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RESUMO

TEIXEIRA, Fabio Barbosa. Planejamento e Sintese de Compostos Ftalazoilidrazinicos
como Agentes Anti-TNF-a. 2013, p, Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias, Quimica
Organica). Instituto de Ciéncias Exatas, Departamento de Quimica, Universidade Federal
Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2013.

Muitas classes de compostos organicos tém demonstrado promissores efeitos
bioldgicos, dentre elas as imidas ciclicas, compostos que apresentam na estrutura o grupo —
CO-N(R)-CO-, sendo R um atomo de hidrogénio, um grupo alquila ou um grupo arila. As
ftalimidas, que apresentam conhecida atividade biol6gica, sdo compostos que tém sua histéria
relacionada a talidomida, molécula que possui estrutura derivada da ftalimida, mas apresenta
também um grupamento glutarimidico, podendo ser considerada a molécula mais relevante
pertencente a esta classe de compostos. O anel ftalimidico é relatado como um interessante
bioforo, constituindo subunidade estrutural de carater farmacoférico parauma série de
compostos com diferentes atividades farmacoldgicas, dentre elas a anti-inflamatéria, segundo
um mecanismo de inibicdo do fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), uma citocina pro-
inflamatéria. Devido aos efeitos colaterais associados aos atuais medicamentos anti-TNF-o,
que pertencem exclusivamente a classe dos farmacos biotecnoldgicos, e ao alto custo do
tratamento, é importante a descoberta de novas micromoléculas anti-inflamatérias que atuem
pela inibicdo da producdo do TNF-a. Neste contexto, uma das primeiras moléculas descrita
com esta atividade foi a talidomida, cuja a¢do farmacolGgica é atribuida ao grupo ftalimidico.
Em funcéo da confirmada atividade anti TNF-a das ftalimidas funcionalizadas, neste trabalho
foi realizada a sintese, caracterizacdo e verificada da atividade de ftalimidas N-hidrazil
substituidas, as ftalazoilidrazidas. Estes compostos foram sintetizados a partir dos &cidos
benzéicos e aldeidos correspondentes, que foram transformados em ésteres metilicos.
Subsequente reacdo de hidrazindlise, com hidrazina hidrato, forneceu as hidrazidas
correspondentes que foram posteriormente reagidas com anidrido ftalico, a fim de formar o
anel ftalimidico. Esta série inicial foi ainda metilada por reacdo com iodeto de metila em meio
bésico. A sintese de ftalazoilidrazidas ndo-metiladas e N-metiladas tem como finalidade a
andlise do efeito da presenca do grupo metila na possivel atividade biol6gica dos compostos,
pois é sabido que o grupo metila exerce efeitos estereoeletrénicos sobre as biomoléculas que
podem levar a mudangas significativas nos efeitos biol6gicos das moléculas. Foram
sintetizados 22 compostos finais com rendimentos entre 58% e 96%. A analise farmacoldgica
dos mesmos mostrou que alguns derivados metilados forram capazes de inibir a producédo de
TNF-0 em ensaios com macrofagos estimulados por LPS. A atividade apresentada mostra a
importancia biolégica das ftalimidas e da N-metilacdo nesta série. Ademais, a sintese proposta
mostrou-se adequada e prética, com a utiliza¢do de irradiacdo em microondas.

Palavras-chave: Ftalimidas, atividade anti-TNF-a, inflamag&o.



ABSTRACT

TEIXEIRA, Fabio Barbosa. Planning and Synthesis of Phthalazoilidrazynic Compounds

aiming Anti-TNF-a Agents. 2013, p, Dissertation (Master in Science, Organic Chemistry).

Instituto de Ciéncias Exatas, Departamento de Quimica, Universidade Federal Rural do Rio
de Janeiro, Seropédica, RJ, 2013.

Many classes of organic compounds have shown promising biological effects, and among
them are the cyclic imides, compounds that have on their structure the fragment CO-N(R)-
CO-, in which R is a hydrogen atom, an alkyl or an aryl group. The phthalimides,that have
recognized biological activity, are compounds related to thalidomide, a molecule with
structure derived from phthalimide, but also presents a glutarimidic group, being considered
the most relevant molecule that belongs to this class of compounds. The phthalimidic ring is
related as an interesting biophore, constituting a subunity structure of pharmacophore
character for a series of compounds with different pharmacological activities, including the
anti-inflammatory, according to a mechanism of inhibition of tumor necrosis factor alpha
(TNF-a), a pro-inflammatory cytokine. Due to the side effects associated to current
medications anti-TNF-a, that belong exclusively to the class of biotech drugs, and the high
cost of treatment, the discovery of new anti-inflammatory micromolecules that act inhibiting
the production of TNF-a is important. In this context, one of the first described molecules
with this activity was thalidomide, whose pharmacological action is attributed to the
phthalimidic group. in this work N-hydrazil substituted phthalimides, the phthalazoylidrazides
were synthesized, charatered and tested for biological activity. These compounds were
synthesized from benzoic acids and corresponding aldehydes, that were transformed into
methyl esters. Subsequent hydrazinolysis reaction, with hydrazine hydrate, provided the
corresponding hydrazides that, after, reacted with phthalic anhydride in order to form the
phthalimidic ring. This initial series was still methylated by reaction with methyl iodide in
basic medium. The synthesis of phthalazoylidrazides N-methylated and non-methylated intent
to analyze the effect of the presence of the methyl group on the possible biological activity of
the compounds, because it is known that the methyl group exerts estereoeletrénic effects over
biomolecules that can lead to significant changes in biological effects of molecules. 22 final
compounds were synthesized with yields between 58% and 96%. The pharmacological
analysis showed that some methylated derivatives were able to inhibit the production of TNF-
a in experiments with macrophages stimulated by LPS. The activity presented shows the
biological importance of phthalimides and N-methylation in this series. Furthermore, the
synthesis proposal proved adequate and practical using microwave irradiation.

Key words: Phthalimides, anti-TNF-a activity, inflammation.
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1. INTRODUGAO

1.1 Imidas ciclicas

A busca e o0 uso de substancias biologicamente ativas, que fossem capazes de trazer
alivio ou cura para os processos dolorosos e doencas que afetam o Homem desde o seu
aparecimento no planeta, sempre foram uma necessidade e uma preocupacdo. Desde 0s
primérdios da civilizacdo, o ser humano tenta esclarecer as razGes para a ocorréncia das
doengas e da dor a elas relacionadas, assim como desenvolver procedimentos destinados ao
seu controle (MADIGAN e RAJ, 2000).

A partir do final do séc. XIX e inicio do séc. XX, o advento das Quimicas Organica e
Analitica foi um importante passo na descoberta, desenvolvimento e sintese de novas
substancias com potencial bioldgico, pois, até entdo, a terapia era centrada no uso de
compostos derivados de plantas cultivadas em instituicGes religiosas (BURGER, 1980;
WERMUTH, 2008). O desenvolvimento da Quimica Medicinal, que ocorre a partir da década
de 30, impulsiona de maneira efetiva o desenvolvimento de novos farmacos e, atualmente, a
sintese orgéanica é responsdvel por cerca de 75% dos farmacos existentes no mercado
farmacéutico (MENEGATTI et al, 2001). Apesar da importancia dos processos sintéticos,
muitos dos prot6tipos de fArmacos sdo derivados de produtos naturais, especialmente plantas,
que possibilitam a descoberta de inimeros compostos com atividade biolégica (CECHINEL
FILHO et al.,2003). Produtos naturais, sem modificacfes, fazem parte de apenas 6% dos
farmacos de uso corrente, disponiveis no mercado, langados entre 1981 e 2001. No entanto,
sua importancia na descoberta de novos farmacos é grande, pois, atualmente, quando um
produto natural possui uma atividade farmacoldgica, ele &, em geral, quimicamente
modificado para melhorar suas propriedades farmacocinéticas e farmacodinamicas
(NEWMAN, CRAGG, SNEADER, 2003).

Apesar da tamanha diversidade de farmacos hoje existentes, a busca por novas
substancias que sejam efetivas contra patologias ainda sem tratamento adequado ou que
substituam os medicamentos existentes a custos menores e/ou com menores efeitos adversos
impulsiona as pesquisas nessas areas. Muitas classes de compostos organicos tém
demonstrado promissores efeitos bioldgicos, e, dentre estas, pode-se destacar as imidas
ciclicas (CECHINEL FILHO et al, 2003).



As imidas ciclicas sdo compostos que apresentam em suas estruturas o grupo —CO-
N(R)-CO-, sendo R um atomo de hidrogénio, um grupo alquila ou um grupo arila,
constituindo uma grande classe de compostos obtidos por sintese organica, divididas em sub-
classes: as maleimidas (1), as succinimidas (2), as naftalimidas (3), as glutarimidas (4) e as
ftalimidas (5) (Figural), além de seus respectivos derivados (HARGREAVES et al, 1970).
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Figura 1. Estrutura basica das principais imidas ciclicas.

(1

Nos ultimos anos, os compostos imidicos ciclicos tém atraido a atengdo da
comunidade cientifica e sido extensivamente estudados, devido, principalmente, as suas
potencialidades terapéuticas (MACHADO et al, 2005; FURGESON et al, 2006).

Varios efeitos biol6gicos apontam para um potencial uso farmacéutico das imidas
ciclicas, devido a sua natureza hidrofébica, que permite atravessar as membranas celulares,
tendo sido demonstradas, principalmente, as atividades antitumoral (KOMODA et al, 2001)
anti-inflamatéria, antiflngica, antibacteriana (HARGREAVES et al, 1970), analgésica,
antiespasmaédica (CECHINEL FILHO,1995) antinociceptiva e anticonvulsivante (CAMPOS
et al, 2000).

Uma outra razdo para a continuidade dos estudos em Quimica Medicinal com as
imidas ciclicas consiste na facilidade de obtengdo com bons rendimentos e rotas sintéticas de
facil execucdo desta classe de compostos, 0 que permite uma rapida construcéo de cole¢des de

moléculas com grande variedade estrutural (BUZZI et al, 2003).



1.2 Sintese de Ftalimidas

A ftalimida ou 1,3-isoindolindiona ocorre naturalmente na forma de um mineral
organico chamado kladnoita (Figura 2), bastante raro, encontrado na Republica Tcheca,
descoberto em 1942 e descrito pela primeira vez em 1959 pela Associagdo Internacional de
Mineralogia (IMA), sendo gerado pela acdo do fogo sobre rejeitos carboniferos, com cristais
brancos, amarelados ou incolores (BACK e MANDARINO, 2008). Entretanto, estes cristais
naturais apresentam apenas interesse cientifico, pois se encontram em distribui¢fes pontuais
com volumes muito pequenos, o que impossibilita sua exploracdo comercial (NEVES et al,
2008).

Figura 2. Mineral kladnoita e cristais naturais amarelados de ftalimida.

Sinteticamente, as ftalimidas podem ser obtidas pelo uso de varios métodos, sendo os
mais usuais: a) preparacdo a partir do acido amico correspondente, o qual é formado pela
agitacdo em meio etéreo do anidrido ftalico com uma amina apropriada, em refluxo com éacido
acético por cerca de 2h (Esquema 1) (ANDRICOPULDO et al, 1998; BUZZI et al, 2003); b)
ciclizacéo direta do anel imidico pela reacdo do anidrido ftalico com a amina em acido acético
sob refluxo (POUPAERT et al, 1995) ou com o uso de radiacdo de microondas nas mesmas
condi¢bes da reacdo anterior, mas na auséncia de solvente (ANTUNES et al, 1998)
(Esquemas 2 e 3); e ¢) reacdo do anidrido ftalico com azidas apropriadas, em presenca de
iodotrimetilsilano, formado in situ, obtendo-se N-fenilftalimidas em poucos minutos de reacéo
(KAMAL, LAXMAN, RAO, 1998).



(6]
CH;COOH
o * H;N-R——
Amina ref luxo
(6]

Imida
Anidrido Ftalico Acido Amico o

Esquema 1 — Meétodo sintético para ftalimidas a partir do &cido &mico correspondente
(ANDRICOPULO et al, 1998; BUZZI et al, 2003).

CH COOH
rcf luxo

Anidrido Ftalico

Ammd
X=NO,, CI, H Derivado

Ye Z = grupos alquila
Esquema 2 — Sintese de ftalimidas por ciclizacdo direta em acido acético (POUPAERT et al,
1995).

microondas
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Esquema 3 — Sintese de ftalimidas em microondas sem o uso de solvente (ANTUNES et al,

1998).
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Esquema 4. Sintese de N-arilftalimidas em presenca de iodotetrametilsilano (KAMAL,
LAXMAN, RAO, 1998).



1.3 Atividades biolégicas das Ftalimidas

A ftalimida e seus derivados constiuem uma importante classe de compostos
heteroarométicos que tem grande utilidade em quimica organica como grupo de protecdo de
aminas primérias, como intermediarios na sintese de compostos heterociclicos e alcaldides
bioativos, na sintese de ndcleos estruturais isoindolina, isoindolinona e ftalazinonas
(CECHINEL FILHO, 2000).

As ftalimidas que apresentam atividade biol6gica sdo compostos que, normalmente,
tém suas caracteristicas biologicas diretamente relacionadas a toxicidade da talidomida (6),
considerada a molécula historicamente mais relevante pertencente a esta classe de compostos
e que possui em sua estrutura a sub-unidade ftalimidica (7) ligada a um grupamento
glutarimidico (CECHINEL FILHO, 2000) (Figura 3).
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Figura 3. Talidomida e Ftalimida.

A despeito desta associacdo, o anel ftalimidico é relatado como um interessante
bioforo, constituindo subunidade estrutural de carater farmacoférico para uma série de
compostos com diferentes atividades farmacoldgicas, dentre elas anti-convulsivante, anti-
Parkinson, anti-Alzheimer, analgésica, anti-inflamatéria, imunomoduladora (LIMA, 2001;
LIMA et al, 2002), inibidora de HIV integrase (VERSCHUEREN et al., 2005),
antiproliferativa (HORVAT et al, 2012), anti-influenza (IWAI et al, 2010), anti-M.tuberculose
(AKGUN et al, 2012). Estudos mostram também atividade ativadora da adenosina
monofosfato (AMP), presente na proteina Adenosina Monofosfato cinase (AMPK), molécula-
alvo importante no tratamento de distlrbios metabolicos, como obesidade e diabetes tipo-2
(OH et al, 2010). Adicionalmente, estas atividades se mostraram dissociadas das atividades
toxicas relacionadas a talidomida, demonstrando que sua teratogenicidade ndo esta

correlacionada ao gupamento ftalimidico.



As Figuras 4-9 e Esquemas 5 e 6 demonstram as estruturas de compostos ftalimidicos
que apresentam diversas atividades farmacolégicas e algumas rotas sintéticas de obtencéo das

mesmas.

A sintese e as propriedades anticonvulsivantes de novas piperazinas e morfolinas
acetamidas como 9, inspiradas na ftalimida 8, foram descritos por KAMINSKI e
colaboradores (2011) (Esquema 5). O screening anticonvulsivante inicial realizado in vivo
demonstrou que varios compostos desta série foram eficazes no teste de eletrochoque méaximo
(MES). O composto mais ativo desta série revelou uma protecdo nas convulsdes induzidas
eletricamente a uma dose de 30 mg/kg por via oral em ratos, sendo mais potente do que a

referéncia anticonvulsivante, a fenitoina (KAMINSKI et al, 2011).
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Figura 4. Derivados ftalimidicos com atividade anticonvulsivante (KAMINSKI et al, 2011).
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Esquema 5. Reacéo entre o &cido e a amina para formacao do composto (9) (KAMINSKI et
al, 2011).

Moléculas inibidoras da formag@o de folhas P surgiram como potenciais agentes
terapéuticos para a doenca de Alzheimer. Testes randdmicos com um grande ndmero de
compostos visando o decréscimo no contetdo destas folhas de pré-agregados AB-42 foram
realizados. Das moléculas estudadas, a série mais promissora foi das 4,5-dianilinoftalimidas
(DPPH, Figura 6) (BLANCHARD et al, 2004). Estes compostos demonstraram uma forte

reversdo da formagdo das folhas B (ClIso 15um), bem como a capacidade de reduzir o influxo



de Ca?* associado com fibrilas AB (ICsp 0,7um). O Esquema 6 demonstra a rota sintética para
a obtencdo destas moléculas através do uso de catalisadores de paladio (HENNESSY,
BUCHWALD, 2005).

N
(@) (0]
N cat, Pd, llg
base/tolueno
2 equiv
Cl Cl

DPPH

Esquema 6. Rota sintética para a 4,5-dianilinoftalimida (DPPH) (HENNESSY,
BUCHWALD, 2005).

A Figura 5 mostra derivados de ftalimida estruturalmente modificados que foram
preparados por condensacdo de anidrido ftalico e tetrafluorftalico com sulfonamidas
selecionadas, sintetizadas conforme o Esquema 2 (AKGUN et al, 2012). Todos 0s compostos
foram testados quanto a atividade contra o Mycobacterium tuberculosis H37Ra. Os derivados
fluorados apresentaram uma atividade compardvel a sulfonamidas antimicobacterium
classicas. A concentragdo inibitdria minima (MIC) de compostos foram maiores do que o da
isoniazida (AKGUN et al, 2012).
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Figura 5. N-arilftalimidas com atividade anti-Tuberculose (AKGUN et al, 2012).

Uma série de adamantil ftalimidas caracterizadas pela diferenca no comprimento da
cadeia entre a adamantila e a sub-unidade ftalimidica foram testados quanto a atividade anti-

proliferativa in vitro sobre uma série de cinco linhas de cancer humano: MCF-7 (carcinoma



da mama), SW 620 (carcinoma do cdélon), HCT 116 (carcinoma do cdélon), MOLT-4
(leucemia linfoblastica aguda), H 460 (carcinoma do pulmao), e uma ndo tumoral HaCaT
(queratindcitos humanos). Os compostos exibiram uma atividade antiproliferativa através da
modulacédo do ciclo celular na fase G1/S (HORVAT et al, 2012). A atividade antiproliferativa
dos compostos mostrados na Figura 6 esta relacionada a atividade anti-TNF-a ja descrita

anteriormente.
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Figura 6. Adamantilftalimidas com atividade antiproliferativas em células cancerosas de

mama, colon, leucemia e pulmdo (HORVAT et al, 2012).

A Figura 7 mostra estruturas de fenetilfenilftalimidas com atividade anti-influenza,
derivadas da talidomida. Foi verificado que estes compostos possuiam a capacidade de inibir
a atividade da endonuclease PA e retardar o crescimento do virus influenza A (IWAI et al,
2010).

HO OH
Figura 7. Ftalimidas com atividade anti-influenza (IWAI et al, 2010).

A Proteina Quinase ativada por Adenosina-5'-Monofosfato (AMPK) tem emergido
como um alvo atraente para o tratamento de distirbios metabolicos, incluindo a obesidade e

diabetes do tipo 2. Oh e colaboradores (2010) descreveram uma nova micromolécula,



ampiquinona (17), contendo o ndcleo ftalimida, como um ativador de AMPK indireto. Seu
uso em linhagens celulares resultou em aumento da absorcdo de glicose em células
musculares, emergindo como uma nova classe de agentes terapéuticos para o tratamento da
diabetes e obesidade através da estimulacéo indireta de AMPK (OH et al, 2010) (Figura 8).

\o (¢} an
Figura 8. Ampiquinona (17)

Os efeitos analgésicos das ftalimidas, amplamente descritos na literatura, também
foram observados para as tetrahidroftalimidas (Figura 9). Atividades cerca de cinco vezes
superiores as do acido acetilsalicilico e do paracetamol, farmacos analgésicos de referéncia,
foram encontrados no modelo de contor¢des induzidas por &cido acético através da

administracdo de uma dose de 10mg/Kg dos compostos ftalimidicos por via intraperitoneal
(COSTA et al, 2007).
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Figura 9. Estrutura bésica de Tetrahidroftalimidas.

A atividade anti-HIV das ftalimidas esta relacionada a atividade inibitéria do TNF-q,
pois este induz diretamente a expressdo do HIV dentro da célula infectada pela estimulagdo
do fator nuclear kappa-beta (NFkf), que é um fator celular de transcrigdo essencial para a
expressdo do HIV. Desta forma, Furler e colaboradores desenvolveram a série de ftalimidas
descritas na Figura 10, que apresentaram atividade anti-HIV (POLI, KINTER, JUSTEMENT,
1990; FURLER e UITTENBOGAART, 2010).



Figura 10. Ftalimidas com atividade anti-HIV.

Ademais, a atividade imunossupressora da talidomida e de ftalimidas analogas é
conhecida e estudada para, dentre outras aplicacbes, minimizar a rejeicdo de Orgdos
transplantados, pois esta € uma das principais complicagdes para a sobrevida dos pacientes.
Em associacdo a ciclosporina, a talidomida previne a rejeicdo aguda em transplante alogénico
cardiaco em ratos (TAMURA et al, 1990). Verificou-se também sua agdo, sozinha, como
agente de prevencdo de rejeicdo em transplantes, em animais, de medula (VOLGESANG et
al, 1988) e rins (WETTSTEIN e MEAGHER, 1997).

1.4 Processos inflamatorios

Os processos inflamatdrios estdo envolvidos em varias patologias tais como artrite
reumatoide, asma, doencas autoimunes, contusdes, tendinites e infeccdes respiratorias. Trata-
se de um mecanismo de defesa do organismo, cujo objetivo é a eliminacgdo da causa do dano
ou lesdo celular provocada por agentes patogénicos ou pela agéo de agentes fisicos (COTRAN
et al, 2000).

A resposta inflamatdria é inicialmente inespecifica, independente do tipo de agresséo.
A reacdo que ocorre ap0Os esse processo inicial depende de fatores associados ao agente
agressor e ao tipo de tecido atingido. Assim, a inflamacdo pode mostrar uma variedade de
quadros clinicos e o resultado final pode ser a cura ou a inflamagdo cronica, se o agente
patogénico ou a substancia nociva persistirem e a resposta for insuficiente, fazendo o processo
evoluir (LUENGO, 2005).

A reacdo inflamatéria consiste basicamente de uma reacdo inata ou inespecifica, que
ocorre localmente, no interior dos tecidos, podendo se dividir em eventos vasculares

(formacdo de edema), que envolvem a participagdo de mediadores produzidos no plasma, e



eventos celulares, onde sdo células que participam do processo (endoteliais, macréfagos,
leucocitos e plaquetas), além de uma resposta imune especifica ou adaptativa, que consiste na
acdo de anticorpos (linfdcitos) especificos contra um tipo de agente (ABBAS, LICHTMAN,
PILLALI, 2008).

A exposicdo celular e a lesdo do tecido resultam na produgdo de diversos mediadores
quimicos, que respondem pelas caracteristicas da regido inflamada, dentre os quais podem ser
citados a histamina, os metabélitos do &cido araquidénico (prostaglandinas, tromboxanos e
leucotrienos), fator de ativacdo plaquetéria, bradicinina, Oxido nitrico, neuropeptideos e
citocinas (COTRAN et al, 2000; LUENGO, 2005; ABBAS, LICHTMAN, PILLAI, 2008;
RANG et al, 2007).

Entre os mediadores mais caracteristicos da dor inflamatdria podem ser destacadas as
quimiocinas e as citocinas, sendo, entdo, extremamente importantes no processo. As citocinas
sdo pequenas proteinas e glicoproteinas (de peso molecular entre 8 e 30 kDa), que permitem a
comunicacéo intercelular. A principio, esses mediadores pareciam ser importantes apenas no
processo de recrutamento de neutréfilos para o foco inflamatério, mas verificou-se sua agéo
na génese da nocicepcao (transmissao da dor) (CUNHA, 2000).

As citocinas constituem um grupo heterogéneo de polipeptideos ativadores do sistema
imunolégico e mediadores de respostas inflamatérias, sendo classificadas em pro-
inflamatérias e anti-inflamatorias, de acordo com seus efeitos sobre as células. Estdo
presentes em grande quantidade nos nervos periféricos, depois de dano parcial, e contribuem
para a sensibilizagdo nociceptiva (DICKENSON et al, 2002).

As principais citocinas que atuam nesse processo sdo as interleucinas (IL-1p e 1L-6) e
o fator de necrose tumoral alfa (TNF-a). Liberadas juntamente com outras substancias, por
células gliais e imunoldgicas ativadas, estas citocinas pré-inflamatorias tém especial
importancia no desenvolvimento da hiperexcitabilidade do nervo periférico, bem como do
respectivo neurénio (COUTAUX et al, 2005). Estas citocinas favorecem a aderéncia dos
leucocitos ao endotélio, aumentam a sintese de prostaciclina e desencadeiam uma cascata de
citocinas secundarias (como as quimiocinas), que atraem e ativam as células inflamatérias
méveis (RANG et al, 2007).



Ademais, o TNF-a, devido a sua caracteristica de indutor do aumento de moléculas de
adesdo, aumenta as propriedades quimiotaticas e a aderéncia de neutrofilos ao endotélio
vascular, estimula a producdo de radicais livres, e a sintese de outros mediadores
inflamatdrios como IL-1 e PGE2. Também induz mudancas nas propriedades coagulantes e
anticoagulantes (BUCHANAN et al, 2004).

Embora outras citocinas e fatores de crescimento sejam importantes, 0 TNF-a
desempenha papel preponderante na sensibilizacdo periférica, de acordo com a seguinte
hipGtese: a substdncia liberada no local da lesdo ativaria células endoteliais, células de
Schwann e outras células endoneurais, produtoras de TNF-a, o que causaria atividade
eletrofisiolégica ectopica, de carater doloroso. Estes eventos sdo paralelos ao aumento do
transporte axonal de TNF-a, 0 que alteraria o funcionamento do neurénio situado no ganglio
da raiz dorsal (DRG), embora de modo ainda ndo esclarecido. Estudos preliminares em
humanos apontaram para a possibilidade da agdo terapéutica dos inibidores de citocinas, como
a talidomida e os glicocorticdides (CHUDLER e ANDERSON, 2002).

O TNF-a esta presente nos mamiferos em quantidades basais e é produzido
principalmente por macréfagos e células-T (além de outras como adipécitos e fibroblastos)
como resposta a varios estimulos, tendo sido observada sua atividade em outros processos
além dos pré-inflamatérios ja conhecidos, dentre os quais a diferenciagdo, proliferagdo e
morte celular (apoptose), através de um mecanismo via sinalizacdo dependente da caspase,
além do mecanismo via transcrigdo do fator NFkB. O aumento da compreensdo sobre a
fisiopatologia relaciona 0 TNF-a a varias outras doengas como céncer, AIDS, diabetes e
artrite reumatoide idiopatica, o que levou ao desenvolvimento de estratégias para diminuir sua
producdo, dentre as quais o uso da talidomida e derivados ftalimidicos (PFIZENMAIER,
WAJANT,GRELL, 1996).

Verificou-se também que pacientes com anemia falciforme apresentam significativo
aumento dos niveis circulantes de citocinas, incluindo o0 TNF-o. (MALAVE, et al 1993).
Desta forma, o0 aumento dos niveis sanguineos de TNF-a em pacientes portadores de anemia
falciforme pode agravar as crises vaso-oclusivas e levar ao aparecimento de episodios
infecciosos e inflamatorios (MALAVE et al, 1993; LANARO et al, 2009; PATHARE et al,
2003).



Os principais tipos de agentes anti-inflamatorios utilizados como farmacos séo os anti-
inflamatdrios ndo-esteroidais (AINES) e os glicocorticoides, como a dexametasona e a
hidrocortisona, que tém o seu uso limitado devido aos efeitos adversos relacionados ao seu
uso prolongado. Os AINEs constituem a primeira linha terapéutica, tendo acéo inibitéria
sobre a formacdo de prostaglandinas e tromboxanos, e inibindo a acdo da enzima ciclo-
oxigenase (COX), mas seus efeitos colaterais ao nivel dos sistemas gastrointestinal e cardiaco

ndo permitem o uso crdnico destes medicamentos (RANG et al, 2007).

Os inibidores de TNF-a surgem como alternativa aos AINEs no tratamento de doengas
crdnicas, como a artrite reumatoide e a Doenca de Crohn. Atualmente sdo comercializados
trés agentes inibidores da agdo do TNF-o: etanercepte, que consiste de dois receptores
soltveis de TNF ligados & imunoglobulina G (1gG) (OLSEN e STEIN, 2004), infliximabe, um
anticorpo quimérico (combinacéo de anticorpos humanos e de camundongos) e adalimumabe,
um anticorpo humanizado. Todos estes inibidores bloqueiam a a¢do do TNF-a porque se
ligam a esta citocina na forma solUvel e impedem sua interaco com as células, ndo agindo
diretamente sobre receptores celulares. Os fatores limitantes para o uso destes agentes
consistem no alto custo da terapia, nos efeitos adversos e complicagbes infecciosas (LOVELL
et al, 2003). Os efeitos mais comuns sdo complicacdes alérgicas, infec¢des e eventos auto-
imunes (DECKER et al, 2004), além de outros menos frequentes verificados em criancas,
como mostrado nas Tabelas 1 e 2 (QUARTIER et al, 2003; RAMANAN, 2003;
KAIPIAIENEN-SEPPANEN e LEINO, 2003; FOELDVARI, KRUEGER, SCNEIDER,
2003; TUTAR, et al, 2004, STHEPENS et al, 2003).



Tabela 1 — Efeitos adversos em criangas por inibidores de TNF-a.

Farmaco Efeito Adverso Autor

Etanercepte Cefaléia, dor abdominal, rinite, ndusea, febre, eritema, Lovell
depressdo, reacdes no local da injecdo

Etanercepte ManiferstacBes psiquiatricas graves, pancitopenia, Quartier
eritema vasculitico, ganho de peso (6 a 20 Kg),
neuropatia Optica retrobulbar, uveite

Etanercepte Sindrome de ativagdo macrofégica Ramanan
Etanercepte e Uveite recorrente Kaipiaienen-
Infliximabe Seppann
Etanercepte e Colecistite aguda ndo-obstrutiva Foeldvari
Infliximabe

Infliximabe Eritema maculopapularurticariforme Tutar
Adalimumabe Gastrite aguda Lovell

Tabela 2. Complicagdes infecciosas em criangas por uso dos anti TNF-a.

N Tempo Farmaco ComplicagBes Infecciosas Autor

58 2anos Etanercepte faringite, infeccdes de pele, gripe, otite e Lovell
conjuntivite, herpes zoster,
apendicite/ peritonite,
sepse, infecgBes urinarias e
de vias aéreas superiores

61 18meses Etanercepte Apendicite Quartier
82 26 meses Infliximabe Herpes zoster, Meningite por Lysteria Sthepens
150 16 sem Adalimumabe Herpes genital, pneumonia Lovell

Devido aos efeitos colaterais associados aos atuais medicamentos anti-TNF-a e ao alto
custo do tratamento, por se tratarem de farmacos obtidos por processos biotecnolégicos
(biofarmacos), é importante a descoberta de novas micromoléculas antiinflamatérias que

atuem pela inibicdo da producdo do TNF-a. Baseado neste principio, uma das primeiras



moléculas descrita com esta atividade e utilizada hoje em dia, com severo controle, devido

aos seus conhecidos efeitos colaterais, foi a talidomida.
1.5 A descoberta da talidomida e o uso de Ftalimidas na inflamac&o

A talidomida foi primeiramente sintetizada em 1953, pela companhia suica Ciba, que
abandonou suas pesquisas devido aos aparentes baixos efeitos farmacolégicos. A despeito
disso, 0 mesmo composto foi sintetizado em 1954 pela companhia alema Chemie Griinenthal,
que empreendeu seu desenvolvimento e comercializagdo como farmaco anticonvulsivante no
tratamento da epilepsia, mas que, posteriormente, verificou-se que era ineficaz (RENDALL,
1990). Contudo, esta imida ciclica causava rapido efeito de indugdo ao sono, o que a levou a
ser recomercializada como agente sedativo e hipnético, sob o nome de Contergan, em 1956.
Rapidamente, a talidomida tornou-se a pilula mais popular para dormir e para enjoo matinal
em gestantes, pois apresentava baixa toxicidade e acreditava-se que seu consumo fosse seguro
até mesmo para criancas (McBRIDE, 1961, WARKANY,1971).

Ao final dos anos 1950, 14 companhias farmacéuticas comercializavam a talidomida
em mais de 40 paises, com diversos homes como Distival (Inglaterra), Kevadon (Canada),
Softenon (Portugal), Sedalis, Isomin (Alemanha), dentre outros, com diferentes indicacfes
clinicas e marcas comerciais (McBRIDE, 1961). Na realidade, a talidomida foi considerada
uma verdadeira panaceia, tendo sido descrita com efeitos favoraveis nas distonias vegetativas,
tirotoxicose, perturbagdes gastricas de origem nervosa, hipertensdo labil, asma bronquica,
psicose e dano cerebral (MELLIN e KATZENSTEIN, 1962).

No Brasil, as licengas de produtos & base de talidomida foram concedidas no final da
década de 1950, para a comercializagdo sob os nomes Sedalis, Sedin e Slip, na forma de
comprimidos e gotas, todos com indicacdo para distdrbios do sono (SALDANHA, 1994).

Nos Estados Unidos, o FDA (Food and Drug Administration), érgdo do governo
responsavel pela aprovacdo dos medicamentos, considerou que as indicacfes técnicas do
farmaco ndo eram capazes de oferecer seguranca total a seus usuérios, ainda que néo tivessem
sido registrados efeitos colaterais, e atrasou o processo de aprovagdo em funcdo de relatos

sobre a causa de neuropatia periférica em adultos (KELSEY, 1988).



Pouco tempo depois, uma escalada nos nimeros de casos de ma-formacéo em recém-
nascidos, a focomelia, foi verificada e, em sequéncia, fez-se o alerta sobre a teratogenicidade
da talidomida. A substancia foi retirada do mercado e os casos de focomelia cairam
abruptamente. Cerca de 12000 criancas foram afetadas (LENZ, 1962, McBRIDE 1961).

A causa do problema mostrou a importancia da configuracdo absoluta na atividade
bioldgica das substancias e foi revelada ao se estudar o metabolismo da talidomida, molécula
quiral, que permitiu evidenciar que o enantiémero (S) era oxidado seletivamente, formando
espécies eletrofilicas do tipo areno-6xido, os quais reagem com nucledfilos bioorgénicos,
induzindo teratogenicidade, enquanto o enantidmero (R) era responsavel pelos efeitos
sedativos e analgésicos (BARREIRO e FRAGA, 2008).

