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RESUMO

A Quimica medicinal no Brasil tem sido investigada na tentativa de
encontrar novos compostos com propriedades terapéuticas uteis. Neste
trabalho foram utilizadas metodologias sintéticas diversificadas, com
vistas a obtencdo de compostos inéditos ou buscando otimizar a sintese
daqueles ja descritos pela literatura. Foram sintetizadas diferentes
classes de compostos, tais como derivados naftoquindnicos, pirazois e
sulfonamidas para os quais foram investigadas diferentes atividades
biologicas, como: atividade antioxidante, inibicio da enzima
acetilcolinesterase, atividade antinociceptiva, leishmanicida,
antimicrobiana, anti-hiperglicémica. Foram obtidos, por reacdo de
Mannich 12 adutos derivados da lausona, dentre os quais, 11 sdo
inéditos. Foi otimizada a sintese de 9 dimeros, derivados da lausona, 2
inéditos, utilizando diferentes sistemas (refluxo, radiagdo ultrassonica e
microondas), diferentes catalisadores e solventes. Dentre as diferentes
metodologias propostas, a obtencdo do hidroxi pirazol por reacdo de
acoplamento de Suzuki foi eficiente e mostrou-se adequada para acesso
a estes compostos. Foram obtidos, por reacdo de substituicdo e com
6timos rendimentos, 11 sulfonamidas inéditas derivadas do carvacrol.
Em relacéo & atividade antioxidante, os resultados obtidos para a série
das bases de Mannich demonstra o potencial destes compostos, para 0s
quais a atividade antioxidante dos 5 mais ativos (A5, Al, A4, A6, A2)
foi comparéavel aos padrfes rutina e BHT. Para a série dos dimeros
derivados da lausona destacam-se os compostos DIM-2 e DIM-1.
Quando correlacionados com os ensaios voltamétricos, pode-se observar
uma correlagdo entre as atividades in vitro e o potencial anddico. As
sulfonamidas S-10, S-1 e S-7 apresentaram atividade superior ao padréo
rutina. As metodologias para investigacdo da atividade antioxidante
foram bem correlacionadas (r>>0,8). Em relagdo & inibicdo da enzima
acetilcolinesterase, 8 dos compostos sintetizados, DIM-1 (15,98 uM),
DIM-2 (12,23 uM), DIM-7 (16,88 uM), S-1 (5,64 uM), S-5 (7,34 uM),
S-7 (9,24 uM), S-9 (6,99 uM), S-10 (8,74 uM), apresentaram valores de
ICsq inferiores ao padrdo galantamina (17,05 puM). Em relacdo a
atividade antinociceptiva todas as sulfonamidas testadas, S-1, S-2, S-9,
S-10 e S-11, foram capazes de reduzir a nocicepcdo (dor) aguda
induzida por glutamato em camundongos, sem interferir na atividade
locomotora dos animais, com destaque ao composto S-1, que se mostrou
0 mais potente e eficaz. Em relacdo a atividade leishmanicida o
composto A-11 apresentou menor Clsg e baixa citotoxicidade (15,45



uM). Dentre as bases de Mannich os compostos mais ativos foram A-1
(11,1 uM), A-6 (13,0 uM) e A-7 (20,7uM) para a forma amastigota
intracelular, com destaque para o composto A-1 (IS = 12,09). Com
relagdo a atividade antibacteriana, os dimeros derivados da lausona
apresentaram  melhores atividades contra 0 Paracoccidioides
brasiliensis, para o qual 2 dos 9 compostos apresentaram valores muitos
significativos de concentracdo inibitéria minima, DIM-2 (7,41uM) e
DIM-5 (14,70uM). As sulfonamidas apresentaram atividade mais
relevante para a Staphylococcus aureus em especial o0 composto S-4 Em
relacdo a atividade anti-hiperglicémica somente a base de Mannich A-1
reduziu significativamente a glicemia quando comparada ao controle.
Essa acdo demonstra um potencial efeito protetor das complicacfes do
diabetes.

Palavras-chave: sintese, lausona, carvacrol, atividade bioldgica



ABSTRACT

The medicinal chemistry in Brazil have been investigated in an attempt
to find new compounds with useful therapeutic properties. In this work,
diverse synthetic methodologies were used, to obtained novel
compounds or to optimize the synthesis of compounds described in the
literature. Different classes of compounds, such as naphtoquinones
derivatives, pyrazoles and sulfonamides were investigated for different
biological activities such as antioxidant activity, inhibition of the
enzyme acetylcholinesterase, antinociceptive activity, antileishmanial,
antimicrobial, anti hyperglycemic. By reaction of Mannich, were
obtained 12 adducts derivatives of lawsone, among which 11 are new.
Were synthesized 9 dimers of lawsone, two unpublished, using different
systems (reflux, ultrasonic and microwave radiation), different catalysts
and solvents were optimized. Among the different methods proposed,
for obtaining hydroxy pyrazole, Suzuki coupling reaction was efficient
and was adequate for access to these compounds. By substitution
reaction were obtained 11 unpublished sulfonamides derived carvacrol.
In relation to the antioxidant activity, the results obtained for the series
of Mannich bases demonstrates the potential of these compounds to
which the antioxidant activity of the 5 most active (A5, Al, A4, A6, A2)
was comparable to the standards rutin and BHT. For the series of dimers
derived from lawsone highlight the DIM-1 and DIM-2 compounds.
When correlated with the voltammetric studies, we can observe a
correlation between the activities in vitro and anodic potential.
Sulfonamides S-10, S-1 and S-7 were superior to standard routine
activity. Methodologies to investigate the antioxidant activity were well
correlated (r>> 0.8). With respect to inhibition of acetylcholinesterase,
eight of the synthesized compounds, DIM-1 (15,98 uM), DIM-2 (12,23
uM), DIM-7 (16,88 uM), S-1 (5,64 uM), S-5 (7,34 uM), S-7 (9,24 uM),
S-9 (6,99 uM), S-10 (8,74 uM), showed ICs, values below the standard
galantamine (17.05 uM). Antinociceptive activity in relation to all tested
sulfonamides, S-1, S-2, S-9, S-10 and S-11 were able to reduce the acute
nociception (pain) induced by glutamate in mice, without interfering
with the activity locomotor animals, especially the compound S-1,
which showed the most potent and effective. Regarding leishmanicidal
activity compound A-11 showed lower ICsq and cytotoxicity (15.45
pM). Among the Mannich bases the most active compounds were A-1
(11.1 puM), A-6 (13.0 uM) and A-7 (20.7 uM) for intracellular
amastigotes, especially for compound A-1 (SI = 12.09). Regarding



antibacterial activity, dimers derived from lawsone showed better
activity against Paracoccidioides brasiliensis, for which 2 of 9
compounds, DIM-2 (7.41 uM) and DIM-5 (14, 70uM) showed many
significant values of minimum inhibitory concentration, The
sulfonamides presented more important activity for Staphylococcus
aureus in particular the compound S-4. Regarding antihyperglycemic
only Mannich base A-1 showed activity when compared to blood
glucose control. This action demonstrates a potential protective effect of
diabetes complications.

Keywords: synthesis, lawsone, carvacrol, biological activity
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1 JUSTIFICATIVA E INTRODUGAO

A Quimica Medicinal no Brasil tem ganhado importancia nas
Gltimas décadas, por sua tentativa de encontrar novos compostos com
propriedades terapéuticas uteis. Neste sentido € importante o
desenvolvimento de pesquisas pautadas na procura por novos compostos
protétipos para os quais se observa a atividade biologica e espera-se
menor efeito colateral ou menor toxicidade. Apesar dos esforcos no pais,
Com uma crescente preocupagdo com este ramo de pesquisa, observa-se
de um modo geral a escassez de recursos humanos habilitados a
trabalhar a temética. E urgente reverter este quadro, pois a pesquisa com
a Quimica Medicinal pode contribuir para o que o Brasil se torne um
centro importante no que tange a aprovacgdo de novos farmacos efetivos
e eficientes para o combate das mais variadas doengas.

Grande parte dos farmacos € de origem sintética apresentando
alguma relagdo com os produtos naturais, principalmente daqueles
pertencentes ao reino vegetal. O Brasil apresenta uma enorme
biodiversidade que pode ser explorada. Dentre os compostos naturais ou
baseados em produtos naturais e que sdo utilizados como candidatos a
protétipos de farmacos, podem-se destacar algumas classes de
compostos que serdo abordados neste trabalho tais como quinonas,
pirazoéis e sulfonamidas.

As quinonas, em especial as antraciclinas e naftoquinonas podem
apresentar uma grande variedade de atividades biol6gicas tais como
antitumoral, tripanossomicida, fungicida, moluscicida, leshmanicida,
anti-maldrica, entre outras. As quinonas também estdo envolvidas em
importantes etapas do ciclo vital dos seres vivos, como no processo
respiratorio e na fotossintese. Derivados de quinonas podem ser toxicos
as células por diferentes mecanismos, incluindo inibicdo do transporte
de elétrons, geracdo de espécies radicalares através do ciclo redox,
bioalquilacao, intercalacdo, indugdo de quebras nas fitas do DNA.

Os pirazois, apesar de raros na natureza, historicamente vem
sendo descritos como responsdveis por importantes atividades
biologicas e como substancia ativa de varios medicamentos como:
antipirina® (antipirético), difenamizol (analgésico, anti-inflamatorio,
antipirético), betazol® (histaminico), difenzoquat e dimetilan
(inseticidas). Os pirazois possibilitam estudos que podem ser
desenvolvidos em nivel da sua estrutura e geometria molecular, em nivel
da sua reatividade em sintese organica, e até mesmo relativamente a sua
aplicacdo em diversas areas, 0 que tém despertado um grande interesse
por parte dos quimicos organicos.
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Derivados sulfonamidicos exercem ampla faixa de atividade
antimicrobiana contra bactérias Gram-positivas e Gram-negativas.
Aproximadamente cerca de 150 diferentes sulfonamidas ja séo
comercializadas como agentes antibacterianos, sendo que as
modificacBes sdo efetuadas principalmente para aumentar a sua
poténcia, obtendo um espectro antibacteriano mais amplo e/ou uma agéo
mais prolongada. Sulfonamidas também tem demonstrado um amplo
espectro de outras atividades biol6gicas como analgésica, antitumoral,
antiparasitaria, antiviral e anticonvulsante.

Neste trabalho explorou-se a sintese de derivados de
naftoquinonas, especificamente a 2-hidroxi-1,4-naftoquinona na forma
de bases de Mannich e dimeros, derivados de pirazois e sulfonamidas
derivadas do carvacrol, para estudo eletroquimico e analise de atividades
bioldgicas. Dentre as atividades biologicas que foram investigadas
destacam-se antioxidante, inibicdo da enzima acetilcolinesterase,
antibacteriana, antifungica e antinociceptiva.
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2 REVISAO DA LITERATURA
2.1 QUIMICA MEDICINAL

A Quimica Medicinal é uma area de estudos interdisciplinar que
se dedica ao estudo das razdes moleculares da acdo dos farmacos
descrevendo a relacdo entre a estrutura quimica e a atividade
farmacoldgica. Neste contexto, aplica-se o planejamento e o desenho
estrutural de novas substancias que possuam  propriedades
farmacoterapéuticas Uteis e que viabilizem o processo de obtencdo de
novos farmacos cujos usos sejam seguros (BARREIRO & FRAGA,
2008).

A Sintese Organica e a Quimica de Produtos Naturais estdo
intrinsecamente ligadas no desenvolvimento da Quimica Medicinal.
Historicamente, o desenvolvimento da quimica organica ocorreu
paralelamente ao estudo de plantas, principalmente a partir do século
XIX, quando foram registrados os primeiros estudos do isolamento de
substancias ativas de espécies vegetais utilizadas na medicina popular
(VANHAELEN & VANHAELEN-FASTRE, 1989).

Em décadas anteriores grande parte dos farmacos foi proveniente
da natureza, principalmente do reino vegetal. A fantéstica variedade e
complexidade de metabdlitos especiais biossintetizados pelas plantas,
como mecanismo de defesa desses vegetais as condi¢cfes ambientais,
adaptacdo ao meio, regulagdo e sobrevivéncia as situacbes de estresse,
guando estudada para determinados fins, levou ao surgimento de novos
farmacos. Em alguns casos, estes metabdlitos permitiram a elaboracéo
de novos protdtipos a partir de modelagem molecular com o propdsito
de obtencdo de compostos de elevada importancia bioldgica. As plantas
constituem, pois, um vasto laboratério de sintese organica, resultado de
milhGes de anos em processo evolutivo e de adaptagéo (LIMA, 2007).

2.2 SINTESE ORGANICA E O DESENVOLVIMENTO DE
FARMACOS

A descoberta dos salicilatos pode ter sido o mais importante
marco no que tange o desenvolvimento de farmacos a partir de produtos
naturais. A histdria da descoberta comeg¢a em 1757 quando Edward
Stone provou o sabor amargo das cascas do salgueiro (S. alba) e
associou-0 ao sabor dos extratos de Cinchona. A descoberta levou-o a
comunicar a Real Sociedade Inglesa, seis anos mais tarde, os resultados
de suas observagdes clinicas mostrando as propriedades analgésicas e



32

antipiréticas do extrato daquela planta (YUNES et al, 2001). Depois de
disputas entre a Franga e Alemanha nos cinquenta anos que se passaram,
Johann A. Buchner isolou uma pequena quantidade de salicina (1). Em
1860, Hermann Kolbe e seus alunos sintetizaram o acido salicilico (2) e
seu sal sodico a partir do fenol. Vinte e oito anos depois, Felix Hofmann
pesquisando a cura para a artrite que afligia seu pai, que era sensivel aos
efeitos colaterais do salicilato de s6dio, descobriu o acido acetil-
salicilico (3, AAS, Figura 1), menos &cido que o &cido salicilico, mas
com a mesma propriedade analgésica desejada. O descobrimento do
AAS marcou de certa forma o final do primeiro periodo, onde a busca
por substancias naturais terapeuticamente Uteis era feita ao acaso
(WEISSMAN, 1991).

OH 0
HO,, (OH 0
OH )J\
o” >0~ YoH o
OH
Ho . . 0 3 OH

Figura 1.Estrutura da salicina (1), do acido salicilico (2) e do acido
acetilsalicilico (3).

O planejamento racional de moléculas bioativas e os estudos de relagéo
estrutura-atividade comecaram a ser difundidos mais explicitamente
durante a Il Guerra Mundial. A pesquisa militar impulsionou muitos
avancos na sintese organica para o tratamento de infeccles, dor,
processos alérgicos e depressivos. No ano de 1932 descobriu-se que o
prontosil (4), antes utilizado como corante, quando se decompunha a
forma sulfonamida (5), apresentava atividade contra 0S processos
infecciosos (Figura 2). Iniciava-se a origem da era das sulfas, de
extrema importancia na Il grande guerra (WEISSMAN, 1991).

N—N H,N

H,N NH, SONH, SONH,

5
4
Figura 2. Estrutura do prontosil (4) e sulfonamida (5).
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Um outro exemplo interessante de um farmaco obtido a partir de um
produto natural é o taxol (6) (Figura 3), componente quimico presente
nas cascas da Taxus brevifolia (Taxaceae) que apresentauma potencial
atividade antineoplasica, mas cuja obtencdo ndo € promissora, uma vez
que é isolado com rendimento muito baixo (0,01 a 0,03 %) a partir de
uma arvore pouco abundante e de crescimento lento. A utilizacdo do
taxol como agente antineoplasico é, portanto, impossivel a partir da
fonte natural de obtencdo. Como alternativa é possivel utilizar vias
semissintéticas, que demonstram a importancia da sintese organica no
desenvolvimento de farmacos que tem sua origem nos produtos naturais
(MANN, 2002).

AcO 0  oH

Figura 3.Estrutura do taxol (6).

Grande parcela dos farmacos licenciados é proveniente ou derivada de
produtos naturais. De acordo com Newman e colaboradores (2012) 53%
dos farmacos séo formalmente derivados de sintese orgénica, dos quais
24 % correspondem a moléculas contendo farmacoforo derivado
diretamente de produtos naturais.

2.3 PLANEJAMENTO RACIONAL DE FARMACOS

O processo que leva da obtengdo de um farmaco até a sua
comercializacdo como uma entidade terapéutica de uso seguro é longo,
laborioso e dispendioso.

Quimicos medicinais podem passar anos na tentativa de sintetizar
analagos a partir de um composto inicial que apresente uma atividade
bioldgica de interesse. A duracdo do processo, em Ultima andlise, tem
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um grande impacto sobre os custos do desenvolvimento do farmaco e
sendo assim, qualquer procedimento que possa acelerar 0 processo €
altamente desejavel (CECHINEL-FILHO & YUNES, 2001).

A etapa de otimizacdo de um farmaco envolve a modificacdo de
suas caracteristicas estruturais. A simples substituicdo de um atomo de
hidrogénio por um determinando substituinte (halogénio, grupo alquila,
arila, ciano, nitro entre outros) altera profundamente as propriedades
fisico-quimicas de um determinado farmaco como a hidrofobicidade, a
densidade eletronica e a conformacéo estrutural por modificar efeitos
eletrénicos e estéricos. Neste sentido, a substituicdo de determinados
grupos substituintes em anéis aromaticos é uma préatica frequente, uma
vez que a grande maioria dos farmacos é constituida desta unidade
estrutural (CECHINEL-FILHO & YUNES, 2001).

Historicamente, o design de farmacos foi motivado pela
experiéncia e intuicdo do quimico e pela disponibilidade de materiais de
partida. No entanto, entre os anos 1960 e 1970 o desenvolvimento de
métodos de Hansch trouxeram uma abordagem mais racional e que
permite uma analise quantitativa das relagBes -estrutura-atividade
(QSAR). Essencialmente, a abordagem QSAR pretende tomar um
conjunto de analogos de uma molécula biologicamente ativa, identificar
e quantificar as suas propriedades fisico-quimicas, e determinar qual ou
guais propriedades tem uma maior relevancia para a atividade biol6gica
(KUO et al, 2002).

No entanto, deve-se salientar que as relagbes quantitativas ndo
sdo tao facilmente mensuraveis como se pode pensar. Para obter-se uma
boa correlagdo estatistica é necessario um nimero relativamente grande
de compostos, que nem sempre é tdo simples de se conseguir quando a
etapa de sintese é complexa. Além disto, nem sempre é facil perceber os
diferentes parametros (eletrofilicidade, nucleoficilidade, lipofilicidade
etc) se a atividade varia em uma série homologa. Modos de ligacdo do
composto ao receptor biolégico podem mudar através de uma série de
compostos e assim interromper a continuidade da andlise matematica
gue fundamenta as correlacdes. Como alternativa, é possivel a utilizacdo
de procedimento simples e muito difundido entre quimicos medicinais,
que é a utilizacdo da arvore de decisdo de Topliss.

Na década de 1970, o professor J.G. Topliss preocupado com a
utilizacdo de métodos ndo-matematicos, elaborou esquemas
operacionais, projetados para a maxima simplicidade de aplicagdo do
quimico medicinal. Estes esquemas evitavam o uso de computadores e
procedimentos estatisticos para selecionar o mais rapido possivel os
compostos possivelmente mais ativos de uma série. Com a base
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fundamental dos métodos de Hansch, ele analisou as principais
influéncias sobre a atividade quando a introducdo de um substituinte
resultava em modificagcGes das propriedades lipofilicas (p), eletrdnicas
(o) e estéricas (Es). Estes esquemas operacionais ficaram conhecidos
como a arvore de decisdo de Topliss (Figura 4) (HANSCH, 1971).

4 +Cl T
m | 1 M m |T M m |1 M
| | | 1 T I 1
40Me +0Me 40Me aMe aMe 4Me 3401 341, 34C1,
\|/ oo \/ scrac
3C :n 1 M 13.4Mel] +CF5 I
ac ac EX] | [4Br] ICF5, 4NO;
I | | [4-0CHPh] [41]
L L M INMe; FMe  ICR [40Ph]
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[3-NH3] [3-Br]

{Mel: MM e); MM el o
4N{M &) 4+NiMe) |\.|nc._ IMe] a1
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4+NH3 2C [3.5{CF3); m: Atividade ticlogica M ENOR gue o anberior
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IMe 4-OMe e ) - )
@ “ 2 w‘|“1 e ND, M Atividade tiologica MATOR quea anterior

4-NO;
[4-CN]
[+-COMel
[4-50;Me]
[4CONH]
[4-50MH:]

o
Figura 4.Arvore de decisdo de Topliss para otimizacdo de substituintes
aromaticos.

A arvore de decisdo de Topliss € um procedimento simples que
permite a andlise do ponto de vista qualitativo das relagBes estrutura-
atividade. A atividade de um determinado analogo é comparada com o
analogo que o precedeu no esquema anterior e assim por diante. O
procedimento possibilita trabalhar com um nlmero reduzido de
compostos. Entretanto, a arvore de decisdo ndo contempla todos os
analogos possiveis de serem sintetizados e se limita & anélise de
compostos que apresentam em sua estrutura pelo menos um anel
aromatico ndo fusionado. Como a maior parte dos farmacos obedece a
este requisito, ela se torna um procedimento muito usual na descoberta
de analogos cada vez mais efetivos na elaboracdo de um protétipo e um
candidato a farmaco (THOMAS, 2000).

Na selecdo de um candidato a farmaco, geralmente adota-se um
conjunto de regras conhecidas como “Regra de Lipinski” ou “regra dos
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cinco”. As regras de Lipinski (LIPINSKI et al., 1997) sdo um conjunto
de pardmetros usados para avaliagdo do potencial que uma molécula
apresenta de ser absorvida pelo organismo humano. Apesar de terem
sido publicadas em 1997, essas regras ja eram usadas hd muito tempo
pelo laboratorio farmacéutico Pfizer. O seu sucesso na avaliacdo do
potencial farmacoldgico é devido a sua facilidade de aplicacdo e de
memorizacdo, que sao evidentes do ponto de vista fisico-quimico; e sdo
baseadas em pesquisa basica solida que funcionam efetivamente. As
regras de Lipinski sdo baseadas nas propriedades fisico-quimicas de
compostos que formam a base de dados USAN (United States Adopted
Names Directory), que apresentam moléculas que passaram para a fase
1 de testes clinicos. Estudos de fase 1 envolvem determinacdo de
aspectos relacionados a toxidade e farmacocinética. Compostos que
chegam a fase 2 sdo aqueles que apresentam absorcdo e toxidade
tolerdvel, o que sinaliza que investimentos podem ser realizados em
mais testes.

As regras de Lipinski analisam: doadores e aceptores de ligacéo
de hidrogénio, a lipofilicidade (Log P) e a massa molecular. Segundo as
regras de Lipinski, a atividade de um farmaco é devida a sua melhor
absorcdo e permeabilidade, que devem ocorrer quando (LIPINSK et al.,
1997):

e Nao h& mais que 5 centros doadores de ligagdo de hidrogénio;

e Nao ha mais que 10 grupos aceptores de ligacdo de hidrogénio;

e O pesso molecular é <500 unidades;

e O LogP calculado é <5.

e Além destas regras, outras propriedades também podem ser
observadas no planejamento de um farmaco, como (LEPRE,
2001):
indice de refratividade molar entre 40 e 130;

Numero de 4tomos pesados entre 10 e 70;

Numero de ligaces que permitam rotatividade entre 2 e 8;

NUmero de anéis entre 1 e 6.
Neste trabalho foram sintetizadas diferentes classes de
compostos, tais como: derivados naftoquinbénicos do tipo base de
Mannich e compostos diméricos (ambos derivados da lausona), pirazois
e sulfonamidas. Para estes compostos destacou-se a sua importancia
sintética e verificou-se o potencial bioldgico através de alguns ensaios
de atividade. Para facilitar a compreensédo, apresentaremos a revisao por
classes de compostos, para posterior discussdo da sintese e da
investigacdo das atividades bioldgicas destes compostos.
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2.4 NAFTOQUINONAS

Os primeiros relatos sobre a utilizagcdo de extratos de plantas que
possuiam naftoquinonas pelo homem, sdo do antigo Egito (cerca de
4000 anos). O extrato da folha de Lawsonia inermis, conhecida como
Henna, que contém a 2-hidroxi-1,4-naftoquinona (lausona) (7) (Figura
5) era empregado como “cosmético” utilizado na pintura de cabelos,
pele e unhas. Alguns anos depois, 0 extrato também passou a ser
aproveitado no tratamento de micoses e feridas (PAPAGEORGIOU et
al, 1999).

As naftoquinonas sdo amplamente distribuidas na natureza, sendo
encontradas em bactérias, fungos, animais e, principalmente, em
vegetais, e participam de diversos processos bioldgicos. Sao
constituintes da membrana plasméatica nas eubactérias e possuem
elevada importancia na cadeia de transporte de elétrons (Figura 5) como
é 0 caso da ubiquinona (8), também chamada de Coenzima Qo de
Coenzima Q e abreviada como CoQjg, CoQ, Q10 ou Q, que é uma
benzoquinona presente em praticamente todas as células do organismo e
que participa dos processos de producdo de adenosina trifosfato (ATP)
(KALCKAR, 1974).
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Figura 5.A cadeia de transporte de elétrons na mitocondria, da lausona (7) e
estrutura da ubiquinona (8).

Quando presentes em fungos, as naftoquinonas podem ainda
realizar funcbes diferenciadas como gerar espécies reativas de oxigénio
no meio extracelular para auxiliar na degradacdo de lignina. Nos
vegetais estdo envolvidas na cadeia fotossintética além de serem
produzidas para defesa de agentes infecciosos (ROBBINS et al, 1994).
A citotoxicidade de algumas naftoquinonas pode ser explicada pela
habilidade destas substancias produzirem espécies reativas de oxigénio
(ERO), como superéxido (O**) e o radical hidroxil (OH®); e reagirem
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com componentes eletrofilicos que sdo os atomos de carbono dos
lipidios, proteinas e acidos nucléicos.

O processo de formacdo de ERO pelas naftoquinonas nas células
é possivel porque estes compostos sdo reduzidos enzimaticamente
formando uma semiquinona pelo ganho de um elétron (Esquema 1). A
semiquinona formada apresenta a capacidade de auto-oxidar-se e de
reagir com o oxigénio para oxidar a quinona (rota ). Este processo
normalmente é promovido pelo citocromo P-450 redutase. Por outro
lado, as naftoquinonas também podem ser reduzidas pela DT-diaforase
ou NADPH: quinona oxi-redutase (rota Il). Neste caso, ocorre a
transferéncia de dois elétrons, formando uma hidroxiquinona, que é
menos reativa, sendo esta uma das formas de eliminacdo destes
compostos do organismo (Esquema 1) (SILVA et al, 2003).

OH o o)
II
NADP: NADPH 0,” 0,
>_ > “
N citrocomo P450
0, 0,”
OH o OH

Hidroxiquinona Naftoquinona Semiquinona

Esquema 1.Processo de redugdo enzimatico das naftoquinonas.

Dentre as naftoquinonas naturais destaca-se o lapachol, 2-hidroxi-
3-(3-metil-2-butenil)-1,4-naftoquinona (9), extraido do cerne do tronco
de plantas do género Tabebuia, e especialmente os seus derivados
isoméricos a-lapachona (10) e B-lapachona (11) quetambém possuem
atividade antitumoral (Figura 6) (SILVA et al., 2003).

0
0 0 0
. o0
(.. e ]
o) o)
9 1

10
Figura 6.Naftoquinonas com atividade antitumoral.
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O lapachol (9) e seus derivados tém sido extensivamente
estudados principalmente por sua capacidade de induzir o estresse
oxidativo através da formacdo intracelular de espécies reativas do
oxigénio, como o per6xido de hidrogénio (H,0,), o &anion-radical
superéxido (O,°) e o radical hidroxil (HO®). Estas espécies podem
danificar alguns componentes celulares importantes, tanto de células
normais como de malignas. A alteracdo da normalidade pode induzir a
apoptose como alternativa, caso ndo se consiga eliminar por completo o
estresse oxidativo (SILVA et al, 2003).

2.5 BASES DE MANNICH

Bases de Mannich sio compostos B-aminocarbonilicos formados
a partir de trés componentes, a ambnia ou uma amina primaria ou
secundaria e compostos carbonilicos, sendo um deles ndo enolizavel e
outro enolizavel. A formacdo geral de uma base de Mannich pode ser
observada no Esquema 2.

o

[e]
H [o]
o Ry )J\ N_ Catalise 4ci . Ry Rs
R + R7 Ry + Ry R, Catdlisedcidaoubisica o Rs

H R N~
Ry Solvente 1 Rs RBJ |
composto carbonilado  aldeido ou cetona  amina 12, 22 Ry
enolizavel nao-enolizavel ou aménia Estrutura geral de
uma base de
Ry = H, alquil, aril, OR Re = H, alquil, OH, NH, Mannich
R33,4,5 = H, alquil, aril Rz = H, alquil

Esquema 2.Formagdo geral de uma base de Mannich.

De forma geral, a base de Mannich pode ser preparada através da
adicdo de um carbono nucleofilico, representado pelo componente
enolizavel, estabilizado por ressonancia, a um eletréfilo, que pode ser
um sal de iminio, uma imina, um aminal ou um N,O-acetal. O
componente enolizivel usualmente é um aldeido ou cetona aromatica ou
alifatica, mas também pode ser derivado de 4cidos carboxilicos,
compostos B-dicarbonilados, nitroalcanos, enolatos metalicos, silil-enol-
éteres e alquinos terminais (TOCZKO & HEATHCOCK, 2000;
BRUEGGEMANN et al., 2003; MARTIN & BARR, 1996).

O mecanismo geral proposto para a formagdo destes compostos
envolve, inicialmente, o ataque nucleofilico da amina ao carbono da
carbonila, seguido de transferéncia de préton intramolecular para formar
um intermediario tetraédrico, que sofre eliminacdo de uma molécula de
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H,O e leva a formacdo da espécie ion iminio. O ion iminio que esta em
ressonancia com sua forma ion amino carbénio, é entdo atacado pela
espécie enolato, formando o composto 3-aminoalquilado (Esquema 3).

L +
+ H. + H_ . H Ho' h Prototropismo H ’H(_\
\) \0 [ U ES -

J’l R

. —R; RalEa Y
s R, R, R(’J‘R- R -Ry Rsy, TRR SRy, Ry

! ! R ] R; Rg Rs R
! po - 2 Ryp. o +HH, L+
T i SN EOH 7 4 Rf_“p., Rf=“ R,

B ase de Mannich Ry e fon Amino carbénio Ton Iminio

[v] H
R])K‘l‘,Ra
Ry

Esquema 3.Mecanismo geral para a formacéo das bases de Mannich.

Ry=H,alquil, aril, OR R = H, dquil, OH, NH,
Ry 345 = H.alguil aril R, = H, alquil

As bases de Mannich sdo sélidas a temperatura ambiente e
estaveis ao ar e a luz, no estado solido. S&o coloridas, variando de
laranja a vermelho escuro, apresentam carater anfétero e sdo indicadores
acido-base em solucdo. As bases de Mannich de baixa massa molar, em
contato com solugdo diluida de acido cloridrico, ddo origem aos seus
respectivos hidrocloretos sollveis, de coloracdo amarela. As bases de
alta massa molar, em solucdo acida, também formam seus respectivos
hidrocloretos de cor amarela, porém, insoltveis. Em solugdo alcalina,
estdo na forma ndo ionizada e se tornam insollveis em &gua, originando
solucbes de cor vermelha escuro. Em geral, sdo facilmente
recristalizadas em EtOH ou MeOH a quente. No estado s6lido, ocorre
decomposicdo em altas temperaturas, seguida de fusdo (NEVES, 2007).

As bases de Mannich sdo intermediarios sintéticos versateis,
podendo ser convertidas em um grande nimero de derivados de outras
classes de compostos organicos, tais como: i) heterociclos de seis
membros, a partir da reacdo com enonas com posterior deaminacgdo e
ciclizacdo intramolecular (rota a) e a partir da reacdo com o sal de
Eschenmoser seguida de deaminag&o e ciclizacéo (rota b); ii) compostos
carbonilados funcionalizados obtidos através da substituicdo de NR, por
nucleofilos (rota c), iii) 1,3-aminodlcoois através da reducdo ou adicdo
de compostos organometélicos (rota d) e iv) aceptores de Michael
através da eliminagdo da amina HNR; (rota e). Tais conversdes podem
ser observadas a seguir (Esquema 4). Portanto, as bases de Mannich séo
de grande importancia em quimica organica.
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Esquema 4.Derivados sintéticos obtidos a partir de Bases de Mannich. Na figura
NuH refere-se ao nuceleodfilo e HNR2 corresponde & uma amina secundéria.

-NC;Hs . HX

Compostos p-aminocarbonilicos, como as bases de Mannich,
ocorrem em grande ndmero na natureza, principalmente na forma de
alcal6ides cujas estruturas estdo, quase sempre, relacionadas com
atividades Dbiologicas. Entre os alcaldides com o sistema J3-
aminocarbonilico, destaca-se a licopodina (12), utilizada no tratamento
da obesidade, a cocaina (13), um dos primeiros anestésicos locais
utilizados na medicina e a elaeocarpina (14), um poderoso relaxante do
sistema nervoso central (MEERHOLZ et al., 1980) (Figura 7).

/Me
N
CO,Me
(0]
HY OJJ\Ph
13

Figura 7.Compostos B-aminocarbonilicos naturais.

Uma das caracteristicas mais importantes das bases de Mannich
estd ligada ao seu potencial farmacoldgico atuando como compostos
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antineoplésicas, analgésicos, antidepressivos, antibioticos dentre outras
aplicacdes (ETAYO et al., 2007; MACHAN et al., 2008). Derivados
importantes das bases de Mannich sdo os aminoalcoois, que apresentam
um grande potencial farmacolégico. Como exemplos podemos citar o
Nikkomycyn (15) utilizado como antibidtico, o tramadol® (16) utilizado
como analgésico, e a (R)- prociclidina® (17), utilizada no tratamento da
doenca de Parkson (Figura 8).

OCH,

HO. - fo)
CH; O Cco, (Y
(o] Y, OH
; N N___NH CH,
H H T N
OH NH; lo) \
+ HO OH CH,
15 16

Figura 8.Aminodlcoois derivados de bases de Mannich.

Nos dltimos 12 anos, muitos estudos foram realizados
envolvendo a sintese de bases de Mannich, incluindo o desenvolvimento
de novas metodologias sintéticas nas diversas areas e estudos de
atividade bioldgica.

O desenvolvimento de metodologias sintéticas para a preparacio
de pirrolidinas opticamente ativas e derivados da piperidina constitui
uma area de grande interesse em quimica organica devido a presenca
desses heterociclos em muitos compostos naturais biologicamente
ativos. Particularmente, a adicdo de carbonos nucleofilicos em ions N-
aciliminio, tem sido a principal etapa em vérias abordagens para a
sintese de aza-heterocilcos (D’OCCA et al., 2000).

Vashishtha et al. (2004) demonstraram a sintese de compostos
derivados da 1-(4-ariloxifenil)-3-dietilamino-1-propanona (18) (Figura
9). Todos estes compostos apresentaram citoxicidade frente a células
tumorais de linfoma e atividade anticonvulsante.
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{/ {_/

18
R=H, F, Cl, Br, CH,
X=0,S.
Figura 9. Sintese de derivados da 1-(4-ariloxifenil)-3-dietilamino-1-propanona
(18).
Chiyanzu et al. (2005) sintetizaram uma séries de derivados da

aminoquinolinicos (Figura 10) baseadas no produto natural isatina (19)
gue apresentaram atividade antimaldrica frente a P. falciparum.

X
7 Ry 1. X=0
o .
CE&O N 2. X= NNHC(S)NH,
N k
H R, N
19 Q cl
] N

=N
Figura 10.Isatina (19) e seus derivados aminoquinolinicos.

Joshi et al. (2005) sintetizaram bases de Mannich a partir da 5-
cloro-2-metoxibenzamida (20), formaldeido (21) e sulfonamidas
(Esquema 5), que apresentaram excelentes resultados de atividade

antibacteriana.

NHR
OCH, 0=8=0 . toc1azh OCH, 0
CONH, HOHO fiyrefluxo CONHCH,NH S—NHR
+ + ’ o
21
NH, el

Cl
20

Lo wo
R= IT SN ]7 )—CH; 5 -NH; ; -COCH;Na(H;0)
(L
Esquema 5.Sintese de bases de Mannich derivadas de sulfonamidas

Joshi et al. (2007) também escreveram a sintese e a atividade
antibacteriana de bases de Mannich derivadas da uma sulfonamida
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(Figura 11). Os compostos mostraram-se ativos contra 0s patdégenos e
nado exibiram toxicidade aguda quando testados em camundongos.

O H
s
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_ NSN . N .
R= U ; /H\%CH3 ; -NH, ; -NHNH, ; AS\—/Z i —COCH,
-
H,CO OCH,

Figura 11.Bases de Mannich derivados da sulfonamida.

Wenzel et al. (2010) reportaram a sintese de diferentes bases de
Mannich derivadas da acetofenona (22) (Figura 12). Os compostos
mostraram pronunciada atividade antimaldrica e citotoxicidade frente as
células tumorais mamaérias.

(0] (0]
R=(CHj3),
©)‘\ ©)K/\ NR R= Piperidina
22

Figura 12.Acetofenona (22) e suas bases de Mannich derivadas.

A sintese de complexos metalicos a partir de bases de Mannich
utilizando lausona como fonte de composto carbonilico enolizavel,
também tem sido bastante relevante como pode ser observado nos
trabalhos de Neves et al. (2012) e Singh et al. (2012) .

Neves et al. (2012), sintetizaram complexos de zinco e cobre de
bases de Mannich derivados da 2-hidroxi-1,4-naftoquinona (lausona)
(7), piridinocarboxialdeido (23) e 2- aminometilpiridina (24) (Figura
13).



46

(o]
OH Z NH,
O‘ | N (5\1
lo) F F
7 23 24

Complexo metalico

M= Zn ou Cu
Figura 13. : Complexos metalicos de diferentes bases de Mannich

Singh et al. (2012) demonstraram a sintese de bases de Mannich a
partir de morfolinobenzil, piperidinobenzil (25), morfolinometil,
piperidinometil com uréia e tiouréia e a formacdo de complexos
metalicos de uranio (26) com estas bases de Mannich (Figura 14).
Tanto as bases de Mannich quantos seus complexos metalicos
apresentaram atividade antifingica.

