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RESUMO

SINTESE DE NOVAS MOLECULAS COM POTENCIAL TERAPEUTICO: IMIDAS
CICLICAS, CHALCONAS E COMPOSTOS RELACIONADOS.

A pesquisa e desenvolvimento de medicamentos € um processo complexo e longo
que se inicia com a pesquisa basica de um novo composto bioativo em modelos
experimentais pré-clinicos. Neste trabalho, descreve-se a sintese de imidas ciclicas,
chalconas e compostos hibridos imido-chalconas, bem como reagbes de
modificacao estrutural em um composto protétipo ja selecionado (N-antipirino-3,4-
dicloromaleimida), o qual foi bastante ativo como antinociceptivo, em camundongos.
As imidas ciclicas foram sintetizadas através de reagdes entre os respectivos
anidridos ciclicos e diferentes aminas substituidas, as chalconas através da reacao
de condensacao alddlica de Claisen-Schmidt e os hibridos pela associagao das duas
metodologias. As reacdes de modificacdo ocorreram com a substituicdo de um dos
atomos de cloro do composto protoétipo por diferentes espécies nucleofilicas. Todos
os compostos foram avaliados em modelos de dor em camundongos e alguns foram
também avaliados em modelos microbiolégicos (antibacteriano, antifingico e
citotéxico). A avaliacdo do potencial antinociceptivo dos compostos imidicos
demonstrou um perfil promissor, sendo que os compostos 81, 82 e 92 foram menos
eficazes que seu protétipo 6, entretanto muito mais potentes. As chalconas
estudadas mostraram-se bastante promissoras quanto a atividade antinociceptiva,
em especial os compostos, 103 e 114. Os compostos imidicos ciclicos hibridos
foram em geral mais ativos que 0s seus respectivos acidos amicos. Nenhum
composto testado apresentou atividade antibacteriana contra os microorganismos
patogénicos avalidados, e a atividade antifungica apenas foi observada contra os
dermatéfitos, sendo os compostos mais promissores a imida 93 e a chalcona 109.
Tanto as imidas quanto as chalconas mostraram-se moderadamente tdxicas ou
atoxicas frente ao microcrustaceo Artemia salina Leach. Os resultados quimicos e
biolégicos promissores aqui demonstrados indicam a viabilidade em utilizar as
classes quimicas estudadas para encontrar substancias mais ativas as quais podem
representar novas possibilidades terapéuticas.

PALAVRAS-CHAVE: imidas ciclicas, chalconas, hibridos, bioatividade.
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ABSTRACT

SYNTHESIS OF NEW MOLECULES WITH THERAPEUTIC POTENTIAL: CYCLIC
IMIDES, CHALCONES AND RELATED COMPOUNDS.

The research and drug development consist of a complex and long process that
begin with the basic research of a new active compound in pre-clinical models. This
study describes the synthesis of cyclic imides, chalcones and hybrid compounds
imide-chalcones, as well as reactions of structural modification in a prototype
selected compound (N-antipyrine-3,4-dichloromaleimide), which was very potent as
antinociceptive in mice. The cyclic imides were obtained by the reaction between the
appropriated anhydrides and different substituted amines, whereas the chalcones
were obtained through the reaction of aldolic condensation of Claisen-Schmidt and
the hybrids by the association of the two methodologies. The modification reactions
occurred with the substitution of one of the chlorine atoms of the prototype for
different nucleophilic species. All the compounds were evaluated in distinct models of
pain, in mice, and some of them also were evaluated in microbiological models
(antibacterial, antifungal and cytotoxic). The antinociceptive evaluation of imidic
compounds demonstrated a promising profile, being the compounds 81, 82 and 92
less efficicacious than its prototype 6, but much more potent. The chalcones studied
revealed interesting antinociceptive activity, specially the compounds 103 and 114.
The compounds hybrids imide-chalcones were in general more actives than the
respective amic acids. No tested compound presented antibacterial activity against
the pathogenic microorganism tested, and the antifungal activity was observed only
against dermatophytes, being the imide 93 and the chalcone 109 the most promising
compounds. Both studied classes, imides and chalcones, were moderately toxic or
non toxic using a brine shrimp (Artemia salina) lethality assay. The promising
chemical and biological results demonstrated here the viability of using the studied
classes to achieve more active substances, which might present new therapeutic

possibilities.

Keywords: cyclic imides, chalcones, hybrids, bioactivity.
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EBV-EA: Antigeno primario do virus Epstein-Barr

ELP: Polipeptideo similar a elastina

EPM: Erro padrdo médio

HBV: Virus da hepatite B

HETCOR: Heterocorrelacdo entre espectro de 'He °C
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HIV: Virus da imunodeficiéncia humana

HIV-1: Subtipo 1 do virus da imunodeficiéncia humana

HL60: linhagem humana derivada de leucemia promielocitica aguda
i: Inédito

IL: Interleucina

i.p.: Intra-peritoneal

IV: Infravermelho

J: Constante de acoplamento

LASSBio: Laboratério de Avaliacao e Sintese de Substancias Bioativas
m: Multipleto

NIQFAR: Nucleo de Investigacdes Quimico-Farmacéuticas
NMDA: N-metil-D-aspartato

NO: Oxido nitrico

NOE: Efeito Overhauser Nuclear

P: Coeficiente de particao

p.f.: Ponto de fusdo

PAR: Paracetamol

PBS: Solugao tampao fosfato

pH: Potencial de hidrogénio i6nico (indice que indica a acidez, neutralidade ou alcalinidade
de um meio qualquer)

q: Quarteto

QSAR: Relacao quantitativa entre estrutura quimica e atividade
R;: Fator de retencéo

RMN "3C: Ressonancia Magnética Nuclear de Carbono'®

RMN "H: Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio'

RNA: Acido ribonucleico

s: Simpleto

s.c.: Subcutaneo

SIDA: Sindrome da imunodeficiéncia adquirida

SNC: Sistema nervoso central

t: Tripleto

t.a.: Temperatura ambiente

TPA: 12-0- tetradecanoilforbol -13- acetato

TMS: Tetrametilsilano

TNF- a: Fator de necrose tumoral a

&: Deslocamento quimico em ppm
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1 INTRODUCAO

A descoberta de novas entidades quimicas, candidatas a novos farmacos,
compreende uma cadeia complexa que para ser efetiva precisa estar bem
articulada. A obtencdo de excelentes resultados experimentais tém sido
determinante na substancial elevagdo da quantidade e da qualidade dos
medicamentos disponiveis no mercado farmacéutico, uma vez que a velocidade de
geragdo de novos conhecimentos cientificos e tecnolégicos tem sido difundida
rapidamente nos setores de pesquisa (CARVALHO et al., 2003, BARREIRO;
FRAGA, 2005; VIEGAS Jr.; BOLZANI; BARREIRO, 2006).

Muitas classes de compostos organicos tém demonstrado -efeitos
bioldgicos promissores e a literatura cientifica relata um crescimento significativo de
novas moléculas com poténcia similar ou superior aquela de um farmaco, sendo que
muitos deles encontram-se em estudos pré-clinicos e clinicos avancados e
pormenorizados. Entre estas substancias, podem-se inserir as imidas ciclicas. Em
2003, Cechinel Filho e colaboradores publicaram uma revisdo abordando varios
aspectos quimicos e o vasto potencial terapéutico das imidas ciclicas. Esta classe
de compostos continua sendo extensivamente investigada em virtude da alta
aplicabilidade ja encontrada (MACHADO et al., 2005; FURGESON et al., 2006).

Trabalhos prévios, realizados em nosso grupo de pesquisa, indicaram
estruturas imidicas promissoras com perfil farmacol6gico superior a alguns farmacos
existentes, na terapéutica. Com base nestes trabalhos selecionou-se uma
substancia, a qual contém em sua estrutura um nucleo maleimidico e um ndcleo
antipirinico (CECHINEL-FILHO et al., 1998, 2003; CAMPOS-BUZZI et al., 2001,
2002; CAMPOS-BUZZI et al., 2003). Esta substancia é andloga a dipirona, um
efetivo analgésico e antipirético nao esteroidal do grupo das pirazolonas. Nos
Estados Unidos seu uso foi proibido desde 1977, e é também proibido no Canada e
em um grande numero de paises da Europa ocidental, por ter sido associado a
agranulocitose (DOOR; COOK, 1996). Porém, a dipirona ja estd no mercado mundial
h& oitenta anos e é comercializada em mais de 100 paises, além de ser considerada
o principal analgésico da terapéutica brasileira, pois existem, no pais 125 produtos a
base de dipirona, sendo 71 em associagdo a outras substancias (ANVISA, 2001).

Entretanto, no livro “Martindale: The Complete Drug Reference”, seu uso é
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justificado somente em casos de dor severa quando nenhuma alternativa é
disponivel e adequada (SWEETMAN, 2007).

Assim como os compostos imidicos, as chalconas também se inserem
neste contexto, uma vez que sao substancias de comprovada eficacia e possuem
ocorréncia natural acentuada. Varias atividades biolégicas, de chalconas e
derivados, tém sido reportados, incluindo efeitos analgésicos, antiinflamatérios,
antipiréticos, antimicrobianos, antimalaricos, antineoplasicos, entre outras atividades
que foram sumarizadas em uma revisao publicada por Ni e colaboradores (2004)
abordando os avancos terapéuticos das chalconas. Desde entdo, muitos outros
estudos continuam sendo desenvolvidos na busca de moléculas potencialmente
ativas (NIELSEN et al, 2005, DOMINGUEZ et al, 2005, CAMPOS-BUZZI et al., 2006,
NOWAKOWSKA, 2007).

No decorrer dos ultimos anos, as imidas ciclicas e as chalconas tém sido
alvo de varios estudos numa parceria produtiva, envolvendo o Programa de Pés-
Graduacao do Departamento de Quimica (UFSC) e o Nucleo de Investigacdes
Quimico-Farmacéuticas (NIQFAR/ UNIVALI). Estes incluem a sintese, identificacdo
e modificacdo estrutural de novas entidades moleculares de interesse quimico
medicinal e a avaliagdo de suas propriedades biol6gicas, a fim de se estabelecer a
relacdo entre a estrutura quimica e a atividade bioldégica no intuito de obter
compostos de potencial aplicabilidade terapéutica.

Estes estudos tém apresentado resultados muito promissores no que se
refere a busca de novos protdtipos com potencial terapéutico para o
desenvolvimento de novos farmacos. Neste trabalho, pretende-se explorar a sintese
de imidas ciclicas e chalconas, bem como unir estas duas classes de comprovadas
acoes bioldgicas buscando novos compostos bioativos.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 QUIMICA MEDICINAL

O método de descoberta de farmacos baseado na modificacao estrutural
de moléculas conhecidas leva a identificacdo de novos compostos-protétipos que
atuam pelo mesmo mecanismo farmacolégico da molécula de origem. Esta
estratégia é largamente empregada na industria farmacéutica que pesquisa novos
farmacos. Contudo, apenas a descoberta de novas substancias bioativas, passiveis
de representarem auténticas entidades quimicas inovadoras, de possivel aplicacao
terapéutica, caracteriza a inovac¢ao farmacéutica (BARREIRO; FRAGA, 2005).

Uma estratégia de sintese para o planejamento de novos compostos € o
método manual de Topliss, o qual tem essencialmente a mesma base tedrica da
arvore de decisdo de Topliss (TOPLISS, 1977; 1993). Este método foi introduzido
para predicdo de compostos que tem a maior atividade em uma série de analogos
aromaticos substituidos. Embora ndo envolva metodologia matematica ou
estatistica, ele se baseia no fato que devam existir algumas correlagdes
quantitativas entre a atividade biologica, a hidrofobicidade e os descritores
moleculares eletrénicos. Usando estes preceitos, novos métodos similares tém sido
desenvolvidos (YUNES et al., 2002; LAZZAROTTO et al., 2005).

O planejamento adequado de variagdes na estrutura de um composto
bioativo pode resultar em derivados com maior interesse terapéutico, seja por
apresentar maior atividade, menor toxicidade ou, ainda, por adquirir caracteristicas
farmacotecnicamente mais adequadas (TAVARES, 2004).

A disponibilidade de programas computacionais de quimica e os bancos
de dados em rede sao atualmente, ferramentas fundamentais para a descoberta e
planejamento de novos farmacos. Estas informacdes permitem uma analise rapida
da atividade biolégica versus propriedades fisico-quimicas de uma série de
moléculas de interesse. Novos agentes terapéuticos podem inclusive serem
desenvolvidos, pela analise de dados teéricos de relagdo estrutura-atividade de
forma tridimensional, obtidos por técnicas recentes de modelagem molecular

(CARVALHO et al., 2003). Uma vez obtido um composto biologicamente ativo, pode-
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se lancar mao de estratégias de modificacdo molecular, também chamada de
variagdo molecular ou manipulagdo molecular, que se constitui, certamente no
método mais usado e recompensador para otimizar essa atividade. A correlacao
entre a estrutura quimica e atividade biolégica pode ser feita quantitativamente e
entdo é denominada de QSAR (relagdo quantitativa entre estrutura quimica e
atividade) (TAVARES, 2004).

As estratégias modernas usadas no planejamento racional de novos
compostos protétipos podem se basear na abordagem fisioldgica. Essa abordagem
permite planejar a estrutura quimica de uma nova molécula com base na definicao
prévia do mecanismo de acao terapéutica. Essa agao, por sua vez, depende do alvo
terapéutico escolhido, ou seja, a biomacromolécula a qual o novo farmaco ira se
ligar para alterar um deteminado processo bioquimico (BARREIRO, 2007).

Mais recentemente, a tecnologia de screening virtual esta sendo
estendida para analisar os problemas de absorg¢édo, distribuicdo, metabolismo,
excrecao e toxicidade (ADMET). Neste sentido, o log P e a massa molar incluidos
nas regras de Lipinski foram usados como elementos para “filtrar” e selecionar
compostos que possam ter caracteristicas de farmacos (YUNES; CECHINEL-FILHO,
2007).

A regra de Lipinski, também denominada de regra dos 5, tem como
objetivo estimar a solubilidade e a permeabilidade de farmacos administrados pela
via oral, predizendo a influéncia da estrutura quimica na absor¢do de um composto,
uma vez que a previsdao dos processos farmacocinéticos logo nos estagios iniciais
da pesquisa € de extema importancia para o desenvolvimento de um candidato a
farmaco. Segundo Lipinski, os critérios a serem analisados sdo: a massa molar, o
qual ndo deve exceder a 500 g/mol; o log P, cujo valor limite € 5; e os grupos
doadores (NH + OH) e aceptores (N + O) de ligagdo hidrogénio, cujas somatdrias
nao devem ultrapassar a 5 e 10, respectivamente. Apenas classes de compostos
que sao substratos para transportadores bioldégicos e produtos naturais sao
consideradas excegoes a regra (LIPINSKI et al., 2001; KELLER et al.,, 2006;
DUCHOWICZ et al., 2007).

Atualmente, pesquisadores de diversas empresas como por exemplo, a
Pfizer, a GSK, a Boehringer Ingelheim, a Astra Zeneca, a Bayer e a Lilly, entre
outras tém utilizado a avaliacdo das propriedades fisico-quimicas na selecdo de
compostos canditatos a farmacos com maiores probabilidades de nao serem
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abandonados, mais adiante, na fase clinica. E importante ressaltar que falhas na
correlacdo entre ensaios in vitro e in vivo, muitas vezes estdo associadas a
problemas farmacocinéticos dos compostos, como baixa biodisponibilidade, duracao
de acao (muito curta ou muito longa), ou a presenca de metabdlitos ativos, que pode
levar a programas clinicos mal-sucedidos. E, o fracasso na fase clinica representa
grandes perdas de tempo e dinheiro (KELLER et al., 2006; PEREIRA, 2007).

Com o exposto acima, pode-se sumarizar os objetivos da quimica
medicinal como a compreensao das razées moleculares da acdo dos farmacos.
Envolvendo a relacdo entre estrutura quimica e atividade farmacoldgica dos
mesmos, considerando os fatores farmacodinamicos e farmacocinéticos que se
traduzam em propriedades farmacoterapeuticamente Uteis e, que portanto
represente um novo composto-protétipo, candidato efetivo a um novo farmaco
(VIEGAS et al., 2006).

2.2 IMIDAS CICLICAS

As imidas ciclicas sao substancias que contém o grupo —CO-N(R)-CO-,
sendo R um atomo de hidrogénio, grupo alquila ou arila. Tais compostos podem ser
divididos em subclasses, incluindo as maleimidas, succinimidas, glutarimidas,
ftalimidas, naftalimidas, etc., e seus respectivos derivados (HARGREAVES, 1970).

Os Departamentos de Quimica e de Farmacologia, da UFSC, e o Nucleo
de Investigagbes Quimico-Farmacéuticas (NIQFAR), da UNIVALI, iniciaram os
estudos com esta classe de compostos a partir da descoberta do alcaldide natural
filantimida (1), isolado das partes aéreas do Phyllanthus sellowianus (TEMPESTA et
al., 1988). Este composto, derivado da glutarimida, apresentou efeito antimicrobiano
moderado (CECHINEL-FILHO et al., 1994), antiespasmddico (CALIXTO et al., 1984)
e analgésico (CECHINEL-FILHO, 1995), sendo entdo usado como modelo ou
prototipo para a sintese de inumeros analogos. Estas imidas ciclicas, analogas a
filantimida (1), apresentaram uma variedade de efeitos biologicos, permitindo
também a elucidagédo de varios fatores estruturais relacionados com as respectivas
atividades bioldgicas (CECHINEL-FILHO et al., 2003).



Revisdo Bibliogrifica 25

0
av
(HyC)HN o
(1)

Em 1970, Hargreaves e colaboradores, publicaram uma revisao
abordando varios aspectos quimicos, industriais e biolégicos das imidas ciclicas.
Nos ultimos anos, estes compostos tém despertado interesse, e atraido a atengao
da comunidade cientifica, devido, principalmente, as suas potencialidades
terapéuticas. Em 2003, Cechinel-Filho e colaboradores publicaram uma nova revisao
abrangendo os aspectos quimicos e o potencial terapéutico das imidas ciclicas. A
partir de entdo muitas outras contribuicbes desta classe de compostos ja se
encontram relatadas na literatura. Como exemplo, pode-se citar o caso da talidomida
(2) que apesar dos efeitos adversos significativos ocorridos no passado, foi liberada
terapeuticamente pela Lei 10.651 de 16 de abril de 2003, para o tratamento da
hanseniase, mieloma mdultiplo, doencas cronico-degenerativas e de algumas
doencas oportunistas que afetam portadores do virus da imunodeficiéncia humana
(HIV) (BRANDAO, 2005). A talidomida também tem sido utilizada como prot6tipo
para a sintese de varios analogos com atividade antiinflamatéria e
imunomoduladora, os quais tém demonstrado maior atividade anti-fator de necrose
tumoral a (TNF-a0), menor toxicidade e maior estabilidade que o precursor (2)
(MACHADO et al., 2005; ALEXANDRE-MOREIRA et al., 2005).

7o

(2)

Um novo composto sintético, analogo da talidomida (2), denominado
como LASSBio 468 (3), sem centro quiral e com uma estrutura simples, mostrou-se
um inibidor de citocinas importante com perfil imunofarmacoldgico atrativo. Este
composto ativo na produgdo de TNF-a e na modulagdo de 6xido nitrico (NO)
representa um novo candidato néo teratogénico para ser utilizado na terapia de
doengas como artrite reumatoide e sindrome do choque séptico (ALEXANDRE-

MOREIRA et al., 2005). Muitos outros compostos tém sido planejados a partir da
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talidomida e também de (3). Entretanto, os derivados apresentaram perfis similares
aos protétipos (MACHADO et al., 2005).

[

(3)
Ainda em relacdo a derivados ftalimidicos, um novo derivado LASSBio
552 (4), apresentou perspectivas para o desenvolvimento de novos compostos para
o tratamento da asma. Este composto mostrou um bloqueio seletivo do acumulo de
eosindfilos no foco da inflamacgéo provocada por alérgenos por um mecanismo que
parece envolver a supressdo do influxo de células T (CD4") e a producdo de
cisteinil-leucotrienos (NEVES et al., 2005).

(4)

A atividade analgésica e a baixa toxicidade (DLsy >2000 mg/kg) de
compostos 2-alkoxi-6-metil-2-[2-hidroxi-3-(4-fenil-1-piperazinil)propil]-1H-pirrolo[3,4c]
piridina-1,3-(2H)-dionas(3,4-piridinodicarboximidas) levaram a uma série de
compostos obtidos a partir de modificacdes estruturais do composto (5). Estes novos
compostos foram mais ativos que o acido acetil salicilico utilizado para comparacéo,
mas foram menos ativos que o composto protétipo (5) (SLADOWSKA et al., 2005).
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Cabe ressaltar aqui os estudos prévios com imidas ciclicas derivadas da
aminofenazona que demonstraram atividade antinociceptiva significativa. O
composto mais potente da série foi um derivado 3,4-dicloromaleimida (6) o qual se
apresentou cerca de 15 vezes mais potente, no modelo de contor¢cdes abdominais
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induzidas pelo acido acético em camundongos, via i.p., que a dipirona, um efetivo
analgésico e antipirético nao esteroidal, utilizado em larga escala nos ultimos tempos
e cuja estrutura quimica é analoga a série sintetizada (CAMPQOS-BUZZI et al., 2002).

Esta molécula sera utilizada como protétipo neste trabalho.

HsG

s
SNh®
(6)

Walter e colaboradores (2004) confirmaram as propriedades
antinociceptivas de dicloromaleimidas e de alguns derivados sulfonados. Os
resultados demonstraram que a maior atividade encontrada foi para o composto (7),
o qual representa o protétipo da série. Substituicdes no atomo de cloro da dupla

ligacdo imidica ou no anel aromatico por clorosulfonagdo nao contribuiram no

incremento da atividade bioldgica.

o]

)

(o)

(7)

Recentemente foram descritos o0s efeitos antinociceptivos de

Cl

Cl

tetrahidroftalimidas e de compostos relacionados. O composto mais ativo foi o 2-
benzil-5-morfolino-4-il-hexahidroisoindol-1,3-diona (8) o qual apresentou uma
atividade cerca de 5 vezes superior aos farmacos utilizados como referéncia, acido
acetil salicilico e paracetamol, quando analisado no modelo de contor¢cdes
abdominais induzidas pelo acido acético pela via intraperitoneal, apresentando-se
efetivo também pela via oral (COSTA et al., 2007).

(8)
Substéancias naturais e sintéticas tém sido extensivamente pesquisadas a
fim de encontrar uma molécula ideal para o combate ao cancer, que atue nas células

tumorais, visando destrui-las, impedindo o crescimento e aliviando os sintomas
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causados pelo desenvolvimento do tumor (ALMEIDA et al.,, 2005). Entre os
compostos naturais, cinco novos derivados de maleimidas e succinimidas foram
isolados do micélio da Antrodia camphorata, um fungo utilizado na medicina chinesa
para o tratamento de intoxicagdes por alimentos ou medicamentos, diarréia, dores
abdominais, hipertensédo e cancer de figado. Dois derivados maleimidicos (9) e (10)
demonstraram atividade citotoxica sobre células tumorais (NAKAMURA et al., 2004).

(9) (10)

Considerando a atividade ja relatada na literatura para as imidas ciclicas
quanto aos efeitos mitocondriais e a citotoxicidade, o derivado 4-aminoantipirino
(11), em um estudo in vitro apresentou a maior citotoxicidade sobre macréfagos
peritoneais causando 100% de morte celular na concentracdo 0,08 mM e
decrescendo em 90% a viabilidade de uma linhagem de células de melanoma B16-
F10 a 0,4 mM. Entretando a maleimida (12) apresentou-se mais citotdxica para esta
linhagem de células. Este resultado € muito importante, pois esta linhagem de
células tem uma alta resisténcia nos tratamentos com agentes antineoplasicos
tradicionais (PRADO et al., 2004).

35 o

(11) (12)

Entre os farmacos sintéticos utilizados terapeuticamente em neoplasia
genitourinaria, particularmente testicular, ovariana e vesical e também nos
carcinomas escamosos como de cabeca e pescoco, esdfago e cérvix, carcinoma de
bexiga, tiredide, endométrio, estbmago ou pancreas e de pulmao, pode-se citar a
carboplatina (13), que é um composto de coordenagcdo com a platina cujo
mecanismo de agdo esta relacionado com a inibigdo seletiva da sintese do acido
desoxiribonucléico (DNA) (ALMEIDA et al., 2005). Entretanto a terapia com este
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farmaco causa muitos efeitos colaterais, tais como mielotoxicidade, nefrotoxicidade,
ototoxicidade, estomatite, nauseas e vémitos. Analogos da carboplatina acoplados a
um grupo de maleimidas (14) mostraram um efeito antitumoral melhor que a
carboplatina (13) (WARNECKE et al., 2004).
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(13) (14)

A doxorubicina (Dox) (15) € outro farmaco antitumoral utilizado
comumente para o tratamento do cancer devido a seus multiplos modos de acéo,
incluindo a inibicdo da DNA helicase, topoisomerase |l e RNA polimerase. Entretanto
efeitos colaterais como a cardiotoxicidade e a nefrotoxicidade, limitam a dose e a
eficacia terapéutica. Um polipeptideo, similar a elastina com um residuo C-terminal
de cisteina (ELP), foi sintetizado e conjugado a doxorubicina através de quatro
diferentes maleimidas ativadoras, por um ligante hidrazona, sensivel ao pH (16).
Estas biomacromoléculas foram desenvolvidas para promover a liberacao em alta
concentracdo do conjugado nos tumores sélidos, liberando a doxorrubicina de
maneira controlada para exercer seu efeito terapéutico nas células tumorais
(FURGESON et al., 2006).

(15) (16)

Uma das grandes promessas como estratégia para o tratamento do
cancer & o desenvolvimento de quelantes de ferro. Estes quelantes sdo conhecidos
por causarem deplecdo de ferro e exibirem potente atividade citotoxica sobre
numerosas células cancerosas incluindo leucemia, neuroblastoma, hepatoma e
linfoma. Chong e colaboradores (2004) desenvolveram um composto bifuncional
N,N’,N”-tris(2-piridilmetil)-cis,cis-1,3,5-triaminociclohexano possuindo um ligante
maleimida (17) para conjugagcado com anticorpos monoclonais alvos de varios tipos
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de células tumorais gerando a primeira série de conjugados antitumorais para

terapia tumoral de deplecéao de ferro.

va\

N Y /

» ey

(17)

Uma estrutura imidica utilizada clinicamente por suas propriedades
antineoplasicas é a aminoglutetimida (18), conhecida comercialmente por Orimeten®
e Cytadren®. Quimicamente €& denominada de 3-(4-aminofenil)-3-etil-2,6-
piperidinadiona e além de ser utilizada para carcinoma metastizante de mama e de
préstata, também é considerado um farmaco de escolha no tratamento da sindrome
de Cushing, uma vez que este medicamento inibe a esteroidogénese (SWEETMAN,
2007).
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CHa
(18)

Estudos tém demonstrado que agentes que induzem a morte celular
também podem ser eficazes para o tratamento do cancer. Uma série de derivados
N-metil-bisindolilmaleimidas foi sintetizada e avaliada por Katoh e colaboradores
(2005) como indutores da morte celular. O derivado N-metil-2- [1-(3-aminopropil)-1H-
indol-3-il]-3-(1H-indol-3-il)maleimida (19) foi o indutor da morte celular mais potente
induzida por H.O, de células de leucemia humana (HL60) e apresentou baixa
toxicidade quando comparado a um composto bisindolmaleimida avaliado
anteriormente por Asakai e colaboradores (2002).
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No que se refere a utilizacdo como agentes citotoxicos, foi investigada
uma série de novas imidas ciclicas, quanto a sua interacdo com o DNA e a indugéo
a apoptose. Os compostos que exibiram a melhor atividade foram as séries: (20)
(biciclo[2.2.2]-oct-5-eno0-2,3-dicarboximidas), (21) (2,3-pirazinodicarboximidas) e (22)
(2,3-piridinodicarboximidas). Embora a relagédo estrutura-atividade precisa ndo tