento da pesquisarea dos produtos naturais, do
conhecimento da relac&o intima entre a estrutuiraiga de um determinado composto

e suas propriedades biolégicas e da inter-relag@adinseto-planta.



Neste sentido, a natureza forneceu muitos modeladeculares que
fundamentaram estudos de relacdo estrutura-ateid@®REA e inspiraram o
desenvolvimento da sintese organica classica (¥ietgal., 2006).

Os curares, por exemplo, eram substancias obtidadivkrsas espécies de
Strychnose Chondrodendronamericanas e africanas, utilizadas pelos indias pa
produzir flexas envenenadas para caca e pesca @i, 1995; Dewick, 2002). A
primeira planta de curare identificada foi coletadaSuriname e descrita, em 1783, por
Schreber, comadloxicaria americana tendo sido posteriormente classificada como
Strychnos guianensi@into et al, 1995). Somente no século XIX Boehm isolou o
principal constituinte ativo do curare america@h@ndrodendro tomentosiyra (+)-
tubocurarinaigura 8).

O curare foi também responsavel pelo inicio dosdest sobre a relagdo entre
estrutura quimica e atividade biol6gi¢EA), tendo sido o primeiro trabalho publicado
abordando este assunto, datado de 1869 (Vetgas 2006; Barreireet al, 1999).

O opio, preparado dos bulbos Bapaver somniferumé conhecido ha séculos
por suas propriedades soporiferas e analgésicasd88d Armand Séquin isolou seu
constituinte majoritario, a morfindigura 8), sendo esta a primeira substancia natural
utilizada clinicamente na forma pura (Viegasl, 2006).

Durante a colonizacdo espanhola do Peru, em 1680jesuitas tomaram
conhecimento da utilizacédo pelos indios das cesseas de espécies @nchonapara
o tratamento de alguns tipos de felbwvéegas et al, 2006). Em 1820, Pellertier e
Caventou isolaram a quinin&igura 8) da Cinchona officianalis que durante quase

trezentos anos foi 0 Unico principio ativo eficantca a malarigBarreiroet al, 1999).
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Figura 8. Primeiros farmacos isolados de produtos naturais

No inicio, os quimicos estudavam plantas consagrguEo uso popular,
geralmente incorporadas as farmacopéias da épatiéando-se ao isolamento e a
determinacgao estrutural de substancias afivaeseset al, 2001). Talvez o0 marco mais
importante para o desenvolvimento dos farmacos rér e produtos naturais de
plantas tenha sido o descobrimento dos salicilatosyp atividades analgésicas e
antipiréticas, obtidos d8alix alba Em 1828, Johann A. Buchner isolou uma pequena
quantidade de salicin&igura 9). Varios outros cientistas empenharam-se em maaihor
os rendimentos e a qualidade da salicina obtida@xdi@to natural até que em 1860
Hermann Kolbe e seus alunos sintetizaram o aciliftils® e seu sal sddico a partir do
fenol; Em 1898, Felix Hoffmam, descobriu o acidetdesalicilico AAS, Figura 9),
menos acido que o acido salicilico, mas mantendpr@sriedades analgésica e anti-

pirética desejadas (Viegasal, 2006; Weissmann, 1991)
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Figura 9. Salicina e salicilatos que marcaram o desenvolvimde farmacos no
periodo de 1800-1900

As propriedades terapéuticas do AAS levaram osrdabos de pesquisa da
Bayer a elegerem o AAS como um novo produto a a@ecado no mercado para
competir com os salicilatos naturais, o que ocoaepartir de 1897 sob o nome de
Aspirina® (Viegaset al, 2006). Apés mais de 100 anos de sua descolmed#®S
continua sendo alvo de inUmeras pesquisas sobreagliacdo terapéutica como
analgésico e antiinflamatorio, atuando no contdadefebre, na artrite reumatica e na
inibicdo da agregacédo plaquetéria (Viegaal, 2006; Yune®t al, 2001).

O descobrimento do AAS marcou de certa forma al fito primeiro periodo,
onde a busca por substancias naturais terapeutibtarateis era feita ao acaso. Além
disso, o AAS foi 0 pioneiro dos farmacos sintétiddsn dos primeiros marcos deste
segundo periodo foi o surgimento do barbifbgra 10), em 1903, indicado como
agente hipndtico; em 1904, foi sintetizada a epin&f (broncodilatador e
descongestionante nasal), seguida da procaina leemzocaina Higura 10), dois
anestésicos locais pertencentes a classe dossési@racidop-aminobenzéico, que

tiveram como protétipo a estrutura da cocaina (88egal, 2006).
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Figura 10. Barbital, epinefrina, procaina, benzocaina e cacai

Dentre os quimioterapicos para o cancer, a virtibkag a vincristina , extraidas
de Catharantus roseyso etoposideo e teniposideo, derivados semissidéida
podofipeotoxina, extraida dBodophyllun peltatune o taxol, extraido ddaxus
brevifolia sdo importantes farmacos introduzidos na teragguts ultimos anos (desde
a segunda metade do século XX), que foram fundamsepeira o renascimento do

interesse nos produtos naturais por parte da inddiatmacéuticaRigura 11).
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Figura 11. Vimblastina, vincristina, etoposideo, teniposiddgaxol.

Estima-se o consumo de cerca de 230 kg/ano de (Reclitaxel®, nome
comercial) para suprir as necessidades clinicgmdentes com cancer (Correa, 1995).
Uma vez que o taxol é extraido das casca$akeis brevifolia e para extrair 1kg de
taxol, precisa-se de 10 toneladas de cascas, oeguesenta cerca de 3000 arvores
(Correa, 1995), sua utilizacéo clinica tornou-séavel.

O interesse pelo taxol foi intenso a partir dogsaB0, quando varios grupos de
pesquisa passaram a tentar viabilizar metodologjistgticas para sua obtencdo em
maior escala. O taxol foi obtido por semissinteséa rimeira vez por Denis e
colaboradores (1988), a partir da desacetilacadbadatina Figura 12, pagina 12,
precursor isolado déaxus baccataobtendo-se a 10-desacetil-bacatinaFig(ra 12),

e o taxol Figura 11) em 4 etapas sintéticas consecutivas, em rendisatd 52%, a

partir do substrato natural de partida (Vieghaal.,2006).
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Por sintese total, o taxol foi obtido no mesméqu® por Holton (1994a, 1994b)
e Nicolaou (1994), com rendimentos inviaveis (Beaoret al, 1999; Kusamaet al.,
2000; Ribeiro, 2004). Também nesse periodo Greeneolaboradores (1994)
conseguiram obter por semissintese o Taxotere @fdeel) Figura 11), analogo duas
vezes mais ativo que o préprio taxol, sendo utlizaontra cancer de ovario, mama,

pulmé&o, cérebro e garganta (Correa, 1995).

: o
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Figura 12. Bacatina lll, 10-desacetil-bacatina Il e taxotere

14



1.3. A importancia dos Produtos Naturais (PN’s) ersintese organica

Em 2003 Newman e colaboradores relataram a impoaédos PN’s, como
fonte de novas estruturas, ndo necessariamente pomdatos finais, mas sim como
protétipos para novos farmacos, constatando acjgatido dos PN’s num percentual
cerca de 50%Higura 13), direta ou indiretamente, no desenvolvimento deos
farmacos para o mercado.(Newnsral.,2003).

Classificagcao dos farmacos quanto a sua origem:
* B: Bioldgica;

N: Produto Natural;

* ND: Derivado do Produto Natural — semi-sintético;
» S: Sintética — sem referéncia farmacoforica de N;
e S*: Sintética — com referéncia farmacoférica de N;
* V: Vacina

« NM: Produto modelado com base em PN'’s.
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Figura 13. Participacédo dos Produtos Naturais (PN’s) no dedeimento de farmacos
no periodo de 1981 a 2002 (Newnwral, 2003).

Dada a crescente ameaca a biodiversidade, atragésdegtruicdo dos
ecossistemas e a importancia dos produtos natuaadescoberta de novos farmacos,
torna-se necessario expandir a exploracdo dos miarsnaturais renovaveis na busca
de novos agentes bioativos. A amida natural pipetin(Figura 14) preenche os
requisitos essenciais para utilizacdo como moléputadtipo e/ou precursor para o
desenvolvimento de novos farmacos: abundanciagmpgasem fonte renovavel, facil

isolamento, variadas atividades bioldgicas condsataalém de possuir funcionalidades
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possiveis de sofrerem diferentes manipulacdes tisaé como transformacdes na
funcdo amida, reacdes de adicdo eletrofilica atadujgacdes, substituicdo no nucleo
aromatico, além de abertura do anel metileno di®iieiro, 2004).

A amida natural piperina (amida piperidinil do acido 5-(3,4-metilenodioxif-
2E-4E-pentadiendico Figura 14) € o principal constituinte quimico d&per nigrum
(Piperaceae), ocorrendo em maior proporcdo nossfrda planta (Semler & Gross,
1988). Piper nigrum (popularmente conhecida como pimenta do reino) sem uso
bastante difundido na medicina popular da indidgs pa onde é originaria, sendo que
no Brasil, seu principal uso é como condimento.s&pale ser considerada aqui uma
planta exotica, o Brasil € um dos grandes prodstarandiais de pimenta do reino,
destacando-se como principais produtores os estddoPara e Espirito Santo

(http://www.agecom.ba.gov.pr

<O X N

Piperina 1

Figura 14. Piperina, principal constituinte quimico Bger nigrum

Outro ponto relevante em relacdo a este produtorala a sua abundéancia, sendo
extraido com rendimentos de cerca de 3-7%, a mhsrfrutos secos da planta (Ikan,
1991). Além disso, devido a maior ocorréncia dadanmos frutos, a pimenta do reino
constitui-se como uma fonte renovavel para estat&obia, visto que com manejo
adequado pode-se realizar véarias colheitas noenaemprometer a planta.

Por seu sabor e aroma incomparaveis, a pimentaeid® € a espécie mais
conhecida do génemiper, vindo dai sua importancia econémicalFi§ura 15, mostra

uma area de cultivo da pimenta do reino para famsecciais.
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Figura 15. Area de cultivo de pimenta do reino (Detalhe:drdé planta)

(http://www.governo.es.gov.br/scripts/portal051 pZamticia=99652783&secao=Not%C3%Addias

1.4. Atividades Farmacolégicas do génert@iper

A utilizacdo de espécies do géndtiper com fins medicinais é pratica comum nas
culturas orientais. Na China, algumas prescricéesmendam o uso d& futokasurano
tratamento de asma e arritmias cardiacas. Na Jantkires estomacais sao tratadas com a
infusdo deP. aduncume P. hispidum(também usada como repelente de insetos). No
México e Brasil usa-sB. amalaggpara aliviar dores estomacais e no combate agiésc

NaTabela 2estdo sumarizadas algumas destas atividades (Retrela1997).

Tabela 2.Algumas atividades farmacoldgicas exibidas poéeiss do génerBiper
(Parmaret al.,1997)

Atividade Espécie do géner®iper
Antitumoral P. hookeri, P. clarkii, P. hancei, P. rebesioides, Pllighii
Antileucémica P. hookeri, P. futokadsura, P. attenuatum
Antibiética P. hookeri, P. wallichii
Analgésica P. arboricola, P. nigrum
Antibacteriana P. aducum, P. methysticum
Anti-reumética P. guineense, P. nigrum
Inseticida P. nigrum, P. hispidum, P. longum
Anti-inflamatéria P. amalago, P. nigrum
Antipirética P. chaba, P. nigrum
Anticancer P. nigrum
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1.5. Outras amidas naturais relacionadas a piperina

As principais substancias encontradas no géReyer, as quais sdo atribuidas as
atividades anteriormente citadas, pertencem a svariasses. Dentre 0s principais
constituintes do género pode-se citar os alcalpide®penilfendis, lignanas,
neolignanas, terpenos, esterdides, chalconas,odiidiconas, flavonas e flavononas
(Parmaret al, 1998 e 1997 ; Atadt al, 1975). As amidas sao, certamente, 0s principais
constituintes do génerBiper. A Figura 16 mostra as estruturas de algumas amidas

naturais, isoladas de espécies do géRgrer.
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Figura 16. Algumas amidas isoladas de espécieRiger (Parmaret al, 1998 e 1997)
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1.6. Atividades bioldgicas da piperina.

A variedade de atividades bioldgicas exibidas padarina € bastante ampla. Tao
antiga quanto a utilizacdo de pimenta do reino cooraimento € o conhecimento de
suas propriedades inseticidas, que s6 foram deantiente constatadas em 1924 (Scott
e Mckibben, 1978). Desde entdo, varias pesquisggiram-se com o intuito de
identificar as substancias responsaveis por estdaate.

Recentemente, foi avaliada a atividade inibidoraadadas isoladas deiper
nigrum contra larvas dos mosquit@ulex pipiens pallensAedes aegypti® Aedes
togoi, que séo vetores de diversas doencas infecciosasfesultados extremamente
interessantes (Padk al., 2002).

Na China, a pimenta do reino é utilizada no tratemela epilepsia desde tempos
remotos (D’'Hoogeret al, 1996; Liuet al, 1984). Liu e colaboradores, em estudo
comparativo, mostraram que a piperina € capaz dezina sintese da serotonina
prevenindo convulsdes (Let al, 1984).

Sem duvida, o aumento da biodisponibilidade de ogutmedicamentos pela
piperina é a mais intrigante das atividades farndgicas desta substancia. Este efeito é
observado quando alguns medicamentos sdo co-athailus com a piperina,
traduzindo-se numa maior concentracdo plasmatica mesmos. Tal efeito foi
constatado em estudos com a vasicina, a espafisialaet al, 1981), o propanolol,
teofilina, a fenitoina (Banet al, 1991) e a curcumina (Shobaal, 1998). A maioria
dos trabalhos relatam um aumento de 100% (ou maigoncentracdo plasmatica de
tais substancias. As razdes levantadas para este, efegundo a maioria dos autores

sao:

» Alteragcbes na permeabilidade das células epitel@isato gastro-intestinal,
facilitando a absor¢éo dos farmacos (Jehdl, 1992);

* Influéncia na glicuronidacdo (etapa importante matrénsformacédo de
compostos xenobioticos) (Reenal, 1993; Atalet al, 1981);

» Atuacgdo sobre as enzimas hepéticas metabolizahtaiset al, 1985; Atal
et al., 1981), monooxigenases hepaticas, dependentesaieooio P450
(Koul et al, 2000; Reen, 1997; Bhat e Chandrasekhara, 1987).
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A grande vantagem ressaltada em todos os trabglhos o aumento da
biodisponibilidade de farmacos administrados p@ eial, estd na possibilidade da
utilizagdo de uma rota alternativa de administragéetes medicamentos, evitando
assim a via parenteral (mais dolorosa e invasi@i@mn de permitir o uso de doses
menores dos farmacos co-administrados com pipéRiieiro, 2004).

Na india, o uso de espécies Bwer no tratamento de doencas intestinais é
bastante antigo. Isto estimulou a investigacdotilédade antiparasitaria de algumas
destas espécies. Ghoshal e colaboradores compmo@aasividade anti-amebiana Be
logum relacionando esta atividade com a presenca dagimpgp(Ghoshakt al, 1996).
Kapil relatou a atividade leishmanicida,vitro, da piperina sobre cepas ldgishmania
donovani(comparavel a atividade exibida pela pentamidid@amaco indicado para o
tratamento da leishmaniose) (Kapil, 1993). Aposiadganos, a piperina foi testaida
vivo sobre animais infectados cdmdonovanj podendo ser observada uma diminui¢cao
significativa da parasitemia com doses extremamieaiteas (Raagt al, 1999). Lee e
colaboradores descreveram a atividade antifingécandidas relacionadas a piperina
sobre seis espécies de fungos fitopatogénicosdiLake 2001).

Encontram-se na literatura relatos sobre a atieidadtitumoral da piperina.
Além do estudan vitro frente as células tumorais, foi avaliada a atd@lda piperina
in vivo (ratos), utilizando-se doses de 1,14 md.kgbservou-se neste estudo a inibicdo
do desenvolvimento do tumor induzido (linfoma ddt®@39 em 37%, e 0 aumento da
expectativa de vida dos animais portadores dorware de Ehrlich em até 58% (Sunila
e Kuttan, 2004).

Estudos desenvolvidos por Lee e colaboradoresO@® @videnciaram a acéo da
piperina na inibicdo da atividade da enzima monoawidase (MAO) em ratos. Esta
enzima € responsavel por catalisar a desaminacilati;a de neurotransmissores
como, por exemplo, serotonina e dopamina. As sobsis inibidoras da MAO sao
usadas no tratamento de disturbios mentais, pehngnte como antidepressivos e, na
terapia das doencas de Parkinson e Alzheimerdtak 2005).

Mais recentemente, em 2009, Vellaichamy e colalwoesd descreveram a
piperina como um potencial quimiopreventivo em sattfectadados por DMBA, um
potente agente carcinogénico. A administracéo a@eapiperina (50mg.Kg) preveniu
significantemente a formacdo de tumores cutanemmntiia indugcdo por DMBA nos
ratos (Vellaichamt al, 2009).
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1.7. Biossintese da piperina

A subunidade acila da molécula da piperina temaalsossintese mostrada no
Esquema 1 Observa-se o chiquimato como precursor do intéidmie cinadmico , que
pode possuir diferentes padrdes de oxigenacao eloasmmatico (nos carbonos 3, 4 e
5), sendo que o anel 3,4-metilenodioxi é bastamum na classe dos fenil-
propandides (£Cs3) (Mann, 1994). Apds condensacédo do tioéster diwably cinamico
com uma unidade de malonil-SCoA, seguida de desxiabao e da redugédo da enona
gerada eB-eliminagdo, chegamos ao tioéster piperoil-CoA cgege com piperidina
gerando a piperina (Geissman e Crout, 1969). Desdeio dos estudos biossintéticos
da piperina, foi proposto que sua formacéo davaeseondensacao da piperidina com
o tioéster piperoil-CoAHEsquema ). Geissman, na década de 60, propés uma rota
biossintética para a piperina que apenas a desaopesterior da enzima piperidina
piperoiltransferase pode confirm@eissman e Crout, 1969). Esta enzima mostrou-se
especifica para piperidina, alcancando 100% dadatie relativa (Geisler e Gross,
1990).

COO- o
(0] (0]
 —
. 0 X SCoA + M
. < 0 SCoA
lvo " ~ OH (o) malonil-CoA
OH derivado cinamico
chiquimato
0 0
0]
0 AN
SCoA
<O X SCoA = < ©
-
o enona

piperoil-CoA

H
N
O N X
plperldlna
piperoiltransferase piperina

Esquema 1 Proposta biossintética para a formacao da pigerin
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1.8. Modificac¢des estruturais na piperina

Encontram-se relatadas na literatura diversasdatids biol6gicas associadas a
piperina, entre estes trabalhos destacam-se algueslém de evidenciarem o efeito da
piperina mostraram também o efeito de derivadosadogos, visando tracar um perfil
de relacéo estrutura-atividadeEA) para os modelos estudados.

Koul e colaboradores demonstraram que a piperaerigados inibem enzimas
hepéticas (oxidases), dependentes do citocromo. F¢b0bservado que a saturacdo da
cadeia lateral da piperina resultou em um aumeataidicdo enzimatica, enquanto que
nas modificagcdes do anel aromatico e na funcéoieanidram poucos os analogos que
demonstraram seletividade em inibir a atividade adddases estudadas (Koet al.,
2000) Figura 17).

o (o]
o
<O N/\CH3 < D/\/\/LIO
o kCHS o 12

(o)

(0]
O
< O e
o 13 o 14

Figura 17. Estruturas quimicas dos derivados que demonstnawaior efeito inibitério

das oxidases estudadas.

De Paula e colaboradores relataram a atividadeticida da piperina e de
amidas analogas (sintetizadas a partir da me@agyra 18) sobre diferentes espécies
de insetos:Ascia monuste orseit., Acanthoscelides obstectus, Brevicoryne
brassicaelL., Protopolybia exiguaD. e Cornitermes cumulans. (De Paulaet al,
2000).
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Piperina 1
(0} CH,
<O N CH,
0 16 Hzc)\CH3

Figura 18. AmidasN,N-dissubstituidas que demonstraram maior atividasketicida

sobreA. monuste orseis. (De Pauleet al, 2000).

Venkatasamy e colaboradores, baseados em dadasom@stedescritos sobre a
atividade da piperina na proliferacdo de melangdjtin et al, 1999), sintetizaram uma
série de analogos e derivados da amida naturalnddsrealizar um estudo de relacéo
estrutura-atividade REA. Foram investigados os seus efeitos bioldgicdsres@a
proliferacdo e diferenciacdo dos melandcitos. Adpgrrogressiva dos melandcitos e
despigmentacdo da pele ocasiona o vitiligo, doemqmga atinge cerca de 1% da
populacdo mundial, variando de 0,1-2 % em difeep@ises. AFigura 19 mostra
alguns exemplos de compostos modificados sinte@oggue apresentaram atividades
biolégicas mais relevantes, indicando a piperinm@@recursora de novos protétipos

no tratamento do vitiligo (Venkatasarayal.,2004).

0 0
o X N o \ X X N
cspackesanane
0 CH,4
<O N)\CHS
o 16 Hsc)\CHs

Figura 19. Exemplos de compostos modificados sinteticamemeagresentaram

maiores atividades bioldgicas.

Ribeiro e colaboradores, em estudos realizados @ssongrupo de pesquisa,
baseados em dados anteriores descritos sobre idadévantiparasitaria da piperina
sobre Leishmania donovanftripanossomatideo - causador da leishmanioserac

(Kapil, 1993; Raayet al, 1999), sintetizaram uma série de anélogos eat®s da
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amida natural, visando realizar um estudo sobrerooutipanossomatideo, o
Trypanosoma cruz+ causador da doenca de ChagasFigura 20 mostra alguns
exemplos de compostos modificados sinteticamente gpresentam atividades

bioldgicas mais relevantes.

coanaacleopage
GO U0

Figura 20. Derivados e analogos que apresentaram maior adieitbxica ad. cruzi

A Tabela 3mostra os valores ded§para a piperind e os derivados mais ativos

contra epimastigotas e amastigotad dgpanosoma crugiRibeiroet al, 2004).

Tabela 3.Valores de Ig, para a piperina e os derivados mais ativos castfarmas

epimastigota e amastigota @locruzi.

Composto - - 1C so(M) -
Epimastigota Amastigota
1 7,36 4,91
3 10,67 7.4
12 19,41 11,52
17 56,13 571
18 17,49 9,63

Posteriormente, nosso grupo de pesquisa, motivaddgulos descritos na literatura
sobre a atividade antitumoral da piperina frentewturasin vitro de células L929,
linfoma de Dalton (DLA) e do carcinoma asciticoEerlich (EAL) (Sunila e Kuttan,
2004), sintetizou uma série de analogos a amidaalae investigaram suas atividades
citotoxicas frente ao carcinoma de EhrlichFyura 21 mostra as estruturas das amidas

mais ativas nas avaliacdes realizadas (Barret@005; Pissinate, 2006).
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Figura 21. Derivados e analogos que apresentaram maior adieitbxica contra o
carcinoma de Ehrlich (Barreto-Junior, 2005; Pidsin2006).

Recentemente, em mais um trabalho do nosso grugreeifa sintetizou uma
série de compostos mesoidni@ka 31 (Figura 22) da classe dos 1,3,4-tiadiazélio-2-
fenilaminas e avaliou contra as formas evolutivas Tdcruzi obtendo resultados
satisfatorios (Ferreira, 2006). Esses novos deow#&eterociclicos, além de mostrarem-
se ativos contra o parasita, tiveram baixa citaidaide frente a linhagem de células

utilizadas no ensaid @bela 4, pagina 2%

n=2 (insaturado) e X=H 23
n=2 (saturado) e X=H _24
Cr n=2 (saturado) e X=NQ 25
n=1 (insaturado) e X=H _26
n=1 (insaturado) e X=NQ 27

n=1 (saturado) e X=H _28
n=1 (saturado) e X=NQ 29

n=0 e X=H 30
n=0 e X=NQ 31

Figura 22. Cloridratos mesoidnicos sintetizados por Ferrdtexreira, 2006).
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Tabela 4.Valores de IG (uM) para piperina, derivados e benzonidazol frente a

diferentes formas do. cruzi

Compostos - - - (Cso (HM) - - DL_S(? (M)
Epimastigota Tripomastigota Amastigota Citotoxicidade
Piperina 7.3 >[ Tnax 4,91 20,01
23 10,83 6,7 1,35 38,56
24 4,13 > Imax NT 1,95
25 113,06 NT? NT NT
26 31,5 NT NT NT
27 83,42 NT NT NT
28 13,42 >[ Jnax NT 6,62
29 45,24 NT NT NT
30 40,82 NT NT NT
31 0,64 >[ Jmax NT 1,08
Benzonidazol 2,2 6,6 25 L

ICitotoxicidade para macréfagos murin@gaior que a concentracdo maxima

permitida;*N&o testadosFarmaco de referéncia
Os resultados obtidos por Ferreira mostraram qumgio amidica do produto

natural pode ser substituida por ndcleos heteroascinitrogenados, preservando a

atividade tripanocida.
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1.9. Nucleos oxadiazdlicos.
A quimica das quatro formas isoméricas de oxadiaE@ura 23) fora revisada em

1962 por Boyer, e especificamente os 1,2,4-oxadigadr Behr também em 1962 e

mais tarde por Eloy em 1965.

SIS NS

1,2,3- 1,2,4- 1,2,5- 1,3,4-

Figura 23. Nucleos oxadiazdlicos.

Uma caracteristica marcante dessa classe é sagilidatde em solucédo, sendo
inerte até mesmo em presenca de acido sulfaricceotrado (Tiemann, 1884). Porém,
apesar da estabilidade em solucdo, estudos postgenwostraram que anéis 1,2,4-
oxadiazdlicos dissubstituidos nas posi¢cdes 3 eddmpdem-se a 2%D, sendo a

clivagem da ligac&o entre o carbono 5 e o oxigér{Eesquema 2 (Ainsworth, 1966).

N — > PhCN + PhNCO

N ¢}
N /44\< 250°C

33 34

Esquema 2Decomposi¢do térmica do 3,5-difenil-1,2,4-oxadi&2.

Dois anos mais tarde, Newman evidenciou a decorggmsiotoquimica deste
mesmo composto dissubstitui@@ em éter, fornecendo com rendimentos de 31% a
benzoilbenzamidin@5. Em contraste com a decomposi¢cao térmica, na dexsigo

fotoquimica a clivagem se da na ligacdo NESquema 3 (Newman, 1968).

Ph (o)
N N
/ \< Luz / Z
IPhA P rh
o\ éter NH,
32 35

Esquema 3Decomposicéo fotoquimica do 3,5-difenil-1,2,4-airzol 32.
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Os nucleos 1,2,4-oxadiazélicos 3,5-dissubstitupdmem ser preparados atraves de
diversas metodologias distintas (Clapp, 1976). Duostodologias de sintese de
derivados 1,2,4-oxadiazélicos abrangem 95% da paefa desses compostos: a
condensacdo de amidoximas com derivados do &acidboxdaco [mostrado
esquematicamente a combinacao dos dois esqudletos €icloadicao dipolar de 6xido

de nitrila com nitrilas (11)] Figura 16).

Figura 24. Posicao dos esqueletos via condensacao (I) eclaadicao dipolar (I1)
para formacao do sistema 1,2,4-oxadiazolico.

1.9.1. Métodos de elaboracao do anel 1,2,4-oxadibzo

» A partir de O-acilamidoximas:

E a metodologia mais utilizada para a sintese stersa 1,2,4-oxadiazolico. A
amidoximag36 € convertida ao intermediario acicli@acilado38 (Esquema 4. Este,
por sua vez, pode ser isolado, caso a etapa de@zihdo ultrapasse os 1D Caso
contrario, ocorre a total converséao a forma ci@@éEloy, 1962).

As amidoximas37 podem ser obtidas a partir do aquecimento de uimila 136
em presenca de cloridrato de hidroxilamina (CI4976).

Apés a etapa de adigdo de anidrido, este forne@lmno na posicao cinco do

produto final Esquema 3.
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NH.OH Cl NOH
R—C=N 7 R—C/< (R'CO),0
NH,
36 37

R
4 3
pme .
¢ n A e
2 1
38 39

Esquema 4 Rota sintética para obtencao nacleo oxadiaz8ljsalissubstituido a
partir de nitrila27.

Outros derivados carbonilados como cetonas, adddmxilicos relativamente
reativos como férmico e acrilico, ésteres, amidatoeetos de 4cidos também podem
ser usados para fornecer o carbono cinco do aréliazolico. Utilizando cloretos de
acidos muito reativos, como cloreto de cloro aagpbr exemplo, a converséo 8éa
39 ocorre a temperatura ambiente (Clapp, 1976).

Em 1980, Ooi e Wilson realizaram um estudo cinétdeoformacdo do anel
1,2,4-oxadiazolico através da ciclizacdo @eacilamidoximas em éter difenilico e
outros solventes numa temperatura entre 100-14&8p@puseram um mecanismo para

esta reacadesquema 5)

(0] N
I J lento r—“ Yo
R—C—NO—C—R' —— N
| Adicao H—N O-

Eliminagéo
-H,0

N L.
R— \O rapido \/
;N_f o /
R'

Esquema 5 Proposta mecanistica de Ooi e Wilson para formdgdanel 1,2,4-oxadiazolico.

29



Um pequeno efeito isotopico cinétidaufkp) foi encontrado na ciclizacdo daN-
dideuterioO-acilamidoxima. Ao mesmo tempo, descobriu-se queckzacdo podia ser
afetada tratando ®-acilamidoxima com cloroférmio deuterado e hidrete sédio a
temperatura ambiente. Neste caso, fica evidenagada ciclizagdo ocorre pelo ataque do

ion amideto no carbono carbonilico do grupo acila.

» A partir da cicloadicao 1,3-dipolar de o6xido nitrilas com nitrilas:

Esta metodologia foi descrita pela primeira vezlpandri em 1956. Apesar de nao
ter uma variedade de aplicacbes tdo grande quarnpoinzeira, ha alguns trabalhos
relevantes na literatura relatando este tipo deécegpara fornecer derivados 1,2,4-

oxadiazoigEsquema §.

R(Ar)

__* N
(A)R—C=—=N—0- + R'—C=—N — » /4 \
N

' -

R 0

Esquema 6 Formacéao do nucleo 1,2,4-oxadiazol atraveés doamg;ao 1,3- dipolar.

Em 2006, Benltifa e colaboradores propuseram aesdntle uma série de
derivados inibidores da enzima glicogénio fosfeeldGP), utilizando esta metodologia

(Esquema 7.

Ar
OBz . 0Bz N~ N\
0 Ar-C=N—0- \ N
BzO > 8,0 o /
BzO CN  a=ph 40 B0 o

OBz p-PhOMe 41 OBz

p-O,NPh 42

Esquema 7 Formacéao de derivados 1,2,4-oxadiazolicos inigislala enzima

glicogénio fosforilase (GP) através do cicloadité&® dipolar.
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» Outras metodologias:

Além da desidratacdo de amidoxim@saciladas e da cicloadi¢do 1,3-dipolar de
oxidos de nitrila com nitrilas, existem algumasrasitmetodologias para a formagcédo do
sistema 1,2,4-oxadiazol. Uma delas é a utilizagibl-dciliminoétereg3 em presenca de
hidroxilamina, seguida de ciclizacdo intramolecu{&toy, 1964). Esquema §, sem

isolamento do intermediario.

0) - o
- - .
Ph—</ R(Ar) NH,OH | pp 4</ R(Ar) H,0 Ph ,</ %\\
OEt NHOH N (Ar)R]
43 44

Esquema 8Rota sintética para obtencéo do sistema 1,2, di@zdlico a partir de
N-aciliminoétereg3.

Outra metodologia interessante € a partiodgenzildioximas45 em presenca de
acido fosforico, via rearranjo de Beckman, forneleero composto 3,5-difenil-1,2,4-
oxadiazol 32 (Conley & Mikulski, 1959) Esquema 9.

Ph)

Ph Ph Ph Ph Ph

. / _ N4<

) N e
HON// \\NOH 10 +N / H ’ Ph o~
45 Ph 32

Esquema 9Rota sintética para obtencao do sistema 1,2,diaxadlico via

rearranjo de Beckman.
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1.9.2. Atividades bioldgicas dos 1,2,4-oxadiazois.

Existem iniUmeras aplicagBes biologicas descritadites@tura com derivados
contendo o nucleo 1,2,4-oxadiazol. Essas aplicag@s desde compostos com
atividade analgésica, até moléculas inibidorasndarea HIV-1 transcriptase reversa. A
Tabela 5 abaixo mostra o grande leque de atividades bicdéggue esta classe de

compostos abrange.

Tabela 5 Atividades biolégicas de compostos contendo dealt,2,4-oxadiazol.

Atividade bioldgica Referéncia
Antiparasitaria (Havenseget al; 2000)
Leishmania donovani/ Plasmodium berghei (Hynes & Gratz, 1972)
Antimicrobiana
Staphylococcus aureus, Salmonella schottmuelleri, (Gadebusclet al,1969)
Escherichia coli, Mycobacterium tuberculasis
Anticancer
(Linhagem de células humanas do pancreas / (Kumaret al, 2009
préstatg
Anti-inflamatoria (Nicolaideset al , 1998)
Fungicida (Ulrich & Wilfried, 1989)
Analgésica (Afiatpour & Srivastava, 1994)
Antiviral (Dianaet al,, 1994)
(thinovirus, HIV) (Medebielleet al, 2005)

Apesar das amidas serem mais resistentes a hedaidisque os ésteres, e assim
apresentarem maior biodisponibilidade, a hidroliestas é uma reacdo bastante
comum entre as biotransformagdes de fase 1 dobieitos (Zavitzet al, 2008).

Visando um incremento na bioestabilidade de maoééchioativas, a transformacao
bioisostérica de grupamentos passiveis de sofraréralise em meio biolégico como
amidas e ésteres, por anéis heterociclicos aravsatc eletrbnicamente estaveis
passou a ser uma excelente ferramenta, na medidpemestes anéis heterociclicos,
no caso, o0s 1,24-oxadiazois, mostram-se mais teas a labilidade da
farmacocinética (Ciapetti &Giethlen, 2008).

Logo, essa grande variedade de atividades biol®@gplica-se em parte pelo fato
desses anéis heterociclicos da classe dos 1,2Haawss passarem a ser utilizados
como equivalentes bioisostéricos de amidas e &stenesinteses de novos compostos
bioativos. (Vu, 1999 e Street, 1993). O bioisosterimo consisiena estratégia de
modificacdo molecular de substancia prototipma troca bioisostérica pode melhorar
a bioestabilidade da molécula, levando ao incremnéatsua atividade biolégica e ainda

32



reduzindo possiveis efeitos colaterais indesejéidosa & Barreiro, 2005) (Olenseet
al, 2000).

Existem varios exemplos de troca bioisostérica dedas e/ou ésteres que
representaram um aumento na atividade biol6gicaologpostos. Um deles foi descrito
no estudo realizado por Olensen e colaboradorede daram sintetizados dois
derivados 1,2,4-oxadiazolicog6 e 47 (Figura 25), aumentando a afinidade da

molécula como antagonista de receptores colinégrgootinicos (Olensen, 2000).

O\ R=Me 46
\ N
N_// Et 47
N
R

Figura 25. Derivados 1,2,4-oxadiazélicos antagonistas depteces colinérgicos
(Olenseret al, 2000)

Outro exemplo € o uso de um derivado 5-substitGiflenil-1,2,4-oxadiazo48
(Figura 26) como potente antagonista dos receptorgadd imidazolicos (Gfesset

al, 2004).

N/O

¢
PSS ag.

= N
Y

[H,c o 48

Figura 26. Derivado 1,2,4-oxadiazoélicos antagonista de tecep H ndo imidazolicos
(Gfessetret al 2004).

Uma outra aplicagdo relevante e que recentemente sendo um dos focos
principais dessa estratégia de bioisosterismougoode derivados 1,2,4-oxadiazoélicos
3,5-dissubstituidos49, 50, 51, Figura 27) como peptideo-miméticos, promovendo
assim, uma maior aplicacéo clinica dos mesmosy¢aogpeptidio nativo € passivel de

sofrer hidrélise através da a¢éo das proteasesfiigi2007).
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Figura 27. Derivados 1,2,4-oxadiazélicos mimetizadores qeigms (Jakopin, 2007).
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2. JUSTIFICATIVAS E OBJETIVOS

Os resultados anteriormente descritos por Kapid3l® Raay (1999) sobre a
atividade antiparasitaria da piperina sabeeshmania donovar{protozoario, da familia
dos tripanossomatideos, causador da leishmanisseral, na india), estimulou nosso
grupo de pesquisa (Ribeiro, 2004) em avaliar adaile toxica desta amida natural e de
seus derivados sobre outro importante tripanossdemtde interesse médico, o
Trypanosoma cruziagente etiologico da doenca de Chagas, parasitesgrande
impacto na Ameérica do Sul, principalmente no Brasil

Paralelamente, diversas aplicacdes biologicas eendb compostos contendo o
nacleo 1,2,4-oxadiazol foram encontradas na liesafl abela 5, pagina 32 Soma-se
ainda alguns trabalhos mais especificos (Gfessal, 2003) (Jakopiret al 2007),
descrevendo a relacdo bioisostérica desses nut|ggsoxadiazélicos com ésteres e
amidas [a piperina (Figura 14, pagina 16§ é uma amida natural].

A soma dos fatores citados acima estimulou nosgoogle pesquisa a continuar
os estudos com drypanosoma cruziincorporando a unidade 1,2,4-oxadiazélica aos
derivados e analogos da piperina, imaginando assimmmelhora na estabilidade destas
novas moléculas propostas em meio bioldgico.

Outro fator relevante sobre a utilizacdo desta amatural envolve a sua
abundéancia no material vegetal, facilidade da sue@io, que aliado ao seu perfil
estrutural, permite varias abordagens, visandotengho de derivados. Desta forma,

temos como principais objetivos neste trabalho:

e Isolar quantidades adequadas da amida naturalyéatrda metodologia
otimizada pelo nosso grupo de pesquisa (Ribeird4R@ realizar modificacdes
na estrutura da piperina, que permitam a prepardedama série de derivados

hibridos, incorporando ao produto natural o nudl@p4-oxadiazol;

» Utilizar a estratégia de bioisosterismo (Lima & #o, 2005) para o desenho
dos derivados 1,2,4-oxadiazélicos propostos, r@adia a sintese destes com
dois planejamentos de modificacao estrutural:

a) Modificacbes da cadeia lateral com a variacdo aoena de carbonos olefinicos
e a saturacao dos mesmos/homologacéo e simpliicagécular;

b) Nitracdo dos anéis aromaticos mantendo o grupdemetioxilico, presente na

amida natural, piperina;
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» Avaliar com estes produtos finais a importancia maslificacdes realizadas na
cadeia lateral (conjugacéo e a distancia entreés aromaticos homociclicos e
heterociclicos), e dos anéis aromaticos (nitracaaste que o benzonidazol,
farmaco de referéncia, possui um grupo nitro em @&stautura — unidade
farmacoforica) quanto a sua toxicidade sobre asder epimastigotas do
Trypanosoma cruzDiante dos resultados que serdo obtidos, pretersl&acar
um perfil da relacéo estrutura-atividad®E@) dos derivados e analogos (1,2,4-

oxadiaz0is) com a piperina.
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3- RESULTADOS E DISCUSSOES

3.1- Estratégias de sintese

3.1.1. Estratégia para a sintese do 1,2,4-oxadiadi@rivado direto da amida natural 1.

Para a sintese das novas moléculas propd&fas@) , derivados e analogos a piperina
1, fez-se necessério a preparacéo de seus respeatidos carboxilicos com duas abordagens
de modificacdo estrutural: na cadeia lateral (valiaa quantidade de carbonos olefinicos e a
saturacdo dos mesmos) e no carbono seis do amedhtzco (nitracdo)O Esquema 10abaixo
mostra a rota sintética para obtencdo do oxadi&splderivado direto da amida natural

piperinal cujo procedimento de isolamento encontra-se deswipagina 79

o o)
<0 X N |.G.F 0 NN OH |G.F

o 1 o) 52a

O
o) | 0/}{
S NH, N >\©

<O X c 54 . Py < N N

o 53a o) 55

Esquema 10 Rota sintética para a preparacdo do novo derit#jd-oxadiazolic®5 a

partir da amida naturdl

O derivado 1,2,4-oxadiazolicé5 pode ser preparado através da reacdo de
substituicdo nucleofilica acilica entre o clore¢oatido53ae a benzamidoxima4. Por
sua vez, o cloreto de aci®@a pode ser obtido por interconversao de grupo furatio
(1.G.F) tendo o &cido piperinica2acomo precursor. Diversas metodologias podem ser
empregadas para obtencdo do intermedi&Be dentre elas destacamos o uso de
cloreto de tionila (SOG) e cloreto de oxalila (COGl)(March, 1985). O acido
piperinico52apode ser facilmente preparado a partir da amitaald, através de uma

reacdo de hidrolise basica, como pode ser obsen@dgperimental dgagina 82
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3.1.2. Estratégia para a sintese de derivados 12¥dadiazélicos analogos a

piperina 1.

Seguindo a mesma estratégia sintética descritesgmema 10(pagina 36,
outros analogos também foram preparados, variarekiratura dos cloretos de acido
(preparados a partir dos respectivos acidos) eragosgna etapa de acilacdo. No
Esquema 1] pode ser observada a estratégia para sinteseitres alerivados da
piperina, com modificacdes estruturais. Foram peepes dois derivados piperinicos
(com a cadeia lateral contendo quatro carbonosgiosem com a cadeia lateral saturada
56, e outro com a cadeia lateral saturada além desuwd@tuicdo na posicao seis do
anel aromaticdb7. Vale ressaltar como obteve-se os intermedi&Ris e 52¢ O
intermediério 52b, foi obtido através de uma reacdo de reducdo itbegalacido
piperinico52a (pagina 91, enquanto qué2c foi obtido através de uma reacdo de

nitracdo de&52b mostrada ngpagina 97,

x o O
o N X ol 1) Redugéo catalitica <
< 2) Nitracédo o
© 52a
_ _ N,OH
o | o—N
(j)\NH2 A
N
0 a 54, py ° N
< —
0 X X=H 53b o < X=H 56
B X=NO, 53¢ | X=NO, 57

Esquema 11Rota sintética para a preparacao de outros desvha@,4-oxadiazolicos

(56 e57) a partir do acid®2a, derivado da piperina

Ja noEsquema 12encontra-se descrita a estratégia sintética pdesngdo dos
derivados oxadiazdlicos, analogos a piperihaderivados do aldeido comercial
piperonal 63. Até a etapa da reacdo entre os cloretos de &3doa 53h com a
benzamidoximab4, vale ressaltar como chegou-se aos intermedi@stéveiss2d a
52h, precursores dos cloretos de acido citados. ¢taesncédo do acido caboxiliéad,
contendo dois carbonos na cadeia lateral, utils@a reacdo de Knovegnagel entre o

piperonal63 e o acido maldnicé4 (pagina 85. Ja o intermediario cinamico reduzido
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52f teve como precursded, onde foi realizada uma reacao de reducao cagalitijo
experimental foi descrito n@a pagina 94 O intermediario cinamico reduzido e nitrado
52g por sua vez, foi obtido através de uma reacassicié de nitracdo d&2f (vide
experimental napagina 100Q. Dando sequéncia a sintese dos precursores acidos
carboxilicos, o intermediarib2e com auséncia da cadeia lateral, foi obtido afale®

uma reacdo de oxidacdo do piperorid, utilizando Reagente de Jones (vide
experimental npagina 89. Ja o intermediari®2h, com a asséncia na cadeia lateral e
nitrado na posi¢cado seis do anel aromético, foidobétravés do nitracdo de (vide
experimental npagina 106.

HO n=1(insaturado) e X=H _52d
—0
o H i n=0 e X=H 52e
H _064 (o]
< HO 22 OH n=1(saturado) e X=H _52f
R —
n=1(saturado) e X=N 52
(o) 63 o ( ) Q 352

n=0 e X=NQ _52h

=}
;5

n=1(insaturado) e X=H 58

o
n=1(insaturado) e X=H _53d n=0 e X=H _59
n=0 e X=H _53e n=1(saturado) e X=H _6
n=1(saturado) e X=H _53f n=1(saturado) e X=NQ 61
n=1(saturado) e X=NQ  53g n=0 e X=NQ, 62
n=0 e X=NO, _53h

Esquema 12 Estratégia sintética para a preparacao dos desvh@,4-oxadiazois
(58 a_62 analogos a amida natufiah partir do piperond3.
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3.2. Estratégias de sintese dos precursores acidoarboxilicos, derivados e

analogos a piperina_1, com modificacao estrutural

< jCJ\Vanal;ao dacadeialateral (n=0,1 e2)
37 Saturacio das duplas ligagies

Nitragdono C-6 X=H e X=NO,

Figura 28. Diferentes padrdes estrututrais dos precursorésscarboxilicos para a
sintese dos novos derivados 1,2,4-oxadiazdlicos

3.2.1. Modificacéo da cadeia lateral

Para realizar a sintese dos intermediarios aciddsoxkilicos foram necessarias
reacdes tais como:

* A hidrdlise basica da funcdo amida da pipefirfkan, 1991) para obtencéo

do &cido piperinico52a), com 2 insaturacées (4C —“spntre a carbonila e

0 anel aromaticop@gina 82;

* A reacdo de Knoevenagel com o pipero®d) (Silvaet al, 2002), para a
obtencéo do acido 3,4-metilenodioxi-cinamié@d), com 1 insaturacdo (2C

— sgf) entre a carbonila e o anel arométipéadina 83;

« A oxidacdo da funcdo aldeido do pipero@ (Rodig, 1990) para a
obtencéo do acido 3,4-metilenodioxi-piperonilié@d), e do nitro-piperonal
65 (Mitscheret al, 1978) , com auséncia de carbono entre a carberila

anel aromaticopagina 88;

* A reducdo catalitica (Pd/C) das ligacBes duplas @tdos previamente
preparado$2a e 52d (paginas 82 e 8p responsaveis pela conjugacdo da
carboxila ao anel aromatico (Venkatasaetyal, 2004) para obtencédo dos
acidos saturadds2b e 52f (paginas 91 e M
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3.2.2. Modificacdo no anel aroméatico

Para a realizar a sintese dos derivados nitradesnfmecessaria reacdes tais
como:
e A nitracdo dos acidos saturads2b e 52f e do piperonab3 (paginas 97,
100 e 10% utilizando a reacdo de nitracdo catalisada pidtoa(Vogel,
1989) (Rascado, 1997).

3.3. Isolamento da piperina dos frutos secos dReper nigrum.

A primeira etapa deste trabalho consistiu rmamento do produto natural
(Ikan,1991), visando a obtencao de quantidadesuades de piperina para a sintese de
seus derivados.

A metodologia aplicada para a extracao do produitddscrita por lkan (1991),

e otimizada em nosso laboratério onde foi utilizads aparelhagem de Sohxlet, tendo
etanol como solvente (Ribeiro, 2004) (DaSilva, 2008 Figura 29 mostra a

aparelhagem utilizada para a extracdo do matexgetal.

Figura 29. Extrator de Sohxlet acoplado a manta de aquecoreeabndensador.
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ApoOs extracdo e tratamentos adequados, a pipeoinabtida na forma de
cristais amarelos. O material foi obtido, normalteeem grau de pureza adequado, 0
que foi confirmado através dos métodos convencsotkianalise (RMN, IV e EM). Os
dados obtidos foram totalmente compativeis com teutasa da amida natural, e
também por comparacdo com dados descritos natlitarDe Araujo Junioet al,
1997).

No espectro de infravermelho pode ser observadafarteaabsor¢cdo em 1634
cm?, indicando a presenca da funcdo carbonila amiinfugada, além das absorcées
na regido entre 2937-2858 ¢mreferentes as deformacdes axiais das ligacdes C-H
(Espectro 1 pagina 79. No espectro de RMRH, observou-se um sinal simples &m
5,97 ppm, referente aos 2 hidrogénios do grupammetidenodioxilico, além de um
grupo de sinais entrd 6,40 ed 7,43 ppm, referentes aos hidrogénios olefinicos da
cadeia lateral, e os 3 hidrogénios aromaticogspéctro 3 pagina 79. No espectro de
RMN *°C observou-se um sinal ein165,3 ppm, referente & absorcdo do carbono da
carbonila amidicaHspectro 4, pagina 80 O espectro de massas mostrou, além do
pico do ion molecular e pico basa/¢ = 285 u.m.a., 100% de abundancia relativa)
(Espectro 2 pagina 79, fragmentos caracteristicos para a estruturaridsanatural. O

Esquema 13mostra uma proposta de fragmentacao para a paderin

N e 0 Py
@Mﬂ@ia

m/z 285 (M*+ ,100%) m/z 201 (15%)
2T 20T J c’
- <
miz 173 (75%) m/z 143 (25%) m/z 115 (25%)

Esquema 1®roposta de fragmentacao para a pipekina
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3.4 Sintese dos acidos carboxilicos (52a a 52hjemmediarios na sintese dos 1,2,4-
oxadiazais.

3.4.1 Hidrdlise alcalina da piperina_l.

A preparacdo do primeiro derivado envolveu a higedlda funcdo amida
presente na pipering, gerando o acido piperinica2a (Esquema 14. Esta reacao
encontra-se experimentalmente descrita no trabadhtékan (Ilkan, 1991). Contudo a
reacdo nao se completou conforme descrito por (k881), sendo necessario entao
modificagbes no tempo de reacdo, de 2 horas pdrar& de refluxo e elevar as
guantidades de base utilizada (Ribeiro, 2004),gleraassim o acido piperinicsa

apos acidificacdo do meio, em elevado rendimer2®]%® grau de pureza adequado.

<0 N X O ab Y X X oHl
o 92% o

1 52a

Reagentesa) KOH/etanol, refluxo, 6h; b) HCI 10%, até pH 3,0
Esquema 14 Hidrdlise basica da piperiria

O acido52a apresentou ponto de fuséo idéntico ao descritbteratura (Pf.:
216-217°C) (lkan, 1991). Além da analise compaaadi® ponto de fusdo, o produto foi
devidamente caracterizado pelos métodos conversialga anélise. No espectro de
infravermelho observou-se uma banda larga, entr@0-3200 crit, devido ao
estiramento da ligacdo OH do acido carboxilico.edlosu-se ainda a absorcéo a 1678
cm’, caracteristica da carbonila de &cido conjugdespéctro 5, pagina 82 No
espectro de RMNPC observou-se um sinal ein169,0 ppm, referente ao carbono da
carbonila Espectro 8, pagina 88 No espectro de RMNH observou-se um singleto
em 0 12,2 ppm do hidrogénio acido, e o restante dosissifioram totalmente
compativeis com a estrutura 88a (Espectro 7, pagina 82 O espectro de massas
mostrou, além do pico do ion molecular e pico b@s&g = 218 u.m.a., 100% de
abundancia relativa)gSpectro 6, pagina82), fragmentos caracteristicos para o acido

52a OEsquema 15mostra uma proposta de fragmentacéo para o &2@o
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o |7 +
0 \\—‘OHjj 0 N &
SO XS N

m/z 218 (M+ ,100%) m/z 201 (15%)
CcO H.C=0 CO
2
W, O N M J TSN
m/z 173 (75%) m/z 143 (25%) m/z 115 (50%)

Esquema 15Proposta de fragmentacédo para o acido piperifieo

3.4.2 Sintese do acido cinamico 52d

A preparacdo do éacido cinamice2d foi realizada através da reacdo de
Knoevenagel entre o piperorgB e o acido malénicoEsquema 16, em presenca de

piperidina, tendo piridina como solvente (Sietaal.,2002).

o 0
H a,b 0 S OH|
—_—
75% <
0 63 0 52d

Reagentesa) ac. malbnico, piridina e piperidina, refluxd, 4) HCI 10%

Esquema 1Reacao de formacéo do acido cinantid.

A reacao se da através da formacao do enolatoido d@lbénico, pela acdo da
piperidina como base. O anion formado ataca o @ealetrofilico do piperonal
(carbonila aldeidica), formando um intermediariccativel de sofrerin situ, uma
eliminacdo  descarboxilativa que por restriches res#detronicas, gera
estereosseletivsmente o alceno com configur&aApds neutralizacdo do meio, 0

acido cinamicd2d é formado, como mostra 0 mecanismo descritBsguema 17
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Esquema 17Proposta de mecanismo para reacao de Knoeverggeldt al.,2002).

O acido cinamicab2d foi obtido, apds recristalizacdo, na forma detaiss
brancos apresentando ponto de fusdo idéntico awritdesa literatura (Pf.. 238°C)
(Silva et al., 2002). Além da andlise comparativa do ponto dédu® produto foi
devidamente caracterizado pelos métodos conversialga anélise. No espectro de
infravermelho observou-se uma banda larga, entr@0-3800 crit, devido ao
estiramento da ligacdo OH do acido carboxilico.edlosu-se ainda a absorcdo em 1692
cm’, caracteristica da carbonila de &cido conjugdgspéctro 9, pagina 88 No
espectro de RMN*C observou-se um sinal e169 ppm, referente ao carbono da
carbonila Espectro 12, pagina 85 No espectro de RMRH observou-se um singleto
emd 12,3 ppm, com um hidrogénio, referente ao acidbadlico, além de outros
sinais compativeis com a estrutura do a&#d (Espectro 11, pagina 8b O espectro
de massas mostrou, além do pico do ion moleciparcebaserfi/z= 192 u.m.a., 100%
de abundancia relativa¢pectro 1Q pagina 89, fragmentos caracteristicos para o
acido52d. O Esquema 18mostra uma proposta de fragmentacao para o 4cidmao
52d.
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m/z 192 (Mt ,100%) m/z 175 (30%)
H,C=0 /ES )
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A N A

m/z 145 (20%)

Esquema 18 Proposta de fragmentacgéo para o acido cinagfido

3.4.3 Sintese do acido piperonilico 52e.

Para a preparacdo do derivado piperonib@e foi realizada uma reacdo de
oxidacdo com o reagente de Jones (2,68M;Qr(Rodig, 1994)sobre o piperonal
(Esquema 19, tendo acetona como solvente.

<j§f —— <

Reagentes:a) Reagente de Jones(2,68M em {ir@cetona, 4h ,°C.

52e

Esquema 190xidacéo do piperonéi3.

Apés a recristalizacdo, o &cido piperonilis@e apresentou ponto de fusdo
semelhante ao descrito na literatura (Aldrich, 265Além da analise comparativa do
ponto de fuséo, o produto foi devidamente caraadd pelos métodos convencionais
de andlise. No espectro de infravermelho observarsebanda larga, entre 3500-3400
cm?, devido ao estiramento da ligacdo OH do &cidocodlibo. Observou-se ainda a
absorcdo em 1673 éhcaracteristica da carbonila de acido conjugdthpéctro 13,
pagina 89. No espectro de RMRPC observou-se um sinal edl67 ppm, referente ao
carbono da carbonil&E6pectro 16, pagina 89 No espectro de RMNH observou-se
um singleto em® 12,6 ppm com integracdo para um hidrogénio, referao acido

carboxilico, além de outros sinais, compativeis @mstrutura do acido piperonilico
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52e (Espectro 15, pagina 88 O espectro de massas mostrou, além do pico mo io
molecular e pico base (m/z = 165 u.m.a., 100% dm@dncia relativa)Espectro 14,
pagina 88, fragmentos caracteristicos para o ad@e O Esquema 20mostra uma
proposta de fragmentacao para o a&de

<ji>ﬂ°‘: <ZI>E°+

m/z 165 (M*-1,100%)
m/z 166 (M¥,70%)

e oy’

m/z 149 (30%)

Esquema 20 Proposta de fragmentacéo para o acido piperortifieo

3.4.4. Sintese dos acidos saturados 52b e.52f

A preparacéo, tanto do &cido 3,4-metilenodioxiaietopiperinico52b quanto
do acido 3,4-metilenodioxi-diidrocinamicaf, foi realizada através da hidrogenacéo
catalitica heterogénea, em atmosfera déaHpressao normal), catalisado por Pd/C em
acetato de etila como solvente (Vankatasamgl, 2004), utilizando os acidds2a e
52d como matéria-prima o precursores sintéticos. Qu&sg21 mostra as reacdes de

reducao catalitica.

(o)
a <O n OH
—_—
- 0
76-80% o) n=2 52b
240 n=1  52f

Reagentesa) H,, Pd/C; acetato de etila, pressédo atmosféricagl.a,

Esquema 21Reacé&o de reducao catalitica dos ackfizse 52d.
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Para o acido 3,4-metilenodioxi-tetraidropiperink@i, no espectro de infravermelho,
foi observada uma banda larga, entre 3500-3408 devido ao estiramento da ligacdo
OH, além da absorcdo em 1708 Gmaracteristica da carbonila de &cido ndo conpgad
(Espectro 17, pagina 91 No espectro de RMNC foi observado um sinal et 180
ppm, referente ao carbono da carbonila ndo congugadinais entre 24,2 e 35,3 ppm
referentes aos carbonos saturadespéctro 20, pagina 92 Nos espectro de RMRH
foram observados os sinais entre 1,6 a 2,5 pprarerdies aos hidrogénios da cadeia
saturadaKspectro 19, pagina 9L O espectro de massas, além do pico do ion mafecu
m/z = 222 u.m.a. e pico base 135 u.m.a., apresdraegmentos caracteristicos ao acido
52b (Espectro 18, pagina 91 O Esquema 22mostra uma proposta de fragmentacao

para o acido 3,4-metilenodioxi-tetraidropiperink2ib.

O|—' ‘OH /\ }/B*
0 OH —»J <O /A
1T L 0

m/z222 (M ¥ ,75%) m/z 205 (10%)

0
o S

_ A < IGCH+
o —

m/z 135 (100%)'ion tropilio"

Esquema 22 Proposta de fragmentacao para o acido tetrajoledpico52b.

No espectro de infravermelho do acido 3,4-metilemaetiidrocinamico 52f foi
observada uma banda larga, entre 3300-3206, ciavido ao estiramento da ligagéo
OH, além da absorcdo em 1733 %roaracteristica da carbonila de 4cido ndo conpigad
(Espectro 21, pagina 9% No espectro de RMRFC foi observado um sinal en179
ppm, referente ao carbono da carbonila ndo congugads sinais 30,4 e 36,1 ppm,
referentes aos carbonos benzilica-earbonila, respectivamentegpectro 24, pagina
95). Nos dados de RMNH foram observados os dois tripletos em 2,63 e P87,
referentes aos dois metilen@s B-carbonila Espectro 23, pagina 9% O espectro de
massas, além do pico do ion molecular m/z = 194.au.m pico base 135 u.m.a.,
apresentou fragmentos caracteristicos ao &lfi(Espectro 22, pagina M
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O Esquema 23 mostra uma proposta de fragmentacdo para o acide 3,

metilenodioxi-diidrocinamicé®2f.

oy

o |t
| "OH o ~ F
<O OH \_/4 <
o 52f ©

m/iz194 (M*,50%) g m/z 177 (5%)

H,C=C=0 o & (|:+\ o T
2 A H .
L <o:©/ — <01©CH

m/z 135 (100%) "ion tropilio"

Esquema 23Proposta de fragmentacado para o acido diidrociciabaf.

3.4.5. Sintese dos acidos nitrados 52¢ e 529 e 52h.

A nitracdo do anel aromatico dos respectivos aocidolsoxilicos reduzidoS2b
e 52f, obtidos na etapa anterior, foi realizada utild@mmuma reacdo de nitragcdo em
solvente organico, gerando os respectivos nitraaticos em rendimentos satisfatorios
(77-82%) (Rascado, 1997gquema 24. Para os acidos conjugads®a e 52d, ndo
foi possivel realizar a nitracdo do anel aromagicmvavelmente devido a interferéncia
das insaturacOes da cadeia lateral. As reacOespaea derivados nitracdo apresentou
problemas, com inimeros subprodutos comprometeadorendimento, por isso foi
descartada a utilizagéo do seu derivado.

Outro fator relevante a ser mencionado sobre estgdo de nitracdo € a
regiosseletividade da nitracdo na posicdo 6 (sospnel aromatico, devido aquele
carbono apresentar maior densidade eletrénicapsasglm mais reativo frente a uma

reacdo de substituicdo eletrofilica aromatiesguema 24)Costa, 2000).

49



(0]
R a

_

(0]

NO,

n=2 R=OH 52b

n=2 R=OH 52c (77%)

n=1 R=OH 52f n=1 R=OH 52g (83%)
n=0 R=H 63 n=0 R=H 65 (62%)

* Precursor do acidao 52h(vide experimental e
caracterizacdo na pagina 100)

Reagentesa) HNGQ; (conc), Acido acético glacial, , 5h, t.a.

Esquema 24 Nitracdo do anel aromatico.

O acido 3,4-metilenodioxi-6-nitrotetraidropiperinicc2¢ apds recristalizagéo,
apresentou-se como um sélido amarelo amorfo e pdetdusdo 111-112°C. No
espectro de infravermelho observou-se uma bandm lam 3423 cih devido ao
estiramento da ligagdo OH do &cido carboxilico.eDlisu-se ainda a absorgcdo em 1710
cm?, caracteristica da carbonila de &cido no codug@aspectro 25, pagina 9% No
espectro de RMNC observou-se um sinal eh177 ppm, referente ao carbono da
carbonila ndo conjugada e outro sinal @53 ppm, referente ao carbono ligado ao
grupo nitro Espectro 28, pagina 98 O espectro de RMNH, apesar de nao ter
apresentado o hidrogénio acido, apresentou osesisgtos hidrogénios isolados do
anel aromatico emd 9,08 e 8,50 ppm, o restante dos sinais foram netate
compativeis com a estrutura (Espectro 27, pagina 9Y. O espectro de massas
mostrou, além do pico do ion molecular e pico bae& = 267 e 204 u.m.a.
respectivamente), fragmentos caracteristicos padaido 52c (Espectro 26, pagina
97). O Esquema 25 mostra uma proposta de fragmentacdo para o acido 6-

nitrotetraidropiperinic®2c
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NOQ M+ -1 m/z266 (10/0)

" -OH
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< - 0
0 NO, NO,
M +miz 267 (0%) miz 250 (5%)
HNO +
H c CH, /O
< — <
miz 204 (100%) Mz 176 (55%)

1,4[H O

7 +
(0] .
b e A

<0
o —r 1,4 [H] <oj©/

H
NH h miz 136 (50%)

Esquema 25Proposta de fragmentacao para o acido 3,4-mediiexie 6-
nitrotetraidropiperinic®2c

O acido 3,4-metilenodioxi-6-nitrodiidrocinamicdb2g, apds recristalizacéo,
apresentou-se como um sélido amarelo amorfo e pdatdusdo 154-156°C. No
espectro de infravermelho observou-se uma bandm,l@m 3425 cih devido ao
estiramento da ligacdo OH do acido carboxilico.edlosu-se ainda a absorcdo em 1711
cm?, caracteristica da carbonila de acido n&do codudaspectro 29, pagina 10D
No espectro de RMN®C observou-se um sinal&176 ppm, referente ao carbono da
carbonila ndo conjugada e outrd 453 ppm, referente ao carbono ligado ao grupo nitr
(Espectro 32, pagina 101 O espectro de RMNH, apesar de ndo apresentar o
hidrogénio acido, apresentou os singletos dos ¢éiios isolados do anel aromético
em d 7,46 e 6,89 ppm. O restante dos sinais foramntetale compativeis com a
estrutura dé&2g (Espectro 31, pagina 100 O espectro de massas mostrou, além do
pico do ion molecular e pico base (m/z = 239 eld.i#6a respectivamente), fragmentos
caracteristicos para o acifigdg (Espectro 30, pagina 100 O Esquema 2Gmostra uma

proposta de fragmentacao para o acido 3,4-metileried-nitrodiidrocindmicdb2g
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Esquema 26 Proposta de fragmentacado para o acido 3,4-mediiexio 6-
nitrodiidrocinamicob2g

O éacido 3,4-metilenodioxi-6-nitropiperonilidh, apds purificacdo, apresentou-se
como um solido amarelo cristalino e ponto de fud&d-166°C. No espectro de
infravermelho observou-se uma banda larga, em 8425 devido ao estiramento da
ligacdo OH do &acido carboxilico. Observou-se airdabsorcdo em 1712 &m
caracteristica da carbonila de acido ndo conjugaspectro 37, pagina 106 No
espectro de RMN?C observou-se um sinal & 165 ppm, referente ao carbono da
carbonila e outro & 144 ppm, referente ao carbono ligado ao grupo (#spectro 40,
pagina 107. O espectro de RMNH, apesar de n&o apresentar o hidrogénio &acido,
apresentou os simpletos dos hidrogénios isoladosndbaromatico em 7,25 e 7,47
ppm. O restante dos sinais foram totalmente comgiaticom a estrutura d&2h
(Espectro 39, pagina 106 O espectro de massas mostrou o pico do ion olalec
acrescido de uma unidade de massa atbmica (m/z @d@jrmando a estrutura do
acido52h (Espectro 38, pagina 106 O Esquema 27mostra a formacéo deste pico-

base.
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Esquema 27 Proposta de formacéo do pico-base para o acidm&tdenodioxi- 6-

nitrodiidrocinamicos2h.
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3.5. Sintese dos cloretos de acido 53.

Para a sintese dos novos 1,2,4-oxadia&8sa(62), a passagem pelos cloretos
de &cido52 a 53 (cloreto de acila) foi comunEgquema 28. A formacéo dos cloretos
de acido teve como objetivo obter intermediariogsnraativos frente a reacdo de
substituicdo nucleofilica acilica, que dara origaans novos derivados 1,2,4-

oxadiazolicos.

D/(\&)‘\ < DA\‘JI\Q
n=2 (insaturado) _52a ~ n=2 (insaturado) _53a
n=2 (saturado) X=H  _52b n=2 (saturado) X=H  _53b
n=2 (saturado) X=NQ 52c n=2 (saturado) X=NQ 53c
n=1 (insaturado) X=H _52d n=1 (insaturado) X=H _53d
n=0 X=H _52e n=0 X=H _53e
n=1 (saturado)  X=H _52f n=1 (saturado)  X=H _53f
n=1 (saturado) ~ X=NQ 529 n=1 (saturado)  X=NQ 53¢
n=0 X=NO  52h n=0 X=N© 53h

Reagente:a) (COCI), t.a., 1-2h
Esquema 28 Sintese dos cloretos de acila.

Os cloretos de tionila (SO£le oxalila (COCH sao usualmente os reagentes de
escolha para a sintese de cloretos de acila. Apesea vantagem de formarem
subprodutos gasosos (§@O, CQ) que ndo contaminam o produto (March, 1985).
Apesar de apresentarem comportamento reacionallsame as condi¢coes reacionais
sao distintas: para utilizar o cloreto de tionileefiuxo € necessario, ja com cloreto de
oxalila a reacdo se passa a temperatura ambiemtdaRer disponibilidade do cloreto
de oxalila, este foi utilizado na preparacdo dasetbs de acidos. Por apresentar alta
reatividade os cloretos de acido sintetizados aéanf quantificados ou purificados por
nenhuma técnica, foram todos considerados purasgeeimpanhamento por CCF (pela
formacéo do éster metilico, pela reacéo instantdapametanol) e utilizados logo em
seguida, apds remocdo do excesso de cloreto déaael evaporador rotatorio.

No Esquema 29,encontra-se descrita uma proposta para 0 mecaniEmo
formacdo dos cloretos de acila pela reacdo doscebgps acidos com cloreto de

oxalila.
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Esquema 29 Proposta mecanistica para formacao dos cloretasildeutilizando
cloreto de oxalila. (March, 1985)

3.6. Sintese da benzamidoxima 54

O precursor para a obtencdo da benzamidosddesejada é a benzonitrbs,
um reagente comercial facilmente acessivel. A medgdbenzonitrila com cloridrato de
hidroxilamina, em presenca de Nag¥8-hidroxiquinolina como catalisador (Cottrell
et al, 2004)(Esquema 30, nos fornece a benzamidoxirbd em forma de um sélido
marrom, com ponto de fusdo igual a 76° C. O rendiimpara essa reacao gira em torno

de 95%, 0 que nos permite obté-la em escalas mairtias.

OH
N/
CN
a NH,
8-hidroxiquinolina (catal.)
66 54

Reagentesa) NH,OH.HCI e NaCQ

Esquema 3Nlitracao do anel aromatico.

No espectro de infravermelho observamos uma abs@é3373 ¢, o que
caracteriza a presenca do grupo funcional oxima.1BAb cnit, temos uma banda
correspondente a uma deformacédo angular simétdcplano de N-H Espectro 41,
pagina 10§.
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No espectro de RMN®C observou-se um sinal & 154 ppm, referente ao
carbono sete imidico e outro®dal32 ppm, referente ao carboipso (Espectro 44,
pagina 109. O espectro de RMRH apresentou os singletos dos hidrogénios ligados a
oxigénio e nitrogénio, respectivamente én8,24 e 5,00 ppm. O restante dos sinais
foram totalmente compativeis com a estruturdb4i€Espectro 43, pagina 100 cuja
caracterizacdo e estudos espectroscopicos ja Isata publicado pelo grupo de
Srivastava em 1996 . Ja no espectro de masgee¢tro 42, pagina 10 observou-se o
pico do ion molecular (m/z = 136 u.m.a. com 60%abandancia relativa), além do
fragmento m/z=119 u.m.a. com 30% de abundanciativalaA proposta de

fragmentacao encontra-se descrit&asquema 31.

N~ O\H N '
| 7

\
_H m/z 137 (Mt +1, 100%) NH
| m/z 136 (Mt, 60%)
H m/z 135 (Mf -1, 5%) miz 119 (30%)
54
i
l?O v o /:0\ .

N \ H N H N 3
| /H .. ..
N N- N-
O @| — |
H [1,4] H H H

Esquema 31Proposta de fragmentacdo para a benzamido&#ma
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3.7. Sintese dos derivados 1,2,4-oxadiazélicos 562a

Esses derivados finais foram preparados atravésndereacdo de substutuicdo
nucleofilica acilica dos respectivos cloretos dagb3aa53h) com a benzamidoxima
54, ambos descritos acima. A metodologia foi adaptwdrabalho de Chiou&Shine
(1989), sendo piridina o solvente utilizado na &ae também desenvolvendo a funcéo
de base, abstraindo um proton do benzamidoXifdornando esta mais nucleofilica

para atacar o respectivo cloreto de aci8a@a53h) (Esquema 3).

o) o/I‘i
<O X - a —a o <O SN - \N>\©
o X o X

n=2 (insaturado) X=H _B3a n=2 (insaturado) X=H 55
n=2 (saturado) X=H _53b n=2 (saturado) X=H _56
n=2 (saturado) X=NQ 53c n=2 (saturado) X=NQ 57
n=1 (insaturado) X=H _53d n=1 (insaturado) X=H _58
n=0 X=H _ 53e n=0 X=H _59
n=1 (saturado) X=H _53f n=1 (saturado) X=H _60
n=1 (saturado) X=NQ 53¢g n=1 (saturado) X=NQ 61
n=0 X=NO 53h n=0 X=NO 62

Reagentesa) Benzamidoxim&4, piridina, refluxo, 4-6h.

Esquema 31Preparacdo dos novos derivados 1,2,4-oxadiaz@igastir do cloreto de acido.

A proposta mecanistica para a formacédo desses mwrosdos 1,2,4-oxadiazolicos

encontra-se descrita, de forma genéricasguema 32Ooi&Wilson, 1980).
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Esquema 32Proposta mecanistica para formacgéo dos derivh@@soxadiazolicos
(Ooi&Wilson, 1980).

Para corroborar a formacéo do intermedi@dacilado66 mostrado na proposta
mecanisticaEsquema 30, pagina 53 elegeu-se o derivado direto da piperina com
cinco carbonos na cadeia lateral e duas insatlsa@@ga isolar e caracterizar. Este
derivado foi obtido na forma de cristais amorfoscde amarelo, e seu ponto de fuséo
foi 164-166°C yide experimental na pagina 13p Para determinar sua caracterizacao
utilizou-se apenas a técnica de RMN. No espectr@Mdl *C observou-se um sinal a
d 156 ppm, referente a absor¢do do carbono trésidea oxadiazdlico, e ainda um
outro sinal a 164 ppm, referente a absor¢do do carbono cinothémn do nucleo
oxadiazélico (Espectro 78, pagina 137)No espectro de RMNH observou-se um
simpletoé 7,02 ppm, referente ao hidrogénio da porcao, Ml molécula, além de
outros sinais compativeis com a estruturé@IéEspectro 77 pagina 136).

Para a sintese dos oito novos derivados 1,2,4-ax@ltios, o procedimento
experimental adotado foi basicamente o mesmo. Hpowem algumas peculiaridades
nos procedimentos experimentais, como por exempl@tapa final de adicdo de agua
ao meio reacional para consequente precipitacaopraluto final, sendo este

bY

posteriormente filtrado a vacuo. Apenas para ovddd 61 essa precipitacdo néo
ocorreu, sendo entdo o meio reacional devidameati@db, afim de eliminar a piridina

residual Yide experimental pagina 13D
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Outro detalhe é em relacdo ao derivado piperinatorado56, que foi obtido
atraves da reducao cataliticadfe(vide experimenal na pagina 11 enquanto que o
derivado cindmico saturad6é0 ndo seguiu 0 mesmo comportamento. O perfil
cromatografico do produto da reducéo catalitic®®eao foi equivalente ao esperado
para60, sendo este derivado entédo preparado a particido 82f (vide experimenal
na pag. 115) A tabela abaixo mostra o rendimento global deacderivado 1,2,4-

oxadiazélico sintetizado, e seu respectivo precyfsabela 6).

Tabela 6 Rendimentos globais na sintese dos novos desvh@-oxadiazais.

Derivado 1,2,4-oxadiazolico Precursor Rendimento
55 52a 78%
56 55 92%
57 52¢ 35%
58 52d 83%
59 52e 43%
60 52f 45%
61 529 45%
62 52h 63%

Como o nucleo 1,2,4-oxadiazoélico esta presenteoglmstos derivaddss a 62,
os espectros de IV, RMM e 1°C apresentaram-se bem semelhanfebéla 7, 8 e 9,
paginas 66e 67, respectivamente), salvo para as modificacbesadaia lateral. J& na
espectrometria de massas, todos os derivadosdxaiazolicos apresentaram o pico
do ion molecular, sendo em alguns casos em quevieste somado ou subtraido de
uma unidade de massa atdbmica, devido ao efeitetféqri (Watson, 1994).

Além disso, algumas fragmentacdes caracteristécdsgcritas na literatura com
moléculas contendo esse nucleo 1,2,4-oxadiazd@icdém foram observadas nos oito
novos derivadoS5 a62 sintetizados (Srivastava, 2003).

A atribuicdo dos dados espectroscépicos (IV, RMNe **C) foi realizada por
comparacdo de dados presentes na literatura (CBioun&, 1989)(Jakopiret al,
2007)(Bora & Farooqui., 2007).
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O derivado55 (vide experimental na pagina 11pPfoi obtido na forma de um
sélido amarelo amorfo e apresentou ponto de fus&8°CL No espectro de
infravermelho observou-se uma banda entre 1528, aevido ao estiramento da
ligacdo C=N do heterociclo. Observou-se ainda ueguena absorcdo em 931°tm
referente a ligacdo N-O também presente no hetbopae outra banda dupla, em
734/649 cnt, devido & deformacdo angular da ligacdo C-H rafereaos cinco
hidrogénios vizinho presente no substituinte feffapectro 45, pagina 112)No
espectro de RMN?C observou-se um sinaldal75 ppm, referente ao deslocamento do
carbono cinco do nucleo 1,2,4-oxadiazOl{Espectro 48, pagina 113)No espectro de
RMN 'H observou-se um duplet® 6,47 ppm, referente ao hidrogénio alfa ao anel
oxadiazélico, aléem de outros sinais compativeis eosstrutura dé5 (Espectro 47,
pagina 113) O espectro de massas apresentou o0 pico do ioecutad (m/z 318
u.m.a.), e M+1 (m/z 319 u.m.a), além de algunsnfiiexgfos caracteristicos parebb
(Espectro 46, pagina 113)O Esquema 33mostra uma proposta de fragmentacéo para
o derivaddbb.

N H

+
o H O/N\ ‘ -
A o r%\ P >\©
o NN Dy 70 eV < N N
<O o H m/z318 (M 100%)

_~CH
o “
o

N ‘+
SO ST S |
)¢
—_— AN N
H m/z 172 (25%)
H

0
N +
i k\>\© - -PhCN OD/\/\/QN
(o] AN AN \N <
{ j@m 0 —

o

‘ +

o. \\AN

- <U

‘ +

Ph-CN ' m/z103 (10%)

o N Ph . o’
A = P
o N N \/; >\© \N\// <Oji>/\/\/
< o m/z 201 (10%)
(0]

Esquema 33Proposta de fragmentacéo para o deri&glo
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O derivado58 (vide experimental na pagina 11p foi obtido na forma de
agulhas de cor castanho claro, apresentando pantoisdio 151°C. No espectro de
infravermelho observou-se uma banda entre 1540, alevido ao estiramento da
ligacdo C=N do heterociclo. Observou-se ainda ueguena absorcdo em 927 tm
referente a ligacdo N-O também presente no hetbopae outra banda dupla, em
740/682 cnt, devido & deformacdo angular da ligacdo C-H rafereaos cinco
hidrogénios vizinho presente no substituinte feffapectro 49, pagina 115)No
espectro de RMN®C observou-se um sinal&168 ppm, referente a absor¢do de um
referente ao carbono trés do nucleo oxadiazdliespectro 52, pagina 116) No
espectro de RMNH observou-se um dupleto7,80 ppm, referente ao hidrogénio alfa
ao anel oxadiazolico, além de outros sinais com@iattom a estrutura &8 (Espectro
51, pagina 116) O espectro de massas apresentou, além do pi@ndoolecular (m/z
= 292 u.m.a.), M+l (m/z = 293), M-1 (m/z = 291)éma de alguns fragmentos
caracteristicos para a estrutureb@gEspectro 50, pagina 1160 Esquema 34mostra

uma proposta de fragmentacao para o derié&do

‘ +

o N .
/‘}\\>\©
X NN
w e L N
m/z 292 (M*,100)
\7/
-H,C=0
Contracgéo do anel

m/z 173 (10) miz 145 (25)

\/k (\>\© Ph-CN D/\/L
< miz 189 (7)

<0

— Ph-CN

m/z103 (10)

Esquema 34 Proposta de fragmentacéo para o derivaglo
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Ja o derivad®9 (vide experimental na pagina 11Bobtido na forma de agulhas
de cor creme, apresentou ponto de fusdo 149°C. dpeceo de infravermelho
observou-se uma banda larga entre 1268, cfavido ao estiramento da ligagéo C-O do
grupo metilenodioxi.. Observou-se ainda uma peqaésarcdo em 927 chreferente
a ligacdo N-O presente no heterociclo, e outra dalugpla, em 744/686 chdevido a
deformacéo angular da ligacdo C-H referente aadimdrogénios vizinhos, presentes
no substituinte feniléEspectro 53, pagina 118)No espectro de RMKC observou-se
um sinal a 168 ppm, referente a absor¢cdo de um referentardomo trés do ndcleo
oxadiazélico(Espectro 56, pagina 119)No espectro de RMNH observou-se um
multipletod 8,17 ppm, referente aos hidrogénito do anel anel aroméatico substituinte
na posicao trés do anel 1,2,4-oxadiazolico, alénowteos sinais compativeis com a
estrutura d&9 (Espectro 54,pagina 119) O espectro de massas apresentou, além do
pico do ion molecular (m/z = 266 u.m.a.), M+1 (m¥z267), alguns fragmentos
caracteristicos para a estrutureb@gEspectro 55, pagina 1190 Esquema 35mostra

uma proposta de fragmentacao para o derié&do

+
_N .
—N 0] ‘
A %
S o S
o N 70 eV < N
< T
o
o 59
miz 266 (M+ 25%) miz267 (Mt +1,100%)

ot. N N ot
o %/\>\© I\‘I\>/Ph 0 7 o "
0. ¢ N R w0 ( ]@
(0] (0]
m/z 149 (75%) m/z 121 (20%)

Esquema 35Proposta de fragmentacéo para o derivglo
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O derivado56 (vide experimental na pagina 12) foi obtido na forma de
agulhas amarelas, apresentou ponto de fusdo 718CesNectro de infravermelho
observou-se uma banda em 1241'catevido ao estiramento da ligacdo C-O do grupo
metilenodioxi. Observou-se ainda uma pequena adsoegn 941 cih, referente &
ligacdo N-O também presente no heterociclo, e cedrala dupla, em 725/696 ¢m
devido a deformacéo angular da ligacdo C-H referaos cinco hidrogénios vizinho
presente no substituinte feniEspectro 57, pagina 122)No espectro de RMNC
observou-se um sinal & 168 ppm, referente a absor¢cdo do carbono trésudizm
oxadiazdlico(Espectro 60, pagina 123)No espectro de RMNH observou-se um
multipleto s 8,17 ppm, referente aos hidrogénito do grupamento fenila presente na
posicdo trés do anel 1,2,4-oxadiazélico, além degosusinais compativeis com a
estrutura dé&6 (Espectro 59,pagina 122) O espectro de massas apresentou, além do
pico do ion molecular (m/z = 322 u.m.a.), M+1 (m/323 u.m.a.), outros fragmentos
caracteristicos para o derivalé (Espectro 58, pagina 122)0 Esquema 36mostra

uma proposta de fragmentacao para o deris&do

N o\ *‘T
D/\/\/OL \>'\© 10ev 0]@/\/\/@\>\©
o) \N —— < N
< ) o

miz322 (M*,100%)  m/z323 (M++1, 30%)

Ph 0\
+ N
N= N ‘ 7 +
\% Y ¢ k
0 0 o PhCN
< miz 103 (15%)
(o] m/z 203 (15%)

Esquema 36 Proposta de fragmentacéo para o derivaEglo
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Ja o derivad®0 (vide experimental na pagina 12¥tfoi obtido na forma de um
sélido amorfo de coloragcdo creme, com ponto de ofu8d°C. No espectro de
infravermelho observou-se uma banda larga entr® t&6, devido ao estiramento da
ligacdo C=N do heterociclo. Observou-se ainda ueguena absorcdo em 925tm
referente & ligacdo N-O presente no heterocictjtea banda dupla, em 717/692%tm
devido a deformacéo angular da ligacdo C-H referant cinco hidrogénios vicinais,
presente no substituinte feniEspectro 61, pagina 124)No espectro de RMNC
observou-se um sinal @178 ppm, referente a absor¢do do carbono cincoudteo
oxadiazolico(Espectro 64, pagina 125)No espectro de RMNH observou-se dois
tripletos, um emd 3,11 ppm, e outro e 3,20 ppm, ambos referentes aos hidrogénios
metilénicos da cadeia lateral, além de outros sicampativeis com a estrutura @@
(Espectro 63,pagina 125) O espectro de massas apresentou, além do pidondo
molecular (m/z = 294 u.m.a.), M+1 (m/z = 295), Mib/z = 293 u.m.a), outros
fragmentos caracteristicos para a estrutura6de(Espectro 62, pagina 125)O

Esquema 37mostra uma proposta de fragmentacao para o derad

‘ +

o~
=
_70ev < N
< m/z 293 (M* -1, 100%)
m/z294 (

N
M*,70%) 17005 (Mt +1, 15%)

mc/

m/z 177 (15%) m/z 145 (25%) m/z 105 (10%)

B CH

miz 77 (60%)

Esquema 37 Proposta de fragmentacéo para o deriglo

64



O derivado57 (vide experimental na pagina 12) foi obtido na forma de
agulhas de cor castanho claro, com ponto de fud&o. 8o espectro de infravermelho
observou-se uma banda em 1521'cdevido ao estiramento da ligacdo C=N presente
no heterociclo. Observou-se ainda uma pequena gis@m 933 cih referente &
ligacdo N-O também presente no heterociclo, e uamad em 1326 ¢y devido a
vibracéo simétrica da ligacdo C-N{Espectro 65, pagina 127)No espectro de RMN
13C observou-se um sinaléal68 ppm, referente & absorcéo de um referentaraomo
trés do nicleo oxadiazolic(Espectro 68, pagina 128)No espectro de RMNH
observou-se um simpleto6,73 ppm referente ao hidrogénio dois do anel atiocm e
outro simpleto end 7,49 ppm referente ao hidrogénio cinco deste, al@mutros sinais
compativeis com a estrutura 8@ (Espectro 67,pagina 128) O espectro de massas
apresentou, além do pico do ion molecular (m/z2Z®@#.a.), M+1 (m/z = 323 u.m.a.),
outros fragmentos caracteristicos para a estraeigy (Espectro 66, pagina 128)0

Esquema 38mostra uma proposta de fragmentacao para o derb/ad
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Esquema 38Proposta de fragmentacéo para o derivato
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O derivado6l (vide experimental na pagina 13 foi obtido na forma de
agulhas de cor castanho, com ponto de fusdo 1188Cespectro de infravermelho
observou-se uma banda em 1517'cdevido ao estiramento da ligacdo C=N presente
no heterociclo. Observou-se ainda uma pequena gis@m 925 cih referente a
ligacdo N-O também presente no heterociclo, e uamad em 1328 ¢ devido a
vibracéo simétrica da ligacdo C-N(Espectro 69, pagina 131)No espectro de RMN
13C observou-se um sinaltal68 ppm, referente a absorcéo do carbono trésidem
oxadiazélico(Espectro 72, pagina 132)No espectro de RMNH observou-se um
simpletod 7,48 ppm, referente ao hidrogénio cinco do armhatico, e outro simpleto
em & 6,71 ppm referente ao hidrogénio dois do mesmé&m ale outros sinais
compativeis com a estrutura @& (Espectro 71,pagina 131) O espectro de massas
ndo apresentou o pico do ion molecular, mas sim astescido de uma unidade de
massa atomican(/z = 368 u.m.a), além de alguns fragmentos caratiterdspara a
estrutura deésl (Espectro 70, pagina 131)O Esquema 39mostra uma proposta de

fragmentacao para o deriva@i
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Esquema 39 Proposta de fragmentacéo para o derivgdo
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O derivado62 (vide experimental na pagina 13 foi obtido na forma de
agulhas de cor creme, com ponto de fusdo 172°Cesdpectro de infravermelho
observou-se uma banda em 1504 cdevido ao estiramento da ligacdo C=N presente
no heterociclo. Observou-se ainda uma pequena gis@m 923 cih referente a
ligacdo N-O também presente no heterociclo, e uamad em 1382 ¢ devido a
vibracéo simétrica da ligacdo C-N(Espectro 73, pagina 134)No espectro de RMN
13C observou-se um sinaléal68 ppm, referente a absorcéo de um referentaraomo
trés do nlcleo oxadiazolic(Espectro 76, pagina 135)No espectro de RMNH
observou-se um simpleto7,51 ppm, referente ao hidrogénio dois do anghatito, e
outro simpleto ems 7,74 ppm referente ao hidrogénio cinco do mesthéo) ade outros
sinais compativeis com a estrutura G (Espectro 75,pagina 134) O espectro de
massas ndo apresentou o pico do ion molecularsimasste acrescido de uma unidade
de massa atbmican(z= 312 u.m.a), além de alguns fragmentos caratiterdspara a
estrutura deé62 (Espectro 74, pagina 134)O Esquema 40mostra uma proposta de

fragmentacao para o deriva@2.

o—
o—N Qf\
\ o NN
o o 70 eV N
N —_—
<o 62 o NO,
NO

m/z 312 (M*¥ +1 , 50%)

JL,{ W e j@(/o

2

0, m/z 195 (50%)
+
o\/‘N\ . o—N \
NN
< .NO, <
o NO, o v miz265 (50%)
(o}
D\A +
o N .
‘<0 Ph-CN

- Ph-CN miz 195 (15%)

—
0 ‘ \
o & H,C=0
< Contragéo de anel
o NO,

m/z178 (100%)

Esquema 40Proposta de fragmentacéo para o derivgizlo
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Tabela 7. Algumas absor¢des na regido do infravermelho @4 derivados 1,2,4-

oxadiazolicos obtidoS5a62.

Ugagéo h/(cn14)

estirada ou — - — — -

deformada 25 26 o/ 28 29 60 61 62

C-H (arom) 3066 3070 3064 3070 3052 3066 3074 3068
c=C 1504 1517 1521 1502 1492 1504 1573 1535
C=N 1562 1596 1571 1540 1575 1569 1517 1504
C-O 1249 1241 1249 1253 1266 1247 1251 1251
C-O 1039 1039 1033 1035 1034 1039 1037 1029
N-O 931 941 933 927 937 925 925 923

Ar-H guvzy 7341649 752/696 715/688 740/692 744/686 717/692 728/696/6%8

Ar-NO,

1326

1328

1382

Tabela 8 Deslocamemtos quimicos de RMN dos derivados 1,2,4-oxadiazélicos

obtidos55a62
H SH (ppm)
25 56 o/ 58 29 60 61 62

2 6,94 6,69 6,73 7,13 7,65 6,72 6,71 7,51

5 6,8 6,74 7,49 6,87 6,97 6,73 7,48 7,74

6 6,86 6,64 ... 7,1 7,82 6,68 ... ...

a 6,47 2,97 3,01 78 ... 3,2 3,38 ...

B 7,52 1,72 1,79 6,91 ... 3,11 3,28 ...

Yy 6,73 1,91 1,99 . L e

0 6,73 2,62 2,94 .. L e

2" 8,03 8,08 8,08 8,13 8,17 8,06 8,01 8,13

3" 7,41 7,49 7,49 7,51 7,52 7,47 7,42 7,62

4" 7,41 7,49 7,49 7,51 7,52 7,47 7,42 7,62
OCH,O 5,92 5,93 6,09 6.05 6,11 5.92 6,02 6,44
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Tabela 9 Deslocamemtos quimicos de RMN dos derivados 1,2,4-oxadiazélicos

obtidos55a62
C 3C (ppm)
25 26 Y4 28 29 60 61 62

1 131,11 131,12 131,13 131,12 131,15 133,15 131,77 131,49

2 105,93 108,81 105,79 108,72 108,89 108,72 106,08 105,91

3 148,79 147,61 146,42 149,87 151,49 147,79 147,16 150,84

4 148,37 145,68 142,71 148,56 148,31 146,29 142,88 144,03

5 108,63 108,16 110,41 108,91 108,06 108,41 110,81 109,96

6 130,45 121,13 151,72 128,85 118,17 124,49 152,01 151,37

a 121,16 35,11 33,43 106.21  ...... 32,39 30,98 ...

B 142,96 26,25 26,38 142,36  ....... 28,85 27,52 ...

y 140,51 30,96 30,05 o e e e,

0 124,85 26,09 26,38 i e e,

3 168,24 168,28 168,29 168,63 168,83 168,26 168,33 168,92

5' 175,35 179,74 179,61 17543 175,35 178,91 178,51 172,69

1" 123,24 135,56 134,24 124,53 123,77 131,11 131,22 114,86

2" 128,84 128,85 128,85 128,9 128,83 128,83 128,89 128,94

3" 127,44 127,41 127,42 127,44 1275 127,39 127,43 127,59

4" 127,04 126,92 126,89 127,01 127,03 126,83 126,77 126,37
OCH,O 101,49 100,79 102,81 101,71 102,02 100,94 103,03 104,02
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3.8. AvaliacOes bioldgicas: Atividade tripanocida.

A avaliacdo da atividade toxica dos novos derivguleparados neste trabalho
contra formas epimastigotas fieypanosoma cruzpi realizada em colaboragcdo com o
Laboratério de Imunoparasitologia do Instituto def8ica Carlos Chagas Filho da
UFRJ, sob a coordenacdo dos professores CélioeFdeirLima e Débora Decoté-

Ricardo. AFigura 31 mostra as moléculas sintetizadas e testadas cgmitreastigotas

doT. cruzi
N O/N
o) \ _ N\
< 55 28
© 8,39uM ° 207U
»OI9H Homélogo inferior
—N
2 e,
o NN
o) \N < N
< 56
o 29 0 18,75uM
14,08uM e

Derivado simplificado
Homdlogo inferior

Sav¥soanaly

2 8,66uM
16,32uM Nitro-derivado

Homaélogo inferior simplificado

o—N
O/N\ \
o x >\© o Sy
N

(0]

NO, 18,52uMm

Homaélogo inferior sem
espacador nitrado

0 NO, 33,31uM

Homodlogo inferior nitrado

Figura 30. Estruturas dos novos derivados 1,2,4-oxadiazétestados contra
epimastigotas dd. cruzi
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Na Tabela 30 encontram-se descritos os resultados obtidos saierontra
epimastigotas dé&. cruzi Cada um dos oito novos oxadiazdis preparabe$?) foram
avaliados segundo o protocolo descrito na parteerempntal deste trabalho
(pagina 136, tendo como controle negativo 0os parasitos emongel cultura em
presenca de 0,005% de DMSO (veiculo usado parbikphicdo das substancias). A
piperina, que ja havia sido avaliada em trabalhaereres (Ribeiroet al, 2004;
Ferreiraet al, 2008), apresentando elevado efeito antiparasjtdoi usada como
padrdo positivo no referido ensaio, além do bemamul, farmaco utilizado no

tratamento da doenca de Chagas.

Tabela 3Q Valores de Ig para os novos derivados contra epimastigotas de
Trypanosoma cruzi

Moléculas |C 5o(UM)
Piperinal 2,45
Benzonidazol 2,86

55 8,39
56 9,07
57 14,06
58 18,75
59 16,32
60 8,66
61 33,31
62 18,52

A analise dos dados obtidos demonstram que a atigichntiparasitaria foi
mantida na nova série oxadiazélica, confirmandelacéo bioisostérica entre a funcao
amida terciaria, presente no produto natural, @aeo heterociclico, embora nenhum
dos derivados sintetizados tenha apresentado ip@aiiéncia inibitéria que a piperirda
Uma observacao interessante, obtida da analiselaltss darabela 3Q envolveu a
elevada atividade do derivado 1,2,4-oxadiazélic@itiico58, que contrastou com 0s
resultados obtidos anteriormente no trabalho r@ddizpor Ribeiro e colaboradores
(2004), no qual a amida cinamica foi inativa feeatepimastigotas de cruzi(Figura
32).
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X

amida cinamica
>96,72uM 9,07uM

Figura 31Atividade epimastigota da amida cinamica e dovadein58.

Apesar das investigacbes sobre os provaveis mevasisde acdo que
justifiguem a atividade observada para a pipergrant evidenciado que a mesma
interfere na citocinese (Freire-de-Lirahal, 2008), além de inibir as duas isoformas da
malato-desidrogenase do parasito (MDHMDH,), até o momento ainda ndo temos
definicdo sobre o receptor responsavel por esetoef(ou receptores). As observacdes
realizadas neste trabalho sugerem que os oxadiabdidos possam se ligar ao(s)
mesmo(s) receptor(es) da piperina na célula dspara

Outra informacdo que podemos obter a partir dosslddTabela 30é que a
nitracdo do anel aromético (que gerou os deriv@dp$l e 62) ndo resultaram em
elevacdo significativa da atividade tripanocidaapar derivado46, além disso dois
derivados nitrados6(l e 62, Tabela 30 apresentaram diminuicdo da atividade, quando
comparados aos seus correspondentes nao nitrééog 59, Tabela 30. Estes
resultados sugerem que o grupo nitro, diferenteenéiot que acontece no caso do
farmaco benzonidazol (Urbina & DoCampo, 2003), rédarmacoforico para a
atividade antiparasitaria das moléculas avaliagatertrabalho, frente a epimastigota do
T. cruzi

Os derivados obtidos encontram-se em avaliagdot@ues suas toxicidades
contra linhagens de células de mamiferos (macréfagasculo liso e neurdnios). As
moléculas que apresentarem maior seletividade sem@bém avaliadas frente a
amastigotas e tripomastigotasTecruzi As substancias com melhor perfil de atividade

serdo posteriormente encaminhadas para avaliagoe.
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4. CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

e Os resultados obtidos demonstram o potencial deripgpl como precursor,
aplicavel ao desenvolvimento de uma nova familiandéeculas candidatas a
farmacos, uteis no tratamento da doenca de ChAgaksundancia do produto
natural no material vegetal, bem como a facilidatke sua extracdo e
manipulagdes sintéticas possiveis, sdo pontosartes em relacdo a esta amida

natural.

* A metodologia sintética preconizada se mostroucapdl a preparacdo dos
novos derivados 1,2,4-oxadiazolicé@b @ 62), e os produtos finais obtidos, bem
como seus precursores, foram devidamente caramdeszatravées dos métodos

convencionais de anélise.

e Os oito derivados 1,2,4-oxadiazélicos preparadostenerabalho foram
planejados com o objetivo de realizarmos um estadwe a relacdo existente
entre a estrutura quimica e a atividade biologRRA para esta classe de
compostos. Observamos para o derivaBam perfil estrutural 6timo quanto a
atividade tripanocida.

» As investigacdes sobre possiveis mecanismos dedac&obre d'rypanosoma
cruzi encontram-se em andamento, em colaboracdo ao dtabor de

Imunoparasitologia do IBCCF-UFRJ.

» Os derivados finais obtido§% a62) encontram-se em avaliagdo quanto as suas
toxicidades contra linhagens de células de mansifenacréfagos, masculo liso
e neurdnios). As moléculas que apresentarem meletivsdade serdo também
avaliadas frente a amastigotas e tripomastigotas deuzi As substancias com
melhor perfil de atividade ser&o posteriormenteaenchadas para avaliacdes

Vivo.
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* A sequéncia sintética desenvolvida neste trabathmipira a preparacédo de uma
nova série de derivados 1,2,4-oxadiazolicos sulitis no anel aromatico
adjacente ao heterociclo, variando a natureza dstitwinte (grupos doadores e
retiradores de elétrons do anésquema 4).

N‘/
Py o AN
0] R \ N
< \ n Cl < n R
0 ] R=NO,
R=F
R= OCH,

Esquema 41 Estratégia de preparagdo dos novos derivadatdxadiazolicos

substituidos no anel aroméatico.
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5- Material e Métodos

5.1. Instrumentos utilizados nas caracterizacdes @sctrométricas:

« Os espectros de RMN dél (200 e 400 MHz) €°C (100 e 50 MHz) foram
obtidos em espectrometros de marca Bruker, moda@200 (PPGQO -
UFRRJ). Foi utilizado como referéncia interna agamietilsilano (TMS) e os
solventes deuterados: cloroférmio (CBECImetanol (CROD) e acetona
(acetona-g) na solubilizacdo das amostras. Os deslocameniosiaps §)
foram medidos em parte por milh&o (ppm) e as cotesade acoplamentd)(

em Hertz (Hz).

e Os espectros de Infravermelho (IV) foram obtidosespectrometro Nicolet-
Modelo 6700 FT (IT — UFRRJ), utilizando-se pastilliee KBr para as amostras

sélidas.

* Os espectros de massas das substancias sintetiaeatasobtidos por impacto
de elétrons (70 eV) utilizando cromatdgrafo em famsosa acoplado a
espectrometro de massa VARIAN-SATURN 2000. Coluapilar CP-SIL8CB
(30m x 0,25mm x 0,28m). Temperatura do injetor igual a 250°C. Tempeaatu
de fonte igual a 280 C. Condic¢des de analise: Teaiyra inicial igual a 150°C/
1’- 5° C/1’- 270°C.

* Os espectros de massa de alta resolugdo foramosbfidr elétron spray
utilizando um equipamento QTOF Waters-Micromass.

5.2. Nas andlises, sinteses e purificacdes

» Cromatografia em silica gel 6Qskr(camada de 0,2 mm), da marca Merck para o

acompanhamento pQCF (Cromatografia d€amadaFina) das reacoes.

» As andlises em coluna preparativa foram realizadas gel de silica (70-230
Mesh), da marca Vetec.
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* Solventes: acido acético glaciahcetato de etila, acetona, cloroférmio,
diclorometano, etanol, éter etilico, hexano, mdtapioidina, todos graus PA,
fornecidos pela Vetec. Os solventes utilizadosraagdes conduzidas em meio

anidro foram destilados de CatPerrin, 1966).

» Reagentes: acido cloridrico concentrado, &cidousoff concentrado, acido
malbnico, &cido nitrico concentrado, anidrido crémi permanganato de
potassio, alcool isopropilico, benzonitrila, bicambto de potassio, cloreto de
oxalila, carbonato de sédio, hidreto de calcioagia, hidroxido de potassio,

piperonal, sulfato de sédio anidro.

» Piperina (isolada dos frutos secodRilger nigrum obtidos no comércio).

5.3. Outros equipamentos

Aparelho Melt-Temp |l para determinacdo dos podm$usao.

» Evaporador rotatério da Fisaton-Modelo 802.

» Camara de revelacao pat&LF equipada com lampada UV com comprimento
de onda de 254 e 365 nm.

» Placas de aguecimento e agitacdo magnética dan@ariisaton.

77



5.4. Isolamento da amida piperidinil do acido 5-(3-metilenodioxifenil)-2(E)-4(E)-

pentadiendico (piperina) (1)

Numa aparelhagem de Soxhlet foram colocados 15 mndenta-do-reino e 1200
mL de etanol a 95%. O sistema foi mantido em reflpar aproximadamente 12 horas
(aparelhagem mostrada Rgura 29, pagina 4).

Apoés concentrar 0 extrato em evaporador rotatdno,obtido um residuo de
aspecto viscoso e aroma adocicado, sendo entdoradio ao mesmo 150 mL de uma
solucéo alcodlica de KOH 10%, para que ocorregsedpitacdo dos taninos e demais
materiais fenolicos, contaminantes do meio, na &dws respectivos sais de potassio.

Apos filtracdo e remocao do material precipitado,aidicionada ao sobrenadante
uma pequena quantidade de agua, suficiente para quaEio se tornasse turvo. Apos
um periodo de 72 horas em repouso, formou-se uaipfiselo amarelo que foi filtrado
sob presséo reduzida. Esse procedimento foi repetich mais algumas quantidades,
somando 600 g de pimenta-do-reino. O sdlido obtaldavado com uma pequena
guantidade de agua gelada, seguido de éter egifilealo. Foram obtidos 18g (3%) de
piperina na forma de cristais amarelo-claro.

Pf.: 127-129°C (Lit.: 125-127°C — Ikan, 1991)

Infravermelho (KBr, cm ™):

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

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

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

vC=C (Csp) = 1583-1490 (vibracdo do esqueleto aromatico)
6C-H (Csp) = 930 (dobramento de L isolado)

6C-H (Csp) = 850 (dobramento de 2k vizinhos)
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Espectro 1 Espectro de IV da piperida
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Espectro 3 Espectro de RMNH (200 MHz, CDC}) da piperinaL.
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165.3076

—148.0524
—142.4422
—138.1664
—130.8276
—125.1871
—122.4275
—119.8195
—108.3565
—105.5059
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—101.1694
77.0000

46.1287

26,0533
——24.5067
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T T T T T T
160 150 140 130 120 110

T T T
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(ppm)

T T T T
40 30 20 10

Espectro 4.Espectro de RMN®C (200 MHz, CDGJ) da piperinal.

Tabela 10.Deslocamentos quimicos t¢ e '*C para a piperina.

Piperina (CDCl;) 200MHz

Posicao
oH (ppm), J(Hz) 6C (ppm)
c=0 165,3 (C)
1 130,8 (C)
2 6,98 (d; 1,4; 1H) 105,5 (CH)
3 e, 148,0 (C)
4 e 148,0 (C)
5 6,76 (m; 1H) 108,3 (CH)
6 6,89 (dd; 8,2 e 1,5; 1H) 122,4 (CH)
1' 3,58 (m; 4H) 46,1 (CH)
2' 1,63 (m; 4H) 26,0 (CH)
3 1,63 (m, 6H) 24,5 (CH)
a 6,43 (d; 14,3; 1H) 119,8 (CH)
B 7,39 (ddd; 14,6, 7,1 e 2,9; 1H) 142,4 (CH)
Y 6,76 (m; 1H) 125,1 (CH)
8 6,76 (m; 1H) 138,3 (CH)
OCH,O 5,97 (sl; 2H) 101,1 (Cky)
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5.5. Preparacéo do acido 5-(3,4-metilenodioxifeiB(E),4(E)-pentadiendico (acido
piperinico) (52a)

(0] (0]

o) N X O a <0 \\ OH
o 1 o 52a

Reagentesa) KOH / Etanol, refluxo, 6-8h; b) HCI 10% (93%)

Num baldo de 50 mL de capacidade foi feita umaensio de 2,20 g (7,72 mmol)
de piperina em 22 mL de solugéo alcodlica de KORb2@ mistura reacional foi
mantida sob refluxo e agitagéo por 6 horas. A eégdacompanhada por CCF, sendo
observado o menor tempo de retencdo do acido farnead relagcdo ao substrato
(piperina), devido a sua maior polaridade. A sabugassou de amarela para marrom-
claro, com formacé&o de precipitado.

Apos o término da reacdo, o etanol foi retiradard®o reacional em evaporador
rotatério. Acrescentou-se agua ao residuo formadixando o mesmo atingir a
temperatura de ebulicdo até total solubilizacandse solucdo formada, em seguida,
filtrada & quente. A esta solucdo aquosa do respecarboxilato, acrescentou-se
solucdo de HCI 10% até chegar a pH préximo de @recdo a precipitacdo do acido
na forma de um solido amarelo. Apoés filtracdo sodsgfo reduzida, o material foi
lavado com agua gelada. O sdlido obtido foi secodessecador e recristalizado em
etanol, gerando 1,65 g (93%) do acido piperibi2a
Pf.: 218-219°C (Lit.: 216-217°C) (Ikan, 1991)

Infravermelho (KBr, cm ™):

vO-H = 3300-3200 (acido carboxilico)

vC-H (Csp) = 2919,5 (metilenodioxi)

vC=0 =1678,8 (vibracdo da carbonila do acido catlmmx€¢onjugado)
vC=C (Csp) = 1603-1495 (vibracdo do esqueleto aromatico)
vC-O-C = 1257,5 (metilenodioxi)

6C-H (Csp) = 930 (dobramento de Lk isolado)

oC-H (Csp) = 850 (dobramento de 2k vizinhos)
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Espectro 7.Espectro de RMNH (200 MHz, CDC} e CD:OD) do &cido piperinic62a
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169.0784
—146.0308
—126.1976
— 124.499:
— 1225282
—109.8823
—107.0923

Y

Espectro 8.Espectro de RMN’C (200 MHz, CDCJ e C;OD) do acido piperinic62a

Tabela 11Deslocamentos quimicos té e'*C para o acido piperinice2a.

Acido piperinico (CDCl; e CD;0D) 200MHz

Posicdo
oH (ppm), J(HZ) oC (ppm)
OH 12,20 (s, 1H) e
C=0 e 169,0 (C)
1 131,8 (C)
2 7,22 (sl; 1H) 109,8 (CH)
3, 149,3 (C)
4 149,5 (C)
5 6,90 (d: 8,0; 1H) 107,0 (CH)
6 6,97 (m; 1H) 122,5 (CH)
o 5,96 (d; 15,1; 1H) 124,4 (CH)
B 7,30 (m; 1H) 146,0 (CH)
y 6,97 (m; 1H) 126,1 (CH)
5 6,97 (m; 1H) 141,1 (CH)
OCH,0 6,04 (sl; 2H) 102,7 (CH)
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5.6. Preparacdo do acido 3-(3,4-metilenodioxiferiB(E)-propendico (acido
cinamico) (52d)

0 0
<O:©/\kH a <OwOH
—_ >
o 63 o 52d

Reagentesa) ac. maldnico, piridina e piperidina, refluxd, ) HCI 10% (75%)

Em um baldo de 50 mL de capacidade, equipado cordecgador de refluxo,
foram dissolvidos 5,0 g (33,3 mmol) de piperog8le 7,5 g (72 mmol) de acido
maldnico numa mistura de 15 mL de piridina e 0,25(8)53 mmol) de piperidina. Em
seguida, a mistura foi aguecida sob refluxo pocacete 8 horas em banho-maria,
ocorrendo desprendimento de £@ reacdo completou-se apés ebulicdo por mais 10
minutos adicionais e, em seguida, apoés resfriakeidida em 10 mL de solucao de HCI
10%, o suficiente para neutralizar a piridina, oeodo a precipitagdo do produto na
forma de um sélido branco. O produto formado fibiaido, lavado com agua, éter
etilico e seco ao ar. ApoOs recristalizacdo comadarcktico glacial, o produto em sua
forma pura, foi obtido na forma de um sdlido brart8 g (75 %) (Lit.. 96%)
(Silvaet al.,2002).Pf.: 238°C (Lit.: 238°C)

Infravermelho (KBr, cm ™):

vO-H = 3500-3400 (acido carboxilico)

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

vC=0 =1692,1 (vibracdo da carbonila do acido catlmmx€¢onjugado)
vC=C (Csp) = 1493-1448 (vibracdo do esqueleto aromatico)
vC-O-C = 1250,3 (metilenodioxi)

6C-H (Csp) = 930 (dobramento de L isolado)

6C-H (Csp) = 850 (dobramento de 2k vizinhos)
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Espectro 12.Espectro de RMN®C (200 MHz, CROD) do &cido cinamic62d.

Tabela 12.Deslocamentos quimicos té e *C para o 4cido cinamica2d

Acido cindmico (CD,OD) 200MHz

Posicao
oH (ppm), J(Hz) 9C (ppm)
OH 12,20 (sl, 1H)
C=0 168,9 (C)
1 128,9 (C)
2 7,29 (d; 1,5; 1H) 108,6 (CH)
3 148,2 (C)
4 149,3 (C)
5 6,86 (d; 8,0; 1H) 106,9 (CH)
6 7,08 (dd; 8,0 e 1,5; 1H) 124,8 (CH)
o 6,32 (d; 15,7; 1H) 117,3 (CH)
B 7,43 (d; 16,1; 1H) 144,0 (CH)
OCH,0 6,10 (sl; 2H) 101,7 (CH)

Acido cinamico 52d
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5.7. Preparacéo do acido 3,4 metilenodioxibenzéi¢acido piperonilico) (52e)

) )
. |
< I>/kH o OH
—_—
0 63 0 52

e

Reagentesa) Reagente de Jones (2,8M gein HSQOy)

Num baldo de 25 mL de capacidade foram dissolviglOsg (13,3 mmol) de
piperonal em 10 mL de acetona. Essa solucéo focada em banho-de-gelo e mantida
sob agitacdo, com adi¢cdo gota-a-gota de 1,7 mResmente de Jones (2,8M Grén
H.SQOy) (Rodig, 1990), durante 4 horas. A reacgéo foi gzamhada pela mudanca de cor
da solucdo oxidante, de laranja {@rpara verde (CF), indicando a oxidacdo do
aldeido. O excesso de reagente de Jones foi cothsyomia adicdo de algumas gotas de
alcool isopropilico. A solucédo resultante foi veatiem 50 mL de agua gelada, havendo
formacdo de um precipitado branco. Apds um perideld2 horas o precipitado foi
filtrado sob pressdo reduzida, lavado com aguadgel® produto formado foi
dissolvido em 50 mL de uma solucdo aquosa de KOH. Hsta solucdo foi extraida
com acetato de etila (2 x 10 mL) e a fase aquasaefaralizada com HCI concentrado,
até pH 3, sendo o precipitado formado filtrado eadtb com agua gelada. Foram
obtidos 1,7 g (78%) do acido piperonilisBena forma de cristais amorfos de coloragéo
bege (Lit.: 80%) (Rodig, 1990).

Pf.: 231-232°C (Lit.:229-231°C) (Catalogo AldricRG05)

Infravermelho (KBr, cm ™):

vO-H = 3500-3400 (acido carboxilico)

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

vC=0 =1673,8 (vibracdo da carbonila do acido catlmmx€¢onjugado)
vC=C (Csp) = 1498-1450 (vibracdo do esqueleto aromatico)
vC-0O-C = 1258,5 (metilenodioxi)

6C-H (Csp) = 930 (dobramento de L isolado)

oC-H (Csp) = 850 (dobramento de 2k vizinhos)
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Espectro 16.Espectro de RMN’C (200 MHz, CROD) do &cido piperonilic62e

Tabela 13.Deslocamentos quimicos dé e'C para o 4cido piperonilics2e.

Posicao

Acido piperonilico (CD;0D) 200MHz

oH (ppm), J(HZ2) 8¢ (ppm)
OH 12,65 (sl 1H) o
C=0 e, 167,8 (C)
1] 125,7 (C)
2 7,21 (d; 7,8; 1H) 109,9 (CH)
3, 152,2 (C)
4 . 148,6 (C)
5 6,85 (d; 7,8; 1H) 109,1 (CH)
6 7,40 (dd; 8,0 e 1,8; 1H) 126,1 (CH)
OCH,0 5,98 (sl; 1H) 103,0 (CH)

Acido piperonilico 52e
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5.8. Preparacdo do acido 5-(3,4-metilenodioxifenil) pentandico (acido
tetraidropiperinico) (52b)

(0] (0]
| |

OH a_ g <O OH]
(0]

(0] \ \

o 52a

Reagentesa) H,(g), Pd/C; acetato de etila, t.a., 2h.

Num baldo de 50 mL de capacidade, foi feita umacsa de 0,40 g (2,06
mmol) de &acido piperinick2a em 20 mL de acetato de etila, sobre a qual foi
adicionado 0,05 g do catalisador Pd/C. Esta sufpefs mantida sob agitacdo, a
temperatura ambiente, por alguns minutos. Selauksddo com um septo, retirando-se
0 ar presente no baldo utilizando-se um bolhénetdicionou-se um balédo contendo
hidrogénio fixado ao septo. O sistema entdo peroganpor 3 horas sob atmosfera de
hidrogénio e agitacdo magnética. Apos o términcedado (acompanhada por CCF), o
meio reacional foi filtrado numa seringa empacotadm silica gel, para retirar o
catalisador. ApGs evaporacdo do solvente, o sdialorecristalizado em CHG@I
Hexano (1:9) a 40°C, e o produigb foi obtido na forma de um solido bege amorfo
0,35 g (76%). Pf.: 95-96°C (Lit.:95-96°C) (Sondenga983).

Infravermelho (KBr,cm ™)

vO-H = 3500-3400 (acido carboxilico)

VC-H (Csp) = 2928- 2859 (saturados e metilenodioxi)

vC=0 = 1708,0 (vibracdo da carbonila do acido caitlmaxndo conjugado)
vC=C (Csp) = 1491-1440 (vibracdo do esqueleto aromatico)

vC-0O-C = 1252,5 (metilenodioxi)

oC-H (Csp) = 936 ( dobramento de 1k, isolado)
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Espectro 20.Espectro de RMN’C (200 MHz, CDCJ) do &cido tetraidropiperinica2b.

Tabela 14.Deslocamentos quimicos 8¢ e'C para o 4cido tetraidropiperinié@b.

Acido tetraidropiperinico (CDCI ;) 200MHz

Posicao

oH (ppm), J(Hz) oC (ppm)
OH L .
C=0 s 180,0 (C)
1 135,8 (C)
2 6,66 (d; 1,3; 1H) 108,7 (CH)
3, 147,4 (C)
4 145,5 (C)
5 6,72 (d; 7,5; 1H) 108,7 (CH)
6 6,61 (dd, 7,5 e 1,5; 1H) 121,0 (CH)
o 2,55 (t; 7,0; 2H) 35,1 (CH)
B 1,64 (m; 2H) 24,0 (CH)
v 1,64 (m; 2H) 30,9 (CH)
S 2,36 (t; 6,8; 2H) 33,8 (CH)
OCH,0O 5,91 (sl; 2H) 100,6 (CH)

Acido tetraidropiperinico 52b
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5.9. Preparacéo do acido 3-(3,4-metilenodioxifenifgropanoico (acido

diidrocinamico) (52f)

o (0]
<O:©/\/U\OH a <O:©/\/\\OH
— =
o 52d o 52f

Reagente:a) H,(g), Pd/C; acetona, t.a., 2h (80%).

Num baldo de 50 mL de capacidade, foi feita umacsa de 0,40 g (2,08
mmol) de &cido cinamicb2d em 20 mL de acetona, sobre a qual foi adicionadd €,
do catalisador Pd/C. Esta suspenséo foi mantidagibhcdo, a temperatura ambiente,
por alguns minutos. Selou-se o baldo com um segticando-se o ar presente no baldo
utilizando-se um bolhémetro e adicionou-se um baldatendo hidrogénio fixado ao
septo. O sistema entdo permaneceu por 3 horadreofara de hidrogénio e agitagao
magnética. Apods o término da reacdo (acompanhad&@F), o meio reacional foi
filtrado numa seringa empacotada com silica gdimade retira o catalisador. Apos
evaporacao do solvente, o solido foi recristalizadoCHC}: hexano (2:8) a 40°C, e o
produto52f foi obtido na forma de cristais brancos em forraaadulhas 0,32 g (80%)
(Lit.: 80%) (Venkatasamegt al, 2004).Pf.: 84-85°C (Lit.:86-88°C) (Venkatasaghwl.,
2004).

Infravermelho (KBr,cm ™)

vO-H = 3300-3200 (acido carboxilico)

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

vC=0 = 1733,3 (vibracdo da carbonila do acido caitlmaxndo conjugado)
vC=C (Csp) = 1612-1446 (vibracdo do esqueleto aromatico)

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

oC-H (Csp) = 938,5 (dobramento de 3k, isolado)
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Espectro 24Espectro de RMN°C (200 MHz, CDGJ) do &cido diidrocinamic62f.

Tabela 15. Deslocamentos quimicos Ye e *C para o &cido diidrocinamics2f.

Acido diidrocinamico (CDCI;) 200MHz

Posicao
oH (ppm), J(Hz) oC (ppm)
OH L e,
C=0 179,2 (C)
1 133,8 (C)
2 6,69 (d; 1,1; 1H) 108,2 (CH)
3 147,6 (C)
4 e 145,9 (C)
5 6,73 (d; 7,7; 1H) 108,2 (CH)
6 6,64 (dd; 7,8 e 1,5; 1H) 121,0 (CH)
a 2,87 (t; 7,5; 2H) 35,9 (CH)
B 2,63 (t; 7,2; 2H) 30,9 (CH)
OCH,0O 5,92 (sl; 2H) 100,8 (CH)

Acido diidrocinamico 52f
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5.10. Preparacéo do acido 5-(6-nitro-3,4-metilenodxifenil) pentandico (acido 6-

nitrotetraidropiperinico) (52¢)

< OH __ 2 _ <0 OH
(0]

0 52b No, 52
2

Reagentesa) CH,COOH(glacial) e HN@conc), 3h, 8C (77%).

Em um baldo de 10 mL de capacidade, foram dissmvigi30 g (1,35 mmol) de
acido tetraidropiperinicd2b em 1,5 mL de &cido acético glacial, formando uma
solucéo incolor. Sobre esta solucdo, mantida sthcég magnética e a temperatura
ambiente, foi adicionado 0,3 mL (4,44 mmol) de &aiétrico concentrado, gota-a-gota.
A reacgédo foi acompanhada por CCF (hexano:acetatetilde(5:5)), e apos 3 horas a
reacdo se completou, apresentando-se como umasangarela, que foi transferida
para um funil de decantacdo e particionada entetatacde etila (10 mL) e solugéo
saturada de NaHC(aquosa (2x10 mL). A fase organica foi lavada naxaen com
solucdo saturada de NaCl aquosa (2x10 mL) e agtdad@ (2x10 mL), e em seguida
seca sobre N8O, (anidro), filtrada e evaporada, fornecendo o acidado 52¢ na
forma de um solido amarelo amorfo 0,27 g (77%)etawado grau de pureza. Pf.: 111-
112 °C.

Infravermelho (KBr,cm ™)

vO-H = 3500-3400 (acido carboxilico)

vC-H (Csp) = 3050,3 (aromatico)

vC-H (Csp) = 2925- 2871 (saturado e metilenodioxilico)

vC=0 =1718,0 (vibracdo da carbonila do acido catlmmxh&do conjugado)
vC=C (Csp) = 1620- 1477 (vibragéo do esqueleto aromatico)

vN=0 = 1518,7 (radical nitro)

vC-0O-C = 1250,7 (metilenodioxilico)
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Espectro 28.Espectro de RMN’C (200 MHz, CROD) do &cido 6-

nitrotetraidropiperinic®@2c

Tabela 16.Deslocamentos quimicos t¢ e'*C para o 4cido 6 nitrotetraidropiperinisac.

Acido 6-nitrotetraidropiperinico (CD ;0D) 200MHz

Posicao
oH (ppm), J(H2) 6C (ppm)
OH L e,
C=0 e, 177,41 (C)
T 135,53 (C)
2 6,85 (s; 1H) 106,17 (CH)
3 147,64 (C)
4 144,04 (C)
5 7,44 (s; 1H) 111,43 (CH)
6 153,15(C)
a 2,82 (t; 7,0; 2H) 34,50 (CH)
B 1,65 (m; 2H) 25,95 (CH)
v 1,65 (m; 2H) 30,26 (CH)
S 2,32 (t; 6,8; 2H) 31,72 (CH)
OCH,0O 6,09 (sl; 2H) 100,61 (CH)

Acido 6-nitrotetraidropiperinico 52c
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5.11. Preparacdo do acido 3-(6-nitro-3,4-metilenodxifenil) propandico (acido 6-
nitrodiidrocinamico) (529)

(0] (0]
<O:©/\/\kOH a <O:©f\/\koﬂ
—_—
o 52f 0 NO, 529

Reagentesa) CHLCOOH(glacial) e HN@conc), 3h, 8C (83%).

Num baldo de 10 mL de capacidade, equipado comeosador de refluxo,
foram dissolvidos 0,30 g (1,54 mmol) de acido diainamico52f em 1,5 mL de acido
acético glacial, formando uma solucédo incolor. $obsta solucdo, mantida sob
agitacdo magnética e a temperatura ambiente, foioaddo 0,3 mL (6,66 mmol) de
acido nitrico concentrado, gota-a-gota. A reacdd® doompanhada por CCF
(hexano:acetato de etila (5:5)), e apés 3 hora&agdo se completou apresentando-se
como uma solucdo amarela, que foi transferida pema funil de decantacdo e
particionada entre acetato de etila (10 mL) e sawsaturada de NaHG@quosa (2x10
mL). A fase organica foi lavada novamente com smusaturada de NaCl aquosa
(3x10 mL) e agua destilada (3x10 mL), e em segseza sobre N&O, (anidro),
filtrada e evaporada, fornecendo o acido nitr&gg na forma de um sélido amarelo
amorfo 0,30 g (83%) (Lit.: 80%) (Rascado, 1997),adavado grau de pureza. Pf.: 154-
156°C (Lit.: 153°C) (Rascado, 1997).

Infravermelho (KBr,cm ™)

vO-H = 3500-3400 (acido carboxilico)

vC-H (Csp) = 3066,3 (aromatico)

VC-H (Csp) = 2988-2927 (saturado e metilenodioxilico)

vC=0 =1711,0 (vibracdo da carbonila do acido catlmamxhdo conjugado)
vC=C (Csp) = 1600-1456,5 (vibragéo do esqueleto aromatico)

vN=0 = 1520,7 (radical nitro)

vC-O-C = 1256,7 (metilenodioxilico)
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Espectro 32 Espectro de RMN®C (200 MHz, CROD) do Acido 6-
nitrodiidrocinamicob2g

Tabela 17.Deslocamentos quimicos 8¢ e'C para o acido 6-nitrodiidrocinami&2g.

Acido 6-nitrodiidrocinamico (CD;0D) 200MHz

Posicao

oH (ppm), J(H2) 6C (ppm)

oH .
C=0 . 176,13 (C)
1T, 134,05 (C)
2 7,06 (s; 1H) 106,24 (CH)
3] 148,24 (C)
4 ] 144,18 (C)
5 7,54 (s; 1H) 111,64 (CH)
6 ) 153,30 (C)

o 2,98 (t; 7,5; 2H) 35,61 (CH)

B 2,53 (t; 7,3; 2H) 29,95 (CH)

OCH,0 6,18 (sl; 2H) 104,57 (CH)

Acido 6-nitrodiidrocinamico 529
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5.12. Preparacéo do 6-nitropiperonal (65)

0
@@AKH e ’
—_—
o) o NO
63

65

Reagentesa) CHLCOOH(glacial) e HN@conc), 6h, 8C (62%).

Num baldo de 10 mL de capacidade foram dissolvidfsg (6,66 mmol) de
piperonal63 em 5,0 mL de acido acético glacial, formando upiacgio incolor. Sobre
esta solucédo, mantida sob agitacdo magnéticarm@etatura ambiente, foi adicionado
1,5 mL (33,3 mmol) de &cido nitrico concentradotagmpgota. A reacdo foi
acompanhada por CCF e apds 6 horas a reacdo séetmmapresentando-se como
uma solucdo amarela, que foi transferida para umi fie decantacdo e particionada
entre acetato de etila (10 mL) e agua (4x10 mLjage organica foi lavada com uma
solugéo saturada de NaHEQ@1x10 mL), e em seguida seca sobreS@ (anidro),
fitrada e evaporada, fornecendo um sélido amarelogual foi purificado por
cromatografia em silica gel (eluente: hexano/acelat etila 5%) fornecendo 0,806 g

(62%) do 6-nitropiperond5, na forma de cristais amarelos (Rascado, 1997).

Pf.: 88-90°C (Lit.: 93-94°C) (Catalogo Aldrich 206%p

Infravermelho (KBr,cm ™)

vC-H (Csp) = 3059,8 (aromatico)

vC=0 =1680,8 (vibracdo da carbonila do aldeido aqgamjlo ao anel aromatico)
vC=C (Csp) = 1598-1423 (vibracdo do esqueleto aromatico)

vN=0 = 1517,7 (radical nitro)

vC-N = 1369,4 (radical nitro)

vC-O-C = 1277,5 (metilenodioxi)

oC-H (Csp) = 960,8 (dobramento de 4k, isolado)
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Espectro 33.Espectro de IV do 6-nitropiperorngb.
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Espectro 34.Espectro de massas do 6-nitropiperd@ial
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Espectro 35.Espectro de RMNH (400 MHz, CDC}) do 6-nitropiperonas.
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Espectro 36 Espectro de RMN®C (400 MHz, CDGCJ) do 6-nitropiperonab5.

Tabela 18.Deslocamentos quimicos té e **C para o 6-nitropiperon8ls.

6-nitropiperonal (CDCl ;) 400MHz

Posicao
oH (ppm), J(Hz) dc (ppm)
CHO 10,31 (s; 1H)
C=0 190,4(C)
1 119,8 (C)
2 7,54 (s; 1H) 107,6 (CH)
3 153,0 (C)
4 148,1C)
5 7,35 (s; 1H) 105,1 (CH)
6 143,5 (C)
OCH,0O 6,22 (sl; 1H) 103,8 (CH)
o]
4 H
o NO,

6-nitro piperonal 65
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5.13. Preparacéo do acido 6-nitro-3,4 metilenodioenzaoico (acido 6-nitro
piperonilico) (52h)

Obs: A metodologia utilizada para preparar o acido reatos 41-3, a partir do
piperonal52 (vide pag. 83, ndo logrou éxito para este derivds 1 Logo, tentou-se

uma outra metodologia, utilizando como agente axel&MnQ,. (Mitscher, 1978)

(0]

)
B —
0 NO, o NO,
52h

65

Reagentesa) KMnQ,, refluxo, 4h (48%).

A uma solugéo de 6 mL de 4gua e 4 mL de acetonabailéw de fundo redondo
foi adicionado 0,320g (1,641 mmols) do 6 nitropgrexl 65 previamente preparado. Em
seguida adicionou-se 0,413g (2,4615mmols) de KM@AOmistura foi submetida a
agitacao e refluxo durante 4h, havendo formacgaandeprecipitado marrom (Mnfp
indicando o término da reacdo. Posteriormenterotitse o meio reacional, para
elminacdo de todo Mnresidual, lavando com 20 mL de agua destiladatgu&m
seguida, resfriou-se esta solucdo aquosa resuéanteanho de gelo, que foi acidificada
com HCI (conc.), havendo formagéo de 0,165g (488o)im precipitado amarek2h,
que foi filtrado em seguida.

Pf.: 166-168°C (Lit.: 165-166°C)

Infravermelho (KBr, cm ™):

vO-H = 3425 (&cido carboxilico)

vC-H (Csp) = 3070,17 (anel aromatico)

vC=0 =1608,3 (vibracdo da carbonila do acido catmaxconjugado)
vC=C (Csp) = 1446 (vibracdo do esqueleto aromatico)

vC-O-C = 1278,5 (metilenodioxi)

Vs (Ar-NOy) = 1336,4 (grupo nitro)

6C-H (Csp) = 925,6 (dobramento de 3k, isolado)
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Espectro 37.Espectro de IV do &cido 6-nitro-piperoniligah.

Spectrum 2A e
BP: 212,0 (3500=100%), 41 - 7.sms 8.362 min, Scan: 515, 40:230, on: 6326 us, RIC: 25791, BC|
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Espectro 38.Espectro de massas do acido 6-nitro-piperontitio
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Espectro 39Espectro de RMNH (400 MHz,

piperonilico52h.
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Espectro 40Espectro de RMN®C (400 MHz, Acetonas) do &cido 6-

nitro-piperonilico52h.

Tabela 19.Deslocamentos quimicos d¢ e'C para o acido piperonilica2h.

Acido 6-nitropiperonilico (Acetona-s) 400MHz

Posicao
d H(ppm); J (Hz) dC(ppm)
oH
c=o0 . 165,23(C)
r 123,16(C)
2 7,25 (d; 1H) 104,44(CH)
3 150,11(C)
4 L 151,11(C)
5 7,47 (s; 1H) 108,34(CH)
6 144,26(C)
OCH0 6,32 (s; 2H) 104,14(Chi

I
<Dﬁ
0 NO,

acido 6-nitro piperonilico 52h
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5.14. Preparacédo daN’-hidroxi-benzeno-carboximidamida (benzamidoxima) 64)

OH

CN
a NH,}
8-hidroxiquinolina (catal.)

66 54

Reagentesa) Cloridrato de hidroxilamina e M2O;, refluxo, 1h (94%).

A uma solucéo contendo 2,5g (24 mmalspenzonitrilaé6 em 20 ml de etanol, foram
adicionados 8,7mg (0,06mmols) da 8- hidroxiquiramliRosteriormente, 3,5g (51 mmols) do
cloridrato de hidroxilamina e 4g (38 mmols) de cawdito de sddio, foram cada um dissolvidos
em 10 ml de agua destilada e adicionados por uidmede 10 minutos no meio reacional.
Apos 1h de refluxo, evaporou-se o meio reacionakeaporador rotatorio, resultando em um
6leo castanho, que precipitou apés passar a noiteepouso. Este precipitado foi purificado
através de uma filtracdo utilizando silica comoefastacionaria e acetato de etila como

eluente. Finalmente, obteve-se 3,1g (94%) da bemndokima 54. Pf.. 76°C (Lit.. 78°C)
(Srivastava, 1997).

Infravermelho (KBr, cm ™):

vC=N-OH = 3300-3700 (oxima)

vC-H (aromatico) = 3061 (deformacé&o angular)

oN-H =1645 (deformacéao angular)

oC-H (Csp) = 770 e 695 (padrdo de substituicdo do anél afom&H vizinhos)

T e
HEREE jeisiaist

EEHEE sl i

Espectro 41.Espectro de IV da benzamidoxirbé
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BP 137 (6253482100%) (breno) a - 24.sms 3.615 min. Scan: 291 Chan: 1 lon: 130 us RIC: 1911262 BC
137
75% 1
50% 1
25% 19 1
7 104
51 ” ) l o1
0% —B | I I 1, wadly ' i N (i ! l
L . T

Espectro 42.Espectro de massa da benzoimidoxbia
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Espectro 43 Espectro de RMNH (400 MHz, CDC}) da benzoimidoxim&a4.
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Espectro 44 Espectro de RMNH (400 MHz, CROD) da benzoimidoxim&4.
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Tabela 20.Deslocamentos quimicos 8¢ e'°C para banzamidoximg4.

Benzamidoxima (CDCE/CD3;0OD) 400MHz

Posigao 3 H(ppm); J (H2) 5C(ppm)

1 7.64 (m, 2H) 132.83(CH)

2 7,64 (m, 2H) 127,27(CH)

3 7,41 (m, 3H) 129,42CH)

4 7.41 (m , 3H) 132,58(CH)

5 7.41 (m , 3H) 128,09(CH)

6 125,93(CH)

7 154,21(CH)
NH. 500(s, 2H) ...
OH 824 (s, 1H) ..

benzamidoxima 54
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5.15. Preparacédo dos novos derivados 1,2,4-oxadibzgs.

v" Metodologia geraladaptada do trabalho descrito por Chiou&Shine §1L98

Em um baldo de 10 mL de capacidade, acoplado harbulhador, foram adicionados
1,37 mmol do &cido carboxilico e 2,0 mL (excess65@ ; 22,81 mmol) de cloreto de
oxalila (COCI} . A reacdo foi mantida a temperatura ambiente imgp magnética,
sendo acompanhada por CCF (do éster metilico pameente, formado através da
reacdo instantdnea de uma aliquota do cloreto die aom metanol) e pelo
desprendimento de G(@) durante aproximadamente 1 hora. O excesso @€l foi
removido em evaporador rotatorio, restando apenelsreto de acila que foi utilizado
sem tratamento, devido a sua instabilidade em d&maodmida.

Paralelamente, em outro baldo de 10 mL, foram @uiclos 3 mL de piridina (anidra) e
0,155 g (1,14 mmol) de benzamidoxintgl, mantidos sobre agitacdo magnética,
atmosfera inerte de nitrogénio e temperatura artdi&olubilizou-se entdo o cloreto de
acido em 2mL de C}€l, (anidro) e adicionou-se, com o auxilio de umanggr,i esta
solucdo contendo o cloreto de acila aquela cont@nbdenzamidoxim®&4. Foi nitida a
liberacdo de gas HCI, (vide proposta mecanisticpagia xx), 0 que causou a Corrosao
dos septos, assim como 0 aquecimento do meio reddi@acao exotérmica), controlado
com um banho de &gua fria. Apos 15 minutos de giptaobservou-se por CCF a
formacdo de uma mancha com perfil diferente dogergas, porém relativamente polar,
gue ficou evidenciado ser o intermedi&bieacilado apos isolamento (ver experimental na
pagina xx) e caracterizacadcépectros xe x, paginas xxe xx). Esta averiguacao foi feita
apenas para o derivado piperinth Em seguida adaptou-se um condensador ao sistema
e iniciou-se o refluxo. Apos cerca de 2-6h, a Cfidicou todo o consumo da mancha
mais polar, dando origem a uma mancha menos pidéaivédos 1,2,4-oxadiazoélicgs
Adicionou-se 25 mL agua apoOs o resfriamento doomeacional, havendo imediata
precipitacdo do oxadiazol. O respectivo sélido ffltfado a vacuo, lavado com &gua

gelada e em seguida recristalizado em etanol.
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5.15.1. Preparacdo do 3-fenil-5-[4-(3,4-metilenodidenil)-1(E)-3(E)-butadienil]-
1,2,4-oxadiazol (55).

< 78% <0

o 52a

Reagentesa) (COCI}, b) benzamidoximé&4, py, refluxo, 2h

Conforme aVletodologia Geral, 0,500 g (2,29 mmol) do acido piperinis@a
reagiu para produzir o cloreto de aclda na forma de um sdlido castanho, o qual
reagiu com 0,259g (1.90mmol) a benzamidoxibdae forneceu 0,521 g (78%) do
respectivo derivado oxadiazoli&d na forma de um sélido amorfo amarelo.

P.f.: 152-154C

Infravermelho (KBr, cm ™):

vC-H (Csp) = 3066 (anel aromatico)

vC=N (Csp) = 1562 (anel oxadiazélico)

vC=C (Csp) = 1504 (anel oxadiazélico/anel aromatico)
VasVs (C-O) = 1249 /1039 (metileno dioxi/anel oxadiazo)i
VN-O =931 (anel oxadiazdlico)

6C-H (Csp) = 734/649 (dobramento de §kh vizinhos)

C-H Arom

— C='C foste]

% Tranzmittance

o
o-

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
3200 3000 2800 2600 2400 2200 2000 1500 1600 1400 1200 1000 &o0 600
Wavenumber (cm-1)

Espectro 45.Espectro de IV do derivadib.
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Spectrum 1B
BP: 318,2 (85894=100%), m01.sms 15.847 min, Scan: 884, 40:340, lon: 346 us, RIC: 453086, BC
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Espectro 47.Espectro de RMNH (400 MHz, CROD) de55.
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Espectro 48.Espectro de RMN’C (400 MHz, CROD) de55.
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Tabela 21.Deslocamentos quimicos 8¢ e'C para o derivadsgs.

55 (CDClz) 400MHz

Posicao
OH (ppm); J (H2) 5C(ppm)
CH(a) 6,47 (d; J=15,56; 1H) 112,16(CH)
CH(B) 7,52 (dd; J=15,30 e 10,54; 1H) 142,36(CH)
CH(y) 6,73 (m; 1H) 140,51(CH)
CH(9) 6,73 (m; 1H) 124,84(CH)
3 168,62(C)
5 175,35(C)
1 131,11(C)
2 6,94 (d; J=1,51; 1H) 105,93(CH)
3 148,79(C)
4 148,37(C)
5 6.80 (d; J=8,00; 1H) 108,64(CH)
6 6,86 (dd; J=8,03 e 1,51; 1H) 130,45(CH)
e 123,24(C)
2" 8.03 (m; 2H) 128,84(CH)
3” 7,41 (m; 2H) 127,45(CH)
4” 7,41 (m; 1H) 127,05(CH)
OCH-0 5.92 (s; 2H) 101,50(Chi
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5.15.2. Preparacdo de 3-fenil-5-[2-(3,4-metilenodidenil)-(E)-etenil]-1,2,4-
oxadiazol (58).

\>\©

92%
o 52d o 58

Reagentesa) (COCI}, b) benzamidoxima4, py, refluxo, 2h.

Conforme aMetodologia Geral, 0,500 g (2,55 mmol) do acido cinamibad
reagiu para produzir o cloreto de adlgd na forma de um sélido amarelo, o qual reagiu
com 0,295g (2,16mmol) a benzamidoxifé e forneceu 0,702 g (92%) do respectivo

derivado oxadiazdlic68 na forma de agulhas castanho claras. P.f.: 15052
Infravermelho (KBr, cm ™):

vC-H (Csp) = 3070 (anel aromatico)

vC=N (Csp) = 1540 (anel oxadiazélico)

vC=C (Csp) = 1502 (anel oxadiazélico/anel aromatico)
VasVs (C-O) = 1253 /1035 (metileno dioxi/anel oxadiazd)i
VN-O =927 (anel oxadiazolico)

6C-H (Csp) = 740/692 (dobramento de §kh vizinhos)
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Espectro 4%spectro de IV d&8.
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[Spectrum 1A
BP: 2922 (26130=100%), m02.sms 14.321 min, Scan: 882, 40:320, lon: 1872 us, RIC: 110307, BC;|
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Espectro 51.Espectro de RMNH (400 MHz, CROD) de58.
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Espectro 52Espectro de RMN°C (400 MHz, CROD) de58.
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Tabela 2Deslocamentos quimicos Ue e *C para o derivad68.

58 (CDClz) 400MHz

Posicao
OH (ppm); J (HZ) oC(ppm)
CH(a) 7,80 (d; J=16.06; 1H) 106,22(CH)
CH(B) 6,87 (d; J=15.30; 1H) 142,36(CH)
3 168,63(C)
5 175,43(C)
i 131,12(C)
2 7,13 (d; J=1.37; 1H) 108,72(CH)
3 149,82(C)
4 148,56(C)
5 6,87 (d; J=7.02; 1H) 108,19(CH)
6 7,10 (dd; J=6.78 € 1,13; 1H) 128,85(CH)
17 124,53(C)
2" 8,13 (m; 2H) 128,85(CH)
3” 7,51 (m; 2H) 127,44(CH)
4" 7,51 (m; 1H) 127,01(CH)
OCH,0 6,05 (s; 2H) 101,71(CH
o—N 2

3|
1" 4||
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5.15.3. Preparacéo do-3enil-5-(3,4-metilenodioxifenil)-1,2,4-oxadiazo(59).

N

ol O

52e

Reagentesa) (COCI}, b) benzamidoxim&4, py, refluxo, 2h.

Conforme aMetodologia Geral, 0,300 g (1.807 mmol) do acido piperonilico
52ereagiu para produzir o cloreto de adidae na forma de um 6leo amarelo, o qual
reagiu com 0,123g (1,206mmol) a benzamidoxbdae forneceu 0,125 g (35%) do
respectivo derivado oxadiazoli&® na forma de agulhas de cor creme.

P.f.: 148-150C.

Infravermelho (KBr, cm ™):

vC-H (Csp) = 3052 (anel aromatico)

vC=N (Csp) = 1575 (anel oxadiazélico)

vC=C (Csp) = 1492 (anel oxadiazélico/anel aromatico)
VasVs (C-O) = 1266 /1043 (metileno dioxi/anel oxadiazd)i
VN-O =937 (anel oxadiazdlico)

oC-H (Csp) = 744/686 (dobramento de &k vizinhos)
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Espectro 53.Espectro de IV d&9.
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22?3&2}?7451:100%) mo3.sm: 10.943 min, Scan: 678, 40:290, lon; 885 us, RIC: 248340, BC
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Espectro 56.Espectro de RMN’C (400 MHz, CROD) de59.
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Tabela 23.Deslocamentos quimicos 8¢ e'C para o derivad¢s9).

59 (CDCls) 400MHz

Posicao
& H(ppm); J (Hz) 3C(ppm)
3 175,35(C)
5 . 168,83(C)
T 131,15(C)
2 7,65 (d; J=1.76; 1H) 108,89(CH)
3 151,46(C)
4 148,31(C)
5 6,97 (d; J=8.28; 1H) 108,89(CH)
6 7,82 (dd; J=8.16 e 1,63; 1H) 118,17(CH)
1 123,77(C)
2" 8,17 (m; 2H) 128,83(CH)
3” 7,52 (m; 2H) 127,50(CH)
4” 7,52 (m; 1H) 127,03(CH)
OCH-0 6,11 (s; 2H) 102,02(CHl
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5.15.4. Preparacéo de 3-fenil-5-[4-(3,4-metilenodidenil)-butil]-1,2,4-oxadiazol (56).

O’N

Reagentesa) H,(g), Pd/C; acetato de etila, t.a., 2h

Num baldo de 10 mL de capacidade, foi feita umacsa de 70 mg (0,22mmol)
de55 em 5 mL de acetato de etila, sobre a qual foii@akcio 0,05 g do catalisador
Pd/C. Esta suspensdo foi mantida sob agitacdompetatura ambiente, por alguns
minutos. Selou-se o baldo com um septo, retiraedo-ar presente no baldo com um
bolhémetro e fixou-se um baldo contendo hidrogéimexo ao septo. O sistema entao
permaneceu por 3 horas sob atmosfera de hidrogemigitacdo magnética. Apos o
término da reacdo (acompanhada por CCF), o metiorea foi filtrado numa seringa
empacotada com silica gel, para retirar o cataisad\p0s concentracdo em
evaporador-rotatério, foram obtidos 57 mg 5 em forma de cristais amareladas
(83%). P.f.:70-72C.

Infravermelho (KBr, cm ™):

vC-H (Csp) = 3070 (anel aromatico)

vC=N (Csp) = 1596 (anel oxadiazélico)

vC=C (Csp) = 1517 (anel oxadiazélico/anel aromatico)
VasVs (C-O) = 1241 /1039 (metileno dioxi/anel oxadiazd)i
VN-O =941 (anel oxadiazolico)

6C-H (Csp) = 752/696 (dobramento de 5k vizinhos)
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Espectro 60.Espectro de RMN*C (400 MHz, CROD) de56.

Tabela 24Deslocamentos quimicos de e *C para o derivad66.

56 (CDCls) 400MHz

Posicao
& H(ppm); J (Hz) 3C(ppm)
CHy(a) 2,97 (t; J=7,53;2H) 35,10(GMH
CH2(B) 1,72(m; 2H) 26,52(CH
CHa(y) 1,90(m; 2H) 30,97(Ch
CH2(5) 2,62 (t; J=7.53; 2H) 26,09(GH
3 168,28(C)
5 . 179,79(C)
1 131,12(C)
2 6,69 (d; J=1.76; 1H) 108,82(CH)
3 147,61(C)
4 145,68(C)
5 6,74 (d; J=7.00; 1H) 108,17(CH)
6 6,64 (dd; J=7.91 e 1,63; 1H) 121,13(CH)
1 135,57(C)
2" 8,08 (m; 2H) 128,85(CH)
3” 7,49 (m; 2H) 127,42(CH)
4” 7,49 (m; 1H) 126,93(CH)
OCH-0 5.93 (s; 2H) 100,79(CHi
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5.15.5. Preparacéo de 3-fenil-5-[2-(3,4-metilenodidenil)-etil]-1,2,4-oxadiazol (60).

Obs": Tentou-se sintetizar este derivado através dacéed catalitica dé&8,

porém a reacao nao logrou éxito, ja que o peminatografico do produto mostrou-se
diferente do esperado (mais polar que o produtpadieda). Logo, optou-se por uma

via alternativa, partindo do acido diidrocinam&zy.

e e e O

Reagentesa) (COCI), b) benzamidoxim&4, py, refluxo, 6h.

Conforme a Metodologia Geral , 0,350 g (1.804 mmol) do &cido
diidrocinamico52f reagiu para produzir o cloreto de acdaf na forma de um oleo
verde , o qual reagiu com 0,204g (1,5034mmol) aéemdoxima54 e forneceu 0,221
g (42%) do respectivo derivado oxadiazokfbna forma de cristais amorfos creme.
P.f.: 93-95°C

Infravermelho (KBr, cm ™):

vC-H (Csp) = 3066 (anel aromatico)

vC=N (Csp) = 1569 (anel oxadiazélico)

vC=C (Csp) = 1504 (anel oxadiazoélico/anel aromatico)
VasVs (C-O) = 1247 /1039 (metileno dioxi/anel oxadiazd)i
VN-O =925 (anel oxadiazdlico)

6C-H (Csp) = 717/692 (dobramento de 5k vizinhos)
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Tabela 25.Deslocamentos quimicos 8¢ e'C para o derivad60.

60 (CDCls) 400MHz

Posicao
& H(ppm); J (Hz) 8C(ppm)
CHy(a) 3,20 (t; 2H) 28,85(Ch)
CH2(P) 3,11 (t; 2H) 32.39(Ch)
3 168,26(C)
5 178,92(C)
1 133,16(C)
2 6,72 (d; J=1.25; 1H) 108,73(CH)
3 147,80(C)
4 . 146,30(C)
5 6,74 (d, J=4.52; 1H) 108,41(CH)
6 6,68 (dd, J=5.04 e 1,06; 1H) 142,33(CH)
1" 131,12(C)
2" 8,06 (m; 2H) 128,84(CH)
3” 7,51 (m; 2H) 127,40(CH)
4" 7,51 (m; 1H) 126,84(CH)
OCH-0 5,92 (s; 2H) 100,94(CHi
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5.15.6. Preparacdo de 4-fenil-5-[4-(6-nitro-3,4-mig¢nodioxifenil)-butil]-1,2,4-
oxadiazol (57).

O/N
o) \
N
o a,b o N

OH —— » <
< 45% o

Reagentesa) (COCI}, b) benzamidoxim&4, py, refluxo, 4h.

Conforme a Metodologia Geral , 0,250 g (0.932 mmol) do acido 6-
nitrotetraidropiperinicd@2creagiu para produzir o cloreto de adgcna forma de um
oleo castanho, o qual reagiu com 0,105g (0,777mebBnzamidoximé&4 e forneceu
0,153 g (45%) do respectivo derivado oxadiazobgona forma de agulhas castanho
claras. P.f.: 88-96C

Infravermelho (KBr, cm ™):

vC-H (Csp) = 3064 (anel aromatico)

vC=N (Csp) = 1571 (anel oxadiazélico)

vC=C (Csp) = 1521 (anel oxadiazélico/anel aromatico)
VasVs (C-O) = 1249 /1033 (metileno dioxi/anel oxadiazd)i
VN-O =933 (anel oxadiazolico)

6C-H (Csp) = 715/688 (dobramento de 5k vizinhos)

Vs (Ar-NOy) = 1326 (grupo nitro)
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Spectrum 1A —
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Tabela 26.Deslocamentos quimicos 8¢ e'*C para o derivadb?.

57 (CDCls) 400MHz

Posicao
& H(ppm); J (Hz) 8C(ppm)
CH2-a 3,01 (t; J=7,40; 2H) 33,43(CH)
CH2-8 1,79 (m; 2H) 26,38(CH)
CH2-y 1,99 (m; 2H) 26,38(CH)
CH2-5 2,94 (t; J=7,40; 2H) 30,06(CH)
3 168,30(C)
5’ 7,49 (m; 1H) 179,62(CH)
1 131,14(CH)
2 6,73 (s;1H) 110,41(CH)
3 146,42(C)
4 142,71(C)
5 105,79(C)
6 151,72(C)
i 134,25(C)
2" 8,08 (m; 2H) 128,85(CH)
3” 7,49 (m; 2H) 127,42(CH)
4" 7,49 (m; 2H) 126,89(CH)
OCH,0 6,09(s; 2H) 102,81(CH)
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5.15.7. Preparacdo de 4-fenil-5-[2-(6-nitro-3,4-mi¢nodioxifenil)-etil]-1,2,4-
oxadiazol (61).

—N
o X
(0] OH a,b < WN
o NO, 529 0 NO, 61
9 2 ==

Reagentesa) (COCI}, b) benzamidoxim&4, py, refluxo, 4h.

Conforme aMetodologia Geral 1, 0,300 g (1.252 mmol) do &cido 6-
nitrodiidrocindmico52g reagiu para produzir o cloreto de addag na forma de um
sélido castanho, o qual reagiu com 0,141g (1,043nmobenzamidoxima 54 e
forneceu 0,195 g (46%) do respectivo derivado aa@idico61 na forma de agulhas de
cor castanho.

Obs: Na etapa de adicdo de 4gua destilada para pagéip do oxadiazol, ndo
houve a esperada precipitacdo. Entdo diluiu-selacd®m resultante em 20 mL de
acetato de etila e tratou-se com solucédo 5% de(BX15mL) e posteriormente com
solucdo 10% de CuSQafim de eliminar a piridina residual. Apés reatigado residuo
de agua da fase organica com3Ia, (anidro), concentrou-se a solu¢gdo em rota-vapor.
O resultado foi um sdlido castanho, que foi subtioe#i purificacdo por recristalizacéo
em EtOH. Finalmente, obteve-se 0,195g de um sdélidme. (46%). P.f.:117-1f€.

Infravermelho (KBr, cm ™):

vC-H (Csp) = 3074 (anel aromatico)

vC=N (Csp) = 1573 (anel oxadiazélico)

vC=C (Csp) = 1517 (anel oxadiazélico/anel aromatico)
VasVs (C-O) = 1251 /1037 (metileno dioxi/anel oxadiazd)i
VN-O =925 (anel oxadiazolico)

oC-H (Csp) = 728/696 (dobramento de &k vizinhos)

Vs (Ar-NOy) = 1328 (grupo nitro)
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Tabela 27 Deslocamentos quimicos Ud e **C para o derivadé1.

61 (CDCl3) 400MHz

Posicao
d H(ppm); J (Hz) dC(ppm)
CHx(a) 3,38 (t; 2H) 27,53(ChH
CH2(B) 3,28 (t; 2H) 30,99(ChH
3 168,33(C)
5 L 178,51(C)
1 131,77(C)
2 6,71 (s: 1H) 110,82(CH)
3 147,16(C)
4 142.88(C)
5 7,48 (s; 1H) 106,08(CH)
6 152,02(C)
L 131,22(C)
2" 8,00 (m; 2H) 128,89(CH)
3” 7,48 (m; 2H) 127,45(CH)
4" 7,48 (m; 1H) 126,78(CH)
OCH-0 6,02 (s; 2H) 103,04(Chi

132



5.15.8. Preparacéo de 4-fenil-5-(6-nitro-3,4-metitedioxifenil)-1,2,4-oxadiazol (62).

[0} o— \
0 OH _ab 0 \N>\©
—_—
< 63% <
o NO, o

52h * 62

Reagentesa) (COCI}, b) benzamidoxim&4, py, refluxo, 5h.

Conforme a Metodologia Geral 1 0,310 g (1.462 mmol) do &acido 6-
nitropiperonilico52h reagiu para produzir o cloreto de adfzh na forma de um sélido
castanho, o qual reagiu com 0,1659 (1,218mmolnadraidoximab4 e forneceu 0,287
g (63%) do respectivo derivado oxadiazékdna forma de agulhas de cor creme.
P.f.. 170-172C.

Infravermelho (KBr, cm ™):

vC-H (Csp) = 3068 (anel aromatico)

vC=N (Csp) = 1535 (anel oxadiazélico)

vC=C (Csp) = 1504 (anel oxadiazélico/anel aromatico)
VasVs (C-O) = 1251 /1029 (metileno dioxi/anel oxadiazd)i
VN-O =923 (anel oxadiazolico)

6C-H (Csp) = 759/698 (dobramento de Sk vizinhos)

Vs (Ar-NOy) = 1382 (grupo nitro)
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Tabela 28 Deslocamentos quimicos Ud e *C para o derivad62.

62 (Acetonays/CDCl3) 400MHz

Posicao
& H(ppm); J (Hz) 3C(ppm)
3 175,35(C)
5 . 168,83(C)
T 131,15(C)
2 7,51 (s; 1H) 108,89(CH)
3 151,46(C)
4 Ll 148,31(C)
5 7,74 (s; 1H) 108,89(CH)
6 118,17(CH)
L 123,77(C)
2" 8,13 (m; 2H) 128,83(CH)
3” 7,62 (m; 2H) 127,50(CH)
4" 7,62 (m; 1H) 127,03(CH)
OCH0 6,44 (s; 2H) 102,02(CH
O/N 2" 3n
3
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5.15.9. Preparacao da N'-{[(2E,4E)-5-(1,3-benzodioxol-5-il)penta-2,4-

dienoil]oxi}benzenocarboximidamida (intermediario O-acilado) (66).

o 52a

Reagentesa) (COCI), b) benzamidoxim&4, py, 0°C.

Na preparacdo deste derivado, a metodolgia empaeigacdbem semelhante a
Metodologia Geral descrita para os oito derivados oxadiazolicogrisiflo apenas na
etapa de adicdo cloreto de achkiRa a solucdo da benzamidoxirbd. Nesta caso essa
adicdo foi feita em banho de gelo, afim de impadia possivel ciclizacao.

Num baldo de 25mL de capacidade 0,3g (1.376 mdwocido piperinic®2a
reagiu para produzir o cloreto de acdda na forma de um solido vermelho, o qual
reagiu com 0,136g (1,376mmol) da benzamidoxbdahavendo liberacdo de gas e
formacdo de uma solucdo castanho-escura heterog@pés cerca de 20 minutos de
agitacdo, uma CCF confirmou o consumo total dogemei@s. Esta solugéo foi diluida
em 15 mL de diclorometano e tratada com solu¢cdo d®%Cl num funil de separacao
(6x10 mL), afim de eliminar toda piridina residuBRbsteriormente a solucdo organica
resultante foi seca com adicdo de Na®&@idro, filtrada, concentrada em rota-vapor, e
purificada utilizando uma coluna cromatografica rebe (hexano/acetato 9:1),
fornecendo 0,184g (40%) do intermediario o-acileéfima forma de um solido amarelo.
P.f.: 164-166C
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Espectro 77.Espectro de RMNH (400 MHz, acetonge) de66.
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Espectro 78.Espectro de RMN’C (400 MHz, acetonas) de66.
Tabela 29.Deslocamentos quimicos d¢ e'C para o derivadé6.
- 66 (Acetonags) 400MHz
Posicao —
SH (ppm); J (Hz) 5C(ppm)
CH(a) 6,26 (d; J=15,41; 1H) 119,03(CH)
CH(B) 7,55 (m; 1H) 144,82(CH)
CH(Y) 7,01 (m; 1H) 140,26(CH)
CH( 7,01 (m; 1H) 124,90(CH)
3 156,39(C)
5 164,35(C)
1 132,17(C)
2 7,20 (d; J=1,32; 1H) 105,69(CH)
3 148,67(C)
4 148,48(C)
5 6.88 (d: J=8,23; 1H) 108,39(CH)
6 7,07 (dd; J=8,17 e 1,34: 1H) 130,90(CH)
e 123,15(C)
o" 7,83 (m; 2H) 130,42(CH)
3" 7,48 (m: 2H) 128,39(CH)
47 7,48 (m; 1H) 126,68(CH)
NH 7.02(s:2H)
OCH,0 6,06 (s: 2H) 101,60(CH
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5.16. Avaliacdo da atividade toxica contralrypanosoma cruz (Ribeiro et al.,
2004) (Ferreiraet al., 2008)

5.16.1. Manutencédo das formas epimastigotas

Formas epimastigotas deypanosoma cruzamostra DM28¢Contreraset al, 1985),
foram mantidas a 28 em meio composto por (¢): BHI (37) (Difco, Maryland, MA,
U.S.A), hemina (0,01) (SigmaSt. Louis, MO, U.S.A) e &cido félico (0,02) (Sigm St.
Louis, MO, U.S.A), suplementado com 10% de soral tevvino (SFB) (Gibco, BR{). Os
parasitos foram subcultivados no meio de cultusarde acima a cada 5 dias com inéculos de
10%.

5.16.2. Atividade Anti-Epimastigota

A inibicdo do crescimento de formas epimastigbdagvaliada frente a piperina
1, ao benzonidazol (farmaco de referéncia) e @osnovos derivados oxadiazolichs
a 62 sintetizadogFigura 30, pagina 71)em concentracdes crescentes (0,5 g0
mL). Os parasitas (2,0 x 1Ccélulas.mr}) foram cultivados durante 10 dias em placas
de 96 pocos a 28° C, e o crescimento avaliado potagem direta em Camara de
Neubauer. Os pocos foram quantificados no terceumto, sétimo e décimo dias de
cultivo. Todos os experimentos foram realizados teplicata e os resultados sao
expressos em parasitas por mililitro + DP e com@s aos controles tratados com
DMSO 0,005% final.
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7- ANEXO

» Analise dos espectros de massa de alta resolucas goodutos finais

1. oxadiazol (4): HR-ESI-MS
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3. oxadiazol (8):: HR-ESI-MS
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5. Oxadiazol (€): HR-ESI-MS
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6. Oxadiazol (%): : HR-ESI-MS
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7. Oxadiazol (B): HR-ESI-MS
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MOOT #3 RT: 0.04 AV:1 NL: 9.71E5
T: FTMS + p ESI Full ms [100.00-600.00]
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T: FTMS + p ESI Full ms [100.00-600.00]
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T: FTMS + p ESI Full ms [100.00-600.00]
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MO4 #1 RT: 0.01 AV: 1 NL: 9.30E5
T: FTMS + p ESI Full ms [100.00-600.00]
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MO5 #36-37 RT: 0.60-0.62 AV: 2 NL: 414E6
T: FTMS + p ESI Full ms [100.00-600.00}
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06 #7-8 RT: 0.10-0.11 AV: 2 NL: 2.34E6
I FTMS + p ESI Full ms [100.00-600.00]
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MO7 #3-4 RT: 0.04-0.05 AV: 2 NL: 260E6

T: FTMS + p ESI Full ms [100.00-600.00]
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Relative Abundance
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