Q VHYS HZN% ~N

NH, g/ \ 0No2

O ONO,
25 26

Figura 14.Base Mannich formada a partir de (25) piperidinometil e tiuoriea e
seu respectivo (26) complexo com U (1V).

A lausona é proveniente da Lawsonia inermis, (Lythraceae),
comumente conhecida como Henna, que é utilizada na medicina indiana
principalmete como agente diurético, antipirético, anti-inflamatorio e
cicatrizante (WARRIER, 2004; AHMED et al., 2000; BICH et al., 2004;
REDDY, 1988). Esta planta tem uma grande variedade de constituintes
fitoquimicos como derivados naftoquindnicos, compostos fendlicos,
terpendides, esterdis, xantonas, cumarinas, acidos graxos, aminoacidos
entre outros ((DIXIT et al., 1980; AFZAL, 1984; GUPTA, 1993;
TAKEDA, 1988; CUONG et al., 2010; CHAKRABARTTY et al., 1982;
HANDA et al., 1997; BHARDWAJ et al., 1978; MUHAMMAD &
MUHAMMAD, 2005).
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2.5.1 Areacdo de Mannich

As reacdes de aminoalquilacdo tém sido descritas por diversos
autores desde o século XI1X. Em 1903, Tollens e von Marle observaram
gue a reacdo da acetofenona com formaldeido e cloreto de aménio levou
a formacdo de uma amina tercidria. Contudo, foi em 1917 que Carl
Mannich isolou uma amina terciéria através da reagdo da antipirina nas
mesmas condic¢des reacionais. Mannich interessou-se pela generalidade
dessa reacdo sendo, portanto, o primeiro a dar o devido reconhecimento
a este tipo de reacdo, que alguns anos mais tarde receberia 0 seu nome
como forma de homenagem. No esquema 6 observa-se as reagdes
realizadas por Tollens e von Marle a partir da acetofenona (22) e as
realizadas por Mannich a partir da antipirina (27), ambas utilizando
formaldeido e cloreto de aménio para obtencdo de uma amina terciaria
(MANNICH, 1917).

o (o}
CH,0O
CH; ———» N
o NH,4CI
3
22 Amina Terciaria
CH;
'h CHZO
/ NH4CI
O o

27 Amina Terciaria

Esquema 6.Primeiras publicacGes sobre a reacdo de Mannich.

Desde entdo, esta rea¢do passou a ser conhecida como reagdo de
Mannich, sendo considerada um dos mais importantes métodos para a
formagdo de ligacdo carbono-carbono. Devido a sua importancia
singular para a sintese organica, tem recebido atencdo de muitos
pesquisadores ao longo dos anos, traduzida na publicacdo de varios
artigos de revisdo (AREND et al., 1998).

Do ponto de vista sintético, a metodologia classica pode
apresentar algumas desvantagens. Grande parte dos trabalhos
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encontrados na literatura emprega condigdes drasticas como utilizacdo
de meio fortemente acido ou basico, altas temperaturas, necessidade de
ambiente reacional com atmosfera inerte. As reacbes de Mannich
classicas em geral estdo acompanhadas de baixo rendimento,
principalmente quando o produto formado ndo se encontra no estado
solido. Além disto, em geral, apresentam longo tempo reacional, devido
a baixa concentracdo do sal de iminio formado in situ.

A reacdo da (1R)-(+)-nopinona (28) na presenca de piperidina
(29) e formaldeido (21) (CRAIG et al., 1963) é um bom exemplo para
ilustrar as condicOes classicas para a qual aplica-se o refluxo, tempo
reacional elevado e utilizacdo de meio fortemente &cido, fornecendo
uma baixa razdo diastereoisomérica (r.d) dos produtos (Esquema 7):

Z\E? ; CN: c, mcowy _  FOH h@ %@ O

HCl conc., refluxo, 1 noite
2;) 29 21 Rend % = 30%; r.d endo:exo = 56:44

Esquema 7.Formacdo da base Mannich a partir da (1R)-(+)-nopinona (28),
piperidina (29) e formaldeido (21).

As condicBes classicas acima mencionadas podem favorecer
reacOes indesejadas para as quais pode ocorrer, além da formacéo dos
requeridos adutos, a formagdo de sub-produtos, tais como: 1,5-
dicetonas, quando utiliza-se 0o meio fortemente basico; produtos de
reacOes de retro-Mannich , também conhecida como fragmentagio de
Grob e que ocorre como um processo competitivo favorecido devido a
baixa eletrofilicidade do carbono iminico; compostos carbonilicos di- e
trissubstituidos com a utilizacdo de aminas primérias e amonia e, ainda,
bis-bases de Mannich quando ha utilizacdo de substratos carbonilicos
ndo simétricos, contendo duas posicdes enolizaveis (TRAMONTINI &
ANGIOLINI, 1990) (Figura 15).
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R, R R R R, R,
2 2 3 2 3 2 2 3 R,N 3
1,5 dicetonas  Produto retro-Mannich Compostos carbonilicos substituidos bis-bases de Mannich

Figura 15.Subprodutos formados da reacdo de Mannich cléssica.

Para cetonas ndo simétricas, o controle da estereosseletividade é
na maioria das vezes ineficiente e altamente dependente das condigdes
reacionais. Se o composto carbonilado apresenta um certo grau de
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complexidade, como a presenca de substituintes volumosos que causam
algum tipo de impedimento estérico, a reprodutibilidade da reacdo é
dificil e 0 método ndo é aplicavel. Isto é o que acontece na reacdo da
canfora (30) que ndo reage com formaldeido (21) e dimetilamina (31)
para a formacdo do aduto requerido. J& a reacdo destes mesmos
reagentes com norcanfor (32) formou o aduto de Mannich como
apresentado no Esquema 8 (McCLURE et al., 1988).
21 31

HCHO, (CH})ZNH, HCI N(CHs),
> H 3
(0] (0]
30
21 31
AQ HCHO, (CHy),NH, HCI %N‘CH”Z
H
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32

Esquema 8.Reacdo de Mannich entre a canfora (30) e/ou norcanfor (32) com
formaldeido (21) e dimetilamina (31).

Neste sentido, é de extrema importancia o desenvolvimento de
metodologias sintéticas que visam as condic8es reacionais mais simples,
menor nimero de etapas, com utilizacdo de reagentes de menor custo,
com a menor geracdo de residuos possiveis, com vistas a um
procedimento sintético elegante e menor impacto ambiental.

Nas Ultimas décadas varios grupos de pesquisa desenvolveram
metodologias para sobrepor os problemas das condiges classicas.
Grande parte das abordagens remete a utilizacdo de iminas ou sais de
iminio pré-formados com, na maioria das vezes, enolatos metalicos,
como silil-enol-éteres ou silil-ceteno-acetais (AREND et al., 1998).

Um grande avanco no escopo e eficiéncia da reacdo de Mannich
foi alcancado com a utilizacdo de sais de iminio pré-formados. A
utilizagdo pioneira de cations iminio nas reagdes de Mannich foi através
do uso de iodeto de N,N-dimetil (metileno) iminio CH,=NMe,’I’,
conhecido como sal de Eschenmoser (GUENOUN et al. ,1997). Nesta
metodologia, o sal de Eschenmoser e seus andlogos sdo preparados
separadamente e isolados, podendo ser armazenados por longos
periodos. Diante disso, a reacdo com o sal iminio é rapida e pode ser
feita sob condigOes reacionais suaves, com a utilizacdo de solventes
apraticos, o que permite o controle da regioespecificidade da reacao.
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Certos compostos carbonilicos reagem diretamente com sais
iminio sem necessitar de ativacdo ou catalise. Timmons et al.(2005)
demonstraram que a condensagdo de uma cetona com o sal de iminio
resulta na B-aminocetona como Unico regioisdmero em bons
rendimentos.

2.6 PIRAZOIS

Os pirazois sao compostos heterociclicos que contém dois atomos
de nitrogénio adjacentes na sua estrutura e apresentam anéis compostos
por cinco membros. Compostos contendo anéis do tipo pirazol sdo
muito raros na natureza. O primeiro derivado natural, o 3-nonilpirazol
(33), foi identificado em 1954 por investigadores japoneses. O composto
foi isolado a partir da planta Houttuynia Cordata (tipica da Asia
tropical) e revelou propriedades antimicrobianas. Posteriormente foi
identificado um aminoacido contendo um ndcleo pirazol a partir da
planta Citrullus Vulgaris, o g-(1-pirazolil)alanina (34). Além destes o
antibidtico formicina A® produzido pelo fungo Streptomyces candidus
corresponde ao composto 7-amino-3-(B-D-ribofuranosil)pirazol[4,3-
d]pirimidina (35) (Figura 16) (BEHR et al, 1967).

H

| N\N ICHch(NH2) COOH
/ EN/\N
CH)Z s CHs /
33 34

Figura 16. Estrutura de 3-nonilpirazol (33), p-(1-pirazolil)alanina (34) e 7-
amino-3-(B-D-ribofuranosil)pirazol[4,3-d]pirimidina (35).

Os vérios estudos que podem ser efetuados com pirazéis, no que
tange & sua estrutura e geometria molecular, em nivel de sua reatividade
em sintese organica, e até mesmo relativamente a sua aplicacdo em
diversas &reas, tém despertado um grande interesse nos quimicos
organicos. Sao vérias as referéncias bibliograficas que nos reportam
estudos sobre caracterizagdo estrutural, tautomeria e isomeria, uso de
pirazéis como ligantes em quimica organometélica e sintese de novos
derivados bioativos ( PINTO, 1996; STANOVNIK & SVETE, 2004).

Os pirazois apresentam grande biodinamicidade e podem ser
usados como agentes analgésicos, anti-inflamatérios, antipiréticos,
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hipoglicémicos, sedativos, hipndticos, inseticidas, bactericidas, foto-
estabilizadores, reguladores de crescimento de plantas e precursores na
preparacdo de polimeros (ELGUERO, 1996; CATALAN et al, 1992;
CATALAN et al, 1990; PALACIOS & RENATA, 1999).

Atualmente, farmacos comercializados pelos laboratérios Pfizer
como o Celebrex® e o Viagra®, contém como substancias ativas
derivados de pirazol, o sidenafil (Viagra®) (36) e o Celebra® (37)
apresentados na Figura 17.

H,NO,S

37
Figura 17.Estrutua do sildenafil (36) e o do celocoxib (37).

E importante destacar as atividades bioldgicas descritas para os

pirazéis:

e agentes que atuam ao nivel do sistema nervoso central (agentes
antidepressivos, antipsicoticos, anxioliticos,  sedativos,
hipnoticos, anticonvulsivos, analgésicos, medicamentos anti-
Parkinson e anti-Alzheimer) ( PINTO et al, 2000; ARAN et

al, 1999)

e agentes farmacodinamicos (agentes anti-arritmicos,
vasodilatadores, anti-hipertensivos, diuréticos,
antitrombaéticos, anti-alérgicos, anti-histaminicos)

(ELGUERO, 1996);

e agentes de tratamento de doencas metabodlicas e funcgdes
enddcrinas  (agentes  anti-inflamatérios,  anti-artriticos,
hipoglicémicos, hipolipidémicos, anti-obesidade, hormdnios
peptidicos e esterdidais) (ELGUERO, 1996; PINTO et al,
2000; KASHIMA et al., 1993; ARRIETA et al., 1998);

e agentes  quimioterapéuticos  (medicamentos usados no
tratamento do céancer, agentes imunossupressores e
imunoestimulantes, antivirais, antibacterianos, antiparasitas,
antiprotozoarios e fungicidas) ( POPSAVIN et al., 2000).
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A vasta aplicabilidade dos pirazois e seus derivados na industria
farmacéutica representa um estimulo ao desenvolvimento de novos
candidatos a farmacos com propriedades terapéuticas Uteis e de baixa
toxicidade e tolerancia com vistas a minimizagdo de efeitos colaterais,
gue podem estar presentes na administracdo de um medicamento.

2.6.1 Sintese de pirazdis

A pequena quantidade de compostos naturais que contém o
nicleo pirazol nos leva a questionar sobre a formacdo de ligacdes
heterociclicas N-N na natureza. Alguns autores admitem que a unidade
1,3-diaminopropano deva ser o precursor do nucleo de pirazol em
produtos naturais (JONES et al., 1984).

As possibilidades sintéticas envolvendo o uso de pirazdis sdo
multiplas, e envolvem reagBes de ciclizacdo, transformacdo de
compostos heterociclicos.

Classicamente os pirazis podem ser sintetizados através da
adicdo de hidrazinas monossubstituidas a um composto 1,3-
dicarbonilico. As reacBGes apresentam como produtos intermediarios,
cetoximas ou hidrazonas. Frequentemente podem ser isolados produtos
isoméricos quando se promove a reacdo de uma hidrazina
monossubstituida com o composto dicarbonilico assimétrico (Esquema
9).
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Esquema 9.Método de sintese de pirazois.

Outra possibilidade sintética consiste na adicao 1,3-dipolar de um
diazoalcano a um acetileno com ligagdo tripla ativada pela presenca de
um substituinte elétron retirador. A reacdo de compostos f-
dicarbonilicos e seus derivados (éteres, enol-éteres, acetais, enaminas,
etc) com hidrazinas tem sido a metodologia mais usada para a sintese de
pirazois (PALACIOS & RENATA, 1999). Este método é extremamente
rapido e quimiosseletivo. No caso de se partir de um composto f-
dicarbonilico assimétrico e de uma hidrazina ndo substituida, é obtido
apenas um Unico isébmero (Esquema 10). A 3-(4-bromofenil)-1-(4-
metoxifenil)-1,3-propanodiona (38) reage com a hidrazina (39) dando
origem um isémero Unico, o 5-(4-bromofenil)-3-(4-metoxifenil)-1H-
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pirazol (40). No entanto, quando a reatividade dos dois grupos carbonil
ndo ¢ significativamente diferente, podem formar-se outros regio-
isdbmeros (Esquema 11), como acontece na reagdo com a metil-hidrazina
(41), obtendo-se os isbmeros.

39

0] O
O O NH,NH,
MeO Br
38 Br

Esquema 10.0Obtencdo do 5-(4-bromofenil)-3-(4-metoxifenil)-1H-pirazol (40) a
partir da reagdo entre 3-(4-bromofenil)-1-(4-metoxifenil)-1,3-propanodiona (38)
e hidrazina (39).

OMe

Esquema 11.Formag&o de dois isbmeros na sintese de um pirazol.

Foram desenvolvidas propostas sintéticas pautadas no
desenvolvimento de métodos de sintese seletiva de um dos dois
possiveis isdmeros do pirazol. Esses métodos baseiam-se na utilizacdo
de derivados funcionais de compostos B-dicarbonilicos como reagentes.
Desses derivados, os mais usados sdo os acetais de B-cetoaldeidos,
alcoxialcenos, éteres endlicos, enaminas e B-clorovinilcetonas e varios
fatores poderdo determinar a formagdo de um e/ou outro dos isémeros
possiveis (HELLER e NATARAJAN, 2006; DENG, 2006).

Outros métodos de sintese de pirazois envolvem a reacdo de
hidrazonas N-monossubstituidas com nitro-olefinas, reacbes de
hidrazinas com alcinos terminais, monéxido de carbono e um iodeto de
arila (reacbes de acoplamento), reacbes de acoplamento C-
N/hidroamidagdo com catalisadores de cobre ou reagdes de compostos
carbonilicos a,B-insaturados com hidrazinas. A sintese também pode ser
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realizada a partir de epoxidos de cetonas a,B-insaturadas, de compostos
carbonilicos acetilénicos ou de varios compostos heterociclicos por
reacdo com derivados de hidrazinas (JOULE e MILLS, 2000).

Uma estratégia baseada em reacGes catalisadas por paladio tem
sido aplicada na sintese de uma grande variedade de 3-(5)aril/vinil-1H-
pirazdis a partir de N-tosil-N-propargil hidrazinas e iodetos de vinil
triflatos (JOULE & MILLS, 2000). Este processo permite a introducdo
de uma grande variedade de substituintes com caracteristicas diversas
como elétron doadores e elétron retiradores (Esquema 12).

Z 1. Pd (OAC), (PPHy),, R
+ RX EtuNHouEGN, THF, ta. / \

N
T /N\NH 2. PdCl,, MeCN, refluxo N/
s 2 3. KOBu!, DMF, t.a. |
— . H

23- 69% (trés etapas)

X=I; R=Ph, 2/4-0,NC4H,, 4-MeCOCH,, 3-CF;C4H,, 3/4- EtOOCCH,,
2/3-FC¢H,, 4-MeC4H,, 3-HOCH,CH,, 4-MeOCgH,, 3/4-MeCONHC H,

[VAVAVaVol
o
COOMe
X= OTf, R= PhO—§ : O‘ .

Esquema 12.Metodologia de sintese de pirazois.

Pedersen et al. (2013) identificaram o sistema 4-aminometil-1-
hidroxipirazol (4-AHP) como anélogos bioisostéricos do muscimol, um
receptor agonista do acido gama aminobutirico (GABA). Vale salientar
gue um bioisostere é uma molécula resultante da troca de um atomo ou
de um grupo de &tomos com o objetivo de produzir uma nova molécula
com propriedades biolégicas semelhantes as do composto original. A
substituicdo bioisostéricas pode ser de modo fisico-quimico ou na
superficie topologica com a finalidade de atenuar a toxicidade,
modificar a atividade e /ou alterar a farmacocinética do composto.

Os analogos do muscimol (pirazéis) sintetizados e caracterizados
por Pedersen et al. (2013) mostraram ser potentes agonistas (K; 5 uM a
3 nM) em receptores GABAérgicos. Estes compostos, entdo, estdo
sendo investigados por estes autores utilizando metodologias
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guantitativas e em estudos de correlagdo (docking e QSAR). Estes
estudos sdo de extrema relevancia no que tange a obtencdo de novos
compostos canditados a farmacos destinados a diversas patologias
ligadas ao sistema nervoso central.

2.6.2  Principios de neurotransmissao gabaérgica

Os neurotransmissores inibitdrios e excitatorios podem regular
uma gama diversificada de processos do comportamento, incluindo
sono, aprendizagem, meméria e sensacdo da dor. Os neurotransmissores
inibitorios e excitatérios também estdo implicados em diversos
processos patoldgicos, como a epilepsia e a neurotoxicidade. As
interacBes entre os canais ibnicos, 0s receptores que regulam esses
canais e 0s neurotransmissores de aminoacidos no sistema nervoso
central (SNC) constituem a base molecular desses processos (BRETON
& STUART, 2009).

O SNC apresenta altas concentracfes de determinados
aminoacidos que estdo habilitados a se ligar a receptores pos-sinapticos,
atuando, assim, como neurotransmissores inibitérios ou excitatdrios.
Das duas classes principais de aminoécidos neuroativos, o acido vy-
aminobutirico (Gamma-AminoButyric Acid- GABA) é o principal
aminoacido inibitério, enquanto o glutamato é o principal aminoacido
excitatorio.

O GABA desempenha um papel importante na regulagdo da
excitabilidade neuronal ao longo de todo o sistema nervoso. Nos seres
humanos, 0 GABA também é diretamente responsavel pela regulacéo do
tdnus muscular. Em espécies de insetos o0 GABA atua apenas em
receptores excitatorios nos nervos (WATANABE et al., 2002).

Atualmente sdo conhecidas trés classes de receptores GABA.
Destes, 0 GABAA e GABA(, sdo receptores ionotropicos, nos quais 0s
neurotransmissores se ligam, mudando sua forma tridimensional e
abrindo o canal i6nico (parte do préprio receptor), ou seja, & uma
ativacdo do canal pelo proprio neurotransmissor. O GABA, €
constituido de 5 subunidades (Figura 18) e 0 GABAg constiuido a partir
a partir de 2, GABAg; e GABAGg, (Figura 19).
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Figura 18.Estrutura do receptor GABAA. Fonte: Jacob et al. (2008).
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Figura 19.Estrutura do receptor GABAB. Fonte: Jacob et al. (2008).

Ja 0 GABAg é um receptor metabotrépico, que ndo é um canal
ibnico e ao ser ativado, desencadeia reacdes intercelulares que ativam os
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canais idnicos. Este receptor esta convientemente ligado a uma proteina
G (Figura 20).

Extracelular Sitios de modulacio

GABA

Picrotoxin

Intracelular
GABAc
Figura 20-Estrutura do receptor GABAc. Fonte: Jacob et al. (2008).

Os agentes farmacolégicos que atuam sobre a neurotransmissao
gabaérgica atuam, em sua maioria, sobre o receptor GABA 4 ionotrépico
e afetam o metabolismo do GABA ou a atividade e seu receptor. Os
receptores GABAA sao regulados por diversas classes de farmacos, que
interagem com os sitios de ligagdo do GABA ou com sitios locais onde
se ligam de forma néo-covalente um modulador alostérico (STUART et
al, 2009). Vale ressaltar que o termo alostérico refere-se a qualquer
alteracdo na estrutura terciria ou quaternéria de uma enzima induzida
pela acdo de uma molécula ligante, que pode ser um ativador, um
inibidor, um substrato, ou as trés opgdes.

Os agentes terapéuticos que ativam os receptores GABA sdo
utilizados para sedacdo, ansiedade, hipnose, neuroprotecdo apés
acidente vascular cerebral ou traumatismo cranio-encefalico e controle
da epilepsia. Dos agentes farmacolégicos que modulam a
neurotransmisséo gabaérgica, os benzodiazepinicos e os barbitdricos séo
as classes de farmacos de grande importancia clinica.

Do ponto de vista farmacoldgico, a sintese do GABA néo
apresenta utilidade, uma vez que este é bastante hidrofilico o que
impede sua passagem através da barreira hemato-encefalica, ja que esta
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é lipofilica. Isto justifica e incentiva a sintese de bioisdsteres e analogos
do GABA que possam atuar nos receptores especificos, mantendo a
atividade desejada.

2.7 SULFONAMIDAS

As sulfonamidas sdo compostos que apresentam a estrutura geral
R-SO,-NR’R”-, cuja variagdo dos grupos R produz compostos com
propriedades fisicas, quimicas e farmacolégicas diferentes (RANG et al.
1997). InvestigacBes quimioterapéuticas das sulfonamidas tem sido
desenvolvidas desde 1935, quando Domagh descobriu que o corante
vermelho, denominado Prontozil (I11) era eficaz contra infeccOes
estreptococicas. Este é considerado um marco no que tange a génese de
antibidticos. O interessante € que este composto era ineficaz em testes in
vitro, mas que apresentava uma alta atividade in vivo. Um ano depois,
Ernest Fourneau demonstrou que o Prontosil (111), no organismo sofre
degradacdo e forma sulfanilamida e, que este composto era, na
realidade, o agente ativo contra 0s estreptococos. Esta publicacdo
incentivou novos trabalhos pautados na procura de agentes cada vez
mais potentes. Os melhores resultados até entdo, foram aqueles obtidos
guando o hidrogénio do grupo -SO,NH, era substituido por outro grupo,
comumente um heterociclo, como os éxitos obtidos para sulfapiridina
(42), sulfametoxazol (43), sulfatiazol (44), sulfadiazina (45) e
sulfacetamida (46) (Figura 21):
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Figura 21-Sulfonamidas de grande importancia na terapéutica antibidtica.
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As sulfonamidas sdo largamente utilizadas no tratamento de
infeccOes bacterianas. Elas tém sido utilizadas no tratamento de diversas
patologias envolvendo Vibrio cholerae, Escherichia coli, Pasteurella
coli, Diplococus pneumoniae, Salmonella typhi, salmonella enteritidis,
Salmonella typhimurim, Salmonella schottmulleri, Staphylococcus
aureus, Streptococcus pyogenes, Shigella sonnei, Shigella flexneri,
Listeria monocytogenes, Brucella melitensis, Brucella abortus, Brucella
suis, Proteus vulgaris, Bacilus antracis, Bacilus subtilis,
Corynebacterium diphtheriae. Ainda apresentam elevada eficiéncia
contra as cepas de Neisseria gonorrheae e Neisseria meningitidis
(KOROLKOVAS & BURCKHALTER, 1988).

Aproximadamente cerca de 150 diferentes sulfonamidas sédo
comercializados, como agentes antibacterianos, sendo que as
modificacdes sdo efetuadas principalmente para aumentar a poténcia,
obtendo um espectro antibacteriano mais amplo e maior solubilidade ou
acdo prolongada (RANG et al. 1997).

As sulfas de um modo geral apresentam baixa solubilidade em
adgua, mas seus sais, principalmente, de sodio sdo rapidamente
solubilizados. Todos 0s requisitos estruturais para a agdo antibacteriana
estdo reunidos na propria sulfonamida. Em relacdo ao grupo —SO,NH; ¢é
importante que o enxofre esteja diretamente ligado ao anel benzénico. O
substituinte p-NH, no anel benzénico ligado ao enxofre é essencial e s6
pode ser substituido por radicais capazes de serem convertidos in vivo
em grupo amino livre. As substituicbes feitas no grupo amino NH,
possuem efeitos variaveis sobre a atividade antibacteriana da molécula.
Todavia, a substituicdo dos nucleos aromaticos heterociclicos no
grupamento amino produz compostos altamente potentes (GOODMAN,
1996).

2.7.1  Mecanismo de agéo das sulfonamidas

A atividade biolégica das sulfonamidas esta intimamente ligada a
competicdo com o &cido p-aminobenzéico (PABA) (47) na sintese do
acido félico (48) (RANG et al. 1997). De acordo com 0 mecanismo de
acao, as sulfas podem ser classificadas como sulfas de acdo curta, com
meia-vida variando entre 5 e 15 horas, devendo ser administradas entre
4 e 6 horas, sulfas de acéo prolongada,de meia-vida variando entre 35 e
40 horas e sulfas de acdo ultraprolongada, possuindo uma meia vida de
até 179 horas, como no caso da sulfadoxina (49) (Figura 22).



60

HO_ _O
o)
o)
COOH N N
H HN
o NH H3CO
OH 3 =z N NH,
OH N « J
)NI\\ X HsCO”~ "N
NH, Z Z
H,NT N7 N
49

47 48

Figura 22.Férmula estrutural do &cido p-aminobenzoico (PABA) (47), do acido
folico (48) e sulfadoxina (49).

Para uma grande diversidade de organismos vivos o acido félico
(48) é essencial para o desenvolvimento da célula. Para os seres
humanos, o acido félico é uma vitamina que € essencial ao metabolismo
animal requerida em pequenas quantidades. Muitas bactérias nado
requerem a fonte externa de toda a molécula do acido félico para o
crescimento, mas apenas a porgdo que conttm o PABA. As
sulfonamidas sdo estruturas analogas ao &cido p-aminobenzdico e
inviabilizam o desenvolvimento de muitas bactérias pela inibicdo
competitiva de enzimas responsaveis pela incorporacdo do &cido p-
aminobenzoico durante a biossintese do &cido félico.

Além disto, o acido diidropterdico (50) é um intermediario na
formagéo do &cido félico (Figura 23) necessério ao metabolismo animal
e das bactérias. Nas bactérias, é produzido através da condensacdo
enzimatica da ptediridina e PABA. Neste sentido, a sulfonamida e seus
derivados podem atuar como falsos substratos na reacdo enzimatica,
blogueando a reagdo pela ocupacdo do local requerido pelo PABA. A
auséncia do acido félico acarreta a morte das bactérias.
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Figura 23-Férmula estrutural do acido diidropteroico (50).
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N&do é novidade que as sulfonamidas e o PABA competem
antagonicamente em certos processos metabdlicos. Isto se deve a
semelhanca estrutural, para os quais ha grande proximidade na distancia
interatbmica entre 0s atomos de oxigénio nos grupos carbéxi e sulfonil e
também, na distancia entre 0s grupos oxigenados e 0 grupamento amina,
conforme Figura 24:
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Figura 24-Distancias interatbmicas, em Angstrons, no acido p-aminobenzoico e
na sulfonamida respectivamente.

Desta forma, as sulfas de um modo geral ndo apresentam efeitos
sobre 0s seres humanos, que ndo biosintetizam o acido félico, mas séo
prejudiciais a muitas bactérias e outros microorganismos.

2.7.2  Estrutura e atividade das sulfas

Alguns parametros fisicos e quimicos tém sido correlacionados
com a atividade bioldgica das sulfonamidas tais como o pKa, ligacdo
com proteinas, distribuicdo de carga eletrénica, etc. Quanto maior for o
conjunto de parametros melhor sera a explicagdo da atividade com
melhores padrdes de correlacéo.

Bell e Roblin (1942) demonstraram que a atividade antibacteriana
das sulfonamidas estd intrinsecamente ligada ao pKa do grupo
sulfénico, para o qual se observou melhor atividade entre os valores de
pH entre 6,0 e 7,5. De acordo com alguns autores, este é o pH de
atividade méaxima, pois as sulfonamidas penetram na parede celular
como moléculas ndo dissociadas, mas atuam na forma ionizada. Vale
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ressaltar que a hip6tese de que somente a acidez ou ionizagdo néo
explicam sozinhas a atividade das sulfonamidas. Para Cammarata e
Allen (1967) ha poucas evidéncias que sustentem a atividade maxima
das sulfas definida em um intervalo méaximo de pH préximo ao pKa do
composto, ja que algumas sdo altamente potentes em faixas diferentes
de pH, especialmente aquelas que apresentam substituintes elétron
retiradores na estrutura do sistema aromatico.

Outra explicacdo para a acdo das sulfonamidas é que estas se
ligam de varias formas as proteinas plasmaticas para exercer sua
atividade. Grande parte das ligacdes é estabelecida com os sitios basicos
presentes nos residuos de arginina, histidina e lisina da proteina. Nas
sulfonamidas, estdo envolvidos nas ligacbes os grupos alquilicos,
alcoxilicos, alquiltiolicos, halogénios, arilicos e substituintes presentes
no anel. Obviamente a porcentagem de ligagdo as proteinas é variavel.
Como exemplo, a sulfadimetoxina (51) (Figura 25) é fortemente ligada
as proteinas plasmaticas (99,5-99,8%) enquanto a sulfaguanidina (52)
apresenta uma baixa porcentagem de ligagdo, em torno de 5%.
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Figura 25-Férmula estrutural da sulfadimetoxina (51) e da sulfaguanidina (52).
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2.7.3  Areacdo de clorossulfonacédo em sistemas aromaticos

A reacgdo de clorossulfonagdo tem sido investigada nas Ultimas
décadas envolvendo principalmente espécies eletrofilicas (NUNES,
1986; BASSIN et al, 1991; PRATES, 1992).

Do ponto de vista termodindmico quando um composto
aromatico (ArH) reage com quantidade equimolar de é&cido
clorossulfénico (CISOzH), a primeira etapa fornece o acido arilsulfénico
correspondente (ArSO3H). Na presenca de um excesso de reagente,
porém, o acido arilsulfénico é lentamente convertido no cloreto de
sulfonila (ArSO,CI) correspondente, com liberacdo de acido sulfirico
(YASNITSKII, 1953) (Esquema 13).
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ArH + CISO3H — ArSO,H + HCIT (Eq. 1)

ArSOzH + CISO3H — ArSO,Cl + H,SO, (Eq. 2)
Esquema 13- Equacdes de sintese de cloretos de sulfonila.

A investigacdo do mecanismo da reagdo entre o0 benzeno e 0
acido clorossulfénico em quantidades equimolares demonstrou que o
produto majoritario foi o acido benzenossulfénico (Eq. 1, Ar = CgHs,
Esquema 13), juntamente com pequena quantidade de difenilsulfona
((CeHs5),S0O,). Ja com excesso de reagente, o cloreto de
benzenossulfonila foi obtido (Eq. 2, Ar = C¢Hs, Esquema 13)
(CHIZHIK e PASSET, 1975).

A reacdo de formacdo do cloreto de sulfonila (Eq. 2) foi
investigada com diferentes substratos, sendo que para alguns destes
observou-se reversibilidade da mesma (SPRYSKOV e KUZMINA,
1958). Isto significa que as condicbes experimentais devem ser
ajustadas para se atingirem bons rendimentos dos produtos desejados.
Uma alternativa viavel é a utilizacdio de um excesso de 4cido
clorossulfénico, com a finalidade de deslocar o equilibrio no sentido da
formagdo do produto desejado (NUNES, 1986; BASSIN et al, 1991;
PRATES, 1992). Para esta reacdo observou-se gque 0s rendimentos sdo
otimizados quando se utiliza 5 equivalentes do acido clorossulfénico
para 1 equivalente do substrato e quando a reacdo é feita em baixas
temperaturas com desaparecimento gradual do substrato (PRATES,
1992).

O mecanismo da reacdo de clorossulfonagdo investigado por
Nunes (1986) e Prates (1992) é apresentado no Esquema 14:
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Esquema 14-Mecanismo da reagdo de clorossulfonacéo.
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Ha uma grande variedade de metodologias para as reacdes de
clorossulfonacdo decorrentes de diferentes substratos (GILBERT,
1977). Se houver a presenca de substituintes doadores de elétrons no
anel aromatico, as reagdes seguem um caminho reacional em condices
brandas, sendo a substitui¢do orientada nas posicdes orto e para. Assim,
um excesso relativamente pequeno de &cido clorossulfénico (minimo de
2 equivalentes) é necessario a baixas temperaturas (- 5°C a 30°C), tanto
na presenca quanto na auséncia de solvente. Da mesma forma, a
presenca de grupos substituintes retiradores de elétrons diminuem a
possibilidade de occorréncia de reacBes de clorossulfonagdo. Essas
reacBes passam a necessitar de elevadas temperaturas (100 — 150 °C),
levando a sulfonacéo na posicao meta (WAGNER e ZOOK, 1965).

A purificacdo de cloretos de arilsulfonila envolve a adicdo de
agua gelada, seguida de rapida filtragdo, ou a purificagdo pode ser feita
ainda, por extragdo com solventes organicos. Os acidos sulfénicos, que
podem ser formados na reacdo, sdo sollveis em agua. Contudo, os
cloretos de arilsulfonila sdo, em geral, de dificil purificacdo e
caracterizacdo devido & sua alta reatividade, sendo muito sensiveis a
umidade que leva a sua decomposicdo. Devido a sua alta reatividade, a
caracterizacdo dos cloretos de sulfonila substituidos deve ser realizada a
partir do tratamento com reagentes nucleofilicos, como por exemplo,
aminas, alcoois, fenois, hidrazinas e azidas (NUNES, 1986). As
sulfonamidas resultantes desta reacdo, apds recristalizacdo, sdo
geralmente solidos cristalinos bem definidos (ANDERSON, 1982).

2.8 ELETROQUIMICA EM QUIMICA MEDICINAL

Estudos envolvendo a transferéncia de elétrons sdo Uteis a
compreensdo de Varios processos que podem acontecer no meio
bioldgico, o que possibilita o desenvolvimento de pesquisa nas areas
farmacéutica, toxicoldgica, bioquimica e biomédica.

Existe uma gama de similaridades entre as reagdes eletroquimicas
e enzimaticas, no que tange aos processos de transferéncia de elétrons,
como a natureza heterogénea (interface eletrodo-solucdo e enzima-
solucdo); os processos podem acontecer tanto em meio prético, para
simular as regifes e condicBes hidrofilicas como citoplasma e meio
intercelular, quanto aprético, na tentativa de simular as regiGes
lipofilicas, tais como membranas, reticulos endoplasmaticos e sitios
ativos enzimaticos (MOURA, 2008).

Os mais importantes processos que ocorrem fisiologicamente séo
governados e estimulados por cadeias oxido-redutivas como a cadeia de
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transporte de elétrons nas mitocondrias e o0 processo de
neurotransmissdo. As enzimas redox que catalisam o0s processos de
oxidacdo e redugdo sdo onipresentes nos organismos vivos. O ambiente
redox é mantido por um complexo nimero de proteinas, peptideos e
genes e é baseado numa série de transformagfes redox e nao redox,
catalisadas ou ndo por enzimas, sendo que qualquer alteracdo neste
equilibrio pode causar alteracdo na homeostase celular e em outros
ambientes (MOURA, 2008).

A eletroquimica estuda as reacdes redox cujos potenciais de
reducdo ou oxidacdo de determinadas substancias podem fornecer
informacBes sobre a viabilidade de processos de transferéncia de
elétrons (TE) in vivo ou in vitro.

Na tentativa de simular as condi¢cdes celulares devem ser
considerados o contelldo de oxigénio na célula e sua participacdo em
rotas metabdlicas alternativas e laterais, o valor do pH e a temperatura
na qual se desenvolve o experimento (HILLARD et al., 2008).
Obviamente o0s comportamentos eletroquimicos sdo diversificados
mesmo para uma determinada classe de substancias, uma vez que
mudancas estruturais afetam as curvas voltamétricas de diferentes
maneiras. As alteragbes estruturais dos compostos podem causar
deslocamento dos potenciais de oxirredu¢do, mudangcas no sentido
eletrodico, a reversibilidade quimica e a cinética reacional. Em termos
qualitativos, a presenca de substituintes eletrodoadores dificulta o
processo de reducdo e grupos eletroretiradores facilitam este processo.
Os substituintes eletroretiradores diminuem a energia do LUMO
(Lowest Unoccupied Molecular Orbital- Orbital Molecular Desocupado
de Mais Baixa Energia) facilitando assim a transferéncia de elétrons do
eletrodo para a substancia eletroativa, por um processo de reducdo. Os
substituintes eletrodoadores aumentam a energia do LUMO,
dificultando a transferéncia para esse orbital.

A oxidacdo envolve os elétrons que estdo no HOMO (Highest
Occupied Molecular Orbital- Orbital Molecular Ocupado de Mais alta
Energia), para a qual os substituintes influenciam a reacéo eletrodica na
direcdo oposta, uma vez que 0s substituintes eletrodoadores facilitam o
processo de oxidagdo por aumentar a densidade eletrénica no orbital,
enquanto os eletroretiradores a dificultam (ZUMAN, 1967).

Entre 0s mais importantes aspectos eletroquimicos, associados
aos potenciais biomédicos a serem estudados, estdo transferéncia de
elétrons-extresse oxidativo (TE-EO), producdo de espécies reativas de
oxigénio (ERO) e de espécies reativas de nitrogénio (ERN) e alquilagéo
biorredutiva.
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Neste contexto, determinou-se o potencial de oxirreducdo dos
compostos sintetizados neste trabalho com intuito de estabelecer
correlagbes com as atividades investigadas, em especial a atividade
antioxidante.
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OBJETIVOS

OBJETIVOS GERAIS

Sintetizar derivados da lausona, carvacrol, 1-hidroxipirazol e

investigar suas atividades biolégicas

3.2

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Preparar adutos a partir de reacGes de Mannich entre a lausona,
diferentes aldeidos e diferentes aminas.