Em 1993, foi criado um método computacional de modelagem molecular que permitiu
prever o perfil farmacodinamico de um par de enantidmeros, tornando-se uma importante
ferramenta na andlise da relacdo de poténcia e no coeficiente quiral, pois permite
correlacionar a atividade terapéutica e outros efeitos de cada isdbmero, evitando, assim, que
outros casos semelhantes ao da talidomida ocorram (SERI-LEVY e RICHARDS,1993).

Apesar da tragédia, apds o impacto inicial a talidomida continuou sendo testada como
terapia contra muitas doengas pelos pesquisadores (RENDALL, 1990). Em 1965, o médico
israelense Jacob Sheskin usou a droga como sedativo em pacientes que sofriam de eritema
nodoso leproso (ENL), doenga que causa dor aguda e febre, além de inflamacGes das
articulacbes e mdasculos, verificando que a talidomida causava reducdo da dor e da

inflamacéo, propriedades desconhecidas até entéo para a substancia (SHESKIN, 1965).

Desde entdo, as pesquisas se intensificaram. Em 1998 a talidomida foi aprovada
oficialmente para o tratamento da lepra e muitas atividades terapéuticas relacionadas a
talidomida e seus derivados foram relatadas contra doengas como artrite reumatoide,
fotodermatite, lGpus eritematoso, maldria, tuberculose, AIDS, cancer de cdlon, cancer de
mama, tumor de prostata, mieloma, diabetes, glioblastoma, entre outras (HASHIMOTO,
1998; RAJE e ANDERSON. 1999; DAVIES et al, 2001).

Embora as propriedades anti-inflamatdrias da talidomida tenham sido descobertas nos
anos 1960, somente nos anos 1990 o mecanismo de acdo dessa substdncia no tratamento de

ENL foi proposto e compreendido, levando a um melhor entendimento sobre sua atividade



biolégica. Seu alvo de acdo farmacoldgica nos processos inflamatdrios foi descoberto como
sendo um inibidor da producdo do fator de necrose tumoral alfa (TNF-o), através da
modulagdo da producdo de seu RNA mensageiro (SAMPAIO et al, 1993).

Pro-inflammatory stimuli 5
(cytokines, pathogens, necrosis) %\
4 l;: §

NFkB activation
mRNA synthesis

1 mRNA stability
Cytokines, growth factors, proteases,
/ % receptors/adhesins

Immune effectors cells in tissue

Figura 11. Alvos da talidomida nos processos inflamatérios (SAMPAIO et al, 1993).
1.6  Efeito anti-TNF-o da Talidomida e de Ftalimidas

Segundo Hashimoto, a atividade reguladora da talidomida sobre a producdo de TNF-a
mostrou ser bidirecional, dependente dos tipos de células utilizadas e dos estimulos para a sua
producéo, em testes realizados com dois tipos de culturas de células com leucemia, HL-60 e
THP-1. Ambos os tipos de células comecaram a produzir TNF-a quando estimuladas com
varios compostos, como o tetradecanoilforbol 13-acetato (TPA, um ativador da proteina
cinase C) e o acido ocaddico (OA, um inibidor da proteina fosfatase 2A) (HASHIMOTO,
1998) (Figura 12).

Nas células HL-60, verificou-se que, com o estimulante TPA, a talidomida aumentou a
producdo de TNF-a (grafico a), e com o estimulante OA verificou-se uma reducéo de 100%,
na concentragéo de 100 uM (grafico b). Nas células THP-1, em ambos os estimulantes houve

reducédo de 80-100%, mostrando-se a atividade anti TNF-a da talidomida.
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Figura 12. Regulagdo bidirecional da producdo de TNF-a pela talidomida (0 eixo das
abscissas mostra a concentracdo da talidomida) (HASHIMOTO, 1997).

Outro modelo de estudos da atividade anti-TNF-a da talidomida envolveu o
metabolismo do 6xido nitrico, por estimulagdo de culturas celulares com lipopolissacarideos
(LPS). O LPS é um constituinte da parede celular de bactérias Gram-negativas e tem os
seguintes efeitos no organismo: ativagdo do complemento (com a formagdo de C3a e Cbha,
proteinas que estimulam a liberacdo de histamina pelos mastdcitos, causando, assim,
vasodilatacdo e aumento da permeabilidade vascular. O Cb5a também ativa a via da
lipoxigenase do metabolismo do &cido araquiddnico, causando liberacdo de mais mediadores
da inflamacdo), ativacdo do fator de Hageman (leva a ativagdo da coagulacdo, da fibrindlise e
do sistema de cininas-liberacéo de bradicidina) e estimulagéo de resposta imune inata. O LPS
desencadeia a producdo de mediadores quimicos para a inflamacéo em células (TWEEDIE et
al, 2009) e o resultado obtido por esse modelo confirmou a inibi¢do da produgédo de TNF-a.



InvestigacOes estruturais realizadas mostraram que o grupo glutarimidico € o
responsavel pela atividade sedativa e hipnotica da talidomida, além do efeito teratogénico, ja
descrito acima, enquanto o grupo ftalimidico é o responsavel pelo efeito anti-androgénico
observado. Como este efeito esta relacionado a atividade imunomodulatéria pela regulacéo do
fator de crescimento das citocinas, associou-se a atividade anti-TNF-a ao grupo ftalimidico
(SHIBATA et al, 1995) e este passou a ser utilizado como farmacoforo para esta atividade em

um sem ndmero de compostos.

N-alquilftalimidas contendo um grupo esférico, como um adamantil (18) ou analogos,
apresentaram potente atividade anti-TNF-a (TSUJI et al, 2000), assim como as N-
arilftalimidas e andlogos com substituintes mostraram atividade anti-inflamat6ria muito

maiores que a talidomida, especialmente com grupos alquila na posicéo orto (19) (SHIBATA

et al, 1994).
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Figura 13. N-alquil e N-arilftalimidas com atividade anti-inflamatéria (TSUJI et al, 1995;
SHIBATA et al, 1994).

Almeida e colaboradores mostraram a atividade anti-TNF-a de compostos contendo
dois grupos ftalimida (Figura 14), em células sanguineas mononucleares periféricas (PBMC)
humanas estimuladas com lipopolissacarideos (LPS) in vitro, maiores que as verificadas para
a talidomida (ALMEIDA et al, 2007).



R a o [ Q O
R R
S N /\@/\N
N=——(CHz ), M \ /
# Q o
Q o]

n=2,34,6 R=H.,NO; NH,

R ) M N / R
i%\;\\o | /j

Figura 14 . Bis-ftalimidas com atividade anti-TNF-o. (ALMEIDA et al, 2007).

A atividade anti TNF-a de ftalimidas derivadas da talidomida foi demonstrada por
Lima e colaboradores, modificando estruturalmente a talidomida pela introdugdo de
substituintes no anel ftalimidico e pela alteracdo da glutarimida por grupos alifaticos,
aromaticos e heterociclicos (Figura 15) (LIMA et al, 2006).
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Figura 15. Ftalimidas substituidas com atividade anti TNF-o, (LIMA et al, 2006).

Recentemente, em 2010, Akgun e Karamelekoglu publicaram uma revisdo mostrando
as atividades anti-inflamatdrias de uma diversidade de outras moléculas anélogas a talidomida
com atividades inibitérias da produ¢do do TNF-a (Figura 16) (AKGUN e
KARAMELEKOGLU, 2010) e diversos trabalhos sdo frequentemente publicados

apresentando novas ftalimidas relatando a mesma atividade.
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Figura 16. Ftalimidas com atividade anti-TNF-a (AKGUN ¢ KARAMELEKOGLU, 2010).

Em fungdo da confirmada atividade anti TNF-a das ftalimidas funcionalizadas, este

trabalho tem a proposta de planejar, sintetizar e verificar a atividade de ftalimidas N-hidrazil



substituidas, as ftalazoilidrazidas (20-22) (Figura 17), partindo dos acidos benzoicos e
aldeidos, passando pelos ésteres metilicos, para a sintese das hidrazidas por reacdo com

hidrazina e posterior reacdo com anidrido ftalico, a fim de formar o anel ftalimidico (Esquema
7).

O 00 e

R (0]
(20) @h R (22)

R, =H, OCH; Cl, CH;, N(CHj;), CF; Ph, OCH,Ph, NO, /R ¢R, = H, CH,

Figura 17. Ftalazoilidrazidas sintetizadas neste trabalho.
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Esquema 7 — Proposta para sintese de ftalazoilidrazidas.



2. OBJETIVOS
2.1 GERAL

Sintetizar, usando radiagdo de microondas, ftalazoilidrazidas e  N-
metilftalazoilidrazidas aromaticas funcionalizadas, planejadas como possiveis inibidoras da
producdo do TNF-a e testar suas atividades anti-inflamatdrias frente a linhagens de
macrdfagos.

2.2 ESPECIFICOS

a) Sintetizar ésteres metilicos a partir das reacbes dos respectivos &cidos benzoicos
(23) e do &cido fenilacético (25) com metanol (Esterificacdo de Fisher) e através da

reacdo de Yamada, a partir dos aldeidos.

b) Sintetizar hidrazidas, através de reacdes de hidrazindlise dos ésteres

funcionalizados.

¢) Sintetizar ftalazoilidrazidas, em reator de microondas, por reagdes das hidrazidas

com anidrido ftalico.

d) Sintetizar N-metilftalazoilidrazidas, em reator de microondas, através de reacdes de
N-metilagdo (com iodeto de metila, usando carbonato de potdssio como base e N,N-

dimetilformamida como solvente).

e) Caracterizar os compostos sintetizados, através de técnicas espectroscépicas (1V,
CG-EM, RMN 'H e *C).

f) Avaliar a atividade bioldgica anti-TNF-a in vitro das moléculas sintetizadas.



2.3 PLANEJAMENTO ESTRUTURAL

O planejamento mostrado no Esquema 8 envolve as etapas de simplificagdo molecular,
hibridagdo molecular e homologacéo (inser¢do do grupo metileno — CH,): a primeira etapa do
planejamento consistiu da simplificagdo molecular do protétipo quinazolinico descrito como
inibidor do NF-kB, através da abertura deste anel heteroaromatico (em verde pode-se ver a
estrutura que origina a subunidade benzamidica dos compostos planejados e seu homologo
superior).

Esta técnica de simplificacdo molecular foi inicialmente empregada na obtencdo de
compostos estruturalmente mais simples, a partir de protétipos naturais ativos,
estruturalmente complexos (BARREIRO, 2002), mas hoje em dia é amplamente empregada
no planejamento de novos compostos bioativos a partir, também, de estruturas sintéticas.

Em seguida, lancou-se mdo da estratégia de hibridagdo molecular, que tem como
principio a conjugacdo de caracteristicas estruturais definidas de dois compostos bioativos
distintos em uma Unica nova molécula (BARREIRO e FRAGA, 2008), através da troca da
metil-maleimida do protétipo quinazolinico, pela subunidade ftalimidica da talidomida,
conhecido farmacdéforo para a atividade inibitdria do TNF-a.

A escolha de um grupo farmacoférico no planejamento de novos protétipos é
importante, pois as interacdes do composto-protétipo com o receptor, caracteristica da fase
farmacodindmica da a¢do dos farmacos, sdo muito especificas e este grupamento compreende
a subunidade estrutural essencial a atividade farmacolégica observada em um dado composto
bioativo. Esta subunidade pode ser representada por grupamento(s) funcional(is) ou um
arranjo estrutural que, modificado, reduz, sendo elimina, a atividade (WERMUTH e
LANGER, 1993).

Os substituintes em R foram escolhidos de forma a se variar a0 maximo as
caracteristicas fisico-quimicas dos compostos utilizando grupos com diferentes valores de =-
hansch (parametros de lipofilicidade) e o-hammett (pardmetros eletrénicos).

Por fim, uma N-metilacdo foi planejada explorando-se a acidez do hidrogénio amidico
dos compostos iniciais. Esta derivatizacdo teve como principio explorar as modificagdes
estruturais que o grupo metila exerce sobre a conformagdo de amidas, efeito este que esta
amplamente descrito e que pode originar compostos com caracteristicas estruturais e
farmacoldgicas completamente distintas, pois é sabido que o grupo metila, apesar de fazer
apenas interagdes de dipolo induzido, as mais fracas que ocorrem (BARREIRO e FRAGA,



2008), exerce efeitos estereoeletrénicos sobre as biomoléculas (CHU, 1980), que podem levar
a mudancas significativas nos efeitos biolégicos das moléculas, como a seletividade entre
biorreceptores, o aumento de poténcia ou protecdo frente ao metabolismo enzimético
(WERMUTH, 2008).
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Esquema 8. Planejamento estrutural das ftalazoilidrazidas.



3 MATERAIS E METODOS

3.1 Metodologia Sintética

A fase orgéanica das reacdes foi tratada com sulfato de sodio anidro, filtrada e o
solvente foi evaporado a pressdo reduzida em evaporador rotatério IKA RV10 e/ou Fisatom
modelo 802D.

Para a cromatografia em camada delgada analitica (c.c.d.a.) foram utilizadas placas de

aluminio Kieselgel 60 (HF-254, Merck) com 0,2 mm de espessura.

A visualizacdo das substancias em c.c.d.a. foi realizada em lampada ultravioleta (254-
365 nm).

A determinacdo dos pontos de fusdo foi realizada em aparelho Quimis modelo

Q340.23 e os valores nao foram corrigidos.

Nas cromatografias de adsor¢do em coluna, utilizou-se gel de silica 100-200 mesh

(Merck) como fase estacionaria e n-hexano:acetato de etila ou CH,Cl, como fase movel.

Para as sinteses em microondas foi usado um reator DISCOVER, da marca CEM.

Os espectros de infravermelho (1) foram obtidos em um espectrometro Bruker vertex
70 (Central Analitica-UFRRJ). As amostras foram examinadas sob a forma de pastilhas de
brometo de potassio (KBr) e filme em cloreto de sédio (NaCl). Os valores de absorcéo foram

pulsados em niimero de onda, utilizando como unidade o centimetro reciproco (cm™).

Os espectros de CG-EM foram obtidos em aparelho Shimadzu GCMS-QP2010 Plus
(Central Analitica-UFRRJ).

Os espectros de RMN-'H e RMN-"3C foram obtidos em aparelhos Bruker DPX-400
(Central Analitica-UFRRJ) ou Bruker DRX-500 (Central Analitica-UFRRJ), operando a 400
MHz e 500 MHz, respectivamente. As amostras foram dissolvidas em DMSO-dg ou CDCl3
contendo tetrametilsilano (TMS) como referéncia interna e colocadas em tubos de 5 mm de

diametro.

As areas dos picos foram obtidas por integragdo eletrbnica e sua multiplicidade

descrita com: s-singleto / d-dubleto / t-tripleto / g-quarteto / m-multipleto / dd-duplo dubleto.



3.2 Sintese dos Esteres metilicos (Benzoatos de metila)
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Esquema 9. Rota sintética dos Esteres metilicos.

Procedimento geral para a formacgéo dos ésteres (24) a-h e (26)

Em baldes de fundo redondo de 125 mL foram colocados o &cido correspondente (23
a-i e 25), metanol em excesso, acido sulflrico concentrado, agitou-se e colocou-se a mistura
reacional sob refluxo (condensador) a 60°C por 3 horas. Apds esse tempo, 0 excesso de
metanol foi evaporado em rotaevaporador. A mistura foi transferida para um funil de

separacdo e sofreu particdo com 3 fragcdes de 30mL de diclorometano (CH,Cly), além de 1



fracdo de 15 mL de carbonato de sodio (Na;CO3) a 20% e 1 fracdo de 20 mL de 4gua
destilada. A fase aquosa foi descartada e a fase organica foi evaporada, o produto foi filtrado a

vacuo, pesado e o rendimento determinado.

Procedimento geral para a formacao do éster (28) (YAMADA, et al, 1992).

A uma solucdo de p-benzoxibenzaldeido (27) em 4 mL de metanol, mantida a 0°C,
adicionou-se seguidamente, uma solugdo de KOH em 4 mL de metanol e uma solucéo de I,
em 4 mL de metanol. As solucdes metandlicas de KOH e I, devem ser adicionadas separadas
e rapidamente, pois o agente oxidante (HIO) gerado “in situ” ndo ¢ estavel e pode ser
rapidamente convertido a KIO3. A reacdo foi acompanhada por cromatografia em camada
delgada analitica e ap6s 3h foi evidenciado o total consumo dos produtos de partida. Ao meio
reacional foram adicionadas pequenas porg¢des de solucéo aquosa saturada de NaHSOg, até o
total desaparecimento da coloragdo castanha. A purificacdo dos produto (28) foi realizada por
reducdo do volume de solvente por evaporacdo a pressao reduzida e subsequente precipitagdo
em gelo seguida de filtragdo em funil de Blichner levando, apds secura do produto (90% de

rendimento), a um precipitado branco.

Procedimento geral para a formacéo do éster (30) (YAMADA et al, 1992).

A uma solucdo de 0,045 g (0,30 mmol) de piperonal (29) em 4 mL de metanol,
mantida a 0°C, adicionou-se seguidamente, uma solugio de 0,050 g (0,09 mmol) de KOH em
4 mL de metanol e uma solucdo de 0,100g de I, (0,39 mmol) em 4 mL de metanol. A reacéo
foi acompanhada por cromatografia em camada fina e ap6s ca. 1h foi evidencializado o total
consumo do produto de partida (95). Ao meio reacional foram adicionadas pequenas por¢des
de solugdo aquosa saturada de NaHSOj3, até o total desaparecimento da coloracéo castanha. A
purificacdo do produto foi realizada por reducdo do volume de solvente por evaporagdo a
presséo reduzida e subseqiiente precipitagdo em gelo seguida de filtracdo em funil de Bilichner
levando, ap6s secura do produto,(90% de rendimento), a um precipitado branco. P.F.=53°C
(Rf n-hexano:acetato 30% = 0,48).



24 a — Benzoato de metila (M=136g/mol).
Obteve-se um 6leo amarelado, com rendimento de 92%,.
24 b — p-metoxibenzoato de metila (M= 166g/mol).
Obteve-se um sdlido branco, com rendimento de 90%.
24 ¢ — p-clorobenzoato de metila (M=170,5g/mol).
Obteve-se um sdlido branco, com rendimento de 93%.
24 d — p-metilbenzoato de metila (M=150 g/mol)
Obteve-se um sélido de cor bege, com rendimento de 90%.
24 e — p-dimetilaminobenzoato de metila (M=179 g/mol).
Obteve-se um sdlido amarelo, com rendimento de 88%.
24 f — p-trifluorometilbenzoato de metila (M=204g/mol)
Sdlido branco, obtido com 86% de rendimento.
24 g — p-fenilbenzoato de metila (M=212 g/mol).
Solido bege, obtido com 91% de rendimento.
24 h- p-nitrobenzoato de metila (M=181 g/mol).
Obteve-se um sdlido branco, com rendimento de 87%.
26 — 2-fenilacetato de metila (M=150 g/mol).
Obteve-se um sdlido branco, com rendimento de 85%.
28 — p- benzoxibenzoato de metila (M= 242 g/mol).
Sélido branco amarelado, com rendimento de 58%.
30 — Metilenodioxi-benzoato de metila (M=180 g/mol).

S6lido acinzentado, com rendimento de 85%.



3.3 Sintese das hidrazidas.
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Esquema 10. Rota sintética para obtencdo de Hidrazidas.

Procedimento geral para a formacé&o das hidrazidas (29), (31) e (32)

Em balBes de 50 mL, foram colocados os ésteres correspondentes, sendo solubilizados
em etanol. Em seguida, foram adicionados 10 equivalentes molares de hidrato de hidrazina
para cada éster. A mistura reacional foi colocada sob refluxo a 80°C, com agitacdo, até que,
por cromatografia em camada delgada analitica fosse verificado o término da reacdo (3h).
Entdo, o excesso de etanol foi evaporado em rotavapor e a mistura foi vertida para um becher
contendo agua e gelo. Verificou-se a precipitacdo dos produtos, que foram filtrados. As
soluces residuais contendo os produtos ndo-precipitados foram, isoladamente, transferidas
para funis de separacdo e sofreram particdo com acetato de etila. A fase aquosa foi descartada
e a fase organica foi tratada com sulfato de sédio (Na,SO,) e evaporado o0 acetato. O produto
foi filtrado e seco.

As hidrazidas ndo foram caracterizadas com espectrometria de massas, pois ndo eluem

na coluna de cromatografia gasosa.



29 a - Fenilidrazida (M. = 136 g/mol).

Obteve-se um solido de coloracdo levemente amarelada, com rendimento de 82%
(2,450) e ponto de fusdo 104-105°C.

NH, 10

RMN-'H (500 MHz) DMSO-ds/ TMS (8-ppm): 9,78 (s, N-H, Hg), 7,82 (d,C-H, 2H, Hs e Hg),
7,47 (M, C-H, 3H, Hy, Hz e Hs), 4,50 (s, 2H, NH,, Hy).

RMN-1C (500 MHz) DMSO-ds / TMS (5-ppm): 165,91 (C=0, C;), 133,29 (Cs), 131,01 (C-
H, C,), 128,26 (C-H, C; e Cs), 126,92 (C-H, C4 € Cq).

29 b - p—metoxifenilidrazida (M. = 166 g/mol).

Obteve-se um solido de coloragdo acinzentada, com rendimento de 85% (0,6g) e ponto
de fusdo 128-129°C.

RMN-'H (500 MHz) DMSO-ds / TMS (5-ppm): 9,62 (s, N-H, Hio), 7,81 (d, C-H, 2H, Hs e
HG), 6,96 (d, C-H, 2H, H1 e Hg), 4,43 (S, 2H, NHQ, le), 3,79 (S, 3H, O-CH3, Hg).

RMN-"3C (500 MHz) DMSO-ds / TMS (3-ppm): 165,65 (C=0, C), 161,42 (C,), 128,70 (C-
H, C4 e Cg), 125,51 (Cs), 113,50 (C-H, C; e Cs), 55,27 (CH3-O, Cy).



29 ¢ — p-clorofenilidrazida (M= 170,5 g/mol).

Obteve-se um solido branco, com rendimento de 85% (0,6g) e ponto de fusdo 164-
165°C.

NH, 10

11 Cl

RMN-'H (500 MHz) DMSO-ds / TMS (8-ppm): 9,85 (s, N-H, Hg), 7,83 (d, C-H, 2H, Hy e
He), 7,51 (d, C-H, 2H, Hy e Ha), 4,52 (s, NHa, 2H, Hio).

RMN-1C (500 MHz) DMSO-ds / TMS (5-ppm): 165,35 (C=0, C5), 136,42 (Cy), 132,62 (Cs),
129,41 (d, C-H, C4 e C), 128,94 (d, C-H, C; e Cs).

29 d — p-metilfenilidrazida (M= 150g/mol)

Um so6lido cinza foi obtido, com rendimento de 92% e ponto de fusdo 109-110 °C.

NH, 11

RMN-'H (500 MHz) DMSO-ds / TMS (5-ppm): 9,72 (s, N-H, Hg), 7,75 (d, Ha e He), 7,26-
7,27 (d, H1 e H3), 4,48 (S, NHz, Hll)y 2,36 (S, CH3, H7)

RMN-"3C (500 MHz) DMSO-ds / TMS (5-ppm): 166,37 (C=0, Cg), 141,39 (C,), 130,98 (Cs),
129,33 (C-H, Cl e C3), 127,44 (C-H, C4 e CG), 21,44 (CH3, C7)



29 e — p-dimetilaminofenilidrazida (M= 179 g/mol)

Foi obtido um sélido amarelo, com rendimento de 80% e ponto de fusdo 137-138°C.

NH, 13

RMN-'H (500 MHz) DMSO-dg / TMS (8-ppm): 9,42 (s, N-H, Hy1), 7,72 (d, C-H, 2H, H, e
He), 6,70 (d, C-H, 2H, Hi,e H3), 4,36 (S, NH,, H13), 2,97(5, N-CH3, 6H, Hge Hg).

RMN-"3C (500 MHz) DMSO-ds / TMS (8-ppm): 166,74 (C=0, Cy), 152,50 (Cy), 128,72 (C-
H, C4 e Cg), 120,42 (Cs), 111,35 (C-H, Cy e Cs), 40,21 (N-CHjs, Cg e Co).

29 f — p-trifluorometilfenilidrazida (M= 204 g/mol).

Um sélido bege foi obtido, com rendimento de 90% e ponto de fusdo 140-141 °C.

NH, 1

RMN-'H (500 MHz) DMSO-ds / TMS (8-ppm): 10,05 (s, N-H, Hg), 8,03-8,04 (d, C-H, 2H,
Hs e He), 7,85 (d, C-H, 2H, Hy e Hs), 4,64 (s, NHa, 2H, Hyy).

RMN-"3C (500 MHz) DMSO-ds / TMS (8-ppm): 165,02 (C=0, Cg), 137,61 (C-H, Cs), 131,36
(g, C-CF3, C,), 128,35 (C-H, C4e Cg), 125,83 (C-H, C; e C3).



29 g — bifenilidrazida (M= 212 g/mol).

Obteve-se um s6lido branco, com rendimento de 75% e ponto de fuséo 120-121°C.

NH, 16

RMN-'H (200 MHz) DMSO-ds / TMS (5-ppm): 9,85 (s, 1H, N-H), 7,93 (d, 2H, Hg e His),
7,77-7,69 (M, 4H, Hg, H1z, Ha € He), 7,52-7,36 (M, 3H, Hs, Hy e Hy), 4,55 (s, 2H, NH2).

RMN-**C (200 MHz) DMSO-ds / TMS (3-ppm): 166,13 (C=0, Cu3), 143,17 (C7), 139,74
(Cs), 132,66 (C10), 129,57 (Cg € C11), 128,55 (C5), 128,17 (Cy € Cs), 127,37 (Cg € C1p), 127,08
(C4 € Cs)

29 h - p-nitro fenilidrazida (M= 181 g/mol).

O produto é um sélido amarelado, obtido com 80% de rendimento e ponto de fusao
153-154°C.

NP

RMN-'H (500 MHz) DMSO-dg / TMS (8-ppm): 10,16 (s, N-H, Hg), 8,32 (d, C-H, 2H, H; e
H3), 8,07 (d, C-H, ZH, H4 e Ha), 4,67 (S, NHz, H11).

RMN-C (500 MHz) DMSO-ds / TMS (8-ppm): 164,39 (C=0, Cg), 149,41 (C-NO,, Cy),
139,51 (Cs), 128,94 (C-H, Cy e C3), 124,07 (C-H, C4 e C).



29 i — p-benzoxifenilidrazida (M= 242 g/mol).

Obteve-se um sélido branco, com 74% rendimento e ponto de fusdo 144-145°C.

NH, 18

RMN-H (500 MHz) DMSO-ds / TMS (8-ppm): 9,64 (s, N-H, Hig), 8,05 (d, 2H, Hy; e Hya),
7,52 (d, 2H, H4 e He), 7,44 (m, H]_ e H3), 7,38 (m, Hz), 7,22 (d, H10 e H14), 5,25 (S, 2H, H7),
4,43 (s, 2H, NH,, Hag).

RMN-"C (500 MHz) DMSO-ds / TMS (8-ppm): 165,20 (C=0, C;s), 162,31 (C-O, Cq),
136,98 (Cs), 130,35 (C-H, Cy; e Ci3), 129,01 (C-H, C; e C3), 128,39 (C-H, Cy), 128,36 (C-H,
Cye Cg), 123,49 (Cy,), 115,37 (C-H, Cyo € Cy4), 70,01 (C7).

31 - Benzilidrazida (M= 150 g/mol).

So6lido acinzentado, com rendimento de 80% e ponto de fusdo 108-109°C.

NH, 11

RMN-'H (500 MHz) DMSO-dg / TMS (5-ppm): 9,26 (s, N-H, Hg), 7,30 (dd, C-H, 2H, H, e
He), 7,28 (d, C-H, Hy), 7,24 (d, C-H, 2H, H3 e Hs), 4,25 (s, NHy, 2H, Hyy), 3,42 (s, CHy, 2H,
Ho).

RMN-"3C (500 MHz) DMSO-ds / TMS (3-ppm): 170,09 (C=0, Cg), 136,77 (C4), 129,45 (C-
H, Cs e Cs), 128,68 (C-H, C; e C), 126,86 (C-H, Cy), 40,98 (CH,, Cy).



32 — Benzodioxioilcarboidrazida (M= 180 g/mol).

Obteve-se um s6lido branco, com rendimento de 84% e ponto de fuséo 170-171°C.

RMN-H (400 MHz) DMSO-dg/ TMS (5-ppm): 9,62 (s, N-H, Hy1), 7,45 (s, C-H, He), 7,41 (d,
C-H, Ha), 6,96 (d, C-H, Hs), 6,08 (s, O-CH,-0, 2H, Hg), 3,87 (s, NHz, 2H, Hys).

RMN-"C (400 MHz) DMSO-ds / TMS (8-ppm): 165,30 (C=0, Ci), 149,61 (C,), 147,31
(C1),127,21 (Cs), 121,93 (C-H, Cy), 107,9 (C-H, Cg), 107,01 (C-H, Cs), 101,65 (O-CH,-O,
Ce).

3.4 Sintese das Ftalazoilidrazidas

NH
N ‘ :

H +
R; . 15 30 min

(29) a-i (33) a-i
O\j\ \m
NH.
N/ ’ 15 min

. H
) ,;}

1 5min < :@/L
0 (33)

a: R=H, b: R=0CHpg, c: R=Cl, d: R=CHjs, e: R=N(CHy),, f: R=CF;, g: R=Ph, h: R=NO,, i: R=OCH,Ph.
(45- 86%)

Esquema 11. Rota sintética para obteng¢éo das Ftalazoilidrazidas



Procedimento geral para a sintese das ftalazoilidrazidas (33), (34) e (35)

Em um gral com pistilo foram pulverizados e misturados as respectivas hidrazidas
com 1,1 equivalentes molares de anidrido ftalico e, como verificou-se com c.c.d.a., ap6s a
reacdo, que estava com muito excesso, reduziu-se para 1,05 equivalentes, transferidos para
um baldo de 50mL, sem solvente, com agitador magnético e o baldo foi colocado no reator de
microondas com a seguinte programacdo: Pot. = 50W, Temp. = 130°C, Pressdo normal, Run
Time = 2 minutos e Tempo de reacdo = 15 minutos (esta programagdo foi denominada
HIDFTA). Apds a verificagdo do final da reagdo com c.c.d.a., o produto foi recristalizado em
etanol, filtrado a véacuo e seco.

33 a- Fenilftalazoilidrazida (M= 266 g/mol).

Obteve-se um solido branco, com rendimento de 71% (0,28g), ponto de fusdo 209-

210°C, caracterizado por espectrometria de massas com 0s seguintes picos:

m/z 266 (1%), m/z 249 (1%), m/z 207 (1%), m/z 161 (1%), m/z 147 (1%), m/z 133 (1%), m/z
119 (1%), m/z 105 (100%), m/z 90 (1%), m/z 77 (35%), m/z 63 (1%), m/z 51 (5%) e m/z 40
(1%).

RMN-'H (400 MHz) DMSO-ds / TMS (5-ppm): 11,36 (s, N-H), 8,04 (d, C-H, 2H, Hs e Hg),
8,0 (dd, C-H, 2H, His e Hi7), 7,97-7,98 (d, C-H, 2H, His e Hig), 7,70 (m, C-H, Hy), 7,59 (dd,
C-H, 2H, Hy e Ha).

RMN-"C (400 MHz) DMSO-ds / TMS (8-ppm): 165,86 (C=0, C7, Cy; e Ci4), 135,91(C-H,
Cus € Ci7), 133,33, C-H, Cy), 131,17 (Cs), 129,95 (Cy2 € Cy3), 129,3 (C-H, C; e C3), 128,25
(C-H, C4 e Cg), 124,36 (C-H, Cy5 € Cyg).

V. Max. (KBr) y - cm™: 3228,05 (N-H), 1739,06 (C=O da ftalimida, C1; e Cy4), 1652,26
(C=0, C7).



33 b — p-metoxifenilftalazoilidrazida (M= 296 g/mol)

Obteve-se um solido bege com ponto de fusdo 228-229 °C, e rendimento de 80 %,
com o0s seguintes picos no espectro de CG-EM:

m/z 296 (1%), m/z 161 (1%), m/z 147 (1%), m/z 135 (100%), m/z 120 (1%), m/z 107 (20%),
m/z 92 (20%), m/z 77 (30%), m/z 64 (10%), m/z 50 (5%), m/z 41 (1%).
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RMN-'H (400 MHz) DMSO-ds / TMS (5-ppm): 11,18 (s, N-H), 8,02 (d, C-H, 2H, Hs e Hg),
7,98 (dd, C-H, 2H, Hig e Hye), 7,96 (d, C-H, 2H, Hi7 e Hao), 7,17 (d, C-H, 2H, Hy e Hs), 3,87
(s, O-CHs, 3H, Hg).

RMN-1C (400 MHz) DMSO-ds / TMS (5-ppm): 166,02 (C=0, C1s e Cys), 165,30 (C=0, Cq),
163,21 (C-O, Cy), 135,87 (C-H, Cis € Cig), 130,31 (C-H, C4 € Cg), 129,96 (C14 € Cys), 124,32
(C-H, C17 € Cag), 123,27 (Cs), 114,53 (C-H, Cy & C3), 55,99 (CHs, Cs).

I.V. Max. (KBr) y - cm™: 3215,23 (N-H), 3014,64 (C-H, sp?), (C-H, sp®), 1739,64 (C=0 da
ftalimida), 1643,3 (C=0, Cy), 1606,65 (C=C, aromético).

33 ¢ — p-clorofenilftalazoilidrazida (M= 300,5 g/mol)

Obteve-se um sélido branco, de ponto de fusdo 257-258°C, com rendimento de 86%,
cujo espectro de CG-EM apresentou 0s picos:

m/z 300 (3%), m/z 283 (1%), m/z 161 91%), m/z 141 (35%), m/z 139 (100%), m/z 113
(10%), m/z 111 (30%), m/z 85 (1%), m/z 76 (10%), m/z 63 (1%), m/z 50 (5%), m/z 40 (1%).



RMN-'H (400 MHz) DMSO-ds / TMS (5-ppm): 11,48 (s, N-H), 8,01 (m, 6H, Ha, He, Hu7,
Hig, Hie, Hig), 7,68 (d, 2H, Hy e H3).

RMN-23C (400 MHz) DMSO-ds / TMS (5-ppm): 165,75 (C=0, C), 164,94 (C=0, C1, e C1s),
138,21 (C-Cl, Cy), 135,93 (C-H, Ci7 e Cig), 130,2 (C-H, C4 € Cg), 129,93 ( Cs, Cu3 € Cua),
129,47 (C-H, Cl e C3), 124,39 (C-H, ClG e Clg).

I.V. Max. (KBr) y - cm™: 3344,46 (N-H), 1735,88 (C=0O da ftalimida, C;, e Cys), 1681,87
(C=0, Cq).

33 d - p- metilfenilftalazoilidrazida (M= 280 g/mol)

Obteve-se um sdlido branco, com rendimento de 88%, e ponto de fusdo 223-224° C.

Picos apresentados no espectro de CG-EM:

m/z 280 (1%), m/z 263 (1%), m/z 221 (1%), m/z 207 (1%), m/z 193 (1%), m/z 161 (1%), m/z
147 (1%), m/z 133 (1%), m/z 119 (100%), m/z 104 (10%), m/z 91 (50%), m/z 76 (20%), m/z
65 (30%), m/z 50 (10%), m/z 41 (2%).

RMN-H (500 MHz) DMSO-dg/ TMS (8-ppm): 11,27 (s, N-H), 8,04-8,05 (d, C-H, 2H, H, e
HG), 7,99-8,0 (dd, C-H, 2H, Hi7 € ng), 7,90 (d, C-H, 2H, Hig € ng), 7,41 (d, C-H, 2H, H; e
H3), 2,43 (S, CH3, 3H, H7).



RMN-1C (500 MHz) DMSO-ds / TMS (8-ppm): 165,96 (C=0, Cy, e Cys), 165,72 (C=0, Cs),
143,55 (C,), 135,95 (C-H, Cy7 e Cy5), 133,99 (Cs), 129,99 (Ci3 € Cia), 129,84 (C-H, C; e Ca),
128,33 (C-H, C4 e Cg), 124,40 (C-H, Cig € C1o), 21,62 (CH3, C7).

V. Max. (KBr) y - cm™ 3350,24 (N-H), 1741,66 (C=0 da ftalimida, Cy, e Cys), 1672,23
(C=0, Cs),

33 e — p-dimetilaminofenilftalazoilidrazida (M= 309 g/mol).

Obteve-se um sélido amarelo, com rendimento de 70% e ponto de fusdo 239-240 °C.

O espectro de CG-EM apresentou como principais picos:

m/z 309 (1%), m/z 281 (1%), m/z 207 (1%), m/z 193 (1%), m/z 161 (1%), m/z 148 (100%),
m/z 132 (1%), m/z 120 (10%), m/z 104 (25%), m/z 91 (15%), m/z 77 (30%), m/z 63 (5%),
m/z 42 (40%), m/z 40 (1%).

RMN-H (500 MHz) DMSO-ds/ TMS (5-ppm): 10,90 (s, N-H, Hy), 8,03 (d, C-H, 2H, Hys €
Hao), 8,00 (d, C-H, 2H, His € Hyy), 7,85-7,86 (d, C-H, 2H, Ha € Hg), 6,81 (d, C-H, 2H, H; e
Ha), 3,05 (s, N-CHa, 2H, Hg € H).

RMN-"3C (500 MHz) DMSO-ds/ TMS (8-ppm): 166,32 (C=0, C, e Cy3), 165,54 (C=0, Cyy),
153,49 (C,), 135,89 (C-H, Cy9 € Cy), 132,12 (C15 € C16),130,07 (C-H, C4 e Cg), 129,85 (C-H,
Cis e Cz1), 128,15 (Cs), 111, 36 (C-H, C; e Cs), 40,15 (N-CHs, Cg e Co).

L.V. Max. (KBr) y - cm™: 3259,59 (N-H), 2923,99 (C-H, sp®, Cs e Cs), 1739,74 (C=0 da
ftalimida, C14 e Cy7), 1651,01 (C=0, Cy), 1602,79 (C=C, aromatico).



33 f — p-trifluorometilfenilftalazoilidrazida (M= 334 g/mol)
Obteve-se um sélido bege, com rendimento de 53% e ponto de fusdo 210-211 °C.

m/z 334 (1%), m/z 315 (1%), m/z 295 (1%), m/z 207 (1%), m/z 173 (100%), m/z 154 (1%),
m/z 145 (55%), m/z 125 (10%), m/z 104 (25 %), m/z 95 (15%), m/z 76 (45%), m/z 63 (2%),
m/z 50 (30%), m/z 40 (1%).

7

RMN-'H (500 MHz) DMSO-ds / TMS (5-ppm): 11,67 (s, N-H), 8,21 (d, C-H, 2H, Hs e He),
8,07 (d, C-H, 2H, Hi7 e Hyg), 8,05 (d, C-H,2H, His € Hyg), 8,01-8,02 (d, C-H, 2H, Hy e Hy).

RMN-23C (500 MHz) DMSO-ds / TMS (8-ppm): 165,69 (C=0, C1, e Cis), 164,94 (C=0, Cs),
136,01 (C-H, C17 e Clg), 134,95 (C5), 132,72 (q, Cz), 129,96 (Clﬁ e Clg), 129,29 (C-H, C4 e
Cé), 126,43 (C-H, C € Cs), 124,48 (C-H, Cy6 € Cio).

V. Max. (KBr) y - cm™: 3232, 59 (N-H), 1743,59 (C=0 da ftalimida, C1, e C1s), 1666,44
(C=0, C).

33 g - p- bifenilftalazoilidrazida (M= 342 g/mol).
Obteve-se um sélido branco, com rendimento de 77% e ponto de fusdo 211-212 °C.

m/z 342 (2%), m/z 281 (1%), m/z 209 (1%), m/z 182, (15%), m/z 181 (100%), m/z 154
(25%), m/z 152 (60%), m/z 127 (10%), m/z 115 (2%), m/z 104 (25%), m/z 89 (1%), m/z 76
(40%), m/z 63 (5%), m/z 50 (20%), m/z 40 (1%).




RMN-'H (500 MHz) DMSO-ds / TMS (5-ppm): 11,43 (s, N-H), 8,09 (d, 2H, H, e Hg), 8,06-
8,07 (dd, 2H, Hi7 € ng), 8,01 (dd, 2H, Hig e ng), 7,93 (d, 2H, Hy e H3), 1,72 (m, 2H, Hy e
Hze), 7,54-7,55 (dd, 2H, H23 e st), 7,47 (m, H24).

RMN-3C (500 MHz) DMSO-ds/ TMS (8-ppm): 165,93 (C=0, C13 e C14), 165,58 (C=0, Cq),
144,73 (Cy), 143,77 (C;), 135,97 (C-H, Cy7 e Cyg), 131,82 (Cs), 130,01 (C13 € C14), 129,58 (C-
H, C4 e Cg), 129,02 (C-H, Cys e Cys), 128,80 (C-H, Cy e Cs), 128,69 (Ca4), 127,51 (C-H, Cyy e
Ca6), 124,43 (C-H, Cys € Cyo).

I.V. Max. (KBr) y - cm™: 3242,23 (N-H), 1741,66 (C=0 da ftalimida), 1658,73 (C=0, Cg),
33 h — p-nitro-fenilftalazoilidrazida (M= 311 g/mol).

Obteve-se um sélido amarelo, com rendimento de 65% e ponto de fusdo 236-237 °C.

Espectro de massas com 0s picos principais abaixo:

m/z 311 (1%), m/iz 281 (1%), m/z 267 915), m/z 207 (1%), m/z 193 (15), m/z 161 (1%), m/z
150 (85%), m/z 134 (2%), m/z 120 (25%), m/z 104 (80%), m/z 92 (40%), m/z 76 (100%), m/z
64 (5%), m/z 50 (50%), m/z 40 (1%).

21 02N

RMN-'H (500 MHz) DMSO-ds / TMS (5-ppm): 11,78 (s, N-H), 8,45-8,46 (d, 2H, H1 e H),
8,24 (d, 2H, Hse Hs), 8,06 (d, 2H, Hig e H17), 8,02 (d, 2H, His e ng).

RMN-2C (500 MHz) DMSO-ds/ TMS (8-ppm): 165,61 (C=0, Cy; e Ci4), 164,57 (C=0, C),
150,45 (C,), 136,64 (Cs), 136,04 (C-H, Ci6 € C17), 129,93 (C-H, C4 e Cg), 129,91 (Ciz € C13),
124,56 (C-H, Cy e Cs), 124,51 (C-H, Cys e Cyg).

I.V. Max. (KBr) y - cm™: 3348,31 (N-H), (C-H, sp?), 1731,81 (C=0 da ftalimida, C1; e Cy4),
1689,59 (C=0, C;), (C=C, aromatico).



33 i— p-benzoxifenilftalazoilidrazida (M= 372 g/mol).
Obteve-se um sélido branco, com rendimento de 58% e ponto de fusdo 235-236 °C.

m/z 372 (1%), m/z 281 (1%), m/z 267 (1%), m/z 211 (20%), m/z 207 (1%), m/z 193 (1%),
m/z 181 (1%), m/z 161 (1%0, m/z 147 (1%), m/z 133 (15), m/z 121 (1%), m/z 104 (5%), m/z
91 (100%), m/z 76 (10%), m/z 65 91550, m/z 50 (5%), m/z 40 (1%).

24 22
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RMN-'H (500 MHz) DMSO-ds / TMS (5-ppm): 11,2 (s, N-H), 8,04 (dd, Hs e He), 7,99-8,0
(m, Hyie € H17), 7,98 (d, Hise ng), 7,51 (d, Hos € Hzg), 7,44 (t, Hys e H27), 7,38 (t, Hze), 7,22
(d, H1 e Hg), 5,25 (S, 2 H, sz).

RMN-1C (500 MHz) DMSO-ds/ TMS (5-ppm): 166,05 ( C=0, Cy; e Cia), 165,25 (C=0, C7),
162,31 (C-0, C,), 136,98 (Cz3), 135,92 (C-H, Cise Cy7), 130,35 (C-H, Cse Cg), 130,01 (Cy €
C13), 129,01 (C-H, Cy7 € Czs), 128,39 (C-H, Cy), 128,36 (C-H, Cas € Csg), 124,38 (C-H, Cise
C1s), 123,49 (Cs), 115,37 (C-H, Cy e C3), 70,01 (Cz).

I.V. Max. (KBr) y - cm™: 3215,23 (N-H), 3014,64 (C-H, sp?), (C-H, sp°), 1739,64 (C=0 da
ftalimida, Cy; e Cy4), 1643,3 (C=0, C5), 1606,65 (C=C, aromaético).

34 — Benzilftalazoilidrazida (M= 280 g/mol).
Obteve-se um s6lido branco, com rendimento de 78% e ponto de fuséo 225-226°C.

m/z 280 (1%), m/z 207 91%), m/z 189 (1%), m/z 162 (1%), m/z 148 (1%), m/z 130 (1%), m/z
118 (100%), m/z 104 (10%), m/z 91 (90%), m/z 76 (5%), m/z 65 (10%), m/z 50 (2%), m/z 40
(1%).



RMN-'H (500 MHz) DMSO-ds / TMS (5-ppm): 10,98 (s, N-H), 7,97 (d, Hize Hig), 7,95 (d,
Hise ng), 7,37-7,38 (d, Hse H5), 7,30 (dd, Hl), 7,29 (dd, H,e He), 3,74 (S, CH,, H7)

RMN-"*C (500 MHz) DMSO-ds/ TMS (8-ppm): 170,11 (C=0, Cg), 165,67 (C=0, Cys e C1s),
135,34 (Cy), 135, 78 (C-H, C17 € Cig), 129,97 (Cy4 € Ci3), 129,55 (C-H, Cs e Cs), 128,88 (C-
H, C, e Cs), 127,28 (C-H, Cy), 124,24 (C-H, Cys € Cyg), 39,99 (CH,, C7).

I.V. Max. (KBr) y - cm™: 3194,01 (N-H), 3005 (C-H, sp®), 1751,31 (C=0 da ftalimida, Cy, e
Cis), 1674,16 (C=0, Cq).

35 — Benzodioxioilftalazoilidrazida (M= 310 g/mol).

Obteve-se um sélido branco, com ponto de fusdo 244-245 °C, com 0s seguintes picos

no espectro de massas:

m/z 310 (2%), m/z 281 (1%0, m/z 267 (1%), m/z 207 (1%), m/z 193 (1%), m/z 161 (1%), 149
(100%), m/z 133 (1%), m/z 121 (30%), m/z 104 (15%), m/z 91 (10%), m/z 76 (25%), m/z 65
(60%), m/z 50 (20%), m/z 40 (1%).

RMN-'H (500 MHz) DMSO-ds / TMS (8-ppm): 11,20 (s, N-H), 8,04 (d, 2H, Hyg € Ha), 8,02
(d, 2H, Hig e Ha1), 7,63 (d, Ha), 7,50 (s, Hg), 7,13-7,14 (d, H3), 6,2 (s, 2H, Hg).

RMN-"3C (500 MHz) DMSO-ds/ TMS (8-ppm): 165,98 (C=0, Cy4 e C17), 164,96 (C=0, Cy),
151,55 (Cz), 148,22 (C1), 135,93 (C-H, Cyq € Cz0), 129,99 (Cis € Cig), 124,90 (Cs), 124,38 (C-
H, Cig e Cz1), 123,88 (C-H, Cy), 108,84 (C-H, Cg), 108,02 (C-H, Cs), 102,61 (CH,, Cs).



1.V. Max. (KBr) y - cm'™: 3248,02 (N-H), 2898,92 (C-H, sp®), 1745,52 (C=0 da ftalimida, C1
e Cy7), 1666,44 (C=0, Cyo), 1263-1290 (C-0), 1481-1504 (C=C, aromético).

3.5 Sintese das N-metil-fenilftalazoilidrazidas
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a: R=H, b: R=0CHyj, ¢: R=Cl, d: R=CHj3, e: R=N(CHj3),, f: R=CF3, g: R=Ph, h: R=NO,, i: R=OCH,Ph
(45 - 85%).

Esquema 12. Sintese das N-metil-fenilftalazoilidrazidas.

Procedimento geral para a sintese das N-metil-fenilftalazoilidrazidas (36), (37) e (38)

Em balGes de 25 mL foram colocadas as respectivas ftalazoilidrazidas, 2,0
equivalentes molares de K,CO3z e 5 mL/100mg de DMF, e ap6s 10 minutos de agitacdo a
temperatura ambiente, adicionou-se 3 eq. molares de CHsl e cada baldo foi colocado no reator
de microondas com a seguinte programacao: Pot = 50W, Temp. = 55°C, Presséo normal, Run

Time = 2 minutos e Tempo de reacdo = 30min (esta programacdo foi denominada



ALQACETONA). O excesso de solvente foi evaporado, adicionou-se gelo picado no balédo e

filtrou-se o produto.

36 a -N-metil-fenilftalazoilidrazida (M= 280 g/mol).

Obteve-se um sélido branco, com rendimento de 85% e ponto de fusdo 139-140 °C,

que apresentou 0s seguintes fragmentos no espectro de massas:

m/z 280 (1%), m/z 251 (1%), m/z 236 (1%), m/z 175 (5%), m/z148 (1%), m/z 133 (5%), m/z
118 (1%), m/z 105 (100%), m/z 90 (1%), m/z 77 (35%), m/z 63 (1%) e m/z 43 (1%).

RMN-lH (400 MHZ) DMSO-dG/TMS (S-ppm): 7,87 (d, Hi7 e ng), 7,87 (d, H16 e ng), 7,35
(d, Hye He), 7,32 (dd, H. e Hg), 7,34 (dd, Hz), 3,32 (S, 3H, HlO)-

RMN-"3C (400 MHz) DMSO-ds/ TMS (8-ppm): 172,43 (C=0, C;), 164,72 (C=0, Cy; e Cys),
135,85 ( C-H,Cy7e Cig), 134,10 (Cs), 131,18 (C-H, Cy), 129,46 (Cys e Cys), 128,74 (C-H, Cy e
Cs), 126,42 (C-H, C4 e Cg), 124,35 (C-H, Cyg € Cig), 35,93 (CHs, Cy).

I.V. Max. (KBr) y - cm™: 3062,83 (C-H, sp?), 1739,74 (C=0 da ftalimida, C1; e Cys), 1670,3
(C:O, C7), (C-N, ClO)-

36 b — N-metil- p-metoxifenilftalazoilidrazida (M= 310 g/mol)

Obteve-se um solido bege rendimento de 80 % e ponto de fusdo 130-132 °C.

Principais picos no espectro de CG-EM:



m/z 310 (2%), m/z 207 (1%), m/z 175 (1%), m/z 163 (1%), m/z 147 (1%), m/z 135 (100%),
m/z 120 (1%), m/z 107 (20%), m/z 92 (15%), m/z 77 (25%), m/z 64 (5%), m/z 50 (2%), m/z
40 (1%).

RMN-'H (400 MHz) DMSO-ds/ TMS (8-ppm): 7,92 (m,4H, Hig, H1g, Hao € Hz1), 7,34 (d, 2H,
H4 e Ha), 6,88-6,89 (d, 2H, H1 e H3), 3,70 (S,O-CH3 3H, Hg), 3,31 (S, N-CH3, 3H, H12).

RMN-"3C (400 MHz) DMSO-dg/ TMS (8-ppm): 172,14 (C=0, Cg), 164,90 (C=0, Cy, e C17),
162,05 (Cz), 135,90 (C19 e Czo), 129,63 (Cls e Cls), 128,78 (C-H, C4 e Ce,), 125,88 (C5),
124,45 (C-H, Cig e Cy), 114,16 (C-H, Cy e Cs3), 55,71 (O-CHs, Cg), 36,19 (N-CHs, Cyy).

I.V. Max. (KBr) y - cm™: 3026,21 (C-H, sp?), 2929,78 (C-H, sp®, Cg e C1,), 1735,88 (C=0 da
ftalimida, Cy4 e Cy7), 1670,3 (C=0, Cy), 1606,65 (C=C, aromatico), 1255,62 (C-O), (C-N,
Cr).

36 ¢ — N-metil-p-clorofenilftalazoilidrazida (M= 314,5 g/mol)

Obteve-se um soélido branco, com rendimento de 77% e ponto de fusdo 174-175 °C.

Principais picos de massas:

m/z 314 (1%), m/z 286 (1%), m/z 270 (1%), m/z 257 (1%), m/z 207 (1%), m/z 175 (5%), m/z
167 (2%), m/z 141 (30%), m/z 139 (100%), m/z 113 (8%), m/z 111 (25%), m/z 85 (1%), m/z
76 (10%), 63 (1%), m/z 50 (3%), m/z 43 (1%).



RMN-lH (500 MHZ) DMSO-da/ TMS (6-ppm): 7,96 (m, 4H, H17, ng, ng, Hzo), 7,47 (d, 2H,
Hse He), 7,41 (d, H.,e H3), 3,38 (S,N-CHg, 3H, H11).

RMN-C (500 MHz) DMSO-ds / TMS (8-ppm): 171,50 (C=0, Cg), 164,77 (C=0, Cy; e
Cle),136,02 (C-H, Clg e Clg), 132,88 (Cz), 129,55 (C14 e C15), 129,13 (C-H, C4 e CG), 128,58
(C-H, C1 e C3), 124,57 (C-H, Cy17 e Cy), 122,25 (Cs), 36,08 (CHs, C11).

I.V. Max. (KBr) y - cm™: 3059 (C-H, sp), 2923,99 (C-H, sp?), 1735,88 (C=0 da ftalimida,
Ciz e Cyg), 1651,01 (C=0, Cg), 1597,01 (C=C, aromético), 717,5 (C-Cl).

36 d — N-metil- p- metilfenilftalazoilidrazida (M= 294 g/mol)

Obteve-se um sélido branco, com rendimento de 83% e ponto de fusdo 134-135 °C.

Picos no espectro de massas:

m/z 293 (1%), m/z 265 (1%), m/z 207 (1%), m/z 193 (1%), m/z 175 (1%), m/z 165 (1%), m/z
147 (1%), m/z 130 (1%), m/z 119 (100%), m/z 104 (10%), m/z 91 (50%), m/z 76 (15%), m/z
65 (25%), m/z 50 (10%), m/z 40 (1%).

RMN-'H (500 MHz) DMSO-ds/ TMS (5-ppm): 7,89-7,90 (m, 4H, Hiz7, His, Hie, Hao), 7,25 (d,
2H, Ha e He), 7,13 (d, 2H, Hy e Ha), 3,37 (s, N-CH3, 3H, Hu1), 2,21 (s, CHs, 3H, Hy).



RMN-2C (500 MHz) DMSO-ds/ TMS (8-ppm): 172,45 (C=0, Cg), 164,81 (C=0, Ciz e Cis),
141,21 (C,), 135,89 (C-H, C1s € Cug), 131,15 (Cs), 126,67 (C-H, C1 e Cs), 129,56 (C1 € Cis),
129,32 (C-H, Cse Cs), 124,44 (C-H, Ci7e Czo), 36,05 (N-CH3, Cll), 21,33 (C7)

I.V. Max. (KBr) y - cm™: 3053,22 (C-H, sp?), 2918,2 (C-H, sp®), 1737,81 (C=0 da ftalimida,
Cis e Cyg), 1651,01 (C=0, Cg), 1610,51 (C=C, aromético), (C-N, Cy).

36 e — N-metil- p-dimetilaminofenilftalazoilidrazida (M= 323g/mol).

Obteve-se um sélido amarelo, com rendimento de 60% e ponto de fusdo 155-156°C .

O espectro de massas apresentou como principais picos:

m/z 323 (3%), m/z 281 (1%), m/z 207 91%), m/z 175 (1%), m/z 161 (1%), m/z 148 (100%),
m/z 132 (1%), m/z 120 (2%), m/z 104 (3%), m/z 91 (2%), m/z 77 (3%),

RMN-H (500 MHz) DMSO-ds/ TMS (5-ppm): 8,02-8,03 (dd, 2H, Hao e Ha1), 7,98 (dd, 2H,
Hig € Hy), 7,85 (d, 2H, H4 e Hg), 6,80 (d, 2H, Hy e H3), 3,37 (s, N-CH3, 3H, Hi3), 3,04 (s, N-
(CH3)2, 6H, Hg e Hg).

RMN-23C (500 MHz) DMSO-ds/ TMS (5-ppm): 166,98 (C=0, C1s & C1s), 166,24 (C=0, Cyo),
154,12 (C,), 136,51 (C-H, Cao € Cz1), 130,72 (C16 € Ci7), 130,52 (C-H, Cae Cs), 124,95 (C-H,
Cpoe sz), 117,90 (Cs), 112,02 (C-H, Cie C3), 40,79 (N-(CH3)2, Csg e Cg), 36,95 (N-CH3,
Ci3).

I.V. Max. (KBr) y - cm™: 3039,71 (C-H, sp?), 2918,2 (C-H, sp%), 1733,95 (C=0 da ftalimida,
Cis e Cyg), 1662,59 (C=0, Cy), 1610,51 (C=C, aromatico), 1041,53 (C-N).



36 f — N-metil- p-trifluorometil-fenilftalazoilidrazida (M= 348 g/mol)
Obteve-se um sélido bege, com rendimento de 58% e ponto de fusdo 170-171°C.

m/z 348 (1%), m/z 320 (1%), m/z 304 (15), m/z 291 (1%), m/z 219 (1%), m/z 201 (1%), m/z
186 (1%), m/z 173 (100%), m/z 154 (15), m/z 145 (55%), m/z 125 (5%), m/z 104 (35%), m/z
95 (15%), m/z 76 (45%), m/z 63 (1%), m/z 50 (20%), m/z 40 (1%).

7

RMN-'H (500 MHz) DMSO-dg/ TMS (8-ppm): 7,92 (m, 4H, Hi7, His, His, Hao), 7,76 (d, 2H,
Ha e Hg), 7,58 (d, 2H, H; e Ha), 3,40 (s,N-CHa, 3H, Hyy).

RMN-"3C (500 MHz) DMSO-ds/ TMS (8-ppm): 171,20 (C=0, Cg), 164,70 (C=0, Cy3 e Cy),
138,16, (C5), 136,01 (C-H, Clg e Clg), 129,48 (C14 e C15), 128,98 (Cz), 127,47 (C-H, C4 e
Cs), 126,04 (C-H, C1 e Cj), 124,55 (C-H, C17 e Cy), 35,97 (N-CHs, Cy1).

I.V. Max. (KBr) y - cm™: 3062,86 (C-H, sp?), 2923,99 (C-H, sp?), 1737,81 (C=0 da ftalimida,
Ci3 e Cy), 1683,8 (C=0, Cg), 1128,32 (C-N).

36 g — N-metil-p-bifenilftalazoilidrazida (M= 356 g/mol).
Obteve-se um sélido branco, com rendimento de 78% e ponto de fusdo 163-164°C.

m/z 356 (5%), m/z 281 (1%), m/z 226 (1%), m/z 209 (1%), m/z 182 (15%), m/z 181 (100%),
m/z 154 (20%), m/z 152 (35%), m/z 127 (2%), m/z 115 (1%), m/z 104 (5%), m/z 91 (1%),
m/z 76 (5%), m/z 63 (1%), m/z 50 (1%), m/z 40 (1%).



RMN-'H (500 MHz) DMSO-ds / TMS (8-ppm): 7,92 (dd, 4H, Haz, Has, Hos, Has), 7,68-7,69
(d, 2H, Hg € Hy1), 7,63-7,64 (d, 2H, Hg e Hi), 7,46 (m, 3H, Hy, Hp, Hs), 7,39-7,40 (d, 2H, H,
e H6), 3,38 (S, N'CH3, 3H, H16)-

RMN-"3C (500 MHz) DMSO-ds/ TMS (8-ppm): 169,62 (C=0, Cy3), 164,89 (C=0, Ci5 e C,1),
142,68 (C7), 139,06 (Cs), 135,95 (C-H, Czs € Caq), 132,90 (C10), 129,60 (C1 € Czo), 129,50
(C-H, Cy e Cy1), 128,65 (C-H, C,), 127,41 (C-H, C; e Cs), 127,23 (C-H, C4 e Cg), 126,96 (C-
H, Cg e Cyy), 124,51 (C-H, Cp € Cys), 36,12 (N-CHs, Cyg).

I.V. Max. (KBr) y - cm™: 3030,07 (C-H, sp?), 2925,92 (C-H, sp®), 1735,88 (C=0 da ftalimida,
C16 e Czl), 1662,59 (C:O,Clg).

36 h— N-metil- p-nitrofenilftalazoilidrazida (M= 325 g/mol).
Obteve-se um sélido amarelo, com rendimento de 45% e ponto de fusdo 172-173°C.

m/z 325 (1%), mn/z 309 (1%), m/z 297 (1%), m/z 279 (1%), m/z 248 (1%), m/z 221 (1%),
m/z 207 (1%), m/z 193 (1%), m/z 175 (10%), m/z 161 (1%), m/z 150 (90%), m/z 130 (15%),
m/z 120 (20%), m/z 104 (95%), m/z 92 (25%), m/z 76 (100%), m/z 64 (10%), m/z 50 (40%),
m/z 40 (1%).




RMN-H (500 MHz) DMSO-ds / TMS (5-ppm): 8,20 (d, 2H, Hy e Hs), 7,90-7,91 (m, 4H, Hy7,
ng, ng, Hzo), 7,60 (d, 2H, H4 e Hs), 3,38 (S, N-CH3, 3H, H11).

RMN-1C (500 MHz) DMSO-ds/ TMS (3-ppm): 170,79 (C=0, Cg), 164,64 (C=0, Cis € Cig),
149,00 (C,), 140,11 (Cs), 136,00 (C-H, C1s € C1g), 129,50 (Cis € Cis), 128,02 (C-H, C4 e Cg),
124,58 (C-H, Cy e Cs), 124,27 (C-H, Cy7 € Cz0), 35,96 (N-CHs, Cy1).

I.V. Max. (KBr) y - cm™: 3087,93 (C-H, sp?), 2923,99 (C-H, sp®), 1732,02 (C=0 da ftalimida,
Ciz e Cyg), 1679,94 (C=0, C).

36 i — N-metil- p-benzoxifenilftalazoilidrazida (M= 386 g/mol).
Obteve-se um sélido branco, com rendimento de 53% e ponto de fusdo 178-179°C

m/z 386 (1%), m/z 281 (1%), m/z 267 (1%), m/z 211 (15%), m/z 209 (1%), m/z 193 (1%),
m/z 175 (1%), m/z 165 (1%), m/z 152 (1%), m/z 121 (1%), m/z 104 (10%), m/z 91 (100%),
m/z 76 (10%), m/z 65 (15), m/z 50 (5%), m/z 40 (1%).
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RMN-lH (500 MHZ) DMSO-de/ TMS (S-ppm): 7,92 (m, 4H, H15, H16, Hi7, ng), 7,38 (m,
3H, sty Hoe, H27), 7,33 (d, 2H, Hos € Hzg), 7,32 (d, Hse HG), 6,96 (d, 2H. Hi e H3), 5,04 (S,
2H, H22), 3,29 (S, N-CHg, 3H, Hzg).

RMN-"3C (500 MHz) DMSO-ds/ TMS (5-ppm): 170,79 (C=0, C;), 164,89 (C=0, Cy; e C1s),
160,52 (Cy), 135,91 (C-H, Cys € Cy7), 131,89 (Czs), 128,90 (C-H, C4 e Cg), 128,40 (C-H, Cxs €
C27), 128,38 (C12 € Cy3), 126,72 (C-H, Cp), 125,31 (Cs), 124,45 (C-H, Cpq € Cpg), 122,24 (C-
H, Cis e Cig), 114,94 (C-H, C; e C3), 69,79 (CH,, C2,), 36,17 (N-CHg, Cpg).



I.V. Max. (KBr) y - cm™: 3028,14-3057,07 (C-H, sp?), (C-H sp®), 1732,02 (C=0 da ftalimida,
Cu1 e Cu4), 1668,37 (C=0, C7), 1346,27 (C-0), (C-N, Ca).

37 — N-metil-benzilftalazoilidrazida (M= 280 g/mol).
Obteve-se um s6lido branco, com rendimento de 75% e ponto de fuséo 141-142°C.

m/z 294 (3%), m/z 281 (1%), miz 265 (1%), m/z 203 (1%), m/z 193 (1%), m/z 176 (50%),
m/z 165 (1%), m/z 148 (40%), m/z 130 (30%), m/z 118 (45%), m/z 104 (35%), m/z 91
(100%), m/z 76 (30%), m/z 65 (25%), m/z 50 (15%), m/z 40 (1%).

RMN-H (500 MHz) DMSO-ds/ TMS (5-ppm): 8,00 (d, His € Hig), 7,98 (d, Hi7 € Ha), 7,34
(dd, Hy), 7,24 (d, Hs e Hs), 7,10 (dd, H, € Hg), 3,59 (s, CHy, H7), 3,19 (s, CHs, Hy1).

RMN-1C (500 MHz) DMSO-ds/ TMS (3-ppm): 172,94 (C=0, Cs), 165,10 (C=0, Cis € Cig),
135,71 (C-H, Cys e Cyo), 135,01 (Ca), 130,33 (C14 € C15), 129,86 (C-H, Cs e Cs), 128,67 (C-H,
C, e Cg), 127,12 (C-H, Cy), 124,42 (C-H, Cy7 € Cy), 38,63 (CH,, Cy), 35,45 (CHs, Cyy).

I.V. Max. (KBr) v - cm™ 3028,14 (C-H, sp?), 2914,35 (C-H, sp’), 1739,74 (C=0, da
ftalimida, C13 e Cy6), 1072,39 (C-N).



38 — N-metil-metilenodidxi-fenilftalazoilidrazida (M= 324 g/mol)
Obteve-se um sélido, com rendimento de 80% e ponto de fusdo 157-158°C.

m/z 324 (5%), m/z 281 (1%), m/z 267 (1%), m/z 207 (1%), m/z 193 (1%), m/z 175 (1%), m/z
162 (1%), m/z 149 (100%), m/z 130 (3%), m/z 121 (30%), m/z 104 (20%), m/z 91 (15%), m/z
76 (25%), m/z 65 (60%), m/z 50 (15%), m/z 40 (1%).

RMN-'H (500 MHz) DMSO-ds / TMS (8-ppm): 7,97 (m, 4H, Hig, Hao, Hz1, Hy2), 6,90 (m,
3H, Hs, Ha, He), 6,05 (s, 2H, Hg), 3,41 (s, N-CHj3, 3H, Hag).

RMN-*3C (500 MHz) DMSO-ds / TMS (5-ppm): 170,05 (C=0, Cy, ), 164,94 (C=0, C;s e
Cig), 150,48 (C,), 149,78 (Cy), 135,97 (C-H, Cx € Cz), 129,63 (Cis € Ci7), 127,44 (Cs),
124,53 (C-H, Cyg e C2), 121,38 (C-H, Cy), 108,58 (C-H, Cs), 107,30 (C-H, Cs). 102,25 (CH,,
Cs), 36,27 (N-CHs, Cys).

I.V. Max. (KBr) y - cm™: 3074,43 (C-H, sp?), 2895,06 (C-H, sp?), 1733,95 (C=0 da ftalimida,
Cis e Cug), 1662,59 (C=0, Cyo), 1610,51 (C=C, aromatico), 1039,6 (C-N).



3.6 Protocolo Farmacolégico

Os testes farmacoldgicos foram realizados no Laboratério de Inflamacdo da
FIOCRUZ, em células do tipo macrofago — peritoniais e alveolares.

Procedimento

Anélise com macréfagos peritoniais

Camundongos Swiss-Webster (n=10) foram sacrificados em camara de CO,. Para a
obten¢do dos macrdéfagos peritoniais, foi injetado 3 ml de PBS + EDTA 10 mM na cavidade
abdominal de cada animal. Em seguida, a suspenséo de células foi centrifugada em 1500 rpm
a 4°C por 10 min. Foram plaqueados 500.000 células / po¢o e incubados por 1h na estufa a
37°C com 5% de CO,em meio RPMI com 2% de SFB. Apds este periodo, o RPMI foi
descartado e substituido por RPMI sem soro. As células foram tratadas por 1h com os
compostos e, em seguida, estimuladas com LPS 0,5ug/ml, ficando incubada por 6h. Apds esse
periodo, o sobrenadante foi recolhido, congelado em nitrogénio liquido e armazenado em
freezer a -80°C para posterior quantificacdo de citocinas. A quantificacdo de TNF-a foi
realizada através da técnica de ELISA com o KIT da R&D de acordo com o manual do

fabricante.

Analise com macréfagos alveolares

Foram utilizadas células da linhagem AMJ2C11 provenientes do HACC/UFRJ. Foram
plagqueados 250.000 células / poco e incubados por 24h na estufa a 37°C com 5% de CO; em
meio DMEM com 2% de SFB. Apos este periodo, o DMEM foi descartado e substituido por
DMEM sem soro. As células foram tratadas por 1h com os compostos e, em seguida,
estimuladas com LPS 1 pg/ml, ficando incubada por 24h. Apds esse periodo, o sobrenadante
foi recolhido, congelado em nitrogénio liquido e armazenado em freezer a -80°C para
posterior quantificacdo de citocinas. A quantificacdo de TNF-a foi realizada através da técnica

de ELISA com o KIT da R&D de acordo com o manual do fabricante.



4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 Sintese dos Esteres Metilicos
24 a-h e 26 - Esterificacéo de Fischer

As reacdes de esterificacdo sdo catalisadas por acidos fortes, geralmente H,SOy,
atingindo o equilibrio em poucas horas. Como a posi¢do de equilibrio determina a quantidade
de éster formado, usa-se um excesso de metanol, reagente mais acessivel do que os acidos
benzoicos, em termos de custo, para melhorar o rendimento, deslocando-se o equilibrio para a
direita. O mecanismo ¢é tipico de reacGes de adicdo-eliminacdo nucleofilica com catélise
&cida, em carbonos acilicos e est representado no Esquema 13 (SOLOMONS e FRYHLE,
2000).
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Esquema 13 — Mecanismo para a Esterificagio em meio Acido.



28 e 30 — Esterificacdo de Yamada

Esta reacdo “one-pot” permite sintetizar o éster metilico o partir de aldeidos, quando da
indisponibilidade ou estabilidade do &cido ndo permitir a Esterificagdo de Fischer. Apesar desta
metodologia, que explora o emprego seqtiencial de solucdes metandlicas de 1, e KOH a 0°C,
ndo ter seu mecanismo completamente esclarecido, sabe-se que provavelmente envolve a
oxidacdo do intermedidrio hemiacetal pelo acido hipoidoso (HIO) formado “in situ”
(YAMADA, S. et al., 1992) (Esquema 14).
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Esquema 14 — Reacdo e mecanismo da oxidagdo de Yamada

A Tabela 3 descreve os rendimentos, o ponto de fuséo e o aspecto visual dos ésteres

sintetizados.



Tabela 3. Rendimentos reacionais e aspecto visual dos ésteres metilicos.
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(24)a-h  R=H (a), OCH; (b), Cl (c)
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o P e
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Composto Rendimento Aspecto Fisico
24 a 92% Oleo amarelado
24b 90% Sélido branco
24¢ 93% Sélido branco
24d 90% Sélido bege
24e 88% Sélido amarelo
24 f 86% Sélido branco
249 91% Sélido bege
24 h 87% Sélido branco
26 85% Sélido branco
28 58% Sélido branco amarelado

30 90% Sélido bege




4.2 Sintese das Hidrazidas 29 a-i, 31 e 32

A reacdo de ésteres com amdnia (amondlise) ou com aminas primarias e secundarias €
sinteticamente util para a sintese de amidas. Quando se usa hidrazina, o produto é uma
hidrazida e a reacdo é uma hidrazinélise. Para a obtencdo das hidrazidas propostas, reagiu-se
0s esteres correspondentes (24 a-h, 26, 28 e 30) com hidrato de hidrazina a 80%, sob refluxo
em etanol (LIMA, 1998). O mecanismo da reacdo é do tipo adi¢do-eliminagcdo em carbonilas (e

esta descrito no Esquema 15).
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Esquema 15 — Mecanismo da reacdo de hidrazinolise de ésteres.

A comparagdo dos espectros de RMN-'H das hidrazidas (29 a-i, 31 e 32) com os
dados descritos por Lima (LIMA et al, 2000), permitiu-nos atribuir aos hidrogénios ligados
aos atomos de nitrogénio do grupamento hidrazida os dois sinais singletos variando de & 9,42-
10,16 (CO-NH-) e 6 4,36-4,67 (-NHy). As tabelas a seguir descrevem as propriedades e todos
os dados de RMN-"H e RMN-**C referentes as hidrazidas obtidas.



NH,

R (€29)
(29)a-i  R=H(a), OCH; (b), CI (c)
CH; (d), N(CHy), (e), CF; (f), Ph (g), NO,
(h), OCH,Ph (i)

o
NH;
<O:©)‘\N/
H
[e)

(32)

Tabela 4. Rendimentos e propriedades das hidrazidas

Composto  Rendimento P.F (°C) Aspecto Visual

29a 82% 104-105 Amarelado
29b 85% 128-129  Acinzentado
29c 85% 164-165 Branco
29d 92% 109-110 Cinza
29e 80% 137-138 Amarelo
29f 90% 140-141 Bege
299 75% 120-121 Branco
29h 80% 153-154 Amarelo
29 74% 144-145 Branco
31 80% 108-109 Cinza

32 84% 170-171 Bege




Tabela 5. Dados de RMN-'H das hidrazidas 29 a-f e 29 h.Valores em ppm.

Composto  NH NH, HieHs H,eH; Hy OCH; CHz N(CHs),
(s) () (d) d) (dd) (s) (s) ()
29a 9,78 4,50 7,82 747 147 - - -
29b 9,62 4,43 7,81 6,96 - 3,79 - -
29¢ 9,85 4,52 7,83 7,51 - - - -
29d 9,72 4,48 7,75 7,26 - - 2,36 -
29e 9,42 4,36 7,72 6,70 - - - 2,97
29 f 10.05 4,64 8,03 7,85 - - - -
29h 10,16 4,67 8,07 832 - - - -
Tabela 6. Dados de RMN-*3C das hidrazidas 29 a-f e 29 h.
Composto  C=0 CieCs C,eCs, GC3 Cs OCH; CHs; N(CHjy),
29a 165,91 126,92 128,26 131,01 133,29 - - -
29b 165,65 128,70 11350 161,42 12551 5527 - -
29¢c 165,35 129,41 128,94 136,42 132,62 - - -
29d 166,37 127,44 129,33 141,39 130,98 - 21,44 -
29¢e 166,74 128,72 111,35 152,50 120,42 - - 40,21
29f 165,02 128,35 125,83 131,36 137,61 - - -
29 h 164,39 124,07 128,94 149,41 139,51 - - -




Tabela 7. Dados de RMN-H e RMN-"*C do composto 29 g (bifenilidrazida). Valores
em ppm.

NH, 16

1e3 4eb 2 5 7 8el2 9ell 10 13 14 16
RMN-'H 7,52 (m) 7,69 (m) 7,36 (m) - - 7,77(m)7.93(m) - - 985(s) 4,55(s)

RMN-3C 128,17 127,08 128,55 139,7 143,2 127,37 129,57 132,66 166,13 - -

Tabela 8. Dados de RMN-'H e RMN-'*C do composto 29 i (p-benzoxi-fenilidrazida).
Valores em ppm.

1e3 2 5 4e6 7 9 10e14 1le13 12 15 16 18
RMN-'H 7,44(m)7,38(m) - 752(d) 525(s) - 722(d) 805(d) - - 9,62(s)443(s)

RMN-2C 129,01 128,39 136,98 128,36 70,01 162,31 115,37 130,35 123,49 16520 - -

Tabela 9. Dados de RMN-'H e RMN-"*C do composto 31 (benzilidrazida). Valores

em ppm.

1 5 o
2 N A NH, 1
3 7 ﬁ
9
1 2eb 4 3eb 7 8 9 11
RMN-'H 7,28(d) 7,30 (dd) - 7,24 (d) 324 (s) - 9,26 (s) 4,25 (s)

RMN-BC 126,86 128,68 136,77 129,45 40,98 170,09 - -




Tabela 10. Dados de RMN-'H e RMN-C do composto 32 (metilenodioxi-fenilidrazida).

Valores em ppm.

1 2 3 4 5 6 8 10 11 13
RMN-'H - - 696(d) 741(d) -  7.45() 608(s) -  962(s) 3,87(s)

RMN-*C 147,31 149,61 107,01 121,93 127,21 107,90 101,65 165,30 - -

O espectro de RMN-"*C do composto 29 f (R= CFs3) n&o apresenta o sinal do 4&tomo de
carbono ligado aos atomos de flGor, devido ao pouco tempo de aquisicdo na andlise da
amostra, que deve ser de, pelo menos, vinte minutos para a obtencdo do sinal. O sinal do
atomo de carbono aromatico ligado ao grupo CF3 € um quarteto de baixa intensidade, devido

ao seu acoplamento com os atomos de fllor.
4.3 Sintese das Ftalazoilidrazidas 33 a-i, 34 € 35

As ftalazoilidrazidas de interesse foram obtidas através da reacdo das correspondentes
hidrazidas (29a-i, 31 e 32) com anidrido ftalico, previamente purificado. Esta purificacéo se
faz necessaria devido a instabilidade do anidrido frente a umidade, gerando seu

correspondente acido ftalico que influencia negativamente os rendimentos reacionais.

A reacao foi realizada em fase sdlida, sendo favorecida pela utilizagdo da radiagédo em
microondas, que diminui consideravelmente o tempo de reagdo e aquece rapidamente,
minimizando as dificuldades das reagBes em meios heterogéneos, sem prejuizos para 0s
rendimentos, em geral superiores aos de reacfes semelhantes que usam aquecimento
convencional (KAPPE e STADLER, 2005).

O mecanismo reacional descrito no Esquema 16 mostra o ataque inicial a carbonila
exercido pelo nitrogénio mais nucleofilico, uma vez que o nitrogénio amidico tem sua
nucleofilicidade reduzida com relagdo ao outro, devido ao efeito retirador de elétrons por
inducédo e ressonancia exercido pela carbonila (Esquema 16). Adicionalmente, podemos ver

que a etapa final de formagao da ftalimida se da pela eliminagdo de agua, o que, mais uma



vez, justifica o uso da reacdo em fase sélida, devido a sua pronta evaporacéo e eliminagdo do

meio reacional, ndo favorecendo a reversibilidade da reacéo.
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Esquema 16 — Mecanismo para a sintese de ftalazoilidrazidas.

A comparagéo dos espectros de RMN-'H das ftalazoilidrazidas (33 a-i, 34 e 35), frente
aos dados obtidos para as hidrazidas reagentes (produtos de partida), mostra o
desaparecimento dos sinais singletos na faixa de 6 4,36-4,67 relativos aos hidrogénios ligados
ao dtomo de nitrogénio aminico final da hidrazida (-NH;) e mostra também a mudanca no
deslocamento quimico da faixa de & 9,42-10,16 do atomo de hidrogénio ligado ao nitrogénio
do grupo amida (CO-NH-), para a faixa de & 10,90-11,78. Esta mudanca para valores mais
altos pode ser explicada pelo efeito retirador de elétrons por indugdo e ressonancia exercido
pelas duas carbonilas do anel ftalimidico introduzido na estrutura, levando a uma desprotecéo,

ou menor blindagem, do atomo de hidrogénio, por densidade eletrdnica.



Os espectros de RMN-C das ftalazoilidrazidas, comparados aos das hidrazidas,
apresentam sinal adicional referentes as duas carbonilas do anel ftalimidico na faixa de §
164,9-166,3, com o dobro da intensidade do sinal referente & carbonila da hidrazida. Além
disso, ambos os espectros de RMN (*H e **C), apresentaram sinais adicionais nas faixas

referentes ao anel aromatico da ftalimida adicionada as estruturas.

As tabelas as seguir descrevem as propriedades e todos os dados referentes as

ftalazoilidrazidas obtidas.
Tabela 11. Rendimentos e propriedades das ftalazoilidrazidas

[e)
° A\
N
e
(34) H

(33)a-i R=H (a), OCHj (b), Cl (c)
CHj (d), N(CHj), (e), CF; (f), Ph (g), NO,

(h), OCH,Ph (i) jij)k

(335)

Composto  Rendimento P.F (°C) Aspecto Visual

33a 71% 209-210 Branco
33b 80% 228-229 Bege
3¢ 86% 257-258 Branco
33d 88% 223-224 Branco
33e 70% 239-240 Amarelo
33f 53% 210-211 Bege
33g 77% 211-212 Branco
33h 65% 236-237 Amarelo
33i 58% 235-236 Branco
34 78% 219-220 Branco

35 80% 244-245 Branco




Tabela 12. Dados de RMN-"H dos compostos 33 a-f e 33 h. Valores em ppm.

G3ai  R=H(a),0CH; (), Cl (0)
CHj (d), N(CHy), (e), CF; (f), Ph (g), NO,
(h), OCH,Ph (i)

Composto H;eH; HseHs Hg HypgeHp HizeHis Hyiy  OCHz CH;  N(CHy),
d S d dd S S S S
33a 7,59 (dd) 8,04 1136 7,97 8,00 7,70 - - -
33b 7,17 (d) 8,02 11,18 7,96 7,98 - 3,87 - -
33¢c 7,68 (d) 8,01 11,48 8,01 8,01 - - - -
33d 7,41 (d) 8,04 1127 7,90 7,99 - - 2,43 -

33e 6,81 (d) 7,85 10,90 8,00 8,03 - - - 3,05
33f 8,01 (d) 8,21 11,67 8,05 8,07 - - - -

33h 8,45 (d) 8,24 11,78 8,02 8,06 - - - -

Tabela 13. Dados de RMN-"*C dos compostos 33 a-f e 33 h. Valores em ppm.

Composto C;eC; C,eCs C, Cs C; CpeCys CpzeCy CigeCyg Ci7eCig OCHz CHz N(CHy),
33a 129,30 128,25 133,33 131,2 165,8 165,86 129,95 12436 13591 - - -
33b 114,53 130,31 163,21 123,3 165,3 166,02 129,96 124,32 13587 5599 - -
33c¢c 129,47 130,20 138,21 129,9 165,7 164,94 129,93 12439 13593 - - -
33d 129,84 128,33 143,55 134,0 165,7 16596 129,99 124,40 13595 - 2162 -
33e 111,36 130,07 153,49 128,1 162,9 166,32 132,12 129,85 135,89 - - 40,15

33f 12456 129,29 132,72 134,9 164,9 165,69 129,96 124,48 136,01

33h 12456 129,93 150,45 136,6 164,6 16561 129,91 12451 136,04 - - -




Tabela 14. Dados de RMN-'H e RMN-**C do composto 33 g. Valores em ppm.

le3 2 4e6 5 7 8 9 12e15 13e14 16e19 17e18 22e26 23e25 24

(d) (d) ©) (d) (d) (d) (m) (m)
RMN-'H 793 - 809 - - - 1143 - - 8,01 8,06 7,72 754 747
RMN-C 128,8 144,7 129,6 1318 1438 1656 - 16593 130,01 12443 13597 12751 129,02 128,69

Tabela 15. Dados de RMN-"H e RMN-"3C do composto 33 i. Valores em ppm.

25

26 28

1e3 2 4e6 5 7 8 1lel4 12e13 15e18 16el7 22 23 24e28 25e27 26
(d) (d) () (d) d © (d) (m)  (m)
RMN-'H 722 - 804 - - 112 - - 798 800 525 - 751 744 738

RMN-C 1154 162,3 130,3 12351652 - 16605 13001 124,38 13592 70,01 136,98 128,36 129,01 128,39

Tabela 16. Dados de RMN-'H e RMN-**C do composto 34. Valores em ppm

1 2eb 3e5 4 7 8 9 12e15 13 el14 16e19 17e18

RMN-'H 7,30 7,29 7,37 - 374 - 1098 - - 7,95 797




RMN-®C 127,28 128,88 129,55 1353 39,99 170,1 - 165,67 129,97 124,24 135,78

Tabela 17. Dados de RMN-'H e RMN-**C do composto 35. Valores em ppm.

1 2 3 4 5 6 8 10 11 14el7 15el16 18e21 19e20
RMN-'H - - 713 763 - 750 620 - 1120 - - 8,02 8,04

RMN-C 148 151 108 1239 124,9 108,8102,6 165 - 165,98 129,99 124,38 135,93

Tabela 18. Dados espectroscépicos de infravermelho das ftalazoilidrazidas.

Principais absorcdes no 1.V (cm™)

Composto  N-H C=0O (Ftalimida) C=0 (Amida) C-H (sp?) C=C (Arom.) C-H (sp’) C-O C-N

33a 3228,05  1739,06 1652,26

33b 321523  1739,64 1643,30 3014,64  1606,65

33¢ 3344,46 1735,88 1681,87

33d 3350,24 1741,66 1672,23

33e 3259,59 1739,74 1651,01 1602,79 2923,99
33f 3232,59  1743,59 1666,44

339 3242,23  1741,66 1658,73

33h 3348,31 173181 1689,59

33i 321523  1739,64 1643,30 3014,64  1606,65




34 3194,01 1751,31 1674,16 3005

35 3248,02 1745,52 1666,44 1504 2898,92

A formacéo dos principais ions dos espectros de massas das ftalazoilidrazidas estéo
representados na proposta de fragmentagcdo mostrada nos esquemas abaixo. A técnica de
ionizacdo por impacto de elétrons (El), usada pelo aparelho, leva a uma fragmentacéo
excessiva das moléculas, devido a alta energia do feixe ionizador (70 eV), o que explica a
baixa intensidade dos ions com maiores massas, incluidos os ions moleculares (M*) de todas

as moléculas analisadas.

Todos 0s espectros de massas apresentaram como pico base, ou como um pico em
grande intensidade, o ion derivado da clivagem da ligacdo amidica C-N adjacente a carbonila
benzilica, pois esta leva a formag&o do ion acilio, que € estabilizado por ressonancia, (R-C=0"«»
R-C*=0), aumentando seu tempo de vida, podendo ser usado com um fingerprint para esta

série.

Apenas 0s compostos 33 i e 34, apresentaram como ion molecular o também estavel
fon tropilio (C7Hs"), devido & presenca de um grupo metileno (CHy) ligado ao anel aromatico,
que permite a expansdo do anel de 6 para o anel de 7 membros. Apesar disto, ambos ainda
apresentam o ion derivado da clivagem C-N citada com grande intensidade, como citado

acima.
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Esquema 17. Proposta de fragmentacfes de massas dos compostos 33 a-i.

Tabela 19. Picos de fragmentacéo de massas dos compostos 33 a-i.

Composto  Substituinte R Ton molecular (M*) (m/z)  Pico base (m/z)

33a
33b
33¢c
33d
33e
33f
33¢g
33h

33i

H 266 105
OCHs 296 135
cl 300 139/141
CH; 280 119
N(CHa), 309 148
CF; 334 173
Ph 342 181
NO, 311 150

OCH3Ph 372 91
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Esquema 18. Proposta de fragmentacfes de massas do composto 34.

m/z310 m/z 149 m/z 121
Esquema 19. Proposta de fragmentac6es de massas do composto 35.

4.4 Sintese das N-metil-fenilftalazoilidrazidas 36 a-i, 37 e 38

Os compostos N-metil-fenilftalazoilidrazidas foram sintetizados através de reacdo de
N-alquilacdo das ftalazoilidrazidas (33 a-i, 34 e 35) em meio bésico de carbonato de potassio

em DMF, utilizando iodeto de metila como agente alquilante.

Esta etapa consiste de uma reacdo de substituicdo nucleofilica do tipo bimolecular
(Sn2), onde o nucledfilo gerado pela abstragdo do hidrogénio acido ligado ao nitrogénio
amidico ataca o carbono parcialmente positivo ligado ao halogénio. Isto é feito pelo carbonato
de potassio, um sal de carater basico, com o anion carbonato atuando como base (Esquema
20).
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Esquema 20 — Mecanismo da reacdo de metilacéo.

R

O iodeto de metila é o substrato mais comum usado em reacOes de metilacdo desse
tipo, visto que o iodo é um melhor grupo de saida, com relagcdo aos demais halogénios. O
iodeto que € liberado ap6s o ataque nucleofilico é uma base fraca, que pode melhor estabilizar
a carga negativa, diminuindo a energia de ativagcdo e aumentando, assim, a velocidade da
reacdo. Os solventes mais utilizados sdo os polares apréticos (ndo tém ligacbes OH), que
dissolvem os compostos idnicos e solvatam muito bem os cétions, aumentando a reatividade
do anion basico, que ndo ¢ solvatado. A constante dielétrica (¢) quantifica a capacidade de
solvatacéo e, quanto maior, mais pronunciado este efeito. Isto explica o melhor consumo dos
reagentes, como previamente observado (TEIXEIRA, 2010), quando usado o DMF (g = 38,3),
com maior constante dilelétrica que a acetonitrila (¢ = 37,5) e a acetona (¢ = 20,7)
(LAKOWICZ, 1999), nesta ordem, tendo sido escolhido como padréo.

A tabela 20 mostra os rendimentos reacionais, 0os pontos de fusdo e o aspecto visual
das N-metil-fenilftalazoilidrazidas.



Tabela 20. Rendimentos e propriedades das N-metil-fenilftalazoilidrazidas.

o,
o
o,
N o
W \
o} N/N
R ()

(36) a-i R=H (a), OCHj (b), CI (¢) | °©

CHj (d), N(CH3), (e), CF; (f), Ph (g), NO,

0,

(h), OCH,Ph (i) o \
0. N/N
{ P
O
(38)
Composto Rendimento P.F (°C) Aspecto Visual
36a 85% 139-140 Branco
36b 80% 141-142 Bege
36¢ 7% 174-175 Acinzentado
36d 83% 134-135 Branco
36e 60% 155-156 Amarelo
36 f 58% 170-171 Bege
3649 78% 163-164 Branco
36 h 45% 172-173 Amarelo
36i 53% 178-179 Branco
37 75% 141-142 Branco

38 65% 157-158 Bege




Tabela 21. Dados de RMN-"H dos compostos 36 a-f e 36 h. Valores em ppm.

7R

Composto 1e3

36a

36b

36¢C

36d

36e

36f

36h

7,32

6,88

7,41

7,13

6,80

7,58

8,20 7,60

4eb

12 17e20 18e19

735 332 787

734 331 7,92

7,47 3,38 7,96

725 3,37 7,89

7,85 3,04 7,98

7,76 3,40 7,92

3,38 791

787 7,34

7,92 -

7,96 -

7,89 -

8,02 -

7,92 -

791 -

H; OCH; (CHs); N(CHg),

Tabela 22. Dados de RMN-"C dos compostos 36 a-f e 36 h. Valores em ppm.

Composto 1e3

36a

36b

36¢C

36d

36e

36f

36 h

2

4e6

128,74 131,2 126,44

114,16 162,0 128,8

128,58 132,9 129,1

126,67 141,2 129,3

112,02 154,1 130,5

126,04 128,99 1275

124,58 149,0 128,0

134,1 172,4

1259 172,1

122,2 171,5

1311 172,4

117,9 166,2

138,2 171,2

140,1 170,8

12 13e16

35,9 164,72

36,2 164,90

36,1 164,77

36,0 164,81

36,9 166,98

35,9 164,70

35.9 164,64

14e15 17e20

129,46 124,35

129,63 124,45

129,55 124,57

129,56 124,44

130,72 124,95

129,48 124,55

129,50 124,27

18e19 OCH;

13585 -

135,90 55,71

136,02 -

135,89 -

136,51 -

136,01 -

136,00 -

CH;

21,33

N(CHs),




Tabela 23. Dados de RMN-'H e RMN-*C do composto 36 g. Valores em ppm

le3 2 4e6 5 7 8el2 9ell 10 13 16 18e21 19e20 22e25 23e24
RMN-'H 7,46 7,46 7,39 - - 7,63 7,68 - - 338 - - 7,92 7,92

RMN-*C 127,4 128,6 127,2 139 142,7 126,9 129,5 1329169 36,12 164,89 1296 1245 13595

Tabela 24. Dados de RMN-"H e RMN-"3C do composto 36 i. Valores em ppm.

24 22

25

26 28

27

le3 2 4eb6 5 7 1le14 12e13 15e18 16el7 22 23 24e28 26 25e27
RMN-'H 6,96 - 132 - - - - 7,92 7,92 504 - 733 738 7,38

RMN-3C 170,8 160,5 128,9 125 170,8 164,9 1284 12224 13591 69.8 131,9 1244 1267 128,4




Tabela 25. Dados de RMN-'H e RMN-"*C do composto 37. Valores em ppm.

1 2e6 3e5 4 7 8 11 13e16 14el5 17e20 18e19

RMN-'H 7,34 710 724 - 359 - 3,19 - - 7,98 8,00

RMN-BC 127,1 128,69 129,8 135 38,6 1729 3545 16510 130,33 124,42 13571

Tabela 26. Dados de RMN-'H e RMN-**C do composto 38. Valores em ppm

1 2 3 4 5 6 8 10 13 15e18 16e17
RMN-'H - - 690 690 - 6,90 6,05 - 341 - -

RMN-C 1498 15055 107,3 1214 1274 1086 1022 170,1 3627 16494 129,63

19e22 20e21

7,97 7,97

124,53 135,97

Analisando os espectros de RMN-'H das N-metil-fenilftalazoilidrazidas (36 a-i, 37 e

38), observa-se, em relagdo aos mesmos compostos ndo-metilados, o desaparecimento do sinal

singleto entre 10-11 ppm, correspondente ao H amidico, e o aparecimento de um singleto

integralizando 3 hidrogénios em torno de 3-4 ppm, correspondente aos 3H metilicos. O

aparecimento de um sinal em torno de 40 ppm, caracteristico de C ligado a N, ausente no

espectro do composto ndo-metilado, confirma a metilagdo. Os demais dados de deslocamentos

quimicos continuaram semelhantes.



Tabela 27. Dados espectroscépicos de infravermelho das N-metil-fenilftalazoilidrazidas.

Principais absorcdes no 1.V (cm™)

Composto  C=O (Ftalimida) C=0 (Amida) C-H (sp?) C=C (Arom.) C-H (sp®) C-O C-N

36a 1739,74 1670,3 3062,83
36b 1735,88 1670,3 3026,21 1606,65 2929,78  1255,62
36¢ 1735,88 1651,0 3059,00 1597,01 2923,99 -

36d 1737,81 16511 3053,22 1610,51 2918,20 -

36e 1735,95 1662,6 3039,71 1610,51 2918,20 - 1041,53
36f 1737,81 1683,8 3062,86 2923,99 - 1128,32
369 1735,88 1662,59 3030,07 2925,92 -

36h 1732,02 1679,94 3087,93 2923,99 -

36i 1732,00 1668,37 3028,14 1346,27

37 1739,74 3028,14 2914,35 1072,39
38 1733,95 1662,59 3074,43  1610,51 2895,06 - 1039,60

A formacdo dos principais ions dos espectros de massas das N-metil-
fenilftalazoilidrazidas esta representada na proposta de fragmentagdo mostrada nos esquemas
abaixo. De maneira geral, os espectros de massas destes compostos ndo apresentaram
diferenca com relagdo aos compostos ndo-metilados, quando analisamos os principais picos,
visto que estes ndo sofreram alteracGes estruturais pela introducéo do grupo CH3. Somente 0s
picos derivados de fragmentacfes contendo o anel ftalimidico, todos de intensidade muito

baixa, apresentaram alteracGes nos valores de m/z em relagdo aos compostos ndo-metilados.
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Esquema 21. Proposta de fragmentagdes de massas do composto 38.

Esquema 22. Proposta de fragmentacfes de massas dos compostos 36 a-i.
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Esquema 23. Proposta de fragmentacfes de massas do composto 37.



4.5 Resultados Farmacolégicos
Como os testes farmacoldgicos foram realizados em outra instituicdo, as moléculas

avaliadas receberam um codigo interno de nosso laboratério, como indicado abaixo.
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Figura 18 — Cdédigos utilizados nos testes farmacoldgicos.

Os gréficos abaixo mostram a producdo de TNF-o apds a inducdo do processo
inflamatdrio por lipopolissacarideos (LPS) em células de macréfagos peritoniais. O primeiro
grafico relaciona a presencga das moléculas nas células e sua relagdo com a sobrevida (eixo das

coordenadas), isto &, se 0s compostos apresentam toxicidade & célula, na concentracéo de 10



mol.L™* (M=mol.L™), na presenca do veiculo do ensaio (DMSO) e na presenca e auséncia do
LPS. Verificou-se que nenhum composto diminuiu a sobrevida das células, pela comparagao
com o controle (duas primeiras barras no grafico), indicando que 0os mesmos néo sao toxicos
nem para as células ndo-estimuladas (NE), nem para as células nas condi¢cdes experimentais,

isto é, na presenca de LPS.

1 NE +DMSO 0,01% LPS 0.5 pg/ ml + DMSO 0,01%
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Gréfico 1 — Sobrevida da célula em presenca dos compostos. NE — ndo-estimulada.

O Gréfico 2 mostra o potencial anti-inflamatdrio dos compostos, na concentracdo de
10* mol/L (100pM), através da avaliagio da inibigio da produgdo da citocina pro-
inflamatdria TNF-a induzida pela presenca de LPS. Adicionalmente, os compostos foram
avaliados também na auséncia de LPS para verificar se 0s mesmos poderiam induzir a

producéo de TNF-a, possuindo um carater pro-inflamatdrio.
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* P<0,05 comparado ao grupo LPS 0.5ug/mL

Gréfico 2 - Concentragdo de TNF-o em fungdo dos compostos testados.



Como demonstrado, os compostos LDQM 8 (36 d), LDQM 9 (36 c), LDQM 10 (36 b)
e LDQM 11 (37), inibiram a producdo de TNF-o de maneira estatisticamente significativa,
qguando comparados com o controle das células excitadas por LPS (segunda barra, indicada
por +). A analise do ensaio na auséncia de LPS demonstrou que nenhum dos compostos

avaliados apresenta indicios de atividade pro-inflamatdria.

Os resultados obtidos demonstraram uma curiosidade: todos os compostos que
apresentaram atividade anti-TNF-a (36 b-d e 37) se tratavam de derivados N-metilados. Isto
levanta duas hip6teses: a primeira, mais direta, de que a N-metilagdo poderia levar a um ponto
adicional de interacdo hidrofébica na amida, em detrimento da possibilidade da formag&o de
uma ligagdo de hidrogénio; e a segunda que trata da j& descrita mudanga conformacional
induzida pela N-metilagdo de grupos amida (WIBERG, 1999; OTANI et al, 2003).

Sem um alvo enzimético ou receptor conhecido para nossa série de compostos, a
primeira hip6tese se tornou um pouco dificil de comprovar, pois ndo sabemos ainda 0s
requisitos estruturais da série para a ligacdo ao biorreceptor alvo. No entanto, a segunda

hipotese pdde ser avaliada por um estudo tedrico de analise conformacional.

Desta forma, procedemos um estudo conformacional sobre a ligacdo amidica
utilizando o programa SpartanPro na base AM1. O angulo de diedro utilizado para o célculo
foi aquele formado pelos éatomos O=C-N-H (ftalazoilidrazidas, A) ou O=C-N-C

(ftalazoilidrazonas, B) e definiu-se um giro deste diedro em 360° em 20 etapas.
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Figura 19. Andlise conformacional da ligacdo amidica sem e com a N-metilagdo das
ftalazoilidrazidas.

Pode-se perceber que os minimos conformacionais originados em cada série sdo
distintos: na série ndo-metilada o hidrogénio da amida se encontra em uma posic¢do trans em
relacdo ao oxigénio da carbonila, enquanto a metila se encontra em posic¢do cis com relagdo
ao mesmo oxigénio. Isto faz com que a série N- metilada assuma uma conformacdo mais
compacta, em forma de grampo, enquanto a ndo-metilada se mantém em uma conformacéo
mais estendida. Isto estd bem descrito na literatura (KUMMERLE et al, 2012, KUMMERLE
et al, 2009) e poderia justificar a diferenca das atividades observadas, uma vez que essa

diferenca conformacional entre as séries pode levar a diferentes formas de interacdo com o



biorreceptor. Estes calculos serdo refinados para melhor entendimento desta diferenga

conformacional.

Em seguida, para avaliagdo da efetividade dos compostos em concentragcdes mais
baixas, decidiu-se realizar ensaios de inibicdo da producdo de TNF-o sobre macrofagos
alveolares desafiados com LPS, utilizando concentra¢des dos compostos de até 1 pumol/L. Os
resultados mostrados nos graficos abaixo demonstram que mesmo a 1uM os compostos
continuam apresentando inibi¢do da producgdo desta citocina, com destaque para LDQM-8 e
11, que se mantém com inibicGes maiores que 80%. Curiosamente, percebemos que para
alguns compostos (LDQM-9, 10 e 11) a inibicdo se tornou maior com a reducdo da
concentracdo dos compostos e isto pode ser explicado por uma questéo de solubilidade neste
modelo. Em altas concentragBes 0s compostos apresentavam precipitacbes nos ensaios
bioldgicos, o que poderia levar a uma menor eficicia na acdo inibitoria, j& que a presenca de
particulas s6lidas pode ser entendida como um agente agressor a célula e esta responder com a
producdo de TNF-a. J4 em menores concentragdes, esse problema era reduzido e passamos a

ver a acdo dos compostos sem interferentes fisicos externos.
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Gréficos 3, 4, 5 e 6 — Atividade em funcdo da concentracéo para 0s compostos ativos.



5 CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

As moléculas sintetizadas apresentaram atividade anti-TNF-o para alguns
derivados metilados, mostrando a importéncia biologica deste grupo e a confirmagao
da atividade dos compostos ftalimidicos.

As modificagBes estruturais efetuadas a partir da série de quinazolinas descritas
com atividade anti-TNF-a, propostas no planejamento estrutural, resultaram em
compostos com a atividade bioldgica esperada, confirmando a eficacia das técnicas

aqui aplicadas na génese de moléculas visando atividade biol6gica.

A sintese proposta mostrou-se adequada e prética, apesar de ter apresentado,
para alguns derivados, dificuldades nas etapas de ciclizacdo do anel ftalimidico, e na
etapa de metilacdo (devido & sobra de produto de partida), problemas sanados com

modificacGes no tempo de reacdo e adicdo de reagente.

Os rendimentos obtidos foram satisfatorios e os compostos foram obtidos em

teores de pureza superiores a 98%.

Os resultados farmacolégicos mostraram a importancia da analise
conformacional das moléculas na avaliacdo da atividade biologica, pois a organizacao

espacial dos atomos influencia na interagcdo da molécula com o seu receptor.

Pelos resultados observados para alguns compostos metilados conclui-se que a
substituicdo do atomo de hidrogénio amidico por um grupo metila resulta em uma

restricdo conformacional que tem efeito direto favordvel na atividade bioldgica.

A maior atividade de alguns compostos em concentragcdes mais baixas pode ser
explicada em funcéo da baixa solubilidade e mostra a importancia das avaliagbes de

lipofilicidade (parametro n-hansch).

As avaliagbes das atividades biologicas de alguns compostos ndo foram

realizadas a tempo, gerando a perspectiva de novos resultados satisfatdrios.
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Espectro de RMN-'H (200 MHz) da hidrazida 29 ¢ (DMSO-ds).
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