Sintetizar uma série de compostos diméricos derivados da
lausona.

Sintetizar uma série de sulfonamidas derivadas do carvacrol.
Sintetizar e otimizar metodologias sintéticas para analogos de
1-hidroxi-pirazois.

Caracterizar 0s compostos sintetizados através de métodos
fisicos-quimicos e espectroscopicos: ponto de fusdo, infra-
vermelho, ressonancia magnética de *H e *3C e espectrometria
de massas.

Submeter 0s compostos sintetizados a analises de voltametria
ciclica em meio aprético e estudar o efeito dos diferentes
grupos presentes na estrutura dos compostos no deslocamento
dos potenciais redox.

Avaliar a capacidade antioxidante dos compostos sintetizados
através do método de sequestro de radicais livres DPPH,
verificacdo do potencial redutor do ion férrico, complexacédo do
fon ferroso e reducdo do molibdénio.

Determinar os potenciais de meia onda e a intensidade da
corrente para correlacionar a atividade antioxidante com a
voltametria ciclica.

Avaliar o potencial inibitorio dos compostos sintetizados frente
a enzima acetilcolinesterase.

Verificar o potencial antimicrobiano dos compostos através de
testes antibacterianos e antiflingicos.

Submeter alguns dos compostos sintetizados a outros ensaios de
atividades biologicas, tais como antinociceptiva, leishmanicida
e anti-hiperglicémica.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO
Sintese e caracterizagdo dos compostos

4.1 SINTESE DOS ADUTOS DE MANNICH DERIVADOS DA
LAUSONA

A reacdo de Mannich é um dos mais importantes métodos para a
formagdo de ligacdo carbono-carbono. Como dito anteriormente, na
revisdo bibliografica desta tese, do ponto de vista sintético, a
metodologia classica pode apresentar algumas desvantagens. Grande
parte dos trabalhos encontrados na literatura emprega condigoes
drasticas como a utilizacdo de meio fortemente &cido ou basico, altas
temperaturas e necessidade de ambiente reacional com atmosfera inerte.
As reacOes de Mannich classicas em geral estdo acompanhadas de baixo
rendimento, principalmente quando o produto formado ndo se encontra
no estado sdlido. Além disto, em geral, apresentam longo tempo
reacional, devido & baixa concentracdo do sal de iminio formado in situ
(NEVES, 2007).

Neste trabalho, investigaram-se variacbes da metodologia
classica da reacdo de Mannich com utilizagdo de modificages sintéticas
gue visavam as condigdes reacionais mais simples, menor nimero de
etapas, com utilizacdo de reagentes de menor custo e com a menor
geragdo de residuos possivel, com vistas a um procedimento sintético
elegante e de menor impacto ambiental. Investigou-se o emprego de
reacOes sem a utilizacdo de aquecimento, realizadas sem a necessidade
de atmosfera inerte e que utilizam etanol como solvente de forma a
minimizar os custos operacionais e a geracdo de residuos de grande
toxicidade.

Na tentativa de se obter uma base de Mannich a partir da lausona
e diferentes aldeidos e aminas, com alto rendimento do produto e
condicdes reacionais mais brandas, realizou-se um estudo sistematico
dos métodos de obtencdo para os quais as condi¢Bes reacionais foram
variadas.

Reacdo teste 1. Na primeira metodologia adotada reagiu-se o
aldeido (1,2 mmol) e a amina (1 mmol) em 5 mL de EtOH, durante 30
min. Esta solucéo foi adicionada a uma solu¢do de 1 mmol de lausona
em 15 mL de EtOH, de cor amarela, que imediatamente ficou vermelha,
provavelmente devido a reacdo acido-base que origina o sal de aménio
derivado da amina e o lausonato. Apés 24h de reacdo a 25 °C,
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contrariamente ao que esta descrito na literatura, no caso da reagdo com
varias aminas (BARAMEE et al.; 2006) o produto desejado nao
precipitou. Entretanto, a cromatografia em camada delgada (CCD) da
reacdo indicou que a lausona havia sido consumida e que se formaram
dois compostos de dificil separacéo e purificacao.

Reacdo teste 2: Na segunda metodologia, a reacdo foi repetida
invertendo-se a ordem de adicdo dos reagentes, mas mantendo-se
constantes as concentragcdes dos mesmos. Reagiu-se a amina com a
lausona e, ap6s 30 min adicionou-se o aldeido. Desta vez, ocorreu a
precipitacdo de um composto em baixo percentual de rendimento apds
24h de reacdo a 25 °C. Ao se evaporar o filtrado, obteve-se, um 6leo de
cor laranja contendo varios produtos, de acordo com a CCD em MeOH.
A tentativa de separar os produtos por cromatografia em coluna usando
acetato de etila resultou em duas fragdes ainda impuras.

Reacdo teste 3: Seguindo outra metodologia descrita na literatura
pelos mesmos autores anteriormente mencionados, realizou-se, entdo, a
reacdo utilizando uma concentragdo de todos os reagentes quatro vezes
maior que nas tentativas anteriores. Aqueceu-se a solu¢do contendo
lausona e a amina durante 5 min a 45 °C para total solubiliza¢do. Em
seguida, adicionou-se o aldeido. Houve formagdo de um sélido de
coloracdo violeta passando depois a preta, cujas analises
espectroscopicas indicaram se tratar de um produto de decomposicao.

Reacdo teste 4: Na quarta tentativa, adicionou-se a lausona sélida
em pequenas porgdes, durante 45 min, a uma solugdo contendo a amina
(11 mmol) e o aldeido (12 mmol) em 15 mL de EtOH. As soluges
apresentaram coloracdo vermelha ap6s intervalo médio de 5 horas de
reacdo sem a formacdo de precipitados. Evaporou-se o solvente e se
obteve um oOleo laranja avermelhado. N&o foi possivel separar os
produtos através de cromatografia em coluna de silica gel utilizando a
mistura de solventes acetato de etila e hexano com polaridade crescente
até o acetato de etila puro. O uso de metanol como eluente levou a
decomposicdo da mistura. Constatou-se, entdo, que ndo seria viavel
purificar este tipo de composto por cromatografia em coluna.

Reacdo teste 5: Testou-se também um procedimento descrito na
literatura (DALGLIESH, 1949) em que se prepara uma solucdo saturada
contendo a lausona e a amina (1:1). Aquece-se a mistura e, em seguida,
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adiciona-se o aldeido. Este procedimento levou a formagdo do mesmo
produto de decomposicéo, formado no procedimento 3.

Reacdo teste 6: Seguindo metodologia de Baramee et al. (2006)
com algumas modificagbes, o melhor rendimento foi obtido quando se
usou excesso de 10% da amina e 20% do aldeido, em relacdo a lausona,
possivelmente porque o excesso da amina mantém a lausona na forma
de lausonato, favorecendo o ataque ao ion iminio, cuja formacdo, por
sua vez, é favorecida pelo excesso do aldeido. Neste trabalho utilizou-se
concentracdo de 1,15 mmol da lausona em 20 mL de EtOH. A reagédo foi
realizada a temperatura ambiente, durante o intervalo de 24 horas e sem
a incidéncia de luz, pois naftoquinonas, em geral, sdo fotossensiveis,
para obtencdo dos produtos Al- A12 (Esquema 15):

As condigdes ideais de concentracdo dos reagentes, temperatura e
tempo de reacdo foram estabelecidas desta forma e obteve-se um
produto estavel, puro e em bom rendimento (Tabela 1).
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Esquema 15-Formagdo dos adutos de Mannich A-1 a A-12.
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Tabela 1-Resultados das reagGes de sintese dos adutos de Mannich derivados da
lausona ( A-1 a A-12).

Aduto | R, R, PM. |P. F |PF|Ren |N°
de (g/mo | (°C) . d. Registro
Manni ) experi | (°C | (%) | CHEMCA
ch mental | ) TS
lit.
A-1 4-CH;- | -CgHs 369,4 | 119,5 nd | 52,0 | 1259091-
CesHa 1 75-2
A-2° 4-NO,- | -CgHs 400,3 | 1420 - 92,0 | -
CeH, 8
A-3? -CsHs 2-OH 4214 | 1025 - 93,0 | -
CyH;,0 4
(naftil)
A-4 4-NO,- | 2-OH- 466,4 | 146,0 - 76,0 | -
CeH, CyH;,0 4
(naftil)
A-5° 4-CH;- | 2-OH- 3854 | 118,0 - 874 | -
C6H4 C5H4 1
A-6° 4-NO,- 2-OH- 416,3 | 154,0 - 57,0 | -
C5H4 CGH4 8
A-T° 2,4- 2-OH- 476,4 | 210,0 - 73,1 | -
diNO,- | CgH, 0
PhHidra
zina
A-8° 2,4- -CeHs 460,4 | 178,0- - 74,0 | -
diNO,- 0 179,2
PhHidra
zina
A-9° 2,4- 2-OH- 526,4 | 228,0- | - 73 -
diNO,- | CyH;O 5 229,0
PhHidra | (naftil)
zina
A-10° Pirrolidi | 2-OH- 349,3 | 136,1- - 44 -
nil CeHa 8 137,2
A-11% | Pirrolidi | 2-OH- 3994 | 1432 - 40 -
(naftil)
A-12% | Pirrolidi | -CgHs 333,3 | 129,1 - 40 -
nil 8

CHEMCATS= niimero de registro no CAS, obtido através do SciFinder. * Aduto
de Mannich inédito, nd; ndo determinado
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Com excegdo ao composto A-1, todos 0s compostos desta série sdo inéditos.

Na sequencia, sera apresentada uma analise detalhada da
caracterizacdo do composto A-1 (2-hidroxi-3-(fenil(p-
toluilamino)metil)naftalen-1,4-diona), obtido a partir da reacdo entre a
lausona, p-toluidina e benzaldeido.

O espectro de infravermelho (1.VV.) (Figura 26) foi obtido em
pastilha de KBr e apresentou uma banda alargada em 3431 cm?,
caracteristica de deformagcdo axial da ligacdo O-H. Uma absorcao forte
em 1673 cm™ foi atribuida & deformacédo axial das ligagées C=0O da
naftoquinona. Em 3062 cm™ aparece uma banda pouco pronunciada de
deformacdo axial N-H. E possivel observar também a deformacao axial
da ligacdo C-N em 1542 cm™; a deformacdo axial da ligacdo C-N em
1274 cm™e a deformagdo angular fora do plano do anel benzénico em
699 cm™,

composto A-1
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Figura 26-Espectro de 1.V. do composto A-1.

O composto A-1 foi caracterizado por RMN de *H, a partir do
qual se obtiveram os sinais esperados, compilados na Tabela 2:
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Tabela 2-Anélise de RMN 1H para o composto A-1.

Hidrogénio & ("H) ppm Constante de Multiplicidade
Acoplamento (Hz)
H9 7,95 Jg_g: 7,6 d
H8 7,93 Je7=4,1 dd
-]g_g: 7,6
H7 7,92 Jg=4,1 dd
J7_6: 7,4
H6 7,89 Jo= 7.4 d
H23 7,79 .]23_242 7,4 d
H27 7,77 Jo7.06= 1,4 d
H24 7,74 .]24_232 J24_25: 7,4 t
H25 7,72 ‘]25-26: \]25_24: 7,4 t
H26 7,68 J 26-27— J26_25: 7,4 t
H16 7,15 Ji617= 6,4 d
H20 7,11 J 20-19— 5,1 d
H19 6,96 J10.00= 5,1 d
H17 6,93 J17_15: 6,4 d
H13 6,45 - S
H28 2,48 - S

Analisando a tabela acima e o espectro geral do composto A-1
(Figura 27), é possivel observar os sinais esperados para os hidrogénios
9 e 8 em regides de maior deslocamento quimico, um dubleto (7,95
ppm; J = 7,6 Hz) e um duplo dubleto (7,94 ppm; J = Hz),
respectivamente. Caso houvesse a utilizagdo de um campo magnético
com campo superior ao utilizado (200 MHz) e se fossem feitas
modificacBes nas etapas de aquisi¢do dos sinais, talvez fossem possiveis
de ser visualizados os acoplamentos a longa distancia “J, que tem
menores constates de acoplamento. Estes acoplamentos sdo amplamente
discutidos na literatura em funcdo dos fenbmenos anisotrépicos e
acoplamentos em sistemas W que contribuem para a compreensao de
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diversos tipos de acoplamento nos mais variados sistemas, como pode
ser observado.

|

Figura 27-Espectro de RMN de 1H para o composto A-1.

Claramente os sinais relativos aos hidrogénios ligados no nlcleo
naftoquindnico (H9, H8, H7 e H6) sdo os mais deslocados, ja que se
encontram proximos aos carbonos eletrofilicos das carbonilas presentes
no sistema aromatico, o que contribui para a diminui¢do da protecdo
eletrénica e leva o sinal para regides de maior deslocamento quimico
(Figura 28).
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——2386.82
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——2379.17
——2378.08
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——2368.87
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Figura 28- Expansdo 1 do espectro de RMN de 1H para o composto A-1.

O sinal obido para o hidrogénio 13, apareceu na regido esperada
(6,45 ppm) em funcdo de sua ligacdo com o anel aromatico e também
por estar ligado a um atomo de consideravel eletronegatividade, o &tomo
de nitrogénio. Este sinal caracteristico praticamente confirma a sintese
do aduto de Mannich. Para alguns compostos ao longo desta tese, sera
possivel observar o acoplamento deste hidrogénio com o hidrogénio
ligado ao nitrogénio adjacente formando um dubleto e em outros
compostos ndo se observard o acoplamento, tendo como resultado um
singlete para o hidrogénio em questdo, como observado na Figura 29.
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Figura 29-Expansdo 2 do espectro de RMN de 1H para o composto A-1.

A presenca de substituintes elétron-retiradores no anel tanto
relativo ao aldeido quanto o relativo a amina ira deslocar as freqtiéncias
para valores maiores, como poderd ser observado ao longo deste
capitulo. Admite-se que apesar de ndo haver um sistema de conjugacéo
eletrnica, o carbono sp® (H13) apresenta elevada acidez, o que deixa o
carbono com carater sp”.

Os sinais em & 7,15 (1H, d, J= 7,25); 7,11 (1H, d, J= 6,4); 6,96
(1H, d, J=6,4) e 6,93 (1H, d, J= 5,1) foram atribuidos aos hidrogénios
16, 20, 19 e 17 respectivamente do anel aromatico derivado da anilina
(Figura 30).
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Figura 30-Expansdo 3 do espectro de RMN de 1H para o composto A-1.

Os sinais, 7,79 (1H, d, J=7,4); 7,77 (1H, d, J=7,4); 7,74 (1H, t,
J=74); 7,72 (1H, t, J=7,4) e 7,68 (1H, t, J= 7,4) foram atribuidos aos
hidrogénios 23, 27, 24, 25 e 26, respectivamente do anel aromatico
derivado do aldeido (Figura 31).
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Figura 31-Expans&o 4 do espectro de RMN de 1H para o composto A-1.
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O singleto em 6 2,48 foi atribuido ao hidrogénio da metila 28

(Figura 32).
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A

Figura 32-Expansdo 5 do espectro de RMN de 1H para o composto A-1.

O espectro de RMN de °C (Figura 33) exibe os sinais
caracteristicos do composto Al. Ao todo, o composto apresenta 24
atomos de carbono, mas seu espectro apresenta namero inferior de
sinais. Este nimero se justifica pela existéncia de carbonos equivalentes,
ou seja, atomos de carbono em um mesmo ambiente quimico que levam
a formacdo de um Unico sinal. Podem ser observados 16 sinais
referentes aos hidrogénios aromaticos, sendo 4 provenientes da amina, 4
do aldeido e 8 provenientes da lausona. Os outros dois sinais, em 56,5 e
20,8 ppm referem-se aos carbonos sp* C13 e C28 respectivamente.

—2084

s im37
b 16221
— 14167

f-—56.48

W 176 186 | 160 152 144 | 1% 128 | 120 11 B 0 72 64 s 46 40 3 24 16

2 104 %
Chemical Shit (ppm)

Figura 33-Espectro de RMN de 13C para o composto A-1.
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Para facilitar a visualizacdo da atribuicdo dos carbonos
aromaticos, o espectro sera apresentado de forma expandida na regido
preterida (Figura 34).

130.33

128.14

120.29

A it
160 115 170 165 160 155 130 s 140 13
Chemical Shift (ppm)

Figura 34-Expansédo 1 do espectro de RMN de 13C para o composto A-1.
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Através da analise da Figura 34 é possivel perceber o sinal
caracteristico dos carbonos das carbonilas (1 e 4) em mesmo
deslocamento quimico, 183,3 ppm. O carbono 2, ligado ao grupo
hidroxila, pode ser observado em 162,2 ppm. Estes atomos de carbono
estdo diretamente ligados a um atomo de oxigénio que, por ser muito
eletronegativo, atrai sua densidade eletronica, fazendo com que fiquem
desprotegidos. O carbono 15 presente no anel derivado da amina
aparece logo apds em 141,7 ppm, seguido dos carbonos C8-C7 (135,4
ppm), C5 (134,5 ppm), C10 (133,4), C6 (132,8), C9 (131,0) e C3
(130,3) referentes ao nucleo naftoquindnico. Entre 128,1 e 120,3 ppm,
se encontram os 7 sinais referentes aos carbonos derivados da amina e
do aldeido.

Um outro sinal importante que mostra o sucesso da sintese é o
sinal em 56,5 ppm referente ao carbono 13, demonstrando a efetiva
formacéo da ligacdo C-C da reacdo de Mannich. Pode-se observar ainda
o sinal referente ao carbono da metila em 20,8 ppm (Figura 35).
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Figura 35-Expanséo 2 do espectro de RMN de 13C para o composto A-1.

Os demais compostos da série foram igualmente caracterizados e
serdo apresentados no capitulo 6.

4.2 SINTESE E CARACTERIZACAO DOS COMPOSTOS
DIMERICOS DERIVADOS DA LAUSONA

Na tentativa de se obter adutos de Mannich, foram feitas varias
reacdes entre a lausona e diferentes aldeidos e aminas. Para a série que
compreendia a reacdo entre a lausona, 0 p-metoxibenzaldeido e
diferentes aminas, observou-se a formagdo de um Gnico composto. Este
composto foi analisado primeiramente por cromatografia em camada
delgada utilizando combinagbes dos solventes hexano/acetato de etila
em diferentes proporg¢des para confirmar a pureza do produto formado.
Apo6s confirmacdo da pureza deste composto, observou-se seu
comportamento térmico em um analise de DSC que determinou sua
fusdo em 222 °C. Este composto, slido amarelo, apresentou tempo de
retencdo no HPLC (por volta de 2,20 min) e pode ser analisado por
RMN de 'H e °C.

Comparando com os dados da literatura concluiu-se que o
produto formado era o composto 3,3'-((4-metoxifenil)metileno)bis(2-
hidroxinaftalen-1,4-diona) (DIM-1).

O mecanismo proposto para esta reacdo € ilustrado abaixo,
Esquema 16:
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H,0 + R'/'.\‘]‘R
H

DIM-1
OCHj

BIS-LAUSONA

Esquema 16-Mecanismo para formacdo dos dimeros derivados da lausona.

Para explicar a formagdo deste produto, os adutos de Mannich
insollveis no meio reacional precipitaram, deslocando o equilibrio no
sentido da sua formacéo, enquanto que aquelas que fossem sollveis (ou
parcialmente sollveis) regeneraram o intermediario, o qual reagiu com a
lausona, para formar o composto do tipo dimérico da lausona.

Para confirmar a formacdo do dimero e obter um padrdo para as
analises, reagiu-se apenas o aldeido e a lausona (1:2) nas mesmas
condi¢des reacionais. Apds 2 horas de reacdo observou-se a formacao de
um precipitado amarelo cujas andlises confirmaram ser o mesmo
composto observado anteriormente.

O composto DIM-1 foi avaliado primariamente segundo a
atividade antioxidante e inibicdo da enzima acetilcolinesterase e
demonstrou 6timos resultados, o que inspirou a sintese de outros
derivados contendo o mesmo ndcleo dimerico derivado da lausona.

Alguns compostos desta série j& haviam sido sintetizados no ano
de 2013 utilizando sistemas de refluxo em meio aquoso com catalise
acida (TISSEH e BAZGIR, 2013). Nosso grupo de pesquisa optimizou
as condigdes reacionais e obtivemos 10 compostos (Esquema 17) em
bons rendimentos (Tabela 3).
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7 DIM1 A DIV

iUS H:z0,ta, 5min
ii. Microondas, Hz0, 15 min
iil. Refluxo, Hz0, 24 h

Esquema 17-Sintese dos dimeros derivados da lausona (DIM1-DIM9)
utilizando ultrassom (US), microondas e refluxo.

Tabela 3-Resultados das reagdes de sintese dos dimeros derivados da lausona (
DIM-1 a DIM-9) realizadas em microondas.

PE | PF. oo
P.M. 0 0 Rend. N Registro
Comp. R 4 | (C) | (C) 0
@mor) | g | (i | @9 | CHEMCATS
4-0CHs- 220- | 220-
DI | YT | aseds | 500 | D | s | 1234348776
34,5 226-
DIM2 | tiOCH, | 52649 | 50 | * 97 177791-66-1
CoHs
DIM-3 | 4-Br-CiH, | 51531 221167 2211%' 91 | 1234350-67-4
DIM-4 | -CeHs | 43641 22%1' 22%31' 01 96306-50-2
DIM- | 2-OH-3- 215-
5 Br-CoHs | o3t | 217 i % i
4-NO, 177- | 177
oims | 0 | astar | 18| U00 | s4 | 1207380-264
4-CH.- 170- | 170-
pim7 | S| asoaa | 000 e | 12343872
DIM-8 | 4-F-C.H, | 45440 22%6;' * 86 | 1207380-23-1
DIM- | 3-CHa-fur- 182-
= i aa040 | |- 86 -

CHEMCATS= nGmero de registro no CAS, obtido através do SciFinder. *
Produto inédito *ponto de fusdo ndo determinado na literatura

Pensando em otimizar as condic¢Ges reacionais, primeiramente
para a reacdo de obtencdo do composto DIM-1 as reacdes foram
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realizadas utilizando sistema convencional (refluxo e temperatura
ambiente), em 4gua ou etanol como solventes e na presenca de um
catalizador, como descrito na Tabela 4.

Tabela 4-: Condigdes experimentais e rendimentos para a reagdo de formacédo
do composto DIM-1.

. Solvent | Temperatur Te”.‘po Rendiment
Composto Catalisador o reaciona

e a. (°C) I (h) 0. (%)
DIM-1 - Etanol 25 26 57
DIM-1 AICl; Etanol 25 03 -
DIM-1 InCl; Etanol 25 14 34
DIM-1 LiCl Etanol 25 24 39
DIM-1 NaCl Agua Refluxo 22 39
DIM-1 HCI Agua Refluxo 24 Tragos
DIM-1 FeCl, Agua Refluxo 18 51

Acido p-
DIM-1 toluenosulfd | Agua Refluxo 24 Tragos
nico

DIM-1 KClI Agua Refluxo 21 58
DIM-1 AICl, Agua Refluxo 13 46
DIM-1 LiCl Agua Refluxo 09 69
DIM-1 InCl, Agua Refluxo 08 54

Vale salientar que devido a insolubilidade dos reagentes em agua,
as reagOes utilizando este solvente foram acompanhadas de aumento de
temperatura. Observou-se em muitos casos baixos rendimentos devido a
produtos de decomposicdo, uma vez que estes compostos sdo sensiveis a
temperaturas muito elevadas.

Visando a otimizacdo das condigdes experimentais, foram
realizadas tentativas utilizando microondas. Os resultados podem ser
analisados a partir da Tabela 5 a seguir.
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Tabela 5-Otimizacdo das condic¢Bes reacionais para sintese do composto DIM-1.

Catalisador Solvente Temp. (°C) R%/r;;j (
- Etanol 55 32
AICl; Etanol 55 tracos
LiCl Etanol 55 45
InCl; Etanol 55 41
LiCl Agua 70 78
NaCl Agua 70 42
HCI Agua 70 tracos
FeCl, Agua 70 40
Acido p-toluenesulfonico Agua 70 tracos
KClI Agua 70 58
AlICl; Agua 85 tracos
InCl; Agua 85 76

A partir destes resultados, pode-se perceber que o melhor
resultado foi obtido para as reacdes que utilizaram o cloreto de litio e
cloreto de indio como catalisadores, em meio aquoso a 70 e 85 °C,
respectivamente. Sugere-se que o elemento metalico, como o litio, liga-
se ao atomo de oxigénio presente na carbonila do aldeido deixando o
carbono mais eletrofilico, o que propicia melhores condices para o
ataque do nucleofilico, neste caso o lausonato (Esquema 18).
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Esquema 18-Mecanismo de formagéo dos dimeros DIM-1 a DIM-9.
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Além da utilizagdo do microondas para a sintese dos compostos,
testou-se a utilizacdo de experimentos envolvendo radiacdo ultrassonica.
As reacfes foram acompanhadas por cromatografia em camada delgada
e observou-se a formacdo dos produtos ap6s 5 min. As metodologias
foram comparadas e observou-se que houve uma consideravel reducéo
de tempo na obtengdo dos compostos, quando utilizou-se o ultrassom e
0 microondas em detrimento das rea¢des em refluxo (Tabela 6).

Tabela 6-Comparacéo entre as metodologias sintéticas para sintese dos dimeros
derivados da lausona e porcentagem de economia atémica.

Refluxo? Microondas” Irradiagéo Economia

Composto ultrassonica® atdmica
(%) (%) (%) (%)

DIM-1 81 94 96 96,28
DIM-2 85 95 97 96,69
DIM-3 84 89 91 96,62
DIM-4 83 87 91 96,04
DIM-5 84 93 95 96,72
DIM-6 80 81 84 96,39
DIM-7 91 92 96 96,16
DIM-8 73 82 86 96,18
DIM-9 75 82 86 96,07

*H,0, LiCl, 12-24 h.* H,0, 70°C, LiCl ,15 min. ¢ H,0, 25° C, LiCl, 5 min.

A reacdo de obtengdo dos compostos DIM-1 a DIM-9 pode ser
considerada uma reacdo que faz uso de tecnologias limpas, sem uso de
solventes toxicos e cujo Unico sub-produto é &gua. Além do alto
rendimento observado para os produtos, as reagdes exibem uma alta
porcentagem de economia atbmica (razdo entre a massa molecular do
produto em questdo e a somatéria dos reagentes). (Tabela 6). Foram
obtidos compostos com uma diminuicdo consideravel de tempo
reacional, que também implica em menor consumo energético. Estes
fatores demonstram que a proposta sintética vai de acordo com 0s
principios da Quimica Verde.

De um modo geral, os compostos foram obtidos impuros. Apos
0s 15 minutos reacionais, utilizando-se o microondas confirmou-se a
formagdo dos compostos por CCD. Estes compostos sdo sélidos
coloridos que foram filtrados, lavados com &gua e recristalizados em
acetato de etila, para dar origem aos compostos puros. Estes compostos
foram caracterizados por seu ponto de fusdo, infravermelho,
espectrometria de massas e RMN de *H e **C.
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A discusséo que envolve a caracterizagdo dos compostos é muito
similar para os compostos desta série e sera realizada para 0 DIM-1 de
maneira mais completa e que pode ser utilizada na compreensdo dos
demais.

O composto obtido apresentou-se na forma de um sélido amorfo
amarelo. A reacdo envolvida apresentou um percentual de 94% de
rendimento, quando sintetizado usando microondas. O sélido fundiu
entre 220 e 222° C.

O espectro de IV (Figura 36) foi obtido em pastilha de KBr e
apresentou uma banda alargada entre 3249 e 3395 cm™, caracteristica de
deformacéo axial da ligagdo O-H. Duas absorcdes fortes em 1665 e
1637 cm™ atribuidas a deformacdo axial das ligagdes C=O da
naftoquinona.

T T T T
2500 2000 1500
Wavenumber (cm-1)

Figura 36-Espectro de 1.V. do composto DIM-1.

T T T
3500 3000

O composto apresentou 0s sinais caracteristicos quando
analisados os espectros de RMN de *H e *C.

Para facilitar a compreensdo da discussdo os atomos de
hidrogénio e carbono foram numerados conforme mostrado na Figura
37:
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OCH;
16

Figura 37-Numeragéo para o composto DIM-1.

Analisando o RMN de *H (Figura 38) pode-se observar o n(imero
correto de hidrogénios expressos por suas integraces. Em regido de
maior deslocamento quimico, observam-se dois conjuntos de sinais com
integracdo para 4 hidrogénios cada. Estes sinais referem-se aos
hidrogénios diretamente ligados nas duas unidades do ciclo
naftoquindnico, que apresenta dois centros altamente eletrofilicos
(carbonilas), hidroxilas e portanto atomos eletronegativos, que
contribuem para a deshlindagem magnética e deslocamento para
maiores frequéncias.
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Figura 38-Espectro de RMN de 1H para o composto DIM-1.

O primeiro conjunto de sinais (6 = 8,09 ppm, 4H, m) refere-se aos
hidrogénios 7, 7°, 8 ¢ 8 da naftoquinona. A atribuigdo inequivoca do
sinal é complexa e desnecessaria, uma vez que 0 composto foi
caracterizado também segundo outras técnicas espectroscopicas e
espectrométricas como sera abordado a seguir. O segundo conjunto de
sinais (6 = 7,71 ppm, 4 H, m) pode ser analisado como um conjunto de
dubletos de constantes de acoplamento proximas a 6 Hz e refere-se aos
hidrogénios 6, 6°, 9 ¢ 9’ também presentes no nicleo naftoquinénico. A
andlise destes hidrogénios pode parecer simples a primeira vista, mas
denota uma tarefa complexa, ja que sdo multiplas as possibilidades de
acoplamento em sistemas aromaticos deste tipo. A utilizacdo de
diferentes frequéncias de campos eletromagnéticos e a selecdo de
diferentes faixas de acoplamento nos espectrdmetros € uma alternativa
valida neste tipo de analise, mas que ndo estd nos objetivos deste
trabalho (Figura 39).
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Figura 39-Espectro de RMN (expansdo 1) de 1H para o composto DIM-1.

Os dubletos registrados em 7,72 e 6,80 ppm sdo relativos aos
hidrogénios H12, H13 e H14, H15, respectivamente que estdo presentes
no anel aromatico derivado do p-metoxibenzaldeido (Figura 40). A
atribuicdo destes hidrogénios foi confirmada pela andlise de
espectroscopia de correlagdo COSY, que serd apresentada
posteriormente.
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Figura 40-Espectro de RMN (expansdo 2) de 1H para o composto DIM-1.
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Em regido de menor deslocamento quimico, pode-se observar a
presenca de um sinal em 6 = 6,17 ppm (1H, s) relativo ao hidrogénio 11
gue confirma a sintese do dimero. Além deste, observa-se a presencga do
sinal caracteristico dos hidrogénios da metoxila (H-16) em & = 3,77 ppm
(3H, s) (Figuras 41 e 42).
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Chemical Shift (ppm)

Figura 41-Espectro de RMN (expansdo 3) de 1H para o composto DIM-1.
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Figura 42-Espectro de RMN (expansdo 4) de 1H para o composto DIM-1.




93

O composto foi analisado pela espectroscopia de correlacdo
homonuclear (COSY) e a atribuicdo apresentada anteriormente foi
confirmada (Figura 43).

&—& ;—s

85 80 75 7.0 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15  ppm
Figura 43-Espectro de COSY para o composto DIM-1.

Pode-se observar um pequeno acoplamento entre o hidrogénio
H11 e os hidrogénios H12 e H13. Este pequeno acoplamento justifica-se
pela maior distancia escalar entre eles. O H11 ndo é capaz de acoplar
com os hidrogénios H14 e H15 e isto confirma a atribuicdo feita
anteriormente. Da mesma forma podemos observar o acoplamento
mutuo entre os hidrogénios H9, H6 e H8, H7, com maior intensidade
conforme a Figura 44:
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Figura 44-Expanséo do espectro de COSY para o composto DIM-1.

. O composto DIM-1 também foi caracterizado por espectroscopia
de ~°C (Figura 45).

CHLOROFORM-d

a
=
=~

g e
- >
D gepBEgEl =

=8 g7 BEEALI o/ 5 5

IE ﬁ| TSy — | [:I,

il -

Wi Sossosititon

220 200 180 160 140 120 100 a0 80 40 20 0 -20

Chemical Shift (ppm)

Figura 45-Espectro de RMN de 13C para o composto DIM-1.
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Analisando o espectro podemos observar 0s sinais caracteristicos
para 0s grupos presentes no composto. Para 0s compostos apresentados
neste trabalho, alguns atomos de carbono quando presentes em regides
de mesmo ambiente quimico serdo atribuidos com os mesmos valores de
deslocamento. Vale ressaltar a presenca das carbonilas naftoquindnicas
Cl e C4 em regides de maior deslocamento quimico (184,7 e 181,3
ppm); o carbono C19 contendo uma metoxila diretamente ligada em
158,4 ppm; os carbonos C17 e C17° em 154,6 ppm, o 4&tomo de carbono
da metoxila (C16) em 55,18 ppm e o carbono sp® C11 em 37,1 ppm. As
demais atribui¢fes para 0s carbonos relativos a esta estrutura estdo
apresentadas na Tabela 7.

Tabela 7-Atribuicdo dos atomos de carbono para o composto DIM-1.

Carbono 5 (°C) ppm
C4eCqd 184,7
CleCl’ 181,3
C19 158,4
C2eC2 154,6
C18 135,0
C8,8° ¢ C7,7 133,2
C5eCs 132,7
Cl0e C10° 129,6
Cl2e C13 127,2
C6,6” ¢ C9,9° 126,3
C3eC3 1229
Cl4eC15 113,8
C16 55,2
Cil1 37,1

O composto DIM-1 também foi caracterizado por espectrometria
de massas utilizando a ionizagdo por eletrospray (ESI) em modo
negativo, para o qual foi possivel a determina¢do da massa molecular
exata (M-H) de acordo com o esperado (466,11 g.mol™) como pode ser
observado através da Figura 46:
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Figura 46-Espectro de massas para 0 composto DIM-1.

Os sinais proximos a 320 e de baixa intensidade sdo devidos as
impurezas presentes no solvente acetona utilizada para a diluicdo e
andlise, uma vez que ndo havia disponibilidade deste solvente em grau
MS (para espectroscopia de massa) e foi utilizada acetona propria para
HPLC.

Para os demais compostos desta série a sequéncia de andlises foi
a mesma. Os espectros e a caracterizagdo para estes compostos se
encontram nos anexos deste trabalho.
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4.3 SINTESE E CARACTERIZACAO DOS PIRAZOIS

O método atual para a sintese dos analogos de 1-hidroxi-pirazdis
incluiu etapas de elevado tempo reacional e de baixo rendimento. Entdo
foram exploradas diferentes estratégias para a sintese de 1-hidroxi-
pirazois. Trés estratégias diferentes sdo interessantes em relagdo a
geracdo de 1-hidroxi-pirazéis e outros derivados N-hidroxi-azol.

1) A condensagdo intramolecular de nitrocompostos com aminas
para a sintese de hidroxi-azois (Esquema 19). Esta reacdo faz uso de
aminoacidos protegidos como no esquema 19 o Pg (do inglés protection
group) representando o grupo Boc, por exemplo.

R

j: —> I 77NO, I<N -OH

NHPg NHPg R” NHPg

Esquema 19-Sintese de hidroxi piraz6is por condensagdo intramolecular de
nitrocompostos.

2) Sintese de 1-hidroxi-pirazois através da condensacdo de
oximas (Esquema 20). Na literatura h4 poucos exemplos da sintese de 1-
hidroxi pirazois através da condensacdo de bis-oximas em condigdes
basicas ou azido oximas em aquecimento. Procurou-se explorar este
método para sintese de 1-hidroxipirazois e seus derivados.

R_O NH,OR' R RN OR
RN _ RN
R o) > \ - _ N-OR - N
! R7NZ “OR R™N RO
R R

Esquema 20-Sintese de 1-hidroxi-pirazdis atraves da condensacao de oximas.

3) Sintese e oxidagdo do pirazol. Almejava-se a sintese dos
pirazéis por meio de reacdes de acoplamento, para posteriormente
sofrerem processos oxidativos. O método mais difundido para a geracéo
de 1-hidroxipirazo6is utiliza diretamente a oxidacdo do pirazol com
MCPBA. Sabe-se que a reacdo apresenta baixo rendimento e o
isolamento dos produtos é complicado.
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Primeiramente foram sintetizados os intermediérios da sintese do
1-hidroxipirazol. A reagdo inicia-se pela reacdo de aminoacidos
protegidos (Boc-PHE-ALA-OH e Boc-GLY-OH) para formacdo das
amidas de Weinreb (ASO-1-7, ASO-1-9, ASO-1-15, ASO-1-25, ASO-1-
41) (Esquema 21). Vale ressaltar que diferentes nimeros para um
mesmo composto indicam que a reagdo foi desenvolvida repetidamente,
com ou sem alteragdo da metodologia reacional.

o — CI'H;N-OH 0
Ao — L0 AL
H A DIPEA 0" N ~o
0 H \
)

h
N~
Boc- PHE-ALA-OH N N \f ASO-1-7
(]

L
? — CI"'H,N-OH o
A Xo*u R |
BOC- GLY-OH N/\N)I\N/\N \(N\/

/
/\[(OH /ﬁr N DIFEA o N/WN\O
H 9 N RO L]

ASO-1-9
ASO-1-15
ASO 1-25
ASO 1-41

Esquema 21- Sintese das amidas de Weinreb (ASO-1-7, ASO-1-9, ASO-1-15,
ASO-1-25, ASO-1-41).

—

As amidas de Weinreb foram reduzidas utilizando LiAlH, para
obtencdo dos compostos: ASO-1-11, ASO-1-13, ASO-1-27 e ASO-1-33
(Esquema 22):

XOiN N< _ Liam, )4 )L u
ph

ASO-1-7 ASO-1-11
ASO-1-33

o)
)k N LiAIH )( )k
1.
0 N/\[( N o e
H | -78 OC 3h

0
ASO-1-9 ASO-1-13
ASO-1-15 ASO-1-27
ASO 1-25
ASO 1-41

Esquema 22-Reducdo das amidas de Weinreb.
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Posteriormente foram realizadas reagbes de Henry (também
conhecida como reacdo de nitroaldol) para obtencdo dos compostos
(ASO-1-19, ASO-1-35, ASO-1-49, ASO-1-51, ASO-1-21, ASO-1-29,
ASO-1-37, ASO-1-39, ASO-1-45, ASO-1-47) (Esquema 23).

N T
)4 __CHNO, o)kN H
Base H |
NO,

ASO-1-19
ASO-1-11 ASO1-35
S SO133 ASO-1-49

ASO 1-51

(0]
0 M !
CH;NO, O N
o NN T e i
B
H/ﬁ‘/ ase
ASO-1-21
ASO-1-13 ASO 1-29
ASO-1-27 ASO-1-37
ASO 1-39
ASO 1-45
ASO 1-47

Esquema 23-Reagdes de Henry para obtencdo dos intermediarios na sintese de
hidroxi-pirazadis.

A etapa que envolveu as reacGes de Henry foi dificultada pela
presenca de varios produtos de dificil separagdo. Foram realizadas
diversas cromatografias a vacuo (VLC), mas os produtos ndo foram
isolados dos demais. A maioria dos exemplos apresentados para este
tipo de reacdo envolve aldeidos ndo substituidos, o que faz com que a
reacdo seja mais simples do ponto de vista reacional, j& que estes
aldeidos sdo de maior reatividade.

Foram utilizadas diferentes condicGes reacionais, modificando-se
a catalise (4cida e béasica), a temperatura, o solvente e o tempo reacional
na tentativa de otimizar esta etapa. A Tabela 8 ilustra estas tentativas:
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Tabela 8-Reagdes de Henry para obtencéo dos intermediérios da sintese do 1-
hidroxi-4-fenil-pirazol.

Entrad . Quantida | Temp Tem_po Rendiment
a Catalisador de °C) reacion 0 (%)
al (h)
ASO-1-
19
AS?%L NaOtBU 1eq. 0 2 95 (bruto)
ASO 1-
51
ASO-1- N,N- Reflux
49 Dietilenodiamina 160 eq. 0 (125) 10 Zero
Aszol'l' NaOtBU 1eq. 0 2 Zero
ASZ%'L NaOtBu leg. 25 48 Zero
ASS? L NaOtBu 1leq. 0 3 Zero
ASO 1-
37 NaOH leq. 0 3 2
N,N-
ASO 1- P — Reflux
39 D|et|Iet|rI]2nod|am| 160 eq. 0 (125) 2 zZero
Acido .
ASO 1- - Reflux Mistura
45 acetlco/zzlcgtato de 0,5 eq. 0 (130) 3 complexa
amonica
ASLS L NaOtBu 2 eq. 0 30 Zero
ASO 1- N,N- Reflux Mistura
Dietiletilenodiami 160 eq. 10
49 na 0 (125) complexa
ASO 1- Mistura
51 NaOtBu 2 eq. 1 eq. 2 complexa

Além destas vias, as amidas de Weinreb (ASO 1-9, ASO1-15,
ASO 1-21, ASO 1-41) foram submetidas a reacdes com Reagente de
Grignard (Esquema 24), para dar origem aos intermediarios sintéticos
ASO1-17 e ASO 1-43, que estdo serdo investigados quanto as proximas
etapas reacionais, para a sintese dos pirazdis requeridos.
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ASO-1-9 ASO 1-17
ASO-1-15 ASO 1-43
ASO 1-25
ASO 1-41

Esquema 24-Reacédo das amidas de Weinreb com o cloreto de fenil magnésio.
4.3.1 Obtencao dos piraz6is a partir de reacdes de acoplamento

A outra via reacional para obtencdo do 1-hidroxi 4- fenil pirazol
(ASO-1-61), Esquema 25, foi realizada utilizando reacbes de
acoplamento do tipo Suzuki seguida de reducdo catalitica. Foram
desenvolvidas duas vias sintéticas alternativas (em vermelho e verde)
para a sintese do 4-fenil pirazol (ASO-1-53 e ASO-1-63), submetido a
reacdes de oxidacdo para obtencdo do hidroxi-pirazol preterido (ASO-1-
61), que foi sintetizado por reacdo de Suzuki seguida de hidrogenagdo
catalitica (via em azul) com bom rendimento (78%).

N
PAMNAC, |unT N\

N @\ PPH,,
AN H,0, —
HN Z 20,
+ OH  casco. ASO-1-53
o T/ _Csco;
| OH

130°C, 2h ASO-1-63

HCl,
MeOH/ DCM
1h
Pd (Il) AC,

— PPH;,
H0,

‘ /N CsCO,
N
\
T

HO, N
\N/ N

ASO-1-61

130°C, 2h
ASO-1-59
rt |

Hy, PUC
w“ ‘ \N ASO-1
-1-57
/
N

Trt

Pd (Il AC,
PPH,,
H,O,
+ _OH a0 00C.N2,1h
B _CsCO;

0,
130°C, 2h N,
OH NN el

AS0O-1-55 +

0, N
\N/\ 1
— A\
N
Z L/
N

I
H

Esquema 25-Reagles de acoplamento para sintese dol- hidroxi-4-fenil pirazol
(ASO-1-61) e 4-fenil-pirazol (ASO-1-53 e ASO-1-63).
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O hidroxi-pirazol ASO 1-61 preterido foi obtido a partir da
reducdo do composto ASO 1-55. O composto ASO 1-55 (100 mg) foi
solubilizado em 3mL de acetato de etila, adicionado a 10 mg de Pd/C
10% e imerso em atmosfera de H, (1 atm). Ap6s uma noite,
aproximadamente 18 horas de vigorosa agitacdo, a mistura foi filtrada
em celite e concentrada a vacuo. Andlises de massas mostraram a
formacéo de dois compostos, o hidroxi-pirazol desejado e a sua forma
reduzida. Provavelmente como o tempo reacional foi longo, a reducéo
com hidrogénio foi a um estagio a mais que o esperado.

Primeiramente tentou-se a separacdo dos produtos utilizando
VLC em fase normal e reversa, mas ndo se obteve éxito. Posteriormente,
verificou-se que os produtos poderiam ser separados por uma extracdo
acido-base, ja que apresentavam propriedades &cidas distintas. Desta
forma, ASO 1-61 foi purificado extraindo-se 0 composto com dietil éter
e HCI 1 mol.L™. O rendimento obtido pode ser considerado bom (75%).
Por terem sido desenvolvidas no exterior, ndo serdo apresentadas as
caracterizacbes dos compostos obtidos nesta etapa.

44 SINTESE E CARACTERIZAGCAO DAS SULFONAMIDAS
DERIVADAS DO CARVACROL

O cloreto de sulfonila do carvacrol foi obtido através da reagéo
entre o carvacrol com seis equivalentes de acido clorossulfénico. O
excesso de &cido em reagdes deste tipo, clorossulfonagdo de sistemas
aromaticos, foi estudado anteriormente devido a reversibilidade que
existe nos mecanismos propostos para essa reagdo, e foi verificado,
também, que o excesso de seis equivalentes é a quantidade ideal para
obtencéo dos melhores rendimentos (NUNES, 1986).

Vale salientar que o cloreto de sulfonila foi de dificil
caracterizacdo, pois € uma espécie muito instavel ja que o cloro é um
bom grupo de saida e pode ser facilmente trocado por 4gua ou outras
espécies nucleofilicas. Este composto sofre hidrdlise facilmente e
decompde-se, 0 que impde a necessidade de um rigoroso sistema de
armazenamento e estocagem para utilizagdo deste nas préximas etapas
de sintese.

As sulfonamidas obtidas nesse trabalho foram preparadas a partir
do cloreto de sulfonila do carvacrol em diclorometano e banho de gelo,
e de dois equivalentes da amina adicionados lentamente (Esquema 26).
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Esquema 26-Sintese das sulfonamidas S-1 a S-11.

Este excesso da amina tem por finalidade também neutralizar o
HCI que se forma durante a reacdo. A temperatura baixa é recomendada
guando as aminas sdo reativas. Como método geral o cloreto de
sulfonila do carvacrol foi dissolvido em diclorometano e a amina foi
adicionada na sequéncia. As solucbes turvaram e apds intervalos
variando entre 3 e 24 horas, observou-se a formagéo de precipitados de
coloragbes variadas. As reagBes foram acompanhadas por CCD.
Evaporou-se o diclorometano e adicionou-se um pequeno volume de
metanol. Esta solucdo foi vertida em um banho de gelo. A fase aquosa
foi removida para dar origem as sulfonamidas ainda impuras que foram
purificadas posteriormente através de extracBes acido-base.

Foram testadas varias aminas, para as quais observou-se que o
pKa das mesmas é de extrema importancia para o sucesso da reacao.
Para as aminas testadas que apresentavam pKa acima de 10, tais como
as aminas alifaticas, metilamina, dimetilamina, etilamina, observou-se
gue ocorria uma reacdo indesejada, ja& que a amina era utilizada na
desprotonagdo da hidroxila fendlica presente na estrutura do carvacrol,
diminuindo a sua disponibilidade para ocorréncia da reacdo desejada.
Portanto, foram escolhidas aminas, em sua maioria aromaticas, com
valores de pKa inferiores ao valor do pKa do grupo fendlico
(tipicamente em torno de 9,98), tais como as aminas aromaticas e
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heterociclicas, 2,4-dinitrofenil hidrazina, 2-amino-1-picolilamina,
morfolina, o-hidroxianilina,  p-fluor anilina, p-cloro anilina, 2-
aminopirazina, B-naftilamina, hidrazina, 2,4-dicloroanilina (Esquema
26).

Todas as sulfonamidas sintetizadas neste trabalho sdo inéditas na
literatura.

Os rendimentos obtidos para as sulfonamidas estdo ilustrados na
Tabela 9.

Tabela 9-Pontos de fusdo experimentais e rendimentos para a sintese das
sulfonamidas S-1 a S-11.

Composto ExPpoer:’ti?n(:ﬁ tf:lséigc) Rendimento (%0)
S-1 172-173 93
S-2 181-183 82
S-3 189-191 78
S-4 177-179 83
S-5 165-167 88
S-6 201-203 79
S-7 165-166 84
S-8 212-213 82
S-9 182-183 83

S-10 152-153 91
S-11 198-199 87

Assim como foi feito para os compostos das séries anteriores,
sera detalhada a seguir a caracterizacdo do composto S-1. Os demais
compostos apresentam caracterizacdo bem similar e que podera ser
facilmente compreendida através da analise dos espectros que se
encontram nos anexos. A reagdo preterida é entre o cloreto de sulfonila
do carvacrol e a morfolina: sintese do 5-isopropil-2-metil-4-
(morfolinosulfonil) fenol (S-1) (Esquema 27).




105

(0]
o\séo N \s\/ °
ca T [ j DCM N
—_—
HO (o) Ta HO Q
(o]
S-1
cloreto de sulfonila morfolina

5-isopropil-2-metil-4-(morfolinosulfonil)fenol

Esquema 27-Sintese da sulfonamida S-1.

Os atomos de hidrogénio do composto S-1 foram numerados para
facilitar a compreensdo da discussdo, conforme Figura 47.

Figura 47-Numeracéo para o0 composto S-1.

Analisando o espectro de RMN de H do composto S-1 (Figura
48) é possivel observar os sinais esperados.
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Figura 48-Espectro de RMN de 1H para o composto S-1.

Em regides de maior deslocamento quimico podemos observar
dois sinais, ambos com integracdo para 1 a&tomo de hidrogénio relativos
aos hidrogénios HS5 (6= 7,71, s, H Arom.) e H4 (6= 6,87, 1H, s, H
Arom.) (Figura 49), como esperado, ja que os hidrogénios aromaticos
n&o sdo blindados e absorvem energia em um campo magnético de baixa
intensidade. Estes dois singletos confirmam a substituigdo na posigéo
para ao grupo hidroxil presente no anel, posicdo menos impedida
estericamente que a posi¢do orto em relagcdo ao grupo —OH. Caso a
substituicdo ocorresse na posicao orto ao grupo hidroxil, seria possivel
observar acoplamentos do tipo dupleto para os hidrogénios aromaticos,
gue estariam vizinhos.
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Figura 49-Espectro de RMN (expanséo 1) de 1H para o composto S-1.

Os hidrogénios sp3 H7,7°, H8,8 do sistema heterociclico, foram
registrados em 3,12 ppm enquanto os hidrogénios H9,9° ¢ H10,10° mais
préximos ao atomo de oxigénio em 3,72 ppm, com destaque para 0
conjunto de sinais em 3,72 que mostrou claramente a sobreposi¢do com
0 H2, para o qual observou-se integracdo para 5 hidrogénios (4
hidrogénios do sistema heterociclico e mais um sinal do carbono
terciario do substituinte isopropila). Para o conjunto de sinais em 3,12
ppm observou-se a integracdo para para 4 hidrogénios conforme o
esperado (Figura 50).
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Figura 50-Espectro de RMN (expanséo 2) de 1H para o composto S-1.

A metila na posicdo 6 foi registrada em 2,25 ppm (3H, s) e as
metilas nas posi¢bes 1 e 2 em 1,26 (3H, s) e 1,23 ppm (3H, s) conforme
0 esperado por simula¢des utilizando o programa ACD Labs.

Além do RMN de *H o composto foi analisado por RMN de *C

(Figura 51):
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Figura 51-Espectro de RMN de 13C para o composto S-1.



109

Analisando o espectro de '3C para o composto S-1 é possivel
observar 10 sinais dos 11 esperados, ja que o sinal relativo ao C3
alifatico (do grupo isopropila) ficou sobreposto pelo sinal do solvente
utilizado. Em regido de maior deslocamento quimico, observa-se os
sinais relativos ao C13 (aromatico diretamente ligado a hidroxila) em
160,3 ppm e o carbono C12 em 149,8 ppm. Além destes podem ser
visualizados os carbonos C11, C5, C14 e C4 aroméaticos em 133,9;
124,7; 122,6 e 114,2 ppm respectivamente. Os carbonos alifaticos C9 e
C10, de mesmo deslocamento quimico, podem ser observados em 66,5
ppm, de forma analoga aos carbonos C8 e C7 de deslocamento 45,7
ppm. As metilas C1, C2 e C6 podem ser identificadas em 24,2 e 15,3
ppm.

O composto S-1 também foi caracterizado por espectrometria de
massas (Figura 52) utilizando o modelo de ionizagdo ESI no modo
negativo, para o qual foi possivel a determinacdo da massa molecular
exata a partir da visualizagdo do ion molecular (M-H) em 298,18, muito
préxima a esperada (299,12).
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Figura 52-Espectro de massas para 0 composto S-1.

A pequena quantidade de amostra e o elevado tempo de anélise
dificultaram a realizacdo dos experimentos de RMN de **C, para os
derivados desta série de compostos, que estdo sendo desenvolvidos na
Central de Analises, do Departamento de Quimica da UFSC e que serdo
publicados juntamente com os artigos de divulgacdo posterior deste
trabalho.

Prezando pela objetividade deste trabalho a caracterizacdo dos
demais compostos desta série foi realizada segundo 0s mesmos critérios
e sera apresentada de forma resumida. Os espectros de massas e de
RMN de *H poderao ser consultados ao final do trabalho como anexos.
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5 VERIFICAGAO DAS ATIVIDADES BIOLOGICAS
51 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE E OS RADICAIS LIVRES

Durante o metabolismo aer6bico da glicose, sdo produzidos 36
moles de ATP por mol de glicose que representam uma vantagem
energética para 0s organismos que o realizam. Entretanto, durante o
metabolismo aerdbico normal ocorre a formacdo de pequenas, mas
significativas quantidades de radicais livres, também chamados de
espécies reativas de oxigénio (ERO). O perdxido de hidrogénio (H,0,),
o oxigénio singleto (*O,), os radicais superéxidos (O?) e os radicais
hidroxila (OH®) sdo os exemplos mais proeminentes de ROS que podem
ser formados nos organismos aerébicos. Os radicais hidroxila sdo
formados a partir das outras espécies reativas num processo conhecido
como reacdo de Fenton, que é catalisada principalmente por Fe?* e leva
a danos celulares por estresse oxidativo (WANG et al., 2006).

As células necessitam de defesas contra as ERO e, para isso,
fazem uso de vérias substancias, como vitaminas e micronutrientes, as
guais sdo necessarias nos processos de destoxicacdo enzimatica. Além
destas, existem as enzimas (Esquema 28), como a superoxido dismutase
(SOD), glutationas peroxidases (GPOXs) e as catalases (CATs) que
atuam juntamente com as vitaminas e 0s micronutrientes, como a
primeira linha de defesa contra as ERO, sendo geralmente denominados
antioxidantes primarios (AHMAD, 2012).
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Esquema 28-Formag&o das espécies radicalares derivadas do oxigénio.

Quando em condicbes de estresse, ocorre uma superproducdo das
espécies reativas e as enzimas responsaveis pela decomposicdo dessas
espécies ndo conseguem transformar em moléculas indcuas os radicais
produzidos. Essas moléculas (ERO) quando reagem com uma molécula
normal, desencadeiam imediatamente uma reacdo em cascata,
originando um grande nimero de novos radicais livres que sé terminam
na presenca de substancias antioxidantes (CAMPQOS, 2005). Fatores
ambientais, como poluentes do ar, radiacdo ionizante e produtos
quimicos industrializados, assim como o metabolismo de xenobidticos,
contribuem para o aumento da concentracdo celular de ERO. Além
disso, muitas células especializadas, como 0s eritrocitos, geram grandes
guantidades de ERO pela auto-oxidacdo espontdnea de substratos
bioldgicos importantes como a hemoglobina (AHMAD, 1995).

Diversas condicdes patolégicas e fisiologicas resultam da
formagdo de ERO, havendo abundantes evidéncias experimentais que
indicam que estas espécies reativas sdo mediadoras de lesdes e
disfuncdes celulares. Assim, os radicais livres desempenham papel
importante nas doencas degenerativas e crbnicas inflamatorias, na
carcinogénese, aterosclerose, isquemia cerebral e cardiaca, doencas
inflamatdrias  intestinais crénicas e envelhecimento.  Muitos
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pesquisadores acreditam que os efeitos cumulativos dos radicais livres
tém grande importancia no aparecimento de doengas tdo diversas como
0 cancer, a artrite reumatoide e a doenga de Parkinson (AHMAD, 1995;
CADENAS, 2005).

52 TESTES DE VERIFICACAO DA  ATIVIDADE
ANTIOXIDANTE

H& uma grande diversidade de ensaios utilizados para mensurar a
atividade antioxidante in vitro de substancias biologicamente ativas, que
envolvem desde testes simples como ensaios quimicos com substratos
lipidicos a ensaios mais complexos que fazem uso de diversas técnicas
espectroscopicas e espectrométricas (SANCHEZ-MORENO, 2002).

Nas Ultimas décadas, estes ensaios tém se tornado extremamente
Uteis na selecdo inicial de substancias candidatas a farmacos, que
otimizam as etapas posteriores como avaliacdo de potencialidades
biologicas de compostos isolados a partir de produtos naturais ou
provenientes de sintese organica. Além disso, estes métodos podem
servir como biomonitoramento na escolha de espécies de plantas para
estudos quimicos, biologicos e farmacoldgicos, além de permitir o
planejamento de protdtipos e candidatos a moléculas de grande
potencial terapéutico (LIMA, 2007).

Dada a grande diversidade de radicais livres e as suas diferentes
formas de atuagdo nos organismos vivos, praticamente inexiste um
método simples e universal pelo qual a atividade antioxidante possa ser
avaliada inequivocamente. Isto denota a necessidade de testes mais
rapidos e eficientes, que tem sido objeto de investigacdo nas Ultimas
décadas e tem gerado um grande nimero de métodos. Estes diferentes
métodos, investigam entdo a atividade de antioxidantes naturais pelo uso
de uma grande variedade de sistemas geradores de radicais livres.

A ndo concordancia com os resultados de atividades
antioxidantes de espécies naturais e sintéticas implicou na elaboracéo de
diferentes protocolos no sentido de trazer ordem e concordancia a este
importante campo de investigagdo (FRANKEL e FINLEY, 2008).

Uma avaliacdo mais precisa da atividade antioxidante de uma
determinada substancia, analisa o tipo de radical gerado e correlaciona
em sua extensdo com o dano que pode ser causado. Assim, a
compreensdo dos efeitos dos compostos antioxidantes s é validada se
forem utilizadas técnicas especificas e capazes de definir quais produtos
sdo formados e inibidos pelos antioxidantes, e em quais condicdes,
sistemas e alvos de protecdo (HALLIEWLL, 1995).
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Halliwell (1995) propds algumas questdes que devem ser
consideradas na avaliacdo antioxidante in vivo, e que podem ser
respondidas por experimentos simples. O resultado destes experimentos
permite a rejeicdo de um possivel antioxidante, baseando-se na premissa
de que um composto que exibe baixa atividade antioxidante in
vitro provavelmente exibir pouca atividade in vivo.

Um dos fatores a serem considerados na avaliacdo da atividade
antioxidante de um composto é a concentracdo. Para ter-se uma ideia,
muitos antioxidantes reagem rapidamente com o radical hidroxil, por
um mecanismo antioxidante por exemplo, mas muitas moléculas
bioldgicas, que sdo mais abundantes que os antioxidantes, reagem
também rapidamente com esse radical. Por isso é praticamente
impossivel para algum antioxidante sequestrar o radical hidroxil
efetivamente. Outro ponto importante € conhecer a génese dos radicais
livres para ver se é possivel a interagdo com o antioxidante em seu local
de origem (NIKI, 2002). Além destes, outro fator que deve ser
considerado na selecdo de compostos com possivel atividade
antioxidante é a sua solubilidade.

Os testes antioxidantes em alimentos e sistemas biol6gicos
podem ser classificados em dois grupos: 0s ensaios usados para avaliar
peroxidacdo lipidica, no qual um lipidio ou substrato lipoproteico sob
condi¢des padrdo é usado e o grau de inibicdo da oxidagdo é medido, e
0s ensaios in vitro mais utilizados para avaliar a capacidade
sequestradora de antioxidantes naturais sobre as espécies reativas do
oxigénio ERO (SANCHEZ-MORENO, 2002).

Além disto, para compostos isolados e sintetizados com elevado
grau de pureza é possivel realizar ndo somente uma caracterizacdo
eletroquimica, como também obter correlagdes entre aspectos estruturais
e mecanismo de atividade antioxidante (ZARE et al, 2005). Assim, é
possivel utilizar técnicas eletroanaliticas para determinar a atividade
antioxidante de substancias de ampla distribuicdo em vegetais tais como
acidos ascorbico e elagico, resveratrol, flavonoides, hesperidina, taninos,
antocianinas e derivados dos acidos benzoico e cindmico (BRETT e
GHICA, 2003) e correlaciond-los com compostos sintéticos, por
exemplo. Alguns aspectos podem ser determinados no que diz respeito
aos mecanismos de oxidorreducdo. Entre eles pode-se destacar:
avaliacdo do efeito de substituintes e conjugagdo de duplas no
deslocamento de potenciais redox; efeito da participacdo do préton ou
dependéncia do pH (HOTTA et al, 2002), efeito de solvente e, nimero
de elétrons ou etapas envolvidas (ULRICHOVA e WALTEROVA,
2002).
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Estudos envoolvendo os radicais livres e o desenvolvimento de
novos métodos para avaliagdo de atividade antioxidante (AA) tém
aumentado consideravelmente nos Gltimos anos. As novas informagdes
acerca do efeito deletério dos radicais livres sobre as células e sua
relacdo com certas doencas, agindo como causador ou agravante, tem
impulsionado a busca por novas substancias capazes de prevenir ou
minimizar os danos oxidativos as células vivas (ALVES et al,2010).

Espécies radicalares podem atuar de maneira deletéria contra
diversos organismos, inclusive sobre as plantas e consecutivamente
sobre os alimentos. A peroxidacdo lipidica, que é a responsavel pela
modificacdo no odor e sabor dos alimentos, é a principal causa da
deterioragdo dos corpos graxos e implica na perda da qualidade
nutricional que leva a depreciacdo e/ou rejeicdo por parte dos
consumidores (SILVA et al., 1999).

Na tentativa de oferecer ao consumidor alimentos de melhor
qualidade, diversas metodologias foram testadas e sdo apresentadas na
literatura para certificacdo da qualidade destes alimentos além de
procedimentos adotados de modo a minimizar os efeitos da oxidac&o
durante o processo de armazenamento (ALVES et al, 2010). Além
destas medidas, a adi¢do de antioxidantes aos alimentos industrializados
tem sido pratica corrente razdo que justifica o atual interesse pela
pesquisa de novos compostos antioxidantes (NIKI, 2002).

O conjunto de técnicas voltamétricas e eletroanaliticas pode
correlacionar potenciais de oxidagao, intensidade de corrente e/ou outros
parametros eletroquimicos com a capacidade antioxidante, com maior
seletividade e sensibilidade quando comparados aos demais métodos
espectrométricos. Entre as técnicas mais difundidas destacam-se a
voltametria ciclica (VC) e a voltametria de pulso diferencial (VPD). As
informacBes mais importantes fornecidas pela voltametria ciclica sdo
intensidade do pico anddico ( Ipa), intensidade do pico catédico (Ipc),
potencial do pico anddico (Epa) e potencial do pico catodico (Epc)
(PAPANIKOS et al, 2002). Quanto maior o valor de Epa, menor é o
poder doador de elétron da espécie em estudo e, portanto, teoricamente,
menor seu poder antioxidante.

Neste trabalho a atividade antioxidante foi investigada através da
utilizacdo de diferentes metodologias tais como, voltametria ciclica,
sequestro de radicais livres pelo DPPH, habilidade de reduzir o
molibdénio, habilidade de quelagéo de fons metalicos (Fe**) e habilidade
de reducdo do ferro (poder redutor).
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521

Voltametria ciclica em meio aprético

As bases de Mannich e os dimeros derivados da lausona foram
submetidos ao ensaio de voltametria ciclica. Os resultados sdo
mostrados na Tabela 10.

Tabela 10-Potenciais de oxirreducéo para 0os compostos A-1 a A-12 e DIM-1 a

DIM-9.
Substituinte Substituinte P,'CC.’S P,'C(.)S
Composto R R catddicos anodicos
i V) V)
Branco - - -0,71 -0,44
-0,24; -0,63, -
Lausona - - 1.39 -1,16
Bases de
Mannich
-0,40; -0,74; - .
A-1 4-CH3-CgH, -CgHs 0,09:-1 35 0,83; 1,14
-0,47;-0,71; - .
A-2 4-NO,-CgH, -CgHs 1,40: -1.84 -1,73; -1,15
i i 2-OH C(H,O | -0,03; -0,34; - i
s Cotls (naftil) 0,66
i N 2-OH-CyH,0 i . -1,13; 0,18;
A-4 4-NO,-C¢H, (naftil) 0,69; -1,18 1,05
0,01; -0,58; - -1,31; -
A-5 4-CH3-CgH, 2-OH-CgH, 0,76; -1,28, 0,61; 0,94,
-1,52 1,20
A6 4NOACH, | 20HCH, | OO LISi-| 04709
2,4-diNO,- 0,03; -0,80; - | -0,25;0,02;
ok PhHidrazina | 2 OH-CeHa 1,09 0,62
. 0,07; -0,68; - -1,42; -
A-8 Pzr;‘l:'id(;r'\'ag;'a CeHs 113:-147: | 065;0.04:
-1,83 0,58
24-diNOy | 2-OH-CyoH,O e
A-9 ik G Lo -0,82; -1,66 | 0,63;-0,06;
PhHidrazina (naftil) 012
e -0,09; -0,75; - -1,15; -
A-10 Pirrolidinil 2-OH-CgH, 152 0,23: 0.63
2-OH-CoH,0 | -0,30;-063;- | L12i-
- Rl R Eiaf ~UH=Lgolly -U,9U,; -U,09, - 5 5
A-11 Pirrolidinil (naftil) 0,82: -1,29 0,1?,207,99,
A-12 Pirrolidinil -CeHs -0,56 0,61
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Substituinte Substituinte P!cqs P,'C95
Composto R R catddicos anodicos
i (V) (V)
Dimeros da
lausona
-1,64; -1,19; -1,80; -
DIM-1 4-OCH3-CgH, - 081 1,34: -0,72
3,4,5-triOCH;, -1,86; -
DIM-2 CeH, ) -1.26 1,38; -0,74
. . -1,57; -
DIM-3 4-Br-Cg¢H, = '1'33' 4'1'07' 1,07; -0,73;
’ 0,09
. . -1,76; -
DIM-4 CeHs . 0% 0.9% | 1.05; 068
R 0,04
2-OH-3-Br- ) -1,79; -
DIM-5 CeH - -0,64; 0,93 1.45: 078
-0,68; -0,12; -1,53; -
DIM-6 4-NO,-CgH, - 038 0,73: 0,26
DIM-7 4-CH3-CgH, - -0,61; 0,40 -1,79; -0,70
DIM-8 4-F-CgH, - -1,23; 0,92 -1,49; -0,77
. -1,77; -
DIM-9 3-CHa-fur-2-yl - -0,59; 0,98 1,44: -0,67

Para que fossem possiveis analises e correlagBes entre 0s grupos
presentes nas estruturas dos compostos, estes foram submetidos a
andlise de suas condutividades e pH quando em solucdo. Os resultados
podem ser observados na Tabela 11.
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Tabela 11-Valores de condutividade e pH para os compostos A-1 a A-12 e
DIM-1 a DIM-9.

Cond.(u3,cm-1) pH
Branco 917.0 402
Lausona o080 3.23

Baszes deMannich
A-l 8205 445
A2 8713 3,81
AJ 10392 5,74
A4 8121 5,46
A5 8372 3,48
Ab 2441 3,83
AT 838.6 5,660
A8 005.9 6,43
A9 1216.1 3,90
A0 8468 3,80
A1l 1040.0 5,36
A-12 11862 7,01

Dimeros dalausona
DIM-T T83.3 3,23
DIM-2 7984 5,22
DIM-3 7814 5,28
DIM-4 7880 3,18
DIM-5 7802 531
DIM-6 7901 3,23
DIM-7 7934 5.83
DIM-3 T88.3 3,32
DIM-9 2012 3,56

Consultando os dados da Tabela 10, observa-se 0 comportamento
redox tipico de quinonas, no qual pode ser observado, de maneira geral,
a existéncia de duas ondas de reducdo. Estas ondas de reducdo ficam
evidenciadas para a lausona e seus derivados naftoquinbnicos. A
primeira regido de reducdo refere-se a formacdo da semi-quinona
(Esquema 29) em um processo quasi-reversivel, uma vez que
semiquinonas sdo formadas pela reducdo de um elétron no meio
apratico. Vale ressaltar que a espécie semiquinona nao é suficientemente
bésica para ser protonada e desta forma, o dianion radical formado na
segunda etapa de reducdo devera ter carater mais basico e apresentar
maior reatividade quando comparado a semiquinona, pois se torna
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passivel de sofrer reacdes de desproporcionamento ou reacfes do tipo
acido-base.

Quinona Semiquinona Catecol
Esquema 29-Formac&o das espécies reduzidas das quinonas.-

Para a maior parte dos compostos, observam-se varios processos
eletroquimicos ocorrendo, ja que além do centro redox do nucleo
quindnico os substituintes presentes apresentam comportamento redox,
e sdo importantes no que tange ao comportamento eletroquimico destes
compostos quando presentes em meio aprotico.

Pelos valores encontrados para os adutos de Mannich, percebe-se
gue as modificagdes sintéticas promovidas com o intuito de modificar o
comportamento, de uma forma geral deslocam os potenciais redox,
guando inseridos grupos doadores ou retiradores de elétrons. A
heterogeneidade e a complexidade mecanistica em termos redox se
traduzem no aparecimento de uma série de regides redox.

Com relacéo aos adutos de Mannich, para facilitar a compreenséao
da discussdo dos dados, optou-se por analisar conjuntamente os adutos
com similaridade estrutural, tanto em funcdo do aldeido quanto da
amina utilizados na reacdo de Mannich.

Iniciando pelos compostos A-2, A-4, A-6, (derivados da p-
nitroanilina e diferentes aldeidos), A-7, A-8 e A-9 (derivados da 2,4-
dinitrofenil hidrazina) que apresentam o grupo nitro ligado ao anel
benzénico observa-se uma regido de reducdo proxima a 0,5 V,
caracteristica da reducdo do grupo nitro presentes em quinonas em
analises em meio aprético (Esquema 30):

Q—PhNO; + &+ Q"—PhNO,

Q —PhNO; + & «> Q" —PhNO,"

Q —PhNO," + 3¢" <> Q"—PhNHOH
Q —PhNHOH < Q"—PhNO + 2¢
Esquema 30-Redugdo do grupamento nitro.
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Uma forma de estudar o mecanismo eletrédico para avaliar a
influéncia da transferéncia de carga intramolecular na reducdo do
potencial e a influéncia de efeitos estruturais em reag@es eletroquimicas,
é possivel utilizar relacdes livre de energia, nas quais é possivel utilizar
a equacdo descrita por Hammett-Zuman, AE % = p,a, utilizando a
constante de Hammett a, Ha de se ressaltar que, caso a sensibilidade
estimada para os primeiros estdgios ou potenciais de reducdo seja
pequena (0,04 V, por exemplo), a correlacdo perde um pouco o Sentido
fisico e ndo devera ser utilizada para avaliagdo da condutividade
eletronica na escolha na avaliacdo de um determinado grupo.

De uma forma geral é possivel analisar a influéncia de grupos em
R, e do par de elétrons ndo ligante do nitrogenio ndo distantemente
ligados ao centro reativo da naftquinona (Figura 53):

i}
0 R

O,

Figura 53-Efeito do grupo R2 e do par de elétrons do nitrogénio no nicleo ativo
da naftoquinona.

Observando os valores acima mencionados, é possivel corroborar
com a prerrogativa da literatura consultada que afirma que a
sensibilidade eletrbnica para os primeiros estagios de reducdo €
pequena, o que implica em valores préximos para os picos de reducéo e
oxidacdo, mesmo considerando-se os efeitos doador e retirador de
elétrons.

De qualquer forma, a diferenca no padréo de reducgdo e oxidagdo
apresentada na Tabela 10 demonstra a influéncia do substituinte que
pode aumentar ou diminuir a densidade eletrbnica no atomo de
nitrogénio derivado das aminas utilizadas, anilina, p-toluidina, p-
nitroanilina. Deverdo ser, portanto, consideradas duas possibilidades
para explicar esta hipotese: efeitos eletronicos ao longo das ligagdes o
ou por transferéncia de carga espacialmente. Se houver maior
distanciamento entre 0s grupos e a naftoquinona ou se os efeitos forem
auto-compensatérios a influéncia dos grupos em R, é praticamente
desprezivel e ndo se observa modificacdo significativa nos valores de
potenciais de oxirreducdo.
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Analisando os compostos derivados da p-toluidina A-1 (com o
benzaldeido) e A-5 (com o 2-hidroxi-benzaldeido) observa-se um pico
catédico em -0,74 para o primeiro e em -0,76 para 0 segundo
demonstrando o efeito elétron-doador da metila ligada ao anel aromatico
deslocando o potencial de reducéo da lausona (naftoquinona de origem)
em aproximadamente - 0,11V.

Para uma boa elucidagcdo mecanistica dos compostos em andlise
deverdo ser considerados dois efeitos opostos e que podem ocorrer
simultaneamente: o efeito do residuo aril da amina que facilita a reducdo
de parte da quinona e o efeito de interagdo espacial, que dificulta o
processo de eletrorreducdo da quinona. Em alguns casos, as quinonas
eliminam o efeito dos substituintes por um rearranjo na superficie do
eletrodo, sem qualquer interagdo espacial condizendo o comportamento
eletroquimico de quinonas substituidas, como pode ser observado para
0s compostos A-3 (derivado da anilina e B-hidroxinaftaldeido), A-11
(derivada da pirrolidina e do B-hidroxinaftaldeido) e A-12 (derivado da
pirrolidina e benzaldeido) para os quais se observam um nimero
reduzido de processos de oxidagao e redugdo.

Prosseguindo na analise compararam-se os valores obtidos para o
pico anddico da lausona e adutos em questdo. Observou-se que de uma
forma geral hd& um deslocamento consideravel, exceto para 0s
compostos A-2, A-4, e A-10 para 0s quais observou-se variacdo
irrisoria de apenas 0,02 V. Estruturalmente estes compostos apresentam
em sua estrutura a p-nitroanilina (A-2 e A-4) ou a pirrolidina (A-10 e A-
11) sugerindo os efeitos auto compensatdrios acima mencionados.

Além dos fatores explicitados, devem ser considerados a
densidade eletrdnica e a possivel protonagdo do 4tomo de nitrogénio no
residuo da amina.

Da mesma forma, os dimeros derivados da lausona foram
analisados e foi possivel observar menores alteragdes nos valores de
deslocamento dos potenciais redox. Os compostos apresentaram
praticamente a mesma condutividade e exibiram quase que 0 mesmo
valor de pH, reforcando a influéncia do componente derivado do
composto nitrogenado, na modificacdo dos potenciais. Uma vez, que as
alteragdes estruturais foram menos proeminentes, houve maior
proximidade de comportamento eletroquimico.

Para os dimeros derivados da lausona, observou-se menores
valores para os picos anddicos e portanto melhor atividade antioxidante,
para os compostos DIM-1 e DIM-2 que apresentavam grupos elétron
doadores presentes na estrutura e que eram derivados do p-
metoxibenzaldeido e 3,4,5-trimetoxibenzaldeido. Da mesma forma, os
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maiores valores para o pico anodico, e a considerada menor atividade
antioxidante, foram encontrados para os compostos DIM-6 e DIM-8,
derivados do p-nitro e p-fliorbenzaldeido, respectivamente.

A anélise dos potenciais de oxidacdo e reducdo foi comparada
com os resultados de atividade antioxidante e sera apresentada a seguir.

5.2.2 Correlacdo entre a atividade antioxidante e 0s ensaios
eletroquimicos

Os métodos espectrofotométricos sdo relativamente simples e
baseiam-se no descoloramento da amostra.

O ensaio envolvendo a quelagéo do ferro, também chamado metal
guelante ou método da ferrozina trata-se de um método
espectrofotométrico que quantifica a concentragéo de Fe(ll) presente no
meio reacional por meio da adigdo de um agente complexante, a
Ferrozina (Fz). A Ferrozina, neste caso o sal dissodico do &cido 3-(2-
piridil)-5,6-difenil-1,2,4-triazina-4’,4”-dissulfébnico reage com ions
ferrosos para formar um complexo de coloracdo roxa altamente sol(vel
em agua (STOOKEY,1970). Este complexo, de estequiometria 1:3
(Fe:Fz), possui pico de absorcdo maximo em 562 nm e, neste
comprimento de onda, coeficiente de absortividade molar (g) 27.900 M
L.em™. A complexacdo do Fe(ll) pela ferrozina ocorre pelo nitrogénio do
grupo piridina e pelo nitrogénio 2- do grupo triazina (Figura 54).

Figura 54-Estrutura da ferrozina utilizada nos ensaios de complexacdo para
verificacdo da atividade antioxidante.

O cérebro é particularmente vulneravel a peroxidacdo lipidica,
pois consome uma grande quantidade de oxigénio e é rico em &cidos
graxos poli-insaturados altamente peroxidaveis; além disso, sua
capacidade antioxidante é limitada (OBOH & HELEN, 2009). Em
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cérebros sob estresse oxidativo, o ferro pode ser liberado de proteinas de
armazenamento, como ferritina ou heme proteinas, e contribuir para a
iniciacdo e propagacdo da peroxidacdo lipidica. Acredita-se que o
radical hidroxil esteja envolvido na iniciacdo da peroxidacdo lipidica.
Entretanto, alguns investigadores tém questionado essa afirmacéo,
sugerindo que Fe*?e Fe™ podem estar envolvidos em um complexo
ferro-oxigénio, agindo como espécie oxidante.

Os métodos baseados na reducdo do Fe*™, que determinam o
poder redutor sdo também utilizados para avaliacdo da atividade
antioxidante. Tais métodos avaliam a capacidade de compostos
fenélicos reduzirem o Fe*3, com conseqiiente formagéo de um complexo
colorido com Fe™? (azul da Prussia) (ROGINSKY& LISSI, 2005),
Esquema 31:

C.ANT +  2Fe(CN)¢" — C.ANT* n 2 Fe(CN)+
(Composto antioxidante ) (ion ferricianeto) (Composto antioxidante oxidado) (ion ferricianeto)
3 Fe(CN)¢*" + 4 Fe*t - Fe, [Fe(CN)gl;
(ion ferricianeto) (ion férrico) (ferrocianeto férrico- Azul da Prissia)

Esquema 31-Formacédo do complexo ferrocianeto férrico durante a realizacéo do
ensaio poder redutor.

Outro método para determinacdo da atividade antioxidante foi
descrito por Prieto (1999) e fundamenta-se na reducdo do molibdénio
(VI) a molibdénio (V) ocorrida em presenca de determinadas
substancias com capacidade antioxidante, como o 4cido galico
exemplificado no Esquema 32, e que leva formacdo de um complexo
verde entre fosfato/molibdénio (V), em pH &cido, o qual é determinado
espectrofotometricamente a 695 nm.

Coor Coo

2 Mo +2H"

+ 2Mo% o +

HO OH o OH

OH (0]
Esquema 32-Redugdo do molibdénio promovida pelo acido galico.

Além destes, o ensaio utilizando o DPPH é um dos métodos
indiretos mais simples sugerido, utilizado para determinar o potencial
antioxidante de compostos fendlicos isolados. A caracteristica desse
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método é que ele ndo envolve condi¢des drasticas de temperatura e
oxigenacdo, podendo reagir com compostos fendlicos, sendo muito
utilizado para determinar a atividade antioxidante em extratos e
substancias isoladas. Por acdo de um antioxidante (AH) ou uma espécie
radical (R.), o DPPH de coloracéo purpura é reduzido, formando difenil-
picril-hidrazina, de coloragdo  amarela, com  consequente
desaparecimento da absorcdo, podendo a mesma ser monitorada por
espectrofotometria (Figura 55). A partir dos resultados obtidos
determina-se a porcentagem de atividade antioxidante ou porcentagem
de sequestro de radicais livres e/ou porcentagem de DPPH remanescente
no meio reacional.

ao oo

+ Aromatico =—OH ——> Aromatico —O *
O,N NO, ON NO,

NO, NO,

DPPH - oxidado DPPH - reduzido

Figura 55-Redug¢do do DPPH por um composto fendlico.

5.2.3 Bases de Mannich

Foram realizados testes antioxidantes envolvendo a reducdo do
ferro (poder redutor), complexacdo do ferro (metal quelante), reducéo
do molibdénio (capacidade antioxidante total) e sequestro de radicais
livres (DPPH). Os resultados sdo apresentados na Tabela 12.
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Tabela 12-Atividade antioxidante para as bases de Mannich derivadas da lausona.

Amostra | R; R, Metal quelante | Poder redutor Capacidade Sequestro
(ECso uM) (mg AAE /g) antioxidante total | radical DPPH
(mg AAE/g) (ECso pM)

A-1 4-CH,- -CgHs 79,13+ 0,15 976,23 + 2,12 398,40 + 0,32 24,20 + 0,21
CeH,

A-2 4-NO,- -CgHs 100,20 + 0,22 712,95 + 1,26 291,85+ 0,22 30,57 + 0,02
CeH,

A-3 -CgHs 2-OH Cy,H,O | 192, 96+ 0,97 352,73 £ 2,76 142,61 + 0,09 60,77 £ 0,05

(naftil)

A-4 4-NO,- 2-OH-CyH;0 79,73+ 0,44 771,23 +£2,11 313,91 +0,73 24,33 +0,23
CeH, (naftil)

A-5 4-CH,- 2-OH-CgH, 70,36+ 0,13 1053,81 + 2,06 430,41 + 0,44 21,46 + 0,02
CeH,

A-6 4-NO,- 2-OH-C¢H, 95,63+ 0,23 720,41 +£0.90 292,15+0,24 29,28 + 0,09
CeH,

A-7 2,4-diNO,- | 2-OH-C¢H, 119, 90+ 0,77 501,18 + 0,78 205,13+ 0,29 37,01 +£0,11
PhHidrazin
a

A-8 2,4-diNO,- | -CgHs 128,72 + 0,33 483,94 +£0,21 198,17 +1,21 39,29 +0,19
PhHidrazin
a

A-9 2,4-diNO,- | 2-OH-CyH,0 174,78 £0,12 | 520,57 £0,74 210,13 + 0,22 32,16 £ 0,14
PhHidrazin | (naftil)
a

A-10 Pirrolidinil | 2-OH-CgH, 195,06 + 0,14 420,81 +0,29 172,83 + 0,54 60,07 £ 0,26
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Amostra | R; R, Metal quelante | Poder redutor Capacidade Sequestro  do

(ECso M) (mg AAE /g) antioxidante total | radical DPPH
(mg AAE/g) (ECso uM)
A-11 Pirrolidinil | 2-OH-Cy,H,0 169,99 + 0,72 422,36 + 0,93 173,92 + 0,07 50,87 £ 0,16
(naftil)

A-12 Pirrolidinil | -CgHs 210,60 + 0,78 408,36 + 0,42 166,92 £ 0,11 64,76 £ 0,27

Rutina 67,73 +0,16 1622,10 + 11,76 310,43 +1,87 4,56+ 0,17

BHT 93,71+ 0,29 1641,89 + 14,23 548,24 + 1,23 30,59 +0,21

EDTA 15,91 + 0,02

Cada um dos valores foi expresso £ com seu desvio padrao.
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Uma anélise dos resultados obtidos para esta série de compostos
demonstra a potencialidade desta classe de compostos quanto a sua acao
antioxidante. A atividade antioxidante dos 5 compostos mais ativos da
série (A5, Al, A4, A6, A2) é comparavel aos padrBes rutina e BHT
utilizados nestas analises.

Para estes compostos podemos visualizar uma relagéo clara entre
a estrutura dos compostos e sua atividade. Os dois compostos mais
ativos tem em comum a p-toluidina em sua estrutura. Grupos que
apresentam efeito indutivo doador de elétrons costumeiramente
aumentam a atividade antioxidante. Vale lembrar que apesar de nédo
haver um sistema de conjugagdo eletrbnica entre os substituintes
provenientes do aldeido e das diferentes aminas, estes influenciam
decisivamente nos potenciais redox do centro da quinona, que pode ser
observado no RMN de 'H e também nas analises voltamétricas,
provavelmente por haver um hidrogénio alifatico sp* de elevada acidez
que lhe confere caracteristica de carbono sp?, deixando o sistema com
maior conjugacdo. Isto significa dizer que planejar a sintese com
diferentes grupos na estrutura de ambos o0s substituintes é uma
alternativa valida para estudos de correlacdo, como desenvolvemos
neste trabalho.

Da série sintetizada, os outros compostos a apresentarem alta
atividade antioxidante sdo todos derivados da p-nitroanilina e seguem a
ordem de atividade segundo os diferentes aldeidos: 2-
hidroxinaftaldeido> o-hidroxi benzaldeido> benzaldeido. Este padrao de
atividade repete para os demais compostos da série e demonstra a
importancia da hidroxila fendlica para o aumento da atividade. E sabido
que a hidroxila presente em compostos fendlicos pode atuar de forma a
complexar e reduzir elementos metalicos e estabilizar o radical livre
DPPH o que explica 0 aumento da atividade.

Os compostos derivados da 2,4-dinitrofenil hidrazina A9 (B-
hidroxinaftaldeido), A7 (2-hidroxibenzaldeido) e A8 (benzaldeido)
apesar da possibilidade de atuacdo como dinucleéfilos apresentam dois
grupamentos nitro presentes na estrutura do anel aromatico o que
contribui para a reducdo da nucleofilicidade dos atomos de nitrogénio,
diminuindo a disponibilidade de elétrons para a complexacdo metalica,
por exemplo, e a atividade antioxidante de um modo geral.

A substituigdo de um anel aromatico por um heterociclo saturado,
pirrolidina para os compostos A1l (B-hidroxinaftaldeido), Al2
(benzaldeido) e A10 (2-hidroxibenzaldeido) acarretou em menor
atividade, provavelmente por diminuir a eletrofilicidade do nitrogénio e
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aumentar o impedimento estérico, dificultando os mecanismos de acédo
antioxidante.

Para avaliacdo da atividade antioxidante é necessario que se
estabelecam diferentes metodologias que estejam baseadas em
diferentes mecanismos de acdo, para que haja maior confiabilidade.
Neste trabalho, a correlacdo feita entre as atividades antioxidantes acima
mencionadas mostrou excelentes padrdes de correlacéo linear (r° > 0,84)
(Tabela 13).

Tabela 13- Correlacdo da atividade antioxidante para as bases de Mannich.

Atividades correlacionadas Porcentagem de correlacdo (%0)
Poder redutor e metal quelante 88,0
Poder redutor e antioxidante total 99,9
Poder redutor e DPPH 84,7
Metal quelante e DPPH 92,1
Antioxidante total e DPPH 84,4
Metal quelante e antioxidante total 87,9

A presenca de varios picos catodicos e anddicos dificulta a
correlacdo entre as atividades anteriormente mencionadas e 0s ensaios
utilizando voltametria ciclica.

5.2.4 Dimeros da lausona

Para a série de dimeros derivados da lausona (DIM-1 a DIM-9)
foram realizados 0s mesmos ensaios antioxidantes para 0s quais se
buscou padrdes de correlacdo para estas atividades. Os resultados estdo
expressos na Tabela 14.
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Tabela 14-Atividade antioxidante para os dimeros derivados da Lausona.

Amostra | Substituinte Metal Poder Capacidade Sequestro
quelante | redutor | antioxidante | do radical
(ECso (mg total DPPH
uM) AAE /g) | (mg AAE/Q) | (ECso uM)
DIM-2 3,4,5- 61,01+ 836,23 | 325,12+0,44 | 22,81 +
triOCH, 0,17 +0,99 0,11
CeHy
DIM-1 4-OCH;- 81,25 + | 70512 |27599+044 | 30,25 +
CeHy 0,12 + 0,86 0,22
DIM-5 2-OH-3-Br- | 98,71 + | 510,00 | 197,88+0,19 | 37,02
CeH3 0,11 +1,26 0,12
DIM-7 4-CH3-C¢H, | 120,12 + | 495,66 | 192,11+0,42 | 44,67
0,18 +1,88 0,09
DIM-9 3-CHs-fur-2- | 129,20 + | 470,81 | 181,13+0,94 | 50,38 +
il 0,16 +0,88 0,17
DIM-4 -CeHs 130,88 + | 468,09 | 179,09+0,66 | 51,61 +
0,21 + 0,26 0,84
DIM-3 4-Br-CgH, 115, 49+ | 450,11 | 173,98+0,12 | 44,86 +
0,13 +1,21 0,65
DIM-6 4-NO,-C¢H, | 130,64 + | 426,12 | 165,09+0,38 | 50,23 +
0,33 +0,14 0,78
DIM-8 4-F-C¢H, 141,70 + | 417,08 | 161,08 +0,24 | 55,18 +
0,65 +0,09 0,64
Rutina 67,73 + | 1622,10 | 310,43+1,87 | 4,56+ 0,17
0,16 +11,76
BHT 93,71 + | 1641,89 | 548,24+1,23 | 30, 59 =+
0,29 + 14,23 0,21
EDTA 1591 +£ | -
0,02

Cada um dos valores foi expresso + com seu desvio padréo.

Observando atentamente os dados apresentados na Tabela 14, é
possivel perceber que a atividade antioxidante para 0s compostos desta
série apresentou excelentes valores quando avaliada por diferentes
métodos, inclusive comparavel em ordem de grandeza aos padrdes
utilizados (BHT e rutina).

Destacam-se para esta atividade os compostos DIM-2 e DIM-1,
derivados do 2,4,5-trimetoxibenzaldeido e 4-metoxibenzaldeido
respectivamente. Como dito anteriormente, a presenca destes
substituintes tendem a aumentar a atividade antioxidante dos compostos
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ja que é um forte grupo doador de elétron, o que aumenta a estabilidade
do anel benzénico, resultando em aumento da atividade sequestradora de
radicais livres, por exemplo. Além disto, apresentam importancia por
aumentar a nucleoficilidade no atomo responsavel pela formagdo de
estruturas complexas do tipo quelato e ainda contribuir com o aumento
da possibilidade de reducao de espécies metalicas.

Mais uma vez, foi possivel observar que a presenca de elementos
eletronegativos tende a diminuir a atividade antioxidante, como
resultado exatamente oposto a aquele observado para os substituintes
metila e metoxila, como é o caso dos compostos DIM-3, DIM-6, DIM-
8 derivados do 4-bromo, 4-nitro e 4-fllorbenzaldeido respectivamente.

Os diferentes métodos de investigagdo para as atividades
antioxidantes foram correlacionados entre si (Tabela 15), apresentando
um minimo de 93,6% de correlagio demonstrando uma alta
confiabilidade nos resultados obtidos. Vale ressaltar que estes valores de
alta correlacdo sdo resultado de analises realizadas em triplicatas, com
experimentos multiplos.

Tabela 15-Correlacdo entre as metodologias de atividade antioxidante para os
dimeros.

Porcentagem
Atividades correlacionadas de ~
correlagéo
(%)
Poder redutor e metal quelante 94,5
Poder redutor e antioxidante
99,9
total
Poder redutor e DPPH 93,6
Metal quelante e DPPH 99,8
Antioxidante total e DPPH 93,9
Metal quelante e antioxidante 94.7
total

Quando correlacionados com 0s ensaios voltamétricos, podemos
observar uma correlagdo entre as atividades in vitro e o potencial
anodico. Os compostos seguiram exatamente o previsto para a atividade
com melhores resultados de atividade para os compostos na ordem
DIM-2> DIM-1> DIM-5 > DIM-7> DIM-9> DIM-4> DIM-3>DIM-
6> DIM-8, de acordo com 0 aumento no potencial anddico e exatamente
na mesma sequencia, com os valores extremos -1,86V para 0 DIM-2 e -
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1,49V para o DIM-8. Como visto anteriormente, quanto maior o valor
do potencial anddico, menor a atividade antioxidante observada para os
compostos desta série.

As atividades antioxidantes foram relacionadas ao potencial
anodico e observou-se um bom padrdo de correlagdo, como 65,9; 67,4;
66,9 e 66,4% para quelacdo do ferro, poder redutor, reducdo do
molibdénio e sequestro de radiciais livres DPPH, respectivamente.

5.2.5 Sulfonamidas

As sulfonamidas também foram avaliadas através dos mesmos
testes de atividade antioxidante (Tabela 16).



Tabela 16-Atividade antioxidante para as sulfonamidas S-1 a S-11.
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N Metal Poder Capacidade Sequestro do
Amostra o " quelante redutor antioxidante total | radical DPPH
ECeuM) | (Mg AAE / mg AAE/ ECso pM
Substituinte R (ECsopM) | (mg 9) (mg 9) (ECso nM)
$-10 fj"“ 65093+037 | 98813+012 | 517,13+024 82:31+0.09
NP
S-1 \Nw 110,72 +024 | 631,71+032 |  33063+011 138,21 + 0,23
S-7 -NH, 144,46 +084 | 59350 +0,99 | 310,67 +0.41 180,26 + 0,32
H NO,
S8 - @ 151,81 + 0,21 473'21 * 250,82 + 0,29 185,93 + 0,63
NO, '
S-9 1\5 160,65+ 0,16 | 406,93 +0.21 | 213,63+0,78 199,86 + 0,12
|
=

S5 ! 234.09+037 | 291,07+098 | 15278+ 0,54 291,31 + 0,27
S-6 22712+0,99 | 25946 +1,01 | 136,19 +0,18 382,61 +0,76
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°\\s{° Metal Poder Capacidade Sequestro do
Amostra o e quelante redutor antioxidante total | radical DPPH
ECso 1M mg AAE / mg AAE/ ECsq nM
Substituinte R (ECso M) (mg 9) (mg 9) (ECs0 nM)
S-4 © 400,30 £ 0,21 | 154,09 £ 0,18 80,93+ 0,12 498,27 £ 0,09
a
S-3 © 417,49 £0,99 | 14318 £0,75 75,16 £ 0,53 517,49 + 0,03
NO,
S-2 © 465,39 £ 0,72 | 139,33 £ 0,99 73,05+ 0,21 579,05 £ 0,25
F
Cl
S-11 507,77 £0,57 | 129,33 £ 0,88 67,89 £0,13 712,19 £ 0,96
Cl
Rutina - 67,73 0,16 lﬁff,;.g + 310,43 + 1,87 4,56+ 0,17
BHT - 93,71 +£0,29 16]‘&’283 * 548,24 £ 1,23 30,59 +£0,21
EDTA - 15,91 % 0,02

Cada um dos valores foi expresso £ com seu desvio padrao.
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A analise da atividade antioxidante da série de sulfonamidas
demonstra o alto potencial desta classe de compostos. Analisando a
capacidade antioxidante total, pode-se observar que trés dos compostos
S-10, S-1 e S-7 apresentaram atividade igual ou superior ao padrao
rutina. Isto demonstra a habilidade deles em reduzir atomos de
molibdénio. Além disto, demonstraram boa atividade para as demais
metodologias  antioxidantes avaliadas. Obviamente o0s valores
observados para 0 sequestro de radicais livres para os padrbes sao
melhores porque acompanham o ndmero de hidroxilas presentes nos
compostos fenolicos que compde a estrutura da rutina, por exemplo.

Assim como ocorreu nas analises antioxidantes para os adutos de
Mannich e dimeros da Lausona, as metodologias foram correlacionadas
e o resultado esta apresentado na Tabela 17.

Tabela 17-: Correlagdo entre as metodologias antioxidantes para as
sulfonamidas.

Atividades correlacionadas Porcentagem de correlacao (%)
Poder redutor e metal quelante 86,5
Poder redutor e antioxidante total 99,9
Poder redutor e DPPH 86,8
Metal quelante e DPPH 98,5
Antioxidante total e DPPH 86,7
Metal quelante e antioxidante total 86,6

A correlacdo minima observada foi de 86,5%, que ainda pode ser
considerada uma boa correlacdo, levando em consideracéo os diferentes
mecanismos investigados para cada uma delas.

53 ENSAIOS DE INIBICAO DA ENZIMA
ACETILCOLINESTERASE

5.3.1 A enzima acetilcolinesterase

O sistema neurotransmissor mais importante envolvido na
regulacdo das funcBes cognitivas, é o sistema colinérgico central.
Assim, para contrariar a perda de neurdnios colinérgicos na area do
hipocampo, que € uma das principais caracteristicas associadas a doenca
de Alzheimer, faz-se necessario induzir um aumento da atividade
colinérgica central. Isto pode ser possivel através do uso de agentes
anticolinesterasicos, ja que a enzima acetilcolinesterase (AChE) é
fundamental neste processo (DI GIOVANNI et al, 2008).
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A inibicdo da AChE é a uma das estratégias mais indicadas e
investigadas para o tratamento de diversas doengas neurol6gicas, como a
doenca de Alzheimer, a deméncia senil, a ataxia, a miastenia grave € a
doenca de Parkinson (MUKHERJEE et al, 2007).

A inibicdo da enzima AChE ndo é simples, ja que esta enzima
(Figura 56) ¢é de extrema complexidade. A AChE é uma serina hidrolase
que reage seletivamente com o seu substrato natural, a acetilcolina
(ACh). Estruturalmente esta enzima & composta por diversas formas
moleculares, que podem ser divididas em formas assimétricas e formas
globulares, com estas Ultimas existentes como mondmeros, dimeros ou
tetrameros cataliticos, quer secretados como formas solGveis ou
ancoradas @ membrana por um dominio hidrofébico (RACCHI, 2008).

Figura 56-Estrutura da enzima AChE.

Vérios estudos tem sido desenvolvidos utilizando as mais
distintas técnicas, e estes demonstraram que o sitio da AChE é composto
de varios dominios principais: (a) um dominio que contém a serina
ativa, (b) um dominio aniénico que acomoda o pélo positivo da ACh e
(c) dominios hidrofébicos que ligam substratos aril, e outros ligantes
sem carga (KOVARIK, 2003). A triade catalitica é constituida pelos
residuos de aminoacido Ser 203, His 447 e Glu 334 (BOURNE et al,
centro catalitico (inibidores competitivos), enquanto outros influenciam
0s parametros de estado estacionario pela associagdo com um dominio
alostérico afastado do sitio ativo. Este dominio é referido como o centro
anionico periférico (BOURNE et al, 2003).
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Compostos isolados de produtos naturais ou derivados semi-
sintéticos que atuam como inibidores da enzima acetilcolinesterase
(AChE) podem ser utilizados no tratamento de neuropatias
degenerativas, como Doenga de Alzheimer e Parkinson, bem como
outras desordens relativas a transmissdo colinérgica como miastenia
gravis, paralisias musculares causadas por agentes quimicos, intoxicacéo
por escopolamina e outras patologias associadas a perda de memoria.

Neste trabalho foi investigada a atividade acetilcolinesterasica
para as trés séries de compostos e os resultados serdo apresentados a
sequir (Tabela 18).

Tabela 18-Atividade de inibicdo da enzima AChE.

Inibicdo da AChE [ICs
Composto (LM)]
Galantamina 17,05+0,21
Bases de Mannich
A-1 39,86 + 0,11
A-2 70,16 +0,22
A-3 42,27 + 0,32
A-4 65,90 £0,17
A-5 37,09+ 0,13
A-6 67,24 + 0,16
A-7 58,25 + 0,09
A-8 59,32+ 0,12
A-9 56,90 + 0,11
A-10 29,12 + 0,25
A-11 28,97 + 0,06
A-12 30,99 + 0,29
Dimeros da lausona

DIM-1 15,98 + 0,03
DIM-2 12,23 £ 0,07
DIM-3 45,12 + 0,36
DIM-4 43,09 + 0,22
DIM-5 23,49 + 0,76
DIM-6 46,00 + 0,11
DIM-7 16,88+ 0,19
DIM-8 29,09 + 0,04
DIM-9 27,99 + 0,32
Sulfonamidas

S-1 5,64 + 0,33
S-2 36,72+ 0,21
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Inibi¢do da AChE [ICs
Composto (uM)]
S-3 34,91 + 0,81
S-4 32,98 +0,11
S-5 7,34+ 0,31
S-6 20,89 + 0,08
S-7 9,24+0,12
S-8 22,05+ 0,32
S-9 6,99 + 0,28
S-10 8,74 £ 0,02
S-11 24,18 + 0,06

Dos cinco farmacos atualmente utilizados no tratamento da
doenca de Alzheimer, quatro atuam como agentes anticolinesterasicos.
Sdo eles, a tacrina, donezepila, rivastgminina e galantamina.
Estruturalmente estes compostos apresentam algumas caracteristicas
comuns, tais como a presenca grupos doadores de elétrons, anéis
aromaticos, heterociclos aromaticos e ndo aromaticos contendo atomos
de nitrogénio e centros carbonilicos.

Analisando primeiramente a série dos adutos de Mannich, pode-
se observar uma boa atividade de inibigdo de modo geral. Os compostos
com melhor atividade, menor ICsy, foram os compostos A-11, A-10 e A-
12, todos contendo, além de outras caracteristicas estruturais, um
heterociclo saturado derivado da pirrolidina. Dentre os demais, observa-
se destaque para os compostos A-5 e A-1 que apresentam grupos metila
doadores de elétrons e derivados da p-toluidina. Vale salientar que para
uma mesma amina constituinte da base de Mannich, observou-se
melhores resultados para os aldeidos constituintes da molécula, na
ordem 2-hidroxinaftaldeido> 2-hidroxibenzaldeido> benzaldeido. Os
compostos contendo grupos retiradores de elétrons, como nitro,
apresentaram o0s piores indices de inibicdo e dentre estes aqueles
contendo a hidrazina apresentaram-se com melhores valores de inibi¢éo
enzimatica.

Quando analisados os dimeros derivados da lausona podemos
observar excelentes valores de inibicdo, principalmente para os
compostos DIM-2, DIM-1 e DIM-7 derivados do 3,4,5-
trimetoxibenzaldeido, 4-metdxibenzaldeido e p-metilbenzaldeido
respectivamente, que Se mostraram mais ativos que o padréo
galantamina utilizado. Estruturalmente estes compostos se assemelham
aos inibidores desta enzima no sentido de apresentarem grupos doadores
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de elétrons (metoxila ou metila), anéis aromaticos, hidroxilas e
carbonilas que parecem ser importantes para a atividade. Novamente
para 0s compostos com substituintes com habilidade de retirar elétrons
observou-se menor atividade, que sdo os compostos DIM-3 e DIM-6,
derivados do 4-bromo e 4-nitrobenzaldeido respectivamente.

Para a série das sulfonamidas observou-se uma atividade de
inibicdo enzimatica superior as demais classes investigadas neste
trabalho. A anélise dos valores de ICsy para 0s compostos S-1, S-9, S-5,
S-10 e S-7 derivados da morfolina, 2-amino-1-picolilamina e 2-
aminopirazina,  o-hiddxianilina e hidrazina, respectivamente,
demonstram valores de atividade superiores ao padrdo galantamina. Para
estas sulfonamidas observa-se, a presenca dos heterociclos nitrogenados,
grupos doadores de elétrons, hidroxilas e anéis aromaticos, que compde
0 esqueleto basico de grande parte dos agentes anticolinesterasicos.

Maiores informac@es sobre a correlago estrutura atividade seréo
obtidas através da correlacdo destes dados experimentais com estudos
quantitativos do tipo QSAR que serdo desenvolvidos posteriormente.

54 ATIVIDADE ANTINOCICEPTIVA

A atividade nociceptiva foi investigada pela mestre Catharina
Nucci, supervisionada pelo professor Dr. Adair R.S. Santos, do
Departamento de Fisiologia da UFSC.

5.4.1 Nocicepcao e 0 estresse oxidativo

O desequilibrio redox, com o aumento das espécies reativas de
oxigénio (EROs) em relagdo aos agentes do sistema de defesa
antioxidante, causa estresse oxidativo e, consequentemente, muitos
danos celulares (Halliwell e Gutteridge, 2007; Rao, 2009). Neste
sentido, estudos tém demonstrado que as EROs participam da
fisiopatologia de diversas doengas como a hemocromatose, [-
talassemia, doencas cardiovasculares, diabetes mellitus, cirrose hepatica,
alguns tipos de cancer, na doenca de Parkinson e na doenga de
Alzheimer (CAPPELLINI et al., 2006; Halliwell, 2007; ALLEN et al.,
2008; Gorrini et al., 2013; Hsieh e Yang, 2013; Yan et al., 2013).
Ademais, dados da literatura indicam que as EROs também estdo
envolvidas na dor de vérias etiologias, incluindo a dor neuropética e
inflamatdria (KIM et al., 2004; WANG et al., 2004; Coderre et al.,
2004; SCHWARTZ et al., 2006; BARRIERE et al., 2012). Em
contrapartida, varios “sequestradores” (scavengers) de EROs, reduzem
comportamentos de dor em diversas condi¢bes dolorosas (TAL, 1996;
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KIM et al., 2006; HACIMUFTUOGLU A. et al. 2006; JANES et al.,
2012; PARK et al., 2013).

O sistema nervoso apresenta caracteristicas que o tornam
particularmente suscetivel ao estresse oxidativo por ter em sua
constituicdo uma grande quantidade de acidos graxos poliinsaturados,
tornando-se alvo consideravel da lipoperoxidacdo mediada por radicais
livres, bem como altas concentragtes de ferro em algumas regides e 0
grande consumo de oxigénio (Dugan e Kim-Han, 2006). O ferro é um
catalisador importante de EROs e promove a formacdo do radical
hidroxil, do anion superoxido e da molécula peroxido de hidrogénio
(Robbins et al., 2000). Em contrapartida, agentes quelantes de ferro,
como a desferrioxamina, podem promover atividade anti-inflamatoria
em modelos animais de inflamag&o aguda e cronica (Blake et al., 1983).

Wang e colaboradores (2004) identificaram o superéxido como
um novo mediador da hiperalgesia (clinicamente definida como uma
sensibilidade aumentada a estimulos dolorosos) e expuseram as
possiveis vias moduladoras desta resposta hiperalgésica. Para isto, 0s
autores usaram o teste agudo da injecdo intraplantar de carragenina em
ratos e ap6s o desenvolvimento da inflamacdo periférica, avaliaram o
edema da pata, a liberacdo de citocinas no exsudato da pata, a formacéo
de nitrotirosina (um marcador de formagdo de peroxinitrito e estresse
oxidativo), a ativacdo da poli-ADP-ribose-polimerase (enzima nuclear
ativada por superdxido/peroxinitrito) e a hiperalgesia, demonstrando que
0 M40403 (mimético da superoxido dismutase) foi capaz de bloquear,
de forma tempo dependente, todos os parametros de inflamacdo e
hiperalgesia medidos. Ainda, Khattab (2006) demonstrou que o
TEMPOL, um scavenger de radical livre permeavel & membrana, foi
capaz de reduzir a hiperalgesia e o edema de pata induzido por
carragenina, um potente indutor quimico de inflamacé&o.

Estudos sugerem que o estresse oxidativo aumenta a fosforilagdo
dos receptores NMDA, um agonista glutamatérgico do tipo ionotropico,
na transmissdo nociceptiva (dor) (GAO et al., 2007). Ademais, estd bem
estabelecido na literatura que a ativacdo do receptor NMDA induz
despolarizagdo prolongada dos neurdnios, sendo que este mecanismo
pos-receptor envolve a ativacdo de proteinas cinases, mobilizacdo de
Ca?* intracelular, inducéo dos genes e ainda a producdo de mediadores
nociceptivos e/ou inflamatdrios, tais como prostaglandinas e Oxido
nitrico (HILL, 2001). Assim, considerando os dados da literatura sobre a
estreita relacdo do estresse oxidativo e do receptor glutamatérgico
NMDA na dor, este estudo optou pela realizagdo de um screening inicial
na dor aguda utilizando o teste do glutamato intraplantar.
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5.4.2 Sinalizacdo glutamatérgica e dor

A dor atua como um mecanismo de alerta do corpo,
“informando” que algo esta ameacando o bem-estar do individuo, para
gue a causa seja rapidamente identificada e afastada (WALL, 1999).
Neste sentido, a dor é um sinal clinicamente importante para a detecgéo
e avaliagdo de muitas doengas. A Associacdo Internacional para o
Estudo da Dor a define como sendo “uma experiéncia emocional e
sensorial desagradavel associada com uma lesdo tecidual real ou
potencial ou descrita em termos de tal lesdao” (LOESER e TREEDE,
2008). Entretanto, sua percepcdo é complexa, envolvendo dois
componentes distintos, um componente emocional e um componente
fisioldgico ou sensorial, denominado nocicep¢do (RUSSO e BROSE,
1998; JULIUS e BASBAUM, 2001). Assim, os modelos animais de
analgesia avaliam a nocicepg¢éo pelo comportamento do animal frente ao
estimulo nocivo.

Grandes evidéncias indicam que os aminoacidos, principalmente
o glutamato, encontrado em fibras C e AJ, fibras nervosas de didmetros
menores e mais lentas que transportam os sinais aferentes dos
nociceptores, apresenta um papel fundamental na transmissédo da dor,
pois provoca a despolarizagéo pds-sinaptica e propagacdo da informagéo
nociceptiva (MILLAN, 1999; BARON, 2006). Existem dois grupos
distintos de receptores glutamatérgicos denominados ionotrdpicos e
metabotrépicos. Os receptores ionotropicos sdo canais idnicos do tipo
N-metil-D-aspartato (NMDA), a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-
isoxazolepropionato (AMPA) e cainato e 0s receptores metabotrépicos
sdo acoplados a proteina G (DICKENSON, 1997).

Ademais, uma excitabilidade anormal causada por inflamacéo ou
lesdo, normalmente pode decorrer pelo aumento da expressdo ou da
ativacdo de receptores, que podem ser estimulados pelo glutamato.
Sendo assim, substancias capazes de causar modificacOes seletivas na
sinalizacdo glutamatérgica podem dar origem a novos agentes
analgésicos e anti-inflamatérios (Parsons, 2001; Bleich et al., 2003;
ZHOU et al., 2011).

5.4.3 Nocicepgdo induzida pela inje¢do intraplantar de glutamato
O sistema glutamatérgico é um dos mais importantes sistemas de

neurotransmissores envolvidos na estimulagdo e manutengdo da
nocicepcdo e da antinocicepcdo, tanto em nivel periférico quanto
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central (FUNDYTUS, 2001; RIEDEL e NEECK, 2001). Assim, para
melhor compreensao do efeito antinociceptivo de algumas sulfonamidas
derivadas do carvacrol, foi empregado o modelo da nocicepgao induzida
pela injecdo intraplantar de glutamato com o objetivo de também
evidenciar a possivel interacdo periférica do sistema glutamatérgico na
acao antinociceptiva dos compostos analisados.
Devido ao alto nimero de animais que seriam utilizados, caso fossem
testados todos os compostos, esta parte do trabalho restringiu-se aos
testes com as sulfonamidas S-1 (morfolina), S-2 (p-fluoranilina), S-9 (2-
amino-1-picolilamina)  S-10  (o-hidroxianilina) e S-11 (2,4-
dicloroanilina), por maior disponibilidade do composto, em termos de
guantidade e por apresentarem maior variabilidade estrutural. Os demais
compostos serdo testados futuramente.

5.4.4 Efeito dos compostos sobre a nocicep¢do induzida pelo
glutamato

Os resultados apresentados na Figura 57 mostram que o
tratamento sistémico dos animais com os compostos carvacrol, S-1, S-2,
S-9 e S-11 inibe de forma significativa a nocicep¢do induzida pela
injecdo de 20 pmol/i.pl. de glutamato, sugerindo que estes compostos
apresentam importante efeito terapéutico para o tratamento da dor aguda
e ainda que 0s mesmos sdo capazes de diminuir a sinalizacdo
glutamatérgica periférica.
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O comportamento nociceptivo foi avaliado 1 hora apds o tratamento com carvacrol (A), S-1(B), S-10 (C), S-2 (D), S-9 (E) e S-11
(F), em doses que variaram de 0,00003 a 0,03 mg/kg (colunas abertas) ou veiculo (controle: C, barra fechada), por via
intragastrica. Os animais receberam a injecdo intraplantar de glutamato e a nocicepgdo foi avaliada por 15 min. Cada coluna
representa a média de 6 - 8 animais e as linhas verticais indicam o E.P.M. Os asteriscos (*) denotam os niveis de significancia,
quando comparado com o grupo controle (*P<0,05; **P<0,01 e ***P<0,001). A significancia estatistica foi determinada com
ANOVA de uma via seguido pelo teste de Student-Newman-Keuls.
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Em contraste, S-10 (0,00003-0,03 mg/kg, i.g.) ndo foi capaz de
reduzir de forma significativa a nocicepcdo induzida por glutamato. O
tratamento com o0s compostos reduz significativamente o
comportamento nociceptivo, traduzido pelo fato de lamber as patas,
induzido pela injecdo intraplantar de glutamato, apresentando inibicdes
de: 44 £ 3% para o carvacrol na dose de 0,03 mg/kg, i.g.; 36 + 7%, 61 +
2% e 59 * 6% para 0 S-1 nas doses de 0,001, 0,003 e 0,03 mg/kg, i.g.,
respectivamente; 24 + 5% e 35 + 8% para 0 S-2 nas doses de 0,003 e
0,03 mg/kg, i.g., respectivamente; 24 + 6%, 33 + 3% e 36 + 6% para 0
S-9 nas doses de 0,0003, 0,003 e 0,03 mg/kg, i.g., respectivamente e 40
+ 8%, 44 + 3%, 30 £ 4% e 33 + 5% para 0 S-11 nas doses de 0,001,
0,003, 0,01 e 0,03 mg/Kkg, i.g., respectivamente. Assim, podemos sugerir
gue os compostos carvacrol, S-1, S-2, S-9 e S-11 podem ser alvos
interessantes para o tratamento da dor aguda, principalmente 0 composto
S-1 (0,003 mg/kg), pois apresentou um efeito antinociceptivo mais
pronunciado, se comparado com 0s outros compostos analisados. Os
valores calculados de Dls, para o efeito antinociceptivo do composto S-
1 foram de 0,005 (0,002-0,01) mg/Kkg.

Além disso, nossos resultados demonstram que de todos os
compostos analisados na dor aguda, o composto S-1 (0,003 e 0,03
mg/kg, i.g.) foi o Unico capaz de reduzir o edema de pata induzido pela
injecdo intraplantar de glutamato, com inibicdes de 40 £ 6% e 70 £ 9%
em relagdo ao grupo controle, respectivamente, Figura 58 . Os valores
calculados de Dlsy para o efeito antiedematogénico do composto S-1
também foram de 0,005 (0,002-0,01) mg/kg, mostrando homogeneidade
nos dados. Assim, podemos sugerir que 0 composto S-1também pode
ser um alvo interessante para o tratamento da dor inflamatoria.
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Figura 58-Efeito dos compostos sobre o edema de pata induzido pela injecdo intraplantar de glutamato.
O edema de pata foi avaliado 1 hora ap6s o tratamento com carvacrol (A), S-I (B), S-10 (C), S-2 (D), 2-S-9 (E) e S-11 (F), em
doses que variaram de 0,00003 a 0,03 mg/kg (colunas abertas) ou veiculo (controle: C, barra fechada), por via intragastrica. A
diferenca de espessura da pata do animal foi verificada imediatamente antes e depois do teste do glutamato. Cada coluna
representa a média de 6 - 8 animais € as linhas verticais indicam o E.P.M. Os asteriscos (*) denotam 0s niveis de significancia,
quando comparado com o grupo controle (**P<0,01 e ***P<0,001). A significancia estatistica foi determinada com ANOVA de
uma via seguido pelo teste de Student-Newman-Keuls.
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5.4.5 Avaliacdo locomotora: teste de campo aberto (Open-field)

O teste do campo aberto foi realizado a fim de excluir a
possibilidade de que a acdo antinociceptiva das sulfonamidas derivadas
do carvacrol poderia estar relacionada com efeitos inespecificos, tanto
em nivel central quanto periférico, sobre a atividade locomotora dos
animais.

A avaliacdo da atividade locomotora dos animais no teste do
campo aberto foi realizada em camundongos sadios que ndo foram
submetidos a nenhum tipo de procedimento nocivo. Os resultados
apresentados na Figura 59 mostram que a administracdo intragastrica
dos compostos carvacrol, S-1, S2, S-9, S-10 e S-11 em doses que
variaram de 0,00003 a 0,03 mg/kg, ndo alterou a atividade locomotora
dos animais, quando comparado ao grupo controle (Figura 59),
sugerindo que estes compostos testados ndo induzem perda e/ou
comprometimento das fun¢Ges motoras quando administrados em doses
até 0,03 mg/kg em camundongos.
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Figura 59-Efeito do tratamento com os compostos sobre a atividade locomotora espontanea dos animais.

A atividade locomotora dos animais foi avaliada 1 hora apés o tratamento com carvacrol (A), S-1(B), S-10 (C), S-2D), S-9 (E) e
S-11 (F), em doses que variaram de 0,00003 a 0,03 mg/kg (colunas abertas) ou veiculo (controle: C, barra fechada), por via
intragastrica, no teste de campo aberto. O nimero de cruzamentos foi contado cumulativamente por 6 min. Cada coluna
representa a média dos valores obtidos a partir de 6 - 8 animais e as linhas verticais indicam E.P.M. A significancia estatistica foi
determinada com ANOVA de uma via seguido pelo teste de Student-Newman-Keuls. Fonte: Elaborado pela autora (2014).
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Os resultados do presente estudo demonstram que o0 composto
carvacrol e seus sintéticos S-1, S-2, S-9 e S-11 foram capazes de reduzir
a nocicepgdo induzida pela injecdo intraplantar de glutamato, mostrando
gue a inibicdo do mecanismo estimulatério, via neurotransmissdo
glutamatérgica periférica, pode estar contribuindo, pelo menos em parte,
para o efeito antinociceptivo destes compostos. Neste sentido, estes
dados sugerem a influéncia da inibicdo glutamatérgica no efeito
antinociceptivo dos compostos testados.

E importante salientar que os compostos derivados do carvacrol,
selecionados para a realizacdo dos experimentos in vivo, foram
escolhidos a partir dos resultados apresentados nas atividades testadas in
vitro (antioxidantes). Também, nosso interesse em investigar o sistema
glutamatérgico partiu do fato de que é o glutamato o principal mediador
da neurotransmissdo excitatéria no sistema nervoso central de
mamiferos (Traynelis et al., 2010). Ademais, Brenner e colaboradores
(2004) demonstraram que a estimulacdo nociceptiva periférica induz a
fosforilagdo da subunidade NR1 do receptor NMDA no local
dependente de PKC, serina-896, em neur6nios do corno dorsal da
medula espinhal, mostrando que a ativacdo de um mecanismo periférico,
pelo aumento da estimulacdo do receptor NMDA, pode interferir em
vias nociceptivas centrais.

O presente estudo também realizou o teste do campo aberto
(Open-field) para excluir a possibilidade de que os compostos da sintese
do carvacrol estudados estejam agindo, ndo somente como analgésicos,
mas também como relaxantes musculares ou depressores do sistema
nervoso central, causando alteracdes ndo especificas sobre a atividade
locomotora dos animais. A literatura demonstra que diversos
antagonistas glutamatérgicos, principalmente via receptor ionotrépico
do tipo NMDA, tais como MK-801, produzem efeitos antinociceptivos
significativos, porém diminuem o comportamento exploratério do
animal (CODERRE e VAN EMPEL, 1994). Em contrapartida, nossos
resultados demonstram que o tratamento intragastrico com alguns dos
compostos testados é capaz de produzir um efeito antinociceptivo
significativo, via inibi¢do glutamatérgica periférica, sem causar qualquer
disfuncdo motora detectavel, ndo afetando, entdo, a atividade
locomotora dos camundongos. Assim, o composto carvacrol e seus
sintéticos S-1, S-2, S-9 e S-11 com doses até 0,03 mg/kg tem um
potencial analgésico interessante para tratar a dor aguda sem causar
sedacgdo no sistema nervoso central.
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55 ATIVIDADE ANTI-LEISHMANIA

Doengas tropicais negligenciadas sdo responsaveis, de um modo
geral, por mais de um milhdo de mortes humanas em todo o mundo por
ano, sendo que 50.000 desses 6bitos sdo devido as leishmanioses (OMS,
2013). Dentre estas, a leishmaniose visceral (LV) é apontada como
problema de salde publica, e o Brasil estd entre os paises da América
Latina que apresenta maior nimero de casos humanos, representando
aproximadamente 90% dos casos anuais diagnosticados (MONTEIRO et
al., 2005).

A leishmaniose é uma doenca infecciosa, porém, ndo contagiosa,
causada por parasitas do género Leishmania e transmitida por insetos
hematéfagos (que se alimentam de sangue) conhecidos como
flebotomos ou flebotomineos. Os fleb6tomos medem de 2 a 3
milimetros de comprimento e devido ao seu pequeno tamanho sdo
capazes de atravessar as malhas dos mosquiteiros e telas. Apresentam
cor amarelada ou acinzentada e suas asas permanecem abertas quando
estdo em repouso. Seus nomes variam de acordo com a localidade; os
mais comuns sdo: mosquito palha, tatuquira, birigli, cangalinha, asa
branca, asa dura e palhinha. O mosquito palha ou asa branca é mais
encontrado em lugares Umidos, escuros, onde existem muitas plantas
(RIBEIRO, 2001). As espécies de Leishmania sdo capazes de induzir
uma grande variedade de manifestagdes clinicas dependendo da
interacdo entre a resposta imune do hospedeiro e a patogenicidade do
parasito (ALMEIDA et al., 1996).

O ciclo de vida do parasita é heteroxénico, necessitando de dois
tipos de hospedeiro, um inseto e outro vertebrado. A Leishmaniose é
transmitida para o vertebrado através da picada de um
inseto hematdfago. O inseto injeta sangue com a forma infecciosa, 0s
promastigotas, no vertebrado. As promastigotas
sofrem fagocitose por macrofagos e se transformam em amastigotas.
Estas se multiplicam por divisdo bindria simples aumentando o nimero
de protozoarios no interior do macrofago, que pela quantidade de
amastigotas e pela destruicdo citoplasméatica produzida, rompe-se
liberando-as no meio intercelular ou corrente sanguinea, fazendo com
gue outras células sejam infectadas. O inseto se contamina ao ingerir
sangue com células parasitadas por amastigotas. No intestino, os
parasitas sdo liberados e se transformam em promastigotas. Essas
formas se multiplicam por mitose no intestino médio ou posterior,
dependendo da espécie daLeishmania, e migram para a regido
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da proboscide do vetor. O inseto ao realizar outra picadura repassa aos
promastigotas, completando o ciclo (FRAGA et al., 2010) (Figura 60).
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Figura 60-Ciclo da Leishmania viceral. Fonte http://WWW.dpd.cdc.gov/dpdx

Ha dois tipos de leishmaniose: leishmaniose tegumentar (LT) ou
cutdnea e a leishmaniose visceral (LV) ou calazar. A leishmaniose
tegumentar caracteriza-se por feridas na pele que se localizam com
maior frequéncia nas partes descobertas do corpo. Tardiamente, podem
surgir feridas nas mucosas do nariz, da boca e da garganta. Essa forma
de leishmaniose & conhecida como "ferida brava". A leishmaniose
visceral é uma doenca sistémica, pois, acomete varios 6rgdos internos,
principalmente o figado, o baco e a medula 6ssea.

Muitas espécies de vertebrados podem ser consideradas como
hospedeiros reservatérios da LV, incluindo animais domésticos e
selvagens. Embora 0 homem também possa atuar como reservatério do
agente e tenha participagdo no ciclo de transmissdo, 0 cdo doméstico é
apontado como o principal responsavel pela manutengdo em longo prazo
da cadeia epidemiolégica urbana da doenca (REY, 2008).
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A leishmaniose visceral canina (LVC) é caracterizada por
diferentes manifestaces clinicas, variando de uma forma assintomética
e subclinica a casos severos e sintomaticos, que levam o cdo a morte.
Estes diferentes quadros podem estar diretamente associados a resposta
imunolégica do animal (SILVA, 2007), que podem desencadear uma
série de disturbios fisiolégicos, com alteracbes hematoldgicas e
bioguimicas séricas, aumento na produgdo imunoglobulinas com
formacéo de complexos imunes sollveis, além de alterac@es histoldgicas
de 6rgaos linfoides (DESJEUX, 2004).

A Leishmaniose tegumentar representa um dos maiores
problemas de salide publica afetando cerca de 12 milhGes de pessoas em
88 paises, com o registro de 1-2 milhdes de novos casos anualmente.
Entre todos os casos de LT que ocorrem no mundo, 90% ocorrem no
Brasil, Peru, Afeganistdo, Algéria, Ardbia Saudita, Siria e Ird
(GONTIJO e CARVALHO, 2003). No Brasil, a leishmaniose é uma
antropozoonose, doenca primariamente de origem animal que pode ser
transmitida a humanos, emergente devido principalmente as mudancas
ocorridas na cadeia epidemioldgica, incluindo alteracbes nos
reservatérios, vetores e hospedeiros, em decorréncia das condicdes
sociais, econdmicas e culturais da populacdo. Tem sido apontada em
praticamente todos os estados brasileiros com aumento progressivo de
casos nos ultimos anos, registrando-se surtos nas regifes Norte,
Nordeste, Centro-Oeste, Sudeste e Sul.

A LT apresenta-se sob trés formas clinicas a leishmaniose
cutanea (LC), leishmaniose cutaneomucosa (LCM) e a leishmaniose
cutanea difusa (LCD). Na LC, as lesdes de pele podem ser
caracterizadas na forma localizada (Gnica ou mdltipla) sendo que, na
maioria dos casos, a doenca apresenta-se como uma leséo Unica ulcerada
(NEVES, 1998). Além da espécie L. amazonensis, foram identificados
no Brasil, como causadoras de LTA humana, Leishmania brasiliensis,
Leishmania guyanensis, Leishmania naiffi, Leishmania shawi e
Leishmania lainsoni (NEVES, 1998; Ministério da Saude, 2000).

O tratamento da leishmaniose é feito principalmente com
medicamentos & base de antimoniais pentavalentes, estibogluconato de
sodio (53) (Figura 61) e antimoniato de meglumina (54), introduzidos
como guimioterapicos na década de 40, enquanto anfotericina B® de
segunda escolha na terapéutica. Contudo, a utilizago destes farmacos é
questionavel em virtude da eficacia variavel entre as espécies de
Leishmania, o alto custo, a via de administracdo parenteral e a elevada
toxicidade com efeitos adversos como mialgias, nefrites, alteracGes
hepéticas, distlrbios gastrintestinais, respiratérios, cardiovasculares e
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até arritmias fatais e morte subita (CROFTe COOMBS, 2003; PAULA
et al., 2003).
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Figura 61-Estrutura do estibogluconato de sddio (53) e antimoniato de
meglumina (54)

A necessidade de identificar novos compostos eficazes contra
Leishmania e menos téxicos em relacdo aos farmacos convencionais
tem movido pesquisas na busca de produtos naturais isolados de
espécies vegetais. Substancias predominantemente das classes dos
alcaldides, terpenos, flavonoides, benzopiranos, compostos fendlicos e
lactonas sesquiterpénicas, vem sendo identificadas nas espécies vegetais
com atividade anti-leishmanial (IWU et al., 1994; CARVALHO e
FERREIRA, 2001). Em virtude da facilidade de manutencdo e
producdo, cultura de formas promastigotas de Leishmania spp. tem sido
muito empregada na triagem desses compostos naturais e seus derivados
(NIASSY et al., 2004).

As bases de Mannich derivadas da lausona foram investigadas
guanto a atividade de inibir as formas promastigotas de Leishmania
braziliensis e as formas amastigotas, forma intracelular do parasita. Os
resultados encontram-se nas Tabelas 19 e 20.

Os compostos foram primeiramente investigadas quanto a sua
atividade em inibir as formas promastigotas e amastigotas intracelulares
na concentracdo de 50 pg/mL. Aqueles compostos que apresentaram um
percentual de inibicdo maior que 50%, tiveram sua concentracdo
inibitéria determinada (Clsg). A partir da anlise dos dados da Tabela
19, a maioria das bases de Mannich e a lausona inibiram em mais de
50% a forma promastigota de L. braziliensis, exceto os compostos A-3,
A-4, A-5 e A-10. Entre as bases de Mannich que tiveram sua
concentragdo inibitéria determinada, os compostos A-11 e A-8
apresentaram valores de Clsp de 1,52 e 5,81 uM respectivamente.
Porém, ndo se pode considerar para a atividade apenas os valores de
Clso, pois em alguns casos o composto apresenta baixo de Clsy mas
exibe alta toxicidade. Os adutos de Mannich foram testados quanto a sua
toxicidade em macrdfagos e tiveram seus valores de CCs, determinados.
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Destes, 0 composto A-11 que havia apresentado melhor atividade
apresentou também uma maior citotoxicidade (15,45 uM). Em contraste,
0 composto A-8 que também apresentou um baixo valor de Clsg,
apresentou uma baixa citotoxicidade (169 uM), o que o destaca na série.
Além destes, 0s compostos A-6 e A-7 apresentaram baixa e moderada

citotoxicidade

valores de Cls,.

Tabela 19-Atividade inibitoria das formas promastigotas

respectivamente,

também apresentaram moderados

de Leishmania

braziliensis.
Composto R, R, % Cls, | Citotoxicidade
inibicéo (UM) | CCs (uM)*
(50ug/mL)
A-1 4-CH3-CgH, | -CgHs 92,1 48,68 | 133,8
A-2 4-NO,-CgH, | -CgHs 90,3 21,04 | 68,87
A-3 -CeHs 2-OH -6,1 - -
C10H7O
(naftil)
A-4 4-NO,-C¢H, | 2-OH- 37,9 - -
CyH;0
(naftil)
A-5 4-CH5-CgH, | 2-OH- 33,9 - -
C6H4
A-6 4-NO,-C¢H, | 2-OH- 93,9 36,91 | 3,69
CgH4
A-7 2,4-diNO,- | 2-OH- 100,0 25,42 | 17,74
PhHidrazina | CgH,
A-8 2,4-diNO,- | -CgHs 100,0 5,81 | 169,00
PhHidrazina
A-9 2,4-diNO,- | 2-OH- 75,0 53,50 | 30,89
PhHidrazina | C,,H;O
(naftil)
A-10 Pirrolidinil 2-OH- 40,3 - 65,64
C6H4
A-11 Pirrolidinil 2-OH- 98,1 1,52 | 15,45
(naftil)
A-12 Pirrolidinil -CeHs 97,1 23,64 | 368,00
Lausona 98,1 30,84 | 68,68
Anfotericina 0,08

*Citotoxicidade em macréfagos THP-1
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As bases de Mannich também foram testadas contra a forma
amastigota intracelular (Tabela 20). Os compostos mais ativos foram A-
1(11,1 uM), A-6 (13,0 uM) e A-7 (20,7). Os indices de seletividade sdo
calculados a partir da relacdo entre a citotoxicidade em células THP1,
linhagens de células moniciticas de pacientes com leucemia monocitica
aguda (valores ndo apresentados na Tabela 20) e atividade (Cls), [IS =
CC50/ CI50]. O ideal para que um composto possa ser considerado um
novo protdtipo para o desenvolvimento de farmacos, é que seu indice de
seletividade seja maior ou igual a 10. O composto A-1 (IS = 12,09)
possui bom IS frente as formas amastigotas de L. braziliensis.

Tabela 20-Atividade inibitéria das formas amastigotas intracelular de
Leishmania braziliensis.

Composto | R, R, % Clg Indice
inibicio UM seletividade

(50pg/mL) (1S)

A-1 4-CH3-CgH, | -CeHs 79,7 11,1 12,09

A-2 4-NO,-C¢H, | -CeHs 85,8 35,8 1,92

A-3 -CeHs 2-OH AS SA SA
CyH;0
(naftil)

A-4 4-NO,-C¢H, | 2-OH- | AS SA SA
(naftil)

A-5 4-CH3-CgH, | 2-OH- | AS SA SA
C6H4

A-6 4-NO,-C¢H, | 2-OH- | 80,5 13,0 0,28
C6H4

A-7 2,4-diNO,- 2-OH- | 86,7 20,7 0,85
PhHidrazina | CgH,

A-8 2,4-diNO,- -CeHs 74,8 30,7 5,50

PhHidrazina

A-9 2,4-diNO,- 2-OH- | 77,9 42,0 0,73
PhHidrazina | Cy,H;O
(naftil)

A-10 Pirrolidinil 2-OH- | 87,9 67,0 0,97
CeH,

A-11 Pirrolidinil 2-OH- | 74,6 50,7 0,3
CyH;0
(naftil)

A-12 Pirrolidinil -CeHs 57,1 >50 7,36

LAUS 67,5 >50 1,37
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Anfotericin 0,05 0,11
a

5.6 ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

O uso irracional de antimicrobianos ao longo das Ultimas décadas
€ um dos principais responsaveis pelo surgimento de cepas de
microrganismos  multirresistentes, impulsionando a comunidade
cientifica a pesquisa conjunta nas areas de quimica, farmacologia e
microbiologia para descoberta de novos agentes antimicrobianos
(CECHINEL FILHO, 2000; MACIEL et al., 2002; SOUZA et al.,
2003). Neste sentido, varias pesquisas tém sido desenvolvidas na busca
de compostos, por intermédio de propriedades anti-infecciosas/anti-
inflamatorias de muitas plantas de utilizacdo consagrada pela medicina
popular e que poderdo contribuir inovadoramente na terapeutica
antimicrobiana (YAMAMOTO e OGAWA, 2002; HOLETZ et al.,,
2002; ZACCHINO et al., 2003). Embora a presenca de substancias
antimicrobianas nos vegetais superiores ndo seja um fato recente,
somente a partir da descoberta da penicilina é que esta busca teve grande
impulso (TAVARES, 1984; COELHO et al., 2004).

Novas alternativas terapéuticas para o tratamento de infecgdes
bacterianas e flngicas, especialmente envolvendo pacientes
imunocomprometidos, representam desafios para os pesquisadores. A
forma indiscriminada de utilizacdo dos farmacos contribui para o
aumento da resisténcia dos microorganismos. Estudos que envolvam a
busca de farmacos mais seguros, estaveis e eficientes podem contibuir
para o tratamento de diversas patologias. Esta especificidade também
contribui para que se reduzam efeitos colaterais e indesejaveis ao
hospedeiro, fato este, que muitas vezes limita a terapia medicamentosa
instituida aos pacientes (SOUZA et al., 2003).

Dois importantes conceitos devem ser utilizados ao se considerar
0 uso dos antimicrobianos:

e Espectro de acdo: que abrange o percentual de espécies
sensiveis.

e Poténcia ou concentragdo inibitéria minima (MIC, MIC50,
MIC90): a concentracdo de antimicrobiano necesséaria para
inibir o crescimento bacteriano, de forma que quanto menor o
MIC, maior a poténcia e, quanto maior a poténcia, maior a
dificuldade da bactéria em desenvolver resisténcia.
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Os compostos sintetizados neste trabalho foram testados quanto a
atividade antifingica e antibacteriana.

Os dimeros derivados da lausona foram testados quanto a sua
atividade antifingica em diferentes espécies de Candida (C. albicans, C.
krusei, C. parapsilosis e C. tropicalis) Cryptococcus (C. gattii e C.
neoformans) e Paracoccidioides brasiliensis. Os testes foram realizados
primeiramente na concentracdo de 250 pg/mL, cujos resultados podem
ser observados na Tabela 21.

Tabela 21-Porcentagem da atividade antifingica na concentracdo de 250
pg/mL.

C. C. C. C. C. C. P.
Comp. | albica | krus | parapsilo | tropica | gatt | neoform | brasilien

ns ei Sis lis i ans Sis
DIM-1 0 47,2 62,1 16,7 0 19,5 85,7
DIM2 | 0 |364| 354 | 253 83’ 99,1 100
DIM-3 0 64,9 51,2 45,8 0 0 61,7
DIM-4 0 4,3 38,5 0 0 0 38,4
DIM-5 17,9 | 58,6 62,2 3,9 0 0 90,9
DIM-6 0 63,1 84,6 275 0 0 0
DIM-7 0 0 25,6 0 9,8 41,8 79,9
DIM-8 0 85,4 68 20,9 35’ 0 355
DIM-9 20,2 4,5 42,7 50,3 0 0 77,3
'tri‘(’)‘l’”a 982 | 70 | 989 | 982 9; | 90,2 100

Obs.: C. é a abreviagdo para Candida e Cryptococcus e P. é a abreviagdo para
Paracoccidioides.

A concentracdo inibitoria minima (CIM) foi determinada para os
compostos que apresentaram porcentagem de inibigdo superior a 50% na
concentracdo de 250 pg/mL e os resultados podem ser observados na
Tabela 22.




Tabela 22-Concentragdo inibitéria minima (CIM) em uM.
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C. C. C. C. C. P.
Comp. er_Jse para_psi los | tropicali gqtti neoforma bras_i liens
1 IS S 1 ns IS

DIM-1 - 267,91 - - - 67,00
DIM-2 - - - 595'3 14,83 7,41
DIM-3 123'2 242,57 - - - 242,57
DIM-4 - - - - - -
DIM-5 23?'2 235,27 - - - 14,70
DIM-6 253'6 129,83 - - : -
DIM-7 - - - - - 62,5
pims | 1% | 27500 - - : -
DIM-9 - - 28383 | - - 141,92

'tra‘;‘l’“az 0,04 0,18 0,08 | 018 0,36 0,36

Obs.: C. é a abreviacdo para Candida e P. € a abreviacdo para Paracoccidioides.

Analisando a tabela acima é possivel perceber que os dimeros
derivados da lausona, apresentaram melhores atividades contra o
Paracoccidioides brasiliensis, para o qual dois dos nove compostos
apresentaram valores muitos significativos de concentracdo inibitoria
minima, que sdo DIM-2 (7,41uM) e DIM-5 (14,70uM). Dentre os
compostos desta série, podemos destacar 0 composto DIM-2, derivado
do 3,4,5-trimetoxibenzaldeido, que apresentou atividade significativa
também para C. neoformans(14,83 uM).

As sulfonamidas derivadas do carvacrol foram investigadas
guanto a atividade antimicrobiana. O resultados relativos a concentracéo
inibitéria minima (CIM) frente Staphylococcus aureus (coco gram-
positivo), Escherichia coli (bacilo gram-negativo) e Candida albicans
(fungo) podem ser observados na Tabela 23.
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Tabela 23-Valores de concentragdo inibitéria minima das sulfonamidas
derivadas do carvacrol frente a diferentes microorganismos.

CIM (ng/
mL)
Composto Subsituinte Staphylococcus Escherl_chla Car_1d|da
aureus coli albicans
S-1 morfolinil 250,0 > 500 > 500
S-2 © 31,3 >1000 >1000
F
S-3 15,6 1000 250
N02
S-4 © 7,8 >1000 62,5
Cl
S-5 NJ\ 62,5 >1000 1000
(N
-6 31,3 >1000 >1000
S-7 -NH, 1000,0 250 1000
H NO,
_N
S-8 O 31,3 >1000 >1000
NO,
S-9 N 125,0 >1000 1000
l =
S-10 ©°H 15,6 >1000 >1000
Cl
S-11 31,3 >1000 1000
cl

As sulfonamidas apresentaram atividade mais relevante para o
Staphylococcus aureus em especial o composto S-4. Estes baixos
valores de CIM observados para inibicdo do crescimento de S. aureus,
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incentivaram uma nova investigacdo contra outras seis cepas de S.
aureus resistentes a antibi6ticos isolados clinicamente, representados na
tabela abaixo como Staph 01, Staph 02, etc (Tabela 24).

Tabela 24-Valores de concentragdo inibitéria minima das sulfonamidas
derivadas do carvacrol frente a cepas de Staphylococcus aureus resistentes.

BACTER CIM
IA (ng/m
L)
Car | s6|s8 || s2 |s3]|s5|s0]s4
V. 10
S.aureus | 97,0 | 31,3 | 31,3 12' 313 152'6 62,5 3%.)’2 781
Staphol | 625 | 7.8 | 156 | 7.8 | 78 | 39 315’2 781 | 39
Staph 02 | 62,5 2%0’ 313 3§' 625 | 625 180 3%.)’2 7,81
125, 15, 312 | 312
staph03 | 12> | 313 | 156 | 2 | 781 | 125 | 37 | 312 | 39
Staph 05 | 31,3 | 625 | 62,5 3:;[' 31,25 | 62,5 12'6 625 | 7.81
125, | 125, | 31, 312 | 312 | 156
staph06 | 625 | 127 | 12 | 3| 7e1 | 902|912 | B0 7
Staph 08 | 31,3 1%5’ 62,5 652' 3125 | 62,5 | 500 | 62,5 152’6

Dentre os compostos analisados, 0 composto S-4 apresentou 0s
melhores valores de CIM para todas as variedade de Staphylococcus
aureus resistentes.

A sulfonamida S-4 apresentou resultados muito significativos
para esta atividade. A série de sulfonamidas estd sendo investigada
contra outras bactérias gram-positivas e negativas.

5.7 ATIVIDADE ANTI-HIPERGLICEMICA

A diabetes é um distarbio metabdlico que afeta 13, 4 milhdes de
brasileiros e 371 milhdes de pessoas no mundo. O nimero de mortes
registrados em fungdo da doenca também é alarmante, atingindo 4,8
milhGes em 2012. Esta doenca apresenta elevada letalidade por
apresentar varias comorbidades associadas. Entre estas, destacam-se as
alteracBes micro e macrovasculares. O principio da disfuncdo do
endotélio vascular é atribuido, entre outros fatores, a formacdo dos
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produtos finais de glicagdo avangada (AGES). Os AGES sédo produto da
reacdo ndo-enzimatica de acucares com 0 grupamento amino de
proteinas. Esta reacdo acontece naturalmente no organismo, porém a
condicdo hiperglicémica do diabético exacerba o contetido de moléculas
formadas. Este excesso promove efeitos altamente deletérios a diversos
tecidos. Estes danos ocorrem principalmente por meio da ligacdo dos
AGES ao seu receptor RAGE, promovendo a posterior ativagcdo de uma
cascata de sinalizacdo, culminando com a producdo de espécies reativas
de oxigénio e consequente desequilibrio entre os sistemas pro e
antioxidante, além do aumento da expressdo de proteinas responsaveis
pela contracdo e relaxamento do endotélio, de citocinas pro-
inflamatdrias, mediadores de morte celular, entre outros.

O teste de tolerancia oral a glicose (Figuras 62 e 63) é utilizado
para avaliar a resposta de um composto frente a glicemia de ratos apés
administrada uma sobrecarga de glicose.
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Figura 62-Teste de tolerancia oral a glicose com a base de Mannich A-1.
Os valores foram expressos como média + S.E.M, considerando p<0,05 como
estatisticamente significativo n=5.

Observou-se uma diminuicdo significativa (**p<0,01) da
glicemia do grupo tratado com o composto A-1 em relagcdo ao controle,
15 min apds sobrecarga de glicose.
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Figura 63-Teste de tolerancia oral a glucose com a base de Mannich A-5

Efeito do composto na curva de tolerancia oral a glicose. Os valores foram
expressos como média = S.E.M, considerando p<0,05 como estatisticamente
significativo n=5. N&o foram observadas diferencas significativas.

Como observado o composto A-1 foi capaz de reduzir a glicemia,
0 que demonstra que ele pode apresentar um efeito anti-hiperglicémico,
ou seja, quando é dada a sobrecarga de glicose, observa-se um pico
glicémico resultante da absorcdo de glicose. O composto agiu neste
inicio, impedindo a elevacdo da glicemia, sem causar hipoglicemia (uma
redugdo drastica da glicemia). Existem varios mecanismos pelos quais
esta base de Mannich possa estar agindo. Por exemplo, ela pode estar
estimulando a secrecdo de insulina, aumentando a captacdo de glicose
pelos tecidos periféricos e assim diminuindo a glicemia plasmatica.
Outro mecanismo investigado foi a atividade das dissacaridases
intestinais (Figuras 64 e 65).
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Figura 64-Efeito do composto A-1, na atividade de dissacaridases intestinais.
Efeito in vivo do composto A-1 na atividade especifica de maltase, sacarase e
lactase

Os valores foram expressos como média + S.E.M, considerando p<0,05 como
estatisticamente  significativo n=5. N&o foram observadas diferencas
significativas.
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Figura 65-Efeito da naftoquinona A-5, na atividade de dissacaridases intestinais.
Efeito in vivo da naftoquinona A-5 na atividade especifica de maltase, sacarase
e lactase.

Os valores foram expressos como média = S.E.M, considerando p<0,05 como
estatisticamente  significativo n=5. N&o foram observadas diferencas
significativas.

A populagéo ingere muitos alimentos na forma de carboidratos,
gue sdo macromoléculas formadas por unidades de aglcares. A digestdo
destes ocorre por meio da quebra destas macromoléculas em unidades
de acuUcares mais simples, os dissacarideos, que incluem a sacarose,
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maltose e lactose (Figura 66). Porém estes dissacarideos necessitam
sofrer a acdo das dissacaridases, para se tornarem absorviveis. Esta
reacdo acontece no enterécito. A maltase sofre acdo da maltose,
formando duas unidades de glicose. A sacarose sofre agdo da sacarase,
liberando um a molécula de glicose e uma de frutose. A lactose sofre
acdo da lactase, formando glicose e galactose. Dessa forma, compostos
gue possam agir inibindo estas enzimas sdo de interesse farmacéutico
para o tratamento da diabetes, pois inibem a absorcdo de glicose,
principalmente quando agem sobre a maltase, que libera duas moléculas
de glicose. O farmaco acarbose age inibindo estas dissacaridases. Este
nao é o caso dos compostos A-1 e A-5, pois ndo houve efeito in vivo.
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Figura 66-Lise enziméatica da maltose em duas unidades de glicose.

A glicacdo (Figuras 67, 68, 69 e 70) define outro pardmetro de
resposta, que ndo responde o efeito observado no teste de tolerancia oral
a glicose.
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Figura 67-Efeito do composto A-1 na glicacdo de albumina/glicose. Efeito do
composto A-1 na fluorescéncia AGE-derivada, apds 0, 7, 14 e 28 dias de

incubacéo

Os valores foram expressos como média = S.E.M, considerando p<0,05 como

estatisticamente significativo n=5.
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Figura 68-Efeito do composto A-1 na glicacdo de albumina/frutose. Efeito da
base de Mannich A-1 na fluorescéncia AGE-derivada, ap6s 0, 7, 14 e 28 dias de

incubacéo

Os valores foram expressos como média + S.E.M, considerando p<0,05 como

estatisticamente significativo n=5.
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Figura 69-Efeito do composto A-5 na glicagdo de albumina/glicose. Efeito da
naftoquinona M34 na fluorescéncia AGE-derivada, apos 0, 7, 14 e 28 dias de
incubacéo.

Os valores foram expressos como média = S.E.M, considerando p<0,05 como
estatisticamente significativo n=>5.
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Figura 70-Efeito do composto A-5 na glicacdo de albumina/frutose. Efeito do
composto A-5 na fluorescéncia AGE-derivada, apés 0, 7, 14 e 28 dias de
incubacao.

Os valores foram expressos como média = S.E.M, considerando p<0,05 como
estatisticamente significativo n=5.
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Incubou-se albumina com uma alta concentracdo de glicose e/ou
frutose, condicdo encontrada nos diabéticos. A albumina por si propria
possui fluorescéncia. Nas figuras cujos graficos tem um grupo BSA ¢é
albumina. Porém, quando incubada com glicose a 37 °C, sob agitacéo,
se forma a ligacdo entre albumina e glicose, ou forma-se um AGE
(produto final de glicacdo avancada). Este AGE também emite
fluorescéncia, mas em uma intensidade muito maior que a albumina
sozinha. Portanto, na primeira parte do grafico é possivel observar esta
diferenca nos grupos do dia zero, 7, 14 e 28 dias de incuba¢do com BSA
e BSA+glicose. No dia zero, ndo ha formacdo de AGES, portanto a
intensidade de fluorescéncia esta igual. A medida que aumentam os dias
de incubacdo, aumenta a intensidade de fluorescéncia do grupo
BSA+glicose, ou a formagdo de AGES.

Como pode ser observado, os compostos A-1 e A-5 sdo capazes
de reduzir de forma significativa a formacdo dos AGES. O estudo da
acdo Anti-AGE é muito importante, pois as complicacBes provindas do
diabetes sdo decorrentes da acdo de proteinas glicadas. A hemoglobina
glicada é muito utilizada em diabéticos para acompanhamento. Ela pode
ser glicada e isso pode ser medido. Como a vida média de uma hemaécia,
na qual estd contida a hemoglobina, é de 120 dias, os niveis de
hemoglobina glicada predizem um monitoramento glicémico de até 3
meses anteriores.
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6 METODOLOGIA
6.1 MATERIAIS E EQUIPAMENTOS

Os solventes utilizados foram todos de grau analitico PA.

Para o procedimento de isolamento e purificacdo dos compostos
por coluna cromatografica (CC), foi utilizada como fase estacionaria
silica gel 0,063 - 0,2 mesh para CC normal e 0,04 - 0,063 mesh para CC
flash.

Os compostos obtidos foram analisados através de cromatografia
em camada delgada (CCD), utilizando-se placas de aluminio recobertas
por silica gel 60 GF254, de marca Merck, com 0,25 mm de espessura e
particulas entre 5 a 40 um de didmetro. As substancias separadas nas
placas cromatograficas foram visualizadas utilizando varios métodos:
revelacdo em camara de iodo, revelacdo com reagente cloreto férrico 5%
em etanol e revelagdo com reagente anisaldeido-sulfdrico (acido
sulfrico concentrado, acido acético glacial e anisaldeido 5:1:5 v/v/iv em
etanol) seguido de aquecimento a 110°C.

Para a realizacdo dos ensaios antioxidantes foram utilizados
reagentes Aldrich: cloreto férrico, cloreto ferroso, fosfato de sddio,
molibidato de amoénio, acido dissulfoénico hidratado 3-(2-piridil)-5,6-
difenil-1,2,4-triazina (ferrozina), acido diamino tetracético dissédico
(EDTA), 2,2-difenyl-1-picrilidrazil (DPPH) e ferricianeto de potassio.

Para o teste de inibicdo da enzima acetilcolinesterase foram
utilizados o iodeto de acetiltiocolina, acido 5,5 -ditiobis-2-nitrobenzoico
(reagente de Ellman), a enzima acetilcolinesterase (na forma de pé
liofilizado do peixe elétrico tipo VI-S), um tampédo tris-HCI
(tris[hidroximetilaminometano]), soro albumina bovina, cloreto de
magnésio hexahidratado e cloreto de sddio (P.A), adquiridos da Sigma.

Para os demais testes de atividade biologica, realizados por
nossos colaboradores, ndo serdo descritos os reagentes.

Para medir o ponto de fusdo dos compostos sintetizados, foi
utilizado aparelho digital Micro Quimica MQA PF — 301. Este
equipamento é provido de lupa para a visualizacdo da fusdo da amostra e
uma chapa aquecida, sobre a qual é colocada a amostra entre a lamina e
laminula.

Para a obtencdo dos espectros dos compostos isolados na regido
do infravermelho (1V), foi utilizado o espectrémetro Perkin Elmer FTIR
16 PC, e as amostras preparadas em pastilhas de KBr.
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Os espectros de RMN *H e de **C foram obtidos utilizando-se o
espectrometro Varian AS-400, operando em 400 MHz para *H e 100
MHz para **C. As amostras foram dissolvidas em metanol, cloroférmio,
dimetilsuféxido e piridina deuterados, empregando-se tetrametilsilano
(TMS) como referéncia. Os deslocamentos quimicos (8) foram
registrados em valores adimensionais, a constante de acoplamento J em
Hz, a multiplicidade dos sinais foi indicada como s = simpleto, d =
dupleto, dd=duplo dupleto, t = tripleto e m = multipleto.

As investigacGes de espécies redox ativas foram realizadas
utilizando voltametria ciclica em um potenciostato-galvanostato PAR
modelo Versastat3-200, no Laboratério de Equilibrio Quimico,
Departamento de Quimica — UFSC.

As andlises de espectrometria de massas foram realizadas em um
espectrometro amaZon speed ETD Trap Mass.

Foi utilizado um aparelho Milestone modelo Star Synth com uma
poténcia de 1200 Watts para as rea¢es desenvolvidas no microondas, e
um micro probe Sonics Vibracell ultrasonic processor, 500W operando
a 20 kHz para os experimentos com ultrassom.

Os dados de RMN de 'H e **C dos compostos descritos foram
atribuidos com o auxilio de simulag¢Ges, empregando o ACD Labs e por
comparacao de dados da literatura (BARAMEE et al., 2006).

6.2 SINTESE DOS ADUTOS DE MANNICH DERIVADOS DA
LAUSONA:

De um modo geral reagiu-se 1,15 mmol (considerando-se o
excesso de 10%) das aminas: anilina, p-toluidina, p-nitroanilina, 2,4-
dinitrofenilhidrazina e pirrolidina com 1,15 mmol (considerando-se o
excesso de 20%) dos aldeidos: benzaldeido, 2-hidroxinaftladeido, 2-
hidroxi-benzaldeido, 4-metoxibenzaldeido, e 4-nitrobenzaldeido em 5
mL de etanol durante 30 minutos. Logo apds, adicionou-se a lausona
(1,15 mmol; 0,200 g) em 15 mL de etanol. Observou-se a formacdo de
precipitados de diversas coloragdes. A reacdo foi realizada na auséncia
de luz, revestindo o frasco de reagdo com papel aluminio e a
temperatura ambiente. As reacbes foram acompanhadas por
cromatografia em camada delgada e apds um tempo médio de 24 horas,
o0s s6lidos formados foram filtrados e lavados com pequena quantidade
de etanol e éter respectivamente. Obtiveram-se alguns produtos puros e
outros foram recristalizados em acetato de etila.
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6.3 SINTESE DOS COMPOSTOS DIMERICOS DERIVADOS
DA LAUSONA: DERIVADOS (3,3’-(ARILMETILENO)BIS(2-
HIDROXINAFTALEN-1,4-DIONA)

6.3.1 Procedimento para preparacdo utilizando irradiacdo
ultrassonica

Em um béquer de 25 mL, a lausona (2 mmol), os aldeidos 4-
metoxibenzaldeido, 3,4,5-trimetoxibenzaldeido, 4-bromobenzaldeido,
benzaldeido, 3-bromo-5-hidroxibenzaldeido, 4-nitrobenzaldeido, 4-
metilbenzaldeido, 4-fliorbenzaldeido e 2-metilcarbaldeido (1 mmol) e
LiCl (0,1 mmol) foram misturados com &agua (5 mL) e sonicados
durante 5 min a temperatura ambiente (25 °C). O progresso da reacéo foi
acompanhado por cromatografia em camada delgada. Apos a verificacdo
gue a reacgdo tinha sido concluida, o béquer contendo os produtos foi
resfriado no congelador. Os precipitados obtidos foram filtrados e
lavados com é&gua, seguida de pequena quantidade de alcool para
obtencdo dos produtos puros.

6.3.2 Procedimento para preparacdo utilizando microondas

Em um baldo de 25 mL, a lausona (2 mmol), os aldeidos (1
mmol) e LiCl (0,1 mmol) foram misturados com agua (5 mL) e
submetidos a irradiagdo microondas durante 15 min, com aguecimento
(70 °C). O progresso da reacdo foi acompanhado por cromatografia em
camada delgada. Os precipitados obtidos foram filtrados e lavados com
agua seguida de pequena quantidade de etanol para obtencdo dos
produtos puros.

6.3.3 Procedimento para preparacdo utilizando refluxo

Em um baldo de 25 mL, a lausona (2 mmol), os aldeidos (1
mmol) e LiCl (0,1 mmol) foram misturados com agua (5 mL) foram
submetidos a um sistema de refluxo durante 24 horas. O progresso da
reacdo foi acompanhado por cromatografia em camada delgada. Os
precipitados obtidos foram filtrados e lavados com &gua seguida de
pequena quantidade de etanoll para obtencdo dos produtos puros.

6.4 SINTESE DE HIDROXI-PIRAZOIS
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Esta etapa foi realizada na University of Copenhagen
(Dinamarca), sob a supervisdo da professora Dra Bente Frolund e do
Professor Dr. Frederik Diness do Deptartament of Drug Design and
Pharmacology, Faculty of Health and Medical Sciences.

6.4.1 Maétodo geral para sintese das amidas de Weinreb (ASO-1-
7, ASO-1-9, ASO-1-15, ASO-1-25, ASO-1-41)

Carbonildi-imidazol (18,2 mmol) foi adicionado em uma por¢ao
de aminoacido boc-glicina ou boc-fenilalanina (20 mmol) em 150 mL
de THF. A mistura reacional foi agitada por 2 horas a temperatura
ambiente. Apds este intervalo o cloreto de N-O-dimetil-hidroxilamina
(20 mmol) e di-isopropiletilamina (DIPEA) foram adicionados. A
mistura ficou sob agitacdo por 2 horas e foi concentrada a vacuo. O
extrato bruto foi dissolvido em diclorometano e lavado com &cido
citrico (20%), seguido de uma lavagem com solucdo NaHCOg3(aq) e
salmoura. A fase organica foi separada em um funil de extracdo, seca
com sulfato de sddio e o solvente foi removido a vacuo. Os produtos
foram purificados por cromatografia em coluna a vacuo (VLC).

6.4.2 Método geral para reducgdo das amidas de Weinreb (ASO-1-
11, ASO-1-13, ASO-1-27 e ASO-1-33)

Uma solugdo das amidas de Weinreb (15 mmol), preparadas na
etapa anterior em 50 mL de THF foi resfriada a -78 °C em um sistema
constituido por acetona e gelo seco. O hidreto de litio e aluminio
(LiAIHg4) (23 mmol) foi adicionado e a mistura ficou sob agitacdo por 3
horas. A mistura foi vertida e misturada com 200 mL de diclorometano
e 300 mL de uma mistura agua/gelo. Apds 35 minutos de agitacdo a fase
organica foi separada e filtrada. O filtrado foi lavado trés vezes com
agua, seco com sulfato de magnésio e o solvente foi removido a vacuo.
Os produtos impuros foram purificados por cromatografia em coluna a
vacuo (VLC).

6.4.3 Método geral de preparacdo dos intermediarios sintéticos
ASO1-17 e ASO 1-43

De uma forma geral, 35 mmol das amidas foram solubilizados em
THF (seco e desgaseificado com N,) e resfriados em uma mistura
contendo agua, gelo e diclorometano. O cloreto de fenilmagnésio (2,0
molL™* em THF; 90 mmol) foi adicionado e a solucéo foi aquecida até a
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temperatura ambiente ao longo das 2 primeiras horas reacionais. Ap6s
este periodo o solvente foi removido e ao extrato bruto formado nesta
etapa, foi adicionado 100 mL de HCI 1 mol.L™, resfriado a 0 °C. A fase
organica foi lavada com &gua, seca em sulfato de magnésio e o solvente
foi removido a vacuo, para obtencéo dos produtos. Os compostos foram
purificados utilizando VLC.

6.4.4 Obtencdo dos pirazois a partir de reacGes de acoplamento

Acetato de palddio Il (22mg; 0,15 eq.), trifenilfosfina (26 mg;
0,15 eq.) e agua (1uL, 0,06 eq.) foram misturados com 1,0 mL de N,N-
dimetilacetamida (DMA) (desgaseificada). A catalise foi realizada por
aquecimento da mistura em um fraco fechado e selado, a 100 °C durante
1 minuto. Nesta etapa observa-se a mudanga de coloragdo do meio, de
amarelo a vermelho escuro. A mistura catalitica foi adicionada a um
frasco reacional utilizado no microondas, vial, que continha acido
fenilborénico (121,93 mg; 1,1 eq.), o iodo-pirazol (200 mg, 1 eq.) e 0
carbonato de césio (434 mg, 2 eq.). O vial foi fechado e levado ao
microondas a 130 °C durante 2 horas sob agitagdo. A mistura reacional
foi misturada com 10 mL de agua e extraida com éter etilico (4 vezes de
5 mL). O solvente foi removido e o produto ASO-1-55 foi purificado
utilizando VLC (com os eluentes heptano e acetato de etila).

O hidroxi-pirazol ASO 1-61 foi obtido a partir da reducdo do
composto ASO 1-55. O composto ASO 1-55 (100 mg) foi solubilizado
em 3mL de acetato de etila, adicionado a 10 mg de Pd/C 10% e imerso
em atmosfera de H, (1 atm). Ap6s uma noite, aproximadamente 18
horas, de vigorosa agitacdo, a mistura foi filtrada em celite e
concentrada a vacuo. O produto puro foi obtido a partir de trés extracoes
acido-base (utilizando éter-etilico e solucdo de acido acético 0,01 mol.L
1) consecutivas.

6.5 SINTESE DAS SULFONAMIDAS DERIVADAS DO
CARVACROL

O cloreto de sulfonila foi obtido através da reacdo entre o
carvacrol com 6 equivalentes de 4&cido clorossulfénico. O &cido
clorossulfénico foi resfriado em banho de gelo durante 15 minutos e
apos este intervalo, o carvacrol foi gotejado cuidadosamente. A reacéo
ocorreu instantaneamente e foi detectada por andlise de cromatografia
em camada delgada logo quando foi adicionado todo o volume de
carvacrol. O produto foi vertido sobre um banho de gelo imediatamente.
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Formou-se um solido escuro e de aspecto gelatinoso e grumoso. O
solido foi exaustivamente macerado em &gua até a formacgdo de um fino
precipitado cinza, que foi filtrado para dar origem ao cloreto puro.

As sulfonamidas obtidas nesse trabalho foram preparadas a partir
do cloreto de sulfonila do carvacrol em diclorometano e banho de gelo,
com dois equivalentes das aminas (morfolina, 4-fluoranilina, 4-
nitroanilina, 4-cloroanilina, 2-aminopirazina, naftilamina, hidrazina, 2,4-
dinitrofenilidrazina, 2-amino-1-picoliamina, 2-hidroxianilina e 2,4-
dicloroanilina) adicionadas lentamente. Como método geral o cloreto
foi dissolvido em diclorometano e a amina foi adicionada na sequencia.
As solugdes turvaram e apo6s intervalos variando entre 3 e 24 horas,
observou-se a formacdo de precipitados de coloracBes variadas. As
reacOes foram acompanhadas por CCD. Evaporou-se o diclorometano e
adicionou-se um pequeno volume de metanol. Esta solucdo foi vertida
em banho de gelo. A fase aquosa foi removida para dar origem as
sulfonamidas ainda impuras que foram purificadas posteriormente
através de extracdo acido-base.

6.6 ENSAIOS ANTIOXIDANTES
6.6.1 Captura de radicais livres usando DPPH

O ensaio para a determinagdo da atividade antioxidante utilizando
o radical livre DPPH (2,2-difenil-picril-hidrazil) segue a metodologia de
Moresco et al. (2014).

O ensaio consistiu em preparar uma solu¢do metandlica de DPPH
0,004% preparada momentos antes do uso e de solucBes de diferentes
concentracdes dos compostos (50, 25, 10 ug mL™). A mistura de 2 mL
de solucdo de DPPH com 1 mL de solu¢do do composto, foi agitada e
apos 30 minutos, foi realizada a leitura em um espectrofotdmetro a 517
nm, comparando-se esta leitura a um branco, que consistia na solucgao de
DPPH na auséncia do composto. A porcentagem de atividade
antioxidante foi dada pela formula (Ao — Ai / Ao) x 100, onde, Ao e Ai
correspondem a absorbancia da solucdo na auséncia e presenca do
composto. O gréafico da % de decréscimo na absorbancia do DPPH em
funcdo da concentracdo do composto forneceu a ECsg, a concentragao
do composto necessaria para causar 50% de atividade antioxidante.

6.6.2 Determinacao do poder redutor

O ensaio para a andlise da atividade antioxidante através da
determinacdo do potencial redutor baseia-se na metodologia de Moresco
et al.(2014).



173

A 100 pL dos compostos na concentracdo de 1000 ppm foram
adicionados 85 mL de &gua deionizada. Foram adicionados
posteriormente 1,0 mL da solucéo de FeCl;0,1 M em HCI 0,1 M e apés
3 minutos, 1,0 mL da solu¢do de ferricianeto de potassio 0,008 M. Apos
15 minutos, foi realizada a leitura da absorbancia da solugdo em
espectrofotdmetro a 720 nm. O aparecimento da cor azul da Prissia foi
indicativo de potencial redutor. A andlise foi feita em triplicata. Como
branco, foi utilizada uma solugdo preparada conforme o procedimento
acima, sem a adicdo da amostra. Foi construida uma curva de calibracédo
utilizando solugdes padrées de acido ascorbico. O potencial redutor das
amostras foi expresso em mg de acido ascorbico por g de amostra.

6.6.3 Quelacdo do ferro (1)

Este teste segue a metodologia proposta por WANG et al., 2008).
Solugbes dos compostos (1 mL) em diferentes concentragdes foram
misturadas com solucdo 0,05 mL FeCl, (2mM) e posteriormente foi
adicionado 0,2 mL de solucdo 5mM de 2,4,6-tris(2-piridil)-1,3,5-
triazina (ferrozina). As solucbes foram misturadas e deixadas em
temperatura ambiente por 20 min. A absorbancia das amostras foi
mensurada em 562 nm. O metanol, ou solvente utilizado para solubilizar
as amostras, foi utilizado como branco (Abranco) e Na,EDTA foi
utilizado como controle positivo. A porcentagem de quelagdo do ion
ferroso foi dada pela equagdo:

Fe?* quelacdo (%) = 100 x [(Abranco - Aamostra),”Abranco]

Na equacdo o termo Aamostra corresponde & absorbancia dos
compostos da amostra.

6.6.4 Reducao do Molibdénio

A reducdo do molibdénio pelos compostos foi avaliada pelo
método do fosfomolibdénio, seguindo a metodologia de PRIETO et al.
(1999). O volume de 0,3 mL de uma solugéo 1000 pg.mL™ da amostra
foi combinado com 3 mL da solucéo reagente (0,6 M de &cido sulfurico,
28 mM de fosfato de sodio e 4 mM de molibdato de am6nio, em mesma
propor¢do). Os frascos contendo a mistura reacional foram incubados a
95° C por 90 min. A absorbancia da mistura reacional foi mensurada a
695 nm ap0s resfriamento a temperatura ambiente. O metanol (0,3 mL)
foi utilizado como branco. A reducdo do molibdénio foi expressa em
termos de equivalente de acido ascérbico (AA)/ g de composto.
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6.6.5 Voltametria ciclica

Os experimentos foram efetuados em solucdo de acetonitrila
contendo 0,01 mol.L™" de cada composto, sob atmosfera de argdnio a
temperatura ambiente.  Neste experimento foram  utilizados
tetrafluoroborato de tetrabutilaménio como eletrélito suporte e uma
célula eletrolitica com trés eletrodos: eletrodo de trabalho — carbono
vitreo, eletrodo auxiliar platina e eletrodo de referéncia — Ag/Ag”. Para
calibracdo do eletrodo de referéncia, foi utilizado o ferroceno como
padrdo interno.

6.6.6  Calculo da correlacdo da atividade antioxidante

Os célculos envolvendo a correlagdo entre as metodologias de
verificagdo da atividade antioxidante foram feitos a partir de regresséo
linear.

6.7 ENSAIO DE INIBICAO DA ENZIMA
ACETILCOLINESTERASE

O ensaio de inibicdo da enzima acetilcolinesterase foi realizado
conforme Magina et al. (2012). Em uma cubeta foram colocados o
tampdo Tris-HCI 50 mM pH=8, o0 composto na concentra¢do 0,1
mg.mL™, e a enzima acetilcolinesterase (0,25 U mL™). Apés 15 min a
temperatura ambiente foi adicionada nesta cubeta o iodeto de
acetiltiocolina (0,023 mg mL™em 4gua) e o reagente de Ellman (3
mmol L™ em Tris-HCI, pH 8.0 tampéo, 0,1 mol L™ NaCl, 0,02 mol L°
1MgCI2). Apbs trinta minutos foi feita a leitura em espectrofotdmetro
UV-VIS a 405 nm. Como controle positivo foi utilizado o farmaco
Remynil ® (0,1 mg. mL™) que contém 50% de galantamina. Como
controle negativo o0 mesmo solvente em que foi dissolvida a amostra,
para o qual a atividade enzimatica foi considerada 100%. Na referéncia
(ou branco) foram utilizados todos os reagentes exceto a enzima.

O resultado foi expresso em termos de % de inibicdo enzimatica
(1 %):

1 %= 100 — ( Absorbanciaamestra / Absorbanciagyance) X 100

A concentracdo necessaria para inibir a atividade enzimatica em
50 %, ICs, foi determinada a partir do grafico plotado em funcéo da
concentracao versus a absorbancia.
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6.8 ATIVIDADE ANTINOCICEPTIVA

A atividade nociceptiva foi investigada pela mestranda Catharina
Nucci, supervisionada pelo professor Dr. Adair R. S. Santos do
Departamento de Fisiologia da UFSC.

Para a realizacdo dos experimentos comportamentais in vivo
foram utilizados camundongos Swiss machos adultos (aproximadamente
2 meses de idade), pesando entre 25-35 g (Fig. 71), provenientes do
Biotério Central da Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC),
mediante aprovacdo dos protocolos experimentais pela Comissdo de
Etica para 0 Uso de Animais (CEUA) desta mesma Universidade
(protocolo PP00745). Uma vez recebidos do Biotério Central, os
animais foram mantidos no biotério do Laboratério de Neurobiologia da
Dor e da Inflamagdo (LANDI) da UFSC, com temperatura controlada de
22 + 2 °C, em ciclo claro/escuro de 12 horas (luzes acesas as 6:00 h) e
com agua e racdo ad libidum. Os animais foram mantidos em
microisoladores com circulacdo de ar constante, em gaiolas de acrilico
transparente medindo 12 x 30 x 18 cm (Figura 71), com tampa superior
revestida por barras de a¢o inox, contendo um frasco de polipropileno
com agua (300 mL) e espago adequado para armazenamento da ragdo. O
nimero de animais foi limitado a 6 por gaiola, proporcionando um
alojamento comodo exigido para esta espécie. Nos dias de experimento,
0s animais foram mantidos no laboratério para ambientacdo por pelo
menos 1 hora antes da realizacdo dos experimentos, sendo que 0s
experimentos descritos foram realizados de acordo com as normas éticas
para o estudo da dor com animais de laboratério (Zimmermann, 1983).

A B SRyttt
Figura 71-Camundongos Swiss (A) Camundongo Swiss com aproximadamente
2 meses de idade. (B) Gaiola de acrilico transparente onde 0s animais sao
acomodados. Fonte: Elaborado pelo autor (2014).
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6.8.1 Reagentes

Nos testes comportamentais in vivo o glutamato foi dissolvido
em solugdo salina isotbnica (0,9 % NaCl) e o carvacrol e suas
sulfonamidas derivadas S-1 (morfolina), S-2 (p-fluoranilina), S-9 (2-
amino-1-picolilamina)  S-10  (o-hidroxianilina) e S-11  (2,4-
dicloroanilina) foram dissolvidos em solucéo salina e Tween 80 (5% de
modo a ndo influenciar na atividade exercida pelos compostos). Além
disso, os grupos controles receberam pré-tratamento intragastrico com o
veiculo usado para diluir os compostos (solucdo salina com 5 % de
Tween 80). A administracdo intragastrica dos compostos sintetizados a
partir do carvacrol ou veiculo foi realizada com volume de 10 mL/kg
para ndo exceder o volume gastrico para esta espécie. Os compostos
foram administrados 1 hora antes dos experimentos por via intragastrica,
para mimetizar a via (oral) popularmente utilizada em seres humanos
(Figura 72).

Figura 72-Administracdo por gavagem. Fonte: Elaborado pelo autor (2014).
6.8.2  Nocicepcdo induzida pela injecéo intraplantar de glutamato

Os animais foram pré-tratados com o composto pela via
intragastrica (30 e 300 mg/kg, i.g.), 1 hora, antes da injecdo intraplantar
(i.pl.) de 20 pL de uma solu¢do pH ajustado (pH 7,4) de glutamato (20
pmol/pata) de acordo com o método descrito anteriormente (Beirith et
al., 2002; Meotti et al.; 2010). O grupo controle recebeu veiculo pela via
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intragastrica. Apo6s a injecdo de glutamato, os camundongos foram
observados em funis de vidro individuais e o tempo que o animal
permaneceu lambendo ou mordendo a pata injetada, durante 15 minutos,
foi quantificado e considerado como indicativo de nocicepgdo (Figura
73).

Figura 73-Teste do glutamato na pata. (A) Injecdo intraplantar de glutamato. (B)
Resposta nociceptiva provocada pela injecéo de glutamato na pata.
Fonte: Elaborado pelo autor (2014).

Antes e depois do tempo de observagdo da resposta nociceptiva
induzida pela injecdo intraplantar de glutamato, foi realizada a avaliagdo
do edema, por meio da verificagdo da espessura da pata do animal,
usando um micrémetro eletrénico digital 0-25mm (Figura 74). A
diferenca de espessura (mm) da pata posterior direita, imediatamente
antes e depois do teste do glutamato foi considerada como indice do
edema.
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0-25mm 0.001mm

JEVRSVE S |
Figura 74-Edema de pata. (A) Edema causado pela injecdo intraplantar de
glutamato na pata posterior direita em relagéo a pata néo injetada (contralateral).
(B) Mensuragdo da espessura de pata com o micrdmetro eletronico digital O-
25mm.
Fonte: Elaborado pelo autor

6.8.3  Avaliacdo locomotora: teste do campo aberto (Open-field)

O comportamento dos animais foi verificado conforme descrito
previamente (Rodrigues et al., 2002; Nucci et al., 2012). O aparato de
avaliacdo consiste de uma arena circular de PVC medindo 62 cm de
didmetro por 29,5 altura. O piso da arena € dividido em quadrantes
semelhantes (Figura 75), e 0 nUmero de cruzamentos atravessados com
todas as patas, foi contado cumulativamente durante 6 minutos. Os
camundongos foram submetidos ao teste de campo aberto em uma
avaliacdo ap6s tratamento Unico com 0s compostos. Os camundongos
foram tratados com os compostos (0,0003-0,03 mg/kg, ig) ou veiculo 1
hora antes do teste.
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Figura 75-O aparato de campo aberto. (A) Arena circular de PVC dividida em
quadrantes para avaliacdo da atividade locomotora no teste do campo aberto
(Open-field). (B) Ampliacéo do animal na arena de Open-field.

Fonte: Elaborado pelo autor (2014).

6.8.4  Analise estatistica

Todos os resultados foram apresentados como média + erro
padrdo da média (E.P.M.). Quando necesséario foi calculada a Dlgg
(doses do EEPp necessérias para reduzir a resposta nociceptiva em 50%,
guando comparados ao grupo controle), que foi expressa como a média
geométrica acompanhada pelo limite de confianca de 95% e os valores
foram determinados por regressdo ndo-linear. As avaliacbes da
nocicepcdo induzida por glutamato foi realizada pela analise de
variancia ANOVA de uma via seguido pelo teste de Student-Newman-
Keuls. Em todas as andlises, os valores de P foram considerados
estatisticamente significantes, apenas quando inferior a 0,05 (P<0,05).
Para os célculos estatisticos nos testes comportamentais in vivo foi
utilizado o software GraphPad Prism versdo 5.01 (GraphPad Software,
Inc., San Diego, CA).

6.9 ATIVIDADE ANTI-LEISHMANIA
A atividade leishmanicida foi realizada pelo professor Dr. Mario
Steindel do laboratério de protozoologia do departamento de

microbiologia, imunologia e parasitologia (MIP) da UFSC.

6.9.1 Avaliagdo in vitro da atividade anti-leishmania contra
formas promastigotas

As formas promastigotas foram semeadas em placas de 96
orificios, em concentracdo de 5x10° parasitas/mL em meio Schneider
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completo e incubadas por 48 horas a 26°C na presenga de diferentes
concentracbes (100uM a 5uM) dos compostos a serem testados. A
atividade leishmanicida de cada composto foi avaliada através da
técnica do brometo de 3(4,5dimetiltiazol-2il)-2,5-difenil-tetrazolio
(MTT), conforme Sieuwerts et al. (1995). Ap6s o periodo de incubacéo,
cada placa foi centrifugada a 1,700xg por 10 minutos, o sobrenadante
foi removido e 50pL de uma solucdo de MTT 1mg/mL em meio
Schneider completo foi adicionada a cada poco. A placa foi entdo
incubada a 26°C por 4 horas no escuro. O MTT foi entdo removido,
100pL de DMSO foram adicionados a fim de solubilizar os cristais de
formazan e a densidade optica foi determinada a 540nm em leitor de
microplacas ELx800 (Bio-tek instruments, INC). Alternativamente, o
nimero de protozoarios foi determinado através de contagem em camara
de Neubauer.

6.9.2 Avaliacdo in vitro da atividade anti-leishmania contra
formas amastigotas intracelulares

Os amastigotas axénicos (5 ou 10 parasitos:célula) e os
promondcitos em suspensdo foram colocados em contato na
concentrago de 10° células e 5x10° ou 10x10° parasitas por mL de meio
RPMI-1640 suplementado com 20% de SBF em tubo cénico de 15mL.
Os protozoarios e células foram entdo incubados a 34°C sem CO, por 16
horas sob agitacdo suave, a fim de permitir a interagdo e infeccdo. Apds
as 16 horas de incubago, a suspensao celular foi passada 3x por agulha
21G1Y% a fim de desfazer os agregados celulares, e entdo diluida 10x em
meio RPMI-1640 20% SBF. Cento e oitenta microlitros da suspensdo
foram semeados em orificios de placa de 96 pocos. Ap6s 1 hora de
incubacdo a 34°C a fim de permitir a adesdo das células ao fundo da
placa, 20uL das diferentes concentragdes dos compostos foram
adicionados e as células mantidas por 48 horas a 34 °C e 5% de CO,.
Apos este periodo, o meio foi aspirado com bomba de vacuo, os
orificios foram secos com jato de ar, fixados com metanol e corados
pelo Giemsa.

6.10 ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

As atividades antibacteriana e antifingica foram testadas pelo
professor Dr. Eduardo Monguilhott Dalmarco, do Departamento de
Andlises Clinicas (ACL) da UFSC, pela pesquisadora Dra. Susana
Johann, do Laboratério de Microbiologia da Universidade Federal de
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Minas Gerais (UFMG) e pelo professor Alexandre Bella Cruz, da
Universidade do Vale do Itajai (UNIVALI).

As cepas bacterianas utilizadas foram armazenadas a —20 °C nos
bancos de microrganismos da UFSC, UFMG e UNIVALI Os
microrganismos testados constituiram-se das cepas ATCC Gram-
positivas, Staphylococcus aureus ATCC 25923 e Gram-negativas. Entre
as bactérias provenientes de isolamentos clinicos, algumas apresentavam
multirresisténcia aos antimicrobianos testados. O perfil de sensibilidade
aos antimicrobianos foi realizado utilizando metodologia manual através
da disco difusdo em agar (Kirby-Bauer).

A atividade antibacteriana foi determinada para os compostos
utilizando o método de microdiluicdo, baseado no documento M7-A6 do
Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI - antigo National
Comittee for Clinical Laboratory Standards - NCCLS). Este método ¢
denominado “microdilui¢do”, e envolve o uso de pequenos volumes de
caldo Mueller Hinton colocados em placas de plastico estéreis
retangulares com 96 pocos, de fundo redondo. Anteriormente a
realizacdo do teste, as cepas bacterianas foram ativadas, com dois
subcultivos em 4gar Mueller Hinton (demais bactérias). O indculo
bacteriano foi preparado com turbidez idéntica a de uma solucgdo padrédo
da Escala de McFarland, grau 0,5 (1 — 2 x10® UFC/mL). Esta suspensio
foi diluida em solugdo salina e utilizada nos ensaios até 15 minutos apos
sua preparacao, de maneira que cada pogo contivesse aproximadamente
5 x 10° UFC/mL. As placas foram incubadas por 24 horas a 35 °C + 2
°C. Ap6s o periodo de incubagdo a CIM foi determinada visualmente,
como a menor concentracdo dos compostos que inibiu completamente o
crescimento dos microrganismos nos pocos de microdiluicdo. A
Concentracdo Bactericida Minima (CBM) foi definida como a menor
concentracdo capaz de inibir o crescimento destas subculturas. Cada
ensaio foi realizado em triplicata.

Todos os compostos estudados foram solubilizados em etanol:
agua na proporcdo 1:2 ou 1:3. Inicialmente foram preparadas soluctes
estoques dos compostos na concentragdo 2560 pg/mL. Essas solugdes
guando aplicadas nas placas foram diluidas 20 vezes na concentracdo
mais alta testada (128 pg/mL). A partir dai, foram feitas dilui¢des na

razdo de 2 para os demais po¢os. Assim, foram testadas 10
concentracdes (128 a 0,25 pg/mL). Essas concentra¢des correspondem
as concentragdes preconizadas pelo CLSI para determinacdo da CIM
para a maioria dos antibacterianos. O etanol (solvente) ficou na
concentragdo maxima de 2,5%.
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Foram realizados controles do solvente a fim de verificar a
possivel atividade do etanol sobre as bactérias testadas, controle positivo
(somente meio de cultura e indculo) e controle negativo (somente meio
de cultura). Nesta concentracdo utilizada o etanol ndo apresentou
atividade frente as bactérias analisadas.

6.11  ATIVIDADE ANTI-HIPERGLICEMICA

A atividade anti-hiperglicémica foi testada pela doutoranda Delsi
Altenhofen, supervisionada da Professora Dra. Fatima Regina Mena
Barreto Silva, do Departamento de Bioquimica da UFSC.

Teste de toleréncia oral a glicose: Ratos Wistar em jejum de 16 h
forma divididos em grupos de 6 animais como controles e tratados
(com os respectivos compostos). Os ratos receberam uma sobrecarga de
glicose (4 g/Kg por gavagem) 30 min apds receberem as respectivas
substancias (grupos tratados). Amostras de sangue foram coletadas no
tempo zero, 15, 30, 60 e 180 min apo6s a sobrecarga de glicose e a
glicemia avaliada pelo método da glicose oxidase (SILVA et al., 2002).

Determinacdo da glicacdo de proteina: Para determinacdo da
glicacdo, a abumina 10 mg/mL contendo azida sddica 0,02% foi
incubada com glicose (500 mM) ou frutose (100 mM) a 37 °C por 7, 14
e 28 dias na auséncia (controle) ou presenga do tratamento. A formag&o
da glicacdo foi medida por fluorescéncia (excitagdo 370 nm e emissdo
440 nm) em leitora Infiniti (TECAN) (KAPPEL et al., 2012).

Extracdo das dissacaridases intestinais e ensaios de atividade
enzimatica: A partir de uma por¢do do duodeno foram preparadas
amostras de tecidos e incubadas com o0s respectivos substratos para as
enzimas lactase, maltase e sacarase. Apos a incubagdo, a determinagéo
da atividade enzimatica foi feita pelo método da glicose oxidase, sendo a
unidade de enzima (U) definida como a quantidade de enzima que
catalisa a liberagdo de 1 umol de glicose por minuto (PEREIRA et al.,
2012).
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7 CONCLUSOES

Neste trabalho foram utilizadas metodologias sintéticas
diversificadas, com vistas a obtencdo de compostos inéditos ou
buscando otimizar a sintese daqueles ja descritos pela literatura. Foram
sintetizadas diferentes classes de compostos, tais como derivados
naftoquindnicos, pirazéis e sulfonamidas, para os quais foram
investigadas diferentes atividades biol6gicas, como: antioxidante,
inibicdo da enzima acetilcolinesterase, atividade antinociceptiva,
leishmanicida, antimicrobiana e anti-hiperglicémica.

7.1 QUANTO A SINTESE DOS ADUTOS DE MANNICH E
DIMEROS DERIVADOS DA LAUSONA, PIRAZOIS E
SULFONAMIDAS

7.1.1 Em relagdo aos adutos de Mannich

e Foram obtidos, por reacdo de Mannich e com G4timos
rendimentos, 12 adutos derivados da lausona. Dentre estes, 11
sdo inéditos. Os compostos foram obtidos de forma a obter
estruturas variadas para estudos de correlagdo estrutura-
atividade.

. Todl%s as estruturas foram caracterizadas por 1V, RMN de 'H e
de “°C.

7.1.2 Emrelacdo aos dimeros da Lausona

e Foi otimizada a sintese de 9 dimeros derivados da lausona,
utilizando diferentes sistemas (refluxo, radiacdo ultrassénica e
microondas), diferentes catalisadores e solventes. Destes 2
compostos sao inéditos.

e As condicBes reacionais foram otimizadas visando minimizar
0s impactos ambientais, a geragdo de residuos e seguindo os
principios da Quimica Verde. Neste sentido, o Gnico subproduto
da reagdo é &gua, as reagBes exibiram alta porcentagem de
economia atdbmica e o tempo reacional foi reduzido, o que
implica em menor consumo de energia elétrica.

e Todas as estruturas foram caracterizadas por 1V, RMN de He
de '3C e espectrometria de massas.
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7.1.3 Em relacdo aos pirazois

e Foi possivel a sintese do 1-hidréxipirazol substituido.

e A primeira estratégia sintética, condensagdo intramolecular de
nitrocompostos, mostrou-se ineficiente por dificuldade da
separacdo dos compostos provenientes da reacdo de Henry.

e A segunda abordagem, condensacdo de oximas esta sendo
investigada.

e A obtencdo do hidroxipirazol por reacdo de acoplamento de
Suzuki foi eficiente e mostrou-se adequada para acesso a estes
Compostos.

7.1.4 Em relagdo as sulfonamidas derivadas do carvacrol

e Foram obtidos, por reacdo de subsituicdo e com &timos
rendimentos, 11 sulfonamidas inéditas derivadas do carvacrol.
Os compostos foram obtidos de forma a obter estruturas
variadas para estudos de correlagdo estrutura-atividade.

e Todas as estruturas foram caracterizadas por RMN de 'H e
espectrometria de massas.

7.2 QUANTO A VERIFICACAO DAS ATIVIDADES
BIOLOGICAS DOS ADUTOS DE MANNICH E DIMEROS
DERIVADOS DA LAUSONA, PIRAZOIS E SULFONAMIDAS

7.2.1 Emrelacdo a atividade antioxidante

Para a maior parte dos compostos derivados da lausona, bases de
Mannich e dimeros, observam-se varios processos eletroquimicos
ocorrendo, jA que além do centro redox do nucleo quinbnico os
substituintes presentes apresentam comportamento redox, e Ss&o
importantes no que tange ao comportamento eletroquimico destes
compostos quando presentes em meio aprotico.

Uma andlise dos resultados obtidos para a série das bases de
Mannich demonstra a potencialidade desta classe de compostos quanto &
sua acgdo antioxidante. A atividade antioxidante dos 5 compostos mais
ativos da série (A5, Al, A4, A6, A2) foi comparavel aos padrfes rutina
e BHT utilizados nestas analises. Para esta classe de compostos, a
substituicdo de um anel aromético por um heterociclo saturado,
pirrolidina para os compostos A1l (B-hidroxinaftaldeido), Al2
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(benzaldeido) e A10 (2-hidroxibenzaldeido) acarretou menor atividade,
provavelmente por diminuir a eletrofilicidade do nitrogénio e aumentar
0 impedimento estérico, dificultando o0s mecanismos de agédo
antioxidante.

Para a série dos dimeros derivados da lausona destacam-se 0s
compostos DIM-2 e DIM-1, derivados do 3,4,5-trimetoxibenzaldeido e
4-metoxibenzaldeido respectivamente. Quando correlacionados com 0s
ensaios voltamétricos, pode-se observar uma correlagdo entre as
atividades in vitro e o potencial anddico. Os compostos seguiram
exatamente o previsto para a atividade com melhores resultados de
atividade para os compostos na ordem DIM-2> DIM-1> DIM-5 >
DIM-7> DIM-9> DIM-4> DIM-3>DIM-6> DIM-8, de acordo com o
aumento no potencial anddico e exatamente na mesma sequéncia, com
0s valores extremos -1,86V para 0 DIM-2 e -1,49V para 0 DIM-8.

A analise da atividade antioxidante da série de sulfonamidas
demonstra o alto potencial desta classe de compostos. Analisando a
capacidade antioxidante total, pode-se observar que trés dos compostos
S-10, S-1 e S-7 apresentaram atividade superior ao padrdo rutina.

Os métodos de investigagdo da atividade antioxidante foram
correlacionados com bons padrées de correlacio (> 0,8),
demonstrando confiabilidade nas analises realizadas por de diferentes
mecanismos antioxidantes.

7.2.2 Em relagdo a inibi¢io da enzima acetilcolinesterase

Os compostos com maior atividade, foram os compostos A-11,
A-10 e A-12, todos contendo, além de outras caracteristicas estruturais,
um heterociclo saturado derivado da pirrolidina. Dentre os demais,
observa-se destaque para os compostos A-5 e A-1 que apresentam
grupos metila doadores de elétrons e derivados da p-toluidina. Vale
salientar que para uma mesma amina constituinte da base de Mannich,
observou-se melhores resultados para os aldeidos constituintes da
molécula, na ordem 2-hidroxinaftaldeido> 2-hidroxibenzaldeido>
benzaldeido. Os compostos contendo grupos retiradores de elétrons, do
tipo nitro, tiveram os piores indices de inibicdo e dentre estes aqueles
contendo a hidrazina apresentaram-se com melhores valores de inibicéo
enzimatica.

Para os dimeros derivados da lausona podemos observar
excelentes valores de inibicdo, principalmente para os compostos DIM-
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2, DIM-1 e DIM-7 derivados do 3,4,5-trimetoxibenzaldeido, 4-
metdxibenzaldeido e p-metilbenzaldeido respectivamente, que se
mostraram mais ativos que o padrdo galantamina utilizado.

Para a série das sulfonamidas observou-se uma atividade de
inibicdo enziméatica superior as demais classes investigadas neste
trabalho. A andlise dos valores de ICsy para 0os compostos S-1, S-9, S-5,
S-10 e S-7 derivados da morfolina, 2-amino-1-picolilamina e 2-
aminopirazina,  o-hidoxianilina e  hidrazina, respectivamente,
demonstram valores de atividade superiores ao padrdo galantamina. Para
estas sulfonamidas observa-se, a presenca dos heterociclos nitrogenados,
grupos doadores de elétrons, hidroxilas e anéis aromaticos, que compde
0 esqueleto basico de grande parte dos agentes anticolinesterasicos.

7.2.3 Em relagdo a atividade antinociceptiva

O composto carvacrol e os sintetizados a partir dele, S-1, S-2, S-
9 e S-11, foram capazes de reduzir a nocicepgdo (dor) aguda induzida
por glutamato em camundongos, sem interferir na atividade locomotora
dos animais, mostrando que o efeito antinociceptivo nao é decorrente de
efeitos inespecificos tais como sedacdo ou disfuncdo locomotora, tidos
como efeitos colaterais. Ademais, o estudo demonstrou que o efeito
antinociceptivo destes compostos se deve, pelo menos em parte, pelo
blogueio dos receptores glutamatérgicos periféricos.

Desta forma, o conjunto de resultados nos testes comportamentais
apresentados nesta tese fornece evidéncias inéditas na literatura sobre as
propriedades analgésicas de alguns compostos sintetizados a partir do
carvacrol, com destaque ao composto S-1, que se mostrou 0 mais
potente e eficaz em relacdo aos outros compostos testados, para o
tratamento da dor aguda e inflamatoria.

7.24  Em relagdo a atividade anti-leishmania

As bases de Mannich derivadas da lausona foram investigadas
guanto a atividade de inibir as formas promastigotas de Leishmania
braziliensis e as formas amastigotas, forma intracelular do parasita. Para
0s compostos analisados, observa-se destaque para o composto A-8 que
apresentou uma boa seletividade e uma baixa citotoxicidade.
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7.2.5 Emrelacdo a atividade antimocrobiana

Os dimeros derivados da lausona, apresentaram melhores
atividades contra o Paracoccidioides brasiliensis, para o qual dois dos
nove compostos apresentaram valores muitos significativos de
concentracdo inibitéria minima, que sdo DIM-2 (7,41uM) e DIM-5
(14,70uM). Dentre os compostos desta série, podemos destacar o
composto DIM-2, derivado do 3,4,5-trimetoxibenzaldeido, que
apresentou atividade significativa também para C. neoformans(14,83
uM).

As sulfonamidas apresentaram atividade mais relevante para a
Staphylococcus aureus em especial 0 composto S-4. Estes baixos
valores de CIM observados para inibi¢cdo do crescimento de S. aureus,
incentivaram uma nova investigagcdo contra outras seis cepas de S.
aureus resistentes a antibiéticos isolados clinicamente, para 0s quais 0
composto S-4 apresentou melhores valores de CIM para todas as
variedades de Staphylococcus aureus resistentes.

7.2.6  Emrelacdo a atividade anti-hiperglicémica

Somente a base de mannich A-1 reduziu significativamente (p <
0,001 — 23%) a glicemia quando comparada ao controle. O mecanismo
anti-hiperglicémico envolvido ainda necessita ser elucidado, embora
trabalhos envolvendo naftoquinonas apontam para uma acéo
insulinomimética. No entanto, ndo foram observadas alteracdes no
contetdo total de glicogénio muscular e hepatico, além de A-1 e A-5
ndo inibirem dissacaridases intestinais. Porém, A-1 e A-5 reduziram
significativamente (p < 0,001) a formacg&o de produtos " nais de glicacdo
avancada— AGES, na concentracdo de 1 pg/ml. A-1 reduziu a glicacdo
em 52%, 41% e 37% em 7, 14 e 28 dias, respectivamente. A-5 reduziu
em 30% e 24% em 14 e 28 dias, respectivamente. Essa acdo demonstra
um potencial efeito protetor das complica¢des do diabetes, uma vez que
0s AGES estdo diretamente envolvidos com a patogénese das alteracfes
micro e macrovasculares comuns nesses pacientes. Porém, estudos ainda
s80 necessarios para estabelecer se esse efeito se reproduz in vivo.
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8 PERSPECTIVAS

Almeja-se a continuidade dos estudos desenvolvidos nesta
pesquisa, uma vez que foram sintetizados compostos inéditos e com
potencial atividade bioldgica.

8.1 EM RELACAO AS SINTESES

e Pretende-se sintetizar novos adutos de Mannich e dimeros
derivados da lausona, empregando diferentes aminas e aldeidos
alifaticos, heterociclicos e aromaticos para estudos de
correlacdo qualitativa (SAR) e quantitativa da estrutura-
atividade. Estes novos compostos também poderdo ser
avaliados quanto as propriedades bioldgicas investigadas neste
trabalho, a efeito comparativo com vistas a melhor
compreensdo do efeito da estrutura na atividade;

e Investigar novas vias sintéticas para a sintese dos hidroxi-
pirazois;

e Realizar a sintese de novas sulfonamidas e sulfonilidrazonas
derivadas do carvacrol;

e Desenvolver novas metodologias reacionais para a sintese das
bases de Mannich, pirazéis e sulfonamidas, utilizando radia¢do
ultrassonica, microondas e diferentes formas de catélise, como
foi feito como os dimeros da lausona.

8.2 EM RELACAO AS ATIVIDADES BIOLOGICAS DOS
COMPOSTOS SINTETIZADOS

8.2.1 Quanto as atividades antioxidante e de inibi¢do da enzima
acetilcolinesterase

Os ensaios in vitro para as bases de Mannich e dimeros derivados
da lausona, e para as sulfonamidas derivadas do carvacrol, forneceram
informacOes suficientes para uma triagem prévia dos compostos com
atividade bioldgica. Esta triagem é necesséria para uma utilizacdo
racional de animais para estudos in vivo, como previsto pelo comité de
ética no uso de animais. Com base nos resultados obtidos através das
técnicas experimentais para investigacdo da atividade, sera interessante
a investigacdo, utilizando outros protocolos, da atividade antioxidante
dos compostos que apresentaram melhor resultado nos testes in vitro.
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Além, disto almeja-se a utilizacdo de testes mais especificos e

complementares aos resultados preliminares apresentados na
investigacdo da enzima acetilcolinesterase.

8.2.2

8.2.3

8.3

Quanto a atividade antinociceptiva

Fazer andlises bioquimicas in vivo para demonstrar mais
claramente a funcdo antioxidante dos compostos sintetizados a
partir do carvacrol, verificando por exemplo a concentracéo e
atividade de agentes antioxidantes enddgenos (SOD, CAT,
GPx) entre outros;

Ampliar os estudos sobre a atividade analgésica dos compostos
sintetizados a partir do carvacrol, principalmente do composto
S-1, utilizando modelos experimentais de dor inflamatéria
cronica ou dor neuropatica;

Aprofundar o estudo sobre o mecanismo de a¢do do composto
S-1, utilizando os agonistas especificos dos receptores
glutamatérgicos (NMDA, AMPA, cainato e transACPD) tanto
em nivel periférico (pata) como central (medula);

Avaliar por meio do tratamento agudo e prologando com o
morfocarvacrol, as possiveis alteragdes toxicolégicas que
podem ocorrer em Grgaos nobres e no sangue.

Quanto as atividades leishmanicida, antimicrobiana e anti-
hiperglicémica

Testar todos 0s compostos sintetizados ao longo deste trabalho,
para melhor correlagdo da estrutura-atividade e para elaboragéo
de novas estratégias sintéticas posteriores.

PERPECTIVAS GERAIS

Calcular os parametros farmacocinéticos dos compostos
sintetizados, por intermédio de softwares para correlacionar
estes parametros com as atividades bioldgicas investigadas.
Investigar as constantes de associacdo dos metais e a lausona
para melhor compreenséo dos mecanismos de catalise.
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10 ANEXOS
10.1  ESPECTROS

Composto A-2: A-2: 2-hidroxi-3-((4-
nitrofenilamino)(fenil)metil)naftalen-1,4-diona
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composto A-2
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-1
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Analise de RMN 'H para o composto A-2.

Constante de

Hidrogénio b} (lH) ppm Acoplamento Multiplicidade
(Hz)
H18 8,13 Jiga7= 71,5 d
H20 8,13 \]20_21: 7,5 d
H10 8,06 J109=9,1 d
H7 8,05 J.s=9,1 d
J24-25= 6,6
H 24 7,82 Jnsae gg dd
J25.26= 6,
H25 7,74 Jrepi= 7.5 dd
H23 7,37 J23_24= 6,6 d
H26 7,33 Jog.05= 6,6 d
H9 6,69 Jg_10= 9,1 d
H8 6,69 Jg7=9,1 d
H27 6,27 - d
H6 6,22 - S
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Composto A-3: 2-hidroxi-3-((2-hidroxinaftalen-1-il)(fenilamino)metil)

naftalen-1,4-diona

63619

Y

‘ |
(ppm)
e
y
\
IR
2‘20 j 260 ' 12‘%0 ' 1(%0 ' 11‘$0 ' 1‘20 ' 160 ' 8‘0 ' éﬁ ' 40 j 2‘0 j

(ppm)



212

transmitancia

34362

composto A-3

75
4000

T
3500

T
3000

T
2500

T
2000

-1

T
1500

T
1000

T
500




Anélise de RMN *H para o composto A-3.
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Hidrogénio 3 ("H) ppm Constante  de | Multiplicidade
Acoplamento
(Hz)
H12 H32 9,29 - s
H9 8,08 Jog=8,5 d
H6 8,05 J6_7=8,5 d
H8 7,79 - m
H7 7,76 - m
H28 7,70 J2g.00=7,2 d
H 29 7,68 \]29_23:7,2 d
H 30 7,50 J30.31=J30.20= 7,2 t
H24 7,48 \]24_25:7,4 d
H25 7,46 Jo5.04=7,4 d
7,43
H19 7,37 J20.16= 9,2 dd
Ji0.18=76
H17 7,35 ‘]17-18:‘]17-1G: 7,6 dd
H 18 7,30 Jig10=d1817= 7,6 d
H 16 7,07 Ji6.17=7,6 d
H 20 7,07 Jo0.16= 9,2 d
H13 6,37 - S
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Composto A-4: 2-hidroxi-3-((2-hidroxinaftalen-1-il)(4nitrofenilamino)
metil) naftalen-1,4-diona
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transmitancia

50 T T T T T T T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
Anélise de RMN *H para o composto A-4.
Hidrogénio ) (1H) ppm Constante de Multiplicidade
Acoplamento
(Hz)

H29, H28 9,66 - S
H 26 8,52 \]26-27: 8,5 d
H24 8,31 Jos3=8,9 d
H 27 8,21 Jy7.06= 8,5 d
H6- H9 8,12 Jo.7= 3,4 Jg.5=4,7 d
H8 8,06 Jgo=4,7 d
H14 8,05 Jisa5= 3,4 d
H30 7,95 J30.:1= 9,2 d
H15 7,93 Jis.14= 3,4 d
H23 7,85 Jy3.04= 8,9 d
H20 7,78 Jo0.1= 7,5 d
H17 7,53 ‘]17-18= J17_1g= 7,5 t
H7 7,50 J.=3,4 d
H18 7,44 ‘]18-19=‘]18—17= 7,5 t
H19 7,37 J19_13:J19_20: 7,5 t
H11 6,98 \]11_3(]: 9,2 d
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Composto A-5 : 2-hidroxi-3-((2-hidroxifenil)(p-
toluilamino)metil)naftalen-1,diona
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Anélise de RMN *H para o composto A-5.

Hidrogénio & (*H) ppm Constante de Multiplicidade
Acoplamento (Hz)

H9 8,18 Jog=7,0 d

H6 7,97 Je=7,0 d

H7 7,93 J76=376= 7,0 t

H8 7,88 ‘]8-7:‘]8-9: 7,0 t

H13 7,76 Ji1314=7,0 d

H14 7,69 J14_13:J14_15: 7,0 t

H15 7,37 Ji5.14-7,0 dd
Ji5.16= 5,5

H16 7,29 Ji615= 5,5 d

H20 7,14 ‘]20-19: 8 d

H22 7,14 Jo203= 8 d

H19 6,99 J19_20:8 d

H 23 6,94 Jp30=8 d

H 11 5,6 - s

Composto A-6: 2-hidroxi-3-((2-hidroxifenil)(4-

nitrofenilamino)metil)naftalen-1,4-diona
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composto A-6

transmitancia

T T T T T T T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

cm”

Andlise de RMN *H para o composto A-6.

Hidrogénio ) (1H) ppm Constante de Multiplicidade

Acoplamento

(Hz)
H 10 8,11 J10.9= 5,6 d
H18 8,03 Jig17=7,0 d
H20 8,03 J 2021= 7,0 d
H7 7,99 J;4=5,6 d
Hg 7,89 ‘]9-8= ‘]9-10= 5,6 t
H8 7,87 \]g_gz ‘]8-7: 5,6 t
H15 7,67 Ji5.14= 9,4 d
H27 7,49 \]27»26: 5,6 d
H26 7,43 J26_27= ']26—25= 5,6 t
H25 7,43 Jo5.04= Jo5.06= 5,6 t
H 24 7,26 J24_25= 5,6 d
H21 7,00 Jo1:20= 7,0 d
H17 7,00 J17_13= 7,0 d
H14 6,23 Jia15= 9,4 d




221

Composto A-7: 2-((2-(2,4-dinitrofenil)hidrazinil)(2-hidroxifenil)metil)-
3-hidroxinaftalen-1,4-diona
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90 - composto A-7

80

transmitancia
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4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

cm’”

Analise de RMN 'H para o composto A-7.

Hidrogénio 5 (*H) ppm Constante de  Multiplicidade
Acoplamento (Hz)
H12 ou H15 ou H22 11,54 - s
H18 9,96 - s
H9 8,92 Jg9= 9,6 d
H20 8,76 - s
H6 8,25 Js7= 9,6 d
H8 7,88 Jo.7= Jgo= 9,6 t
H7 7,88 Jr6= J15= 9,6 t
H14 7,81 - s
H28 7,64 Jos27= 7,0 d
H27 7,19 J27.28= Jp7.26= 7,0 t
H21 6.87 J2120= 8,3 d
H26 6,85 Jo.25= Jo.24= 7,0 t
H25 6,83 Jos.26= 7,0 d
H 13 6,79 - s
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hidrazinil)(fenil)metil)-3-

2-((2-(2,4-dinitrofenil)

hidroxinaftalen-1,4-diona

A-8:
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Anélise de RMN *H para o composto A-8.

Hidrogénio é (1H) ppm Constante de Multiplicidade
Acoplamento
(Hz)
H 15 8,86 - S
H17 8,70 - m
H6 8,38 J=9,5 d
H18 8,3 - m
H9 8,10 J=9,6 d
H7 7,80 - m
H8 7,80 - m
H3 7,48 - S
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Composto A-9: 2-((2-(2,4-dinitrofenil) hidrazinil)(2-hidroxinaftalen-1-
ilmetil)-3-hidroxinaftalen-1,4-diona
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Andlise de RMN 'H para o composto A-9.

Hidrogénio & ("H) ppm Constante de Multiplicidade
Acoplamento
(Hz)
H12* 11,78 = S
H22* 11,08 - S
H15 ou H14 9,56 = S
H18 8,87 - S
H 20 8,79 J20_21: 8,6 d
H6 8,44 Js.7= 9,2 d
H21 7,99 Jz]_.z(): 8,6 d
H9 7,93 Jog= 8,6 d
H7 7,90 J7_g: 8,6 dd
37.6=9,2
H8 7,88 Jg.0= 8,6 t
Jg.7= 8,6
H26 7,87 J26_25: 9,1 d
H32 7,81 J3.31= 7,3 d
H30 7,63 J30_31: 7,3 d
H31 7,63 \]31_30: \]31_32: 7,3 t
H 29 7,41 J29_30: 7,3 d
H25 7,24 Jos06= 9,1 d
H 13 6,15 - S

*podem estar trocados
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Composto A-10: 2-hidroxi-3-((2-hidroxifenil)pirrolidin-1-
imetil)naftalen-1,4-diona
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Anélise de RMN *H para o composto A-10.

Hidrogénio 5 (‘H) ppm Constante de Multiplicidade

Acoplamento

(Hz)
H26 e H23 8,7 - S
H19 7,93 Ji9-15=7,6 d
H16 7,85 J16_17=7,6 d
H18 7,72 Jig.17=d18.16= 7,6 t
H17 7,72 J17_16: J17_15: 7,6 t
H10 7,65 J10.11=d100= 7,6 t
H11 7,62 J11_10:J11'12: 7,6 t
H9 7,04 Jo.10=7,6 d
H12 6,57 J12_11: 7,6 d
H6 6,52 - S
H3a 3,06 - m
H4ao 3,06 - m
H3p 2,48 - m
H4p 2,48 - m
HSa e H5B 1,81 = m
H2a e H2p 181 - m
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Composto  A-11: 2-hidroxi-3-((2-hidroxinaftalen-1-il)(pirrolidin-1-il)
metil) naftalen-1,4-diona
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transmitancia
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Anélise de RMN *H para o composto A-11.

T
500

Hidrogénio h) (1H) ppm Constante de Multiplicidade

Acoplamento

(Hz)
H 23 8,04 Jy0=7,5 d
H20 7,96 Jo0.21=7,5 d
H13 7,75 Ji34a=7,2 d
H14 7,72 Jia13=314.15= 7,2 t
H 22 7,63 Joo.n= J2p.23=7,5 t
H21 7,52 \]21_20:\]21,22: 7,5 t
H16 7,32 Ji615=7,2 d
H15 7,32 J15.14=315.16=7,2 t
H10 7,28 Jig0= 7,2 d
H9 7,28 Jo10=7,2 d
H6 5,52 - S
H2e H5 3,71 - m
H2* 3,20 - m
H5* 2,88 - m
H3a e p 2,11 = m
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H4o e 2,11 - m
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Composto  A-12:  2-hidroxi-3-(fenil(pirrolidin-1-imetil)naftalen-1,4-

diona
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Anélise de RMN "H para 0 composto A-12.

Hidrogénio 3 ("H) ppm Constante de Multiplicidade
Acoplamento
(Hz)

H 19 8,04 -]19_20= 7,5 d

H 16 7,96 Ji6.17= 1,5 d

H12 7,76 -]12_11= 7,6 d

H8 7,72 Jg.o= 6,9 d

H 18 7,64 Jlg_lg: J18_17: 7,5 t

H17 7,60 \]]_7_15: ‘]17-18: 7,5 t

H9 7,30 Jg_g: 6,9 dd
Jo-10=7,5

H 10 7,29 J10-9=7,5 dd
Ji01=7,5

H11 7,27 J11_12:7,6 dd
J11.10=7,5

H6 5,52 - S

H3 a 3,71 = m

H4 o 3,71 - m

H3 B 3,23 = m

H4p 2,92 - m

H2a 2,10 JZa-ZB: JZa-Sa: 7 t

HZB 2,10 \]2[3-2u: ‘]2[3'5(1: t
7

H5a 2,10 Jsa-5p= Jsaa= 7 t

HSB 2,10 \]55_5uz ‘]SB-ZB: 7 t
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DIM-2: 3,3-((3,4,5-trimetoxifenil)metileno) bis (2-hidroxinaftalen-1,4-
diona)

Sélido laranja com ponto de fusdo 226-227° C. RMN de 'H (Acetona
deuterada) dH 6,24 (1H, s, CH); 7,25 (2H,s, H-Arom.), 7,78- 8,09 (
8H, m, H-Arom.). RMN de **C (Acetona deuterada): 37,4; 55,5; 114,1;
123,2; 126,6; 127,5; 129,9; 133,1; 133,5; 135,3; 155,0; 158,7; 181,6;
185,6; 185,0; MS (m/z, M-H, %): 525,20 (100).
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CHLOROFORM4

764
77.00
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m)

Sélido laranja com ponto de fusdo 216-217° C. RMN de 'H (Acetona
deuterada): 6,17 (1H, s, CH); 6,83 (2H, d, j= 9,03 Hz, H-Arom.), 7,21
(2H, dd, J= 1,0 e J= 8,03Hz, H-Arom.) , 7,68- 8,12 ( 8H, m, H-Arom.).
RMN de *C (Acetona deuterada): 36,7; 113,5; 122,6; 126,0; 128,9;
129,3; 132,4; 132,9; 134,7; 154,3; 158,1; 181,0; 184,4; MS (m/z, M-H,
%): 515,18 (100).
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DIM-4: 3,3'-(fenilmetileno) bis (2-hidroxinaftalen-1,4-diona).
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Sélido amarelo com ponto de fusédo 202-204° C. RMN de 'H (Acetona
deuterada): 6,11 (1H, s, CH); 6,77 (2H, d, j= 9,03 Hz, H-Arom.), 7,15
(2H, dd, J= 1,0 e J= 9,03Hz, H-Arom.), 7,61- 8,06 ( 8H, m, H-Arom.).
RMN de *C (Acetona deuterada): 37,1; 113,8; 122,9; 127,2; 129,3;
129,6; 132,7; 135,0; 154,6; 158,4; 181,3; 184,7. MS (m/z, M-H, %):

535,30 (100).
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DIM-5: 3,3'-((3-bromo-2-hidroxifenil) metileno) bis (2-hidroxinaftalen-
1,4-diona)
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Br 19
Solido laranja amarronzado com ponto de fusdo 215-217° C. RMN de
'H (Acetona deuterada): 6,11 (1H, s, CH); 6,77 (2H, d, j= 8,78 Hz, H-
Arom.), 7,15 (2H, dd, J= 0,75 e J= 8,28 Hz, H-Arom.), 7,61- 8,06 ( 8H,
m, H-Arom.). RMN de *C (Acetona deuterada): 37,1; 113,8; 122,9;
127,2; 129,3; 129,6; 132,7; 133,2; 135,0; 154,6; 158,4; 181,3; 184,7.

MS (m/z, M+H, %): 531,13 (100).
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DIM-6: 3,3'-((4-nitrofenil) metileno) bis(2-hidroxinaftalen-1,4-diona)
0] (0]

Solido marrom avermelhado com ponto de fusdo 177-178° C. RMN de
'H (Acetona deuterada): 6,11 (1H, s, CH); 6,77 (2H, d, j= 9,03 Hz, H-
Arom.), 7,15 (2H, dd, J= 1,00 e J= 9,03 Hz, H-Arom.), 7,63- 8,06 ( 8H,
m, H-Arom.). RMN de *C (Acetona deuterada): 36,7; 113,4; 126,0;
126,9; 128,9; 129,3; 132,4; 132,9; 134,7; 154,3; 158,1; 181,0; 184,4.
MS (m/z, M-H, %): 480,12 (100).
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DIM-7: 3,3-(p-toluilmetileno) bis (2-hidroxinaftlanen-1,4-diona)
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Sélido laranja com ponto de fusdo 170-172° C. RMN de 'H (Acetona
deuterada): 6,59 (1H, s, CH); 6,60 (1H, s, CH); 7,16-7,19 (4H, m, H-
Arom.); 7,51- 8,15 (14 H, m, H-Arom.). RMN de *C (Acetona
deuterada): 19,9; 37,0; 115,6; 126,5; 127,1; 128,1; 128,8; 132,1; 133,5;
135,4; 138,6; 153,0; 158,8; 181,1; 184,3. MS (m/z, M-H, %): 449,34
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DIM-8: 3,3-((4-fluorofenil) metileno) bis (2-hidroxinaftalen-1,4-diona)
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S6lido marrom avermelhado com ponto de fusdo 206-207° C. RMN de
'H (Acetona deuterada): 6,18 (1H, s, CH); 6,83 (2H, d, j= 8,60 Hz, H-
Arom.), 7,21 (2H, d, J= 8,60 Hz, H-Arom.), 7,68- 8,12 (8H, m, H-
Arom.). RMN de **C (Acetona deuterada): 37,1; 113,8; 122,9; 127,2;
129,3; 129,6; 132,7; 135,0; 154,6; 158,4; 181,3; 184,7. MS (m/z, M-H,

%): 453,11 (100).
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DIM-9: 3,3'-((3-metilfuran-2-il) metileno) bis (2-hidroxinaftalen-1,4-
diona).

DIM-9

Sélido laranja com ponto de fusdo 182-183° C. RMN de 'H (Acetona
deuterada): 2,53 (3H, s, CH3), 6,59 (1H, s, CH); 7,70 (2H, dd, J=1,25 ¢
J=7,53 Hz, H-Arom.); 7,97 (3H, m, H-Arom.); 8,14 (4H, m, H-Arom.).
RMN de *C (Acetona deuterada): 17,9; 38,1; 111,0; 111,3; 117,9;
118,7; 123,7; 130,2; 130,7; 135,6; 139,4; 153,6; 156,7; 158,2; 181,5.
MS (m/z, M-H, %): 439,13 (100).
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Sélido lilés com ponto de fusdo 181-183 °C. RMN de 'H (Acetona
deuterada): 7,72 (1H, s, H Arom.); 7,21 (4H, m, H Arom.); 6,93 (1H, s,
H Arom.); 3,81 (1H, quinteto, H Alif.); 2,15 (sopreposto); 1,14 (3H, s,
metila); 1,11 (3H, s, metila). MS (m/z, M-H): 322,33.

101 22821
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NO,

6

Sélido amarelo com ponto de fuséo 179-180° C. RMN de 'H (Acetona
deuterada): 6,67-7,65 (6H, m, H Arom.); 3,81 (1H, quinteto, H Alif.);
2,12 (3H, s, metila); 1,16 (3H, s, metila); 1,13 (3H, s, metila). MS (m/z,
M-H,): 349,15,

6
Chemical Shift (ppm)
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Sélido amarelo com ponto de fusédo 179-180° C. RMN de *H (Acetona
deuterada): 7,73 (1H, s, H Arom.); 7,22 (4H, m, H Arom.); 6,94 (1H, s,
H Arom.); 3,82 (1H, quinteto, H Alif.); 2,16 (3H, s, metila); 1,15 (3H, s,
metila); 1,12 (3H, s, metila). MS (m/z, M+Na,): 362,02.
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Sélido branco com ponto de fusdo 165-167° C. RMN de *H (Acetona
deuterada): 7,65 (1H, s, H Arom.); 7,30 (3H, m, H Arom.); 6,97 (1H, s,
H Arom.); 3,83 (1H, quinteto, H Alif.); 2,20 (3H, s, metila); 1,20 (3H, s,
metila); 1,17 (3H, s, metila). MS (m/z, M+H,): 308,23.
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Sélido rosado com ponto de fusdo 201-103° C. RMN de ‘H (Acetona
deuterada): 6,76-7,80 (9H, m, H Arom.); 3,77 (1H, quinteto, H Alif.);
2,16 (3H, s, metila); 1,19 (3H, s, metila); 1,15 (3H, s, metila). MS (m/z,
M+H,): 356,08.
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Sélido branco com ponto de fusdo 165-166° C. RMN de 'H (Acetona
deuterada): 7,64 (1H, s, H Arom.); 7,18 (1H, s, H Arom.); 4,03 (1H,
quinteto, H Alif.); 2,15 (3H, s, metila); 1,17 (3H, s, metila); 1,14 (3H, s,

metila). MS (m/z, M+H+ MeOH,): 277,06.
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Sélido vermelho com ponto de fusdo 212-113° C. RMN de *H (Metanol
deuterado): 6,93-9,09 (5H, m, H Arom.); 3,66 (1H, quinteto, H Alif.);
2,20 (3H, s, metila); 1,24 (3H, s, metila); 1,21 (3H, s, metila). MS (m/z,

M+H,): 411,12.
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Sélido amarelo claro com ponto de fusdo 182-183° C. RMN de 'H
(Acetona deuterada): 6,50-7,79 (6H, m, H Arom.); 4,18 (1H, quinteto, H
Alif.); 2,11 (3H, s, metila); 1,18 (3H, s, metila); 1,14 (3H, s, metila). MS
(m/z, M+H,): 321,1260.
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Sélido marrom com ponto de fusdo 152-153° C. RMN de *H (Acetona
deuterada): 6,95-7,69 (7H, m, H Arom.); 3,82 (1H, quinteto, H Alif.);
2,16 (3H, s, metila); 1,16 (3H, s, metila); 1,13 (3H, s, metila). MS (m/z,

M+H,): 322,1015.
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Sélido marrom com ponto de fusdo 198-199° C. RMN de 'H (Acetona
deuterada): 6,95-7,54 (5H, m, H Arom.); 3,58 (1H, m, H Alif.); 2,06
(3H, s, metila); 1,12-1,19 (6H, m, metila). MS (m/z, M+H,): 374,0330.
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PAMPA Permeability, Acetylcholinesterase Inhibition and Antioxidant Activity of
Pyranoisoflavones from Polygala molluginifolia (Polygalaceae)

Dalila Venzke,* Francieli K. Carvalho,” Ana P. Ruani,” Aldo S. Oliveira,” Inés M. C. Brighente,”
Gustavo A. Micke,” Anderson Barison® and Moacir G. Pizzolatti**

“Departamento de Quimica, Centro de Ciéncias Fisicas e Matemdticas, Universidade Federal de
Santa Catarina, Campus Universitdrio, Trindade, 88040-900 Floriandpolis-SC, Brazil

*Departamento de Quimica, Centro Politécnico, Universidade Federal do Parand,
81530-900 Curitiba-PR, Brazil

Uma investigacio fitoquimica de Polygala molluginifolia (raiz, caule, folhas e flores) resultou
no isolamento de quatro piranoisoflavonas das quais a isoflavona 1 € desconhecida na literatura.
As isoflavonas 2-4. embora sejam compostos sintéticos conhecidos sio descritos neste trabalho
como novos produtos naturais. Os compostos isolados foram avaliados em termos do seu efeito
antioxidante e o potencial para inibir a enzima acetilcolinesterase. As isoflavonas 1 e 4 inibiram
a acetilcolinesterase, exibindo valores de ICg, de 68 pmol L e 84 pmol L, respectivamente. No
ensaio de DPPH, os mesmos compostos e a rutina § apresentaram valores de ECy, de 61 pmol L,
55 pmol L' e 16 pmol L™, respectivamente. Além disso, a permeabilidade das compostos 1-4 foi
testada através do ensaio de permeabilidade em membrana artificial paralela (PAMPA) com as
isoflavona 3 (9.25 x 10 cm s) e 4 (3.48 x 10 cm ') exibindo as maiores permeabilidades.
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Introduction

Alzheimer's disease (AD), the most prevalent of the neuro-
degenerative diseases, affects approximately 15 million people
worldwide and nearly 50% of adults over the age of 85."
Because of the complex pa!hophyslolog’ of AD which
involves many path the of a
therapy is problematic. The main therapy targets are reduced
levels of the neumtransmmer acetylcholine (ACh), the dm‘use
loss of neurons, tangles and of
p-amyloid (Ap) plaques.” Based on the choli h hesi:

for ’s disease. The compounds show excellent results as

inhibitors, being as active as the standard drug. All these compounds also show very
geod antioxidant activity through different mechanisms of action.

high oxygen consumption rate, high lipid content, and rela-
tively limited antioxidant capacity compared to other organs,
the brain is particularly susceptible to oxidative damage. Senile
plaques release free radicals that are extremely toxic.'® The
accumulation of reactive oxygen species (ROS) results in damage
to major cell components, such as DNA, membranes and cyto-
plasmic proteins.’ Oxidative stress is therefore included in all
the pathophysiological hypotheses for AD, and studies have
shown the efficacy of several antioxidant compounds.**

In addition to these two hypotheses, a third, known as the

the mainstays of the current pharmacotherapy for AD are
drugs aimed at increasing the levels of ACh through the inhi-
i (ChR1® ChE i have heen

hition of ch

metal h hesi: iders that me!als (Fe and Cu) also play a
role in me palhogenesls of AD." During the disease pro-
gression, metals in the b 3e
The abnormal acenmulation of metals i< closelv accnciated
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RELATOS DE SALA DE AULA

Relato sobre.Docéncia Compartilhada em

Educacao a Distancia

Aldo Sena de Oliveira, Natalia Bruzamarello Caon Branco, Marcos Aires de Brito ¢
Tereza Cristina Rozone de Souza

Neste relato, apresenta-se uma experiéncia em educaciio a distincia de uma disciplina de quimica geral
para o curso de li i fisica na Universi Federal de Santa Catarina (UFSC). O curso, em parceria
com o sistema Universidade Aberta do Brasil, tem sete polos de ensino no estado de Santa Catarina. Essa
disciplina possuiu 80 horas-aula, 70% a distincia e 30% presencial, e foi utilizado 0 modelo de docéncia
compartilhada para o trabalho dos e tutores. Os i duas visitas para aulas
presenciais nos polos de ensino e duas videoconferéncias, e os tutores a distincia e presenciais tiveram
atribuigbes especificas. Os alunos contaram com livro-texto e material on-line hospedado na plataforma
Moodle. O plano de ensino previu uma disciplina dinimica e interativa, mas se observou uma pequena
participaciio dos alunos, decorrente de virios aspectos, os quais podem ter contribuido para o baixo indice
de aproveitamento na disciplina.

i

P educagio a distancia, docéncia compartilhada, recursos on-line €

Rlacebido em J00&2011, aceilo em 29102013
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PT.045 EFEITO ANTHHIPERGLICEMICO DE
NAFTOUINOMNAS

Altenholen D', Da Luz G2, Oliveira A5, Momes ALL', Mendes CPz,
Castro AJG?, Brich M', Postal BG', Brighante IMC?, Silva FRMB?
"niversidods Fedenal de Santa Cotoring (UFSC) - Deparomento de Formécka.
*|UFSC - Depariamento de Bioquimico, AURSC - Deportamenio de Guimico

Introducio: As formas terapéuticas para o tratamento da diabetes
apresentam vanos efeitos colaterais € ndo controlam cfidentemente
a glicemia, ndo prevenindo, dessa forma, a evolugio letal da doenga.
Para tanto, € de interesse identificar compostos que possam melhorar
a tolerincia a glicose. Objetivo: O objetivo deste estudo foi avaliar
o8 potenciais efeitos antidiabéticos das naftoquinonas derivadas M32
e M34. Merodos: Raros Wistar machos (50-55 dias) foram trara-
dos com 1 mgke M32 ou M34 ¢ o grupo controle, com o veiculo
{Protocolo CEUA PPOO749). Os animais receberam os respectivos
tratamentos pela via oral por gavagem. O sangue foi coletado (tempo
zero) ¢ imediatamente foi administrada uma sobrecarga de glicose (4
g,/kg). Entin, o sangue foi coletado nos pricdmos 15, 30, 60 ¢ 180
min para a andlise do perfil da curva de tolerinea a glicose. A ativi-
dade de maltase, sacarase e lactase foi determinada pelo método da
glicose oxidase e o gheogémo hepatico ¢ muscular por meio de reagio
com indo. Para a determinacio da glicagio, medida por fluorescénca,
2 albumina foi incubada com glhicose (300 mM) 7, 14 ¢ 28 dias na
auséncia (controle ) ou presenca do tratamento. Resultados e discus-
sao: Somente a M32 reduzin significativamente (p < 0,001 - 23%)
a glicemia quando comparada ao controle. O mecanismo anti-hiper-
glicémico envolvido ainda necessita ser elucidado, embora trabalhos
envolvendo naftoquinonas apontam para uma agio insulinomimética.
No entanto, nio foram observadas alteragies no conteido total de
ghicogénio muscular e hepatico, além de M32 ¢ M34 ndo inibirem
dissacanidases intestinais. Porém, M32 e M34 reduziram significativa-
mente (p < 0,001 ) a formagio de produtos finais de glicacio avancada
= AGES, ma concentragio de 1 pgy/ml. M32 reduzin a glicacio em
52%, 41% ¢ 37% em 7, 14 ¢ 28 dias, respectivamente. M34 reduzin
em 30% e 24% em 14 ¢ 28 dias, respectivamente. Essa agio demonstra
um potencial efeito protetor das complicagies do diabetes, uma vex
gue 08 AGES estio diretamente envolvidos com a patopénese das
alteragiies micro ¢ macrovasculares comuns nesses pacientes. Forém,

estudos ainda s30 necessinios para estabelecer se esse efeito se repro-
duz in vivo, Apoio: CNPQ, Capes, PPG-Farmacia /UFSC.
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A QUIMICA, O AVEA, O PENSAMENTO E O CONCEITO:
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Resumo — O artigo tem como objetiva discutir algumas das concepcdes, praticas e
perspectivas de avaliagédo da aprendizagem conceitual no contexto da educacgéo a
distancia. Os subsidios tedricos que fundamentam as analises buscam respaldo
nas inferéncias e teorizagcbes propostas principalmente por Leontiev e Davidov no
que diz respeito a formagdo dos conceitos, e tendo em vista o conteddo que deve
ser externalizado pelo aluno como indicador de sua aprendizagem. Discute-se em
que medida, os Ambientes Virtuais de Ensino Aprendizagem (AVEA) podem ser
concebidos como mediadores tecnolégicos na viabilizagdo dos processos
escolares, que permitam a realizacdo de uma pratica pedagogica dialdgica e
sianificativa. Considera-se a Teoria da Atividade como orientacéo psicoldaica aue
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APRENDIZAGEM EM EaD: O DIALOGO DA TEORIA
HISTORICO-CULTURAL NO DISCURSO DAS LINGUAGENS
E NO PARADOXO DAS DISTANCIAS
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Resumo — Neste artigo apresenta-se a importéncia da linguagem na mediacéo dos
processos pedagogicos em EaD. Utilizam-se as contribuicées da teoria historico-
cultural, partindo do pressuposto de que as necessidades sociais e educativas sdo
intermediadas por questdes da linguagem. Destaca-se a Importancia do
desenvolvimento de praticas considerando as potencialidades de promogdo de
vinculos, inclusive afetivos, gue proporcionem a minimizacdo das “distancias” em
EaD Os esforcos se arentam no sentido de reconhecer a utiizacdo das

frarramnantan  farnalAnicae na camoninacia virdtoal  vieands atimizacia da
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DOCENCIA COMPARTILHADA EM EAD: MULTIPLOS
OLHARES PARA A FORMACAO DE PROFESSORES

Aldo Sena de Oliveira', Marcos Aires de Brito?, Tereza Cristina Rozone de Souza®,
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! Universidade Federal de Santa Catarina/Centro de Ciéncias Fisicas e Matematicas/Departamento
de Quimica, aldosena.vix@gmail.com

? Universidade Federal de Santa Catarina/Centro de Ciéncias Fisicas e Matematicas/Departamento
de Quimica, marcosgmc@gmail.com
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de Quimica, nataliabcbranco@gmail.com

Resumo — E possivel pensar as novas dindmicas que se estabelecem no trabalfio
educacional em EaD, entendendo as relacdes de poder que permeiam a préatica
docente. As relacGes de poder propostas por Foucault podem ser pensadas para o
entendimento de diversas relagdes envolvidas na EaD. Neste sentido, o artigo
apresenta a experiéncia vivenciada por uma equipe de dois professores e dois
tutores das disciplinas: Quimica Basica e Topicos de Quimica, ofertadas ao curso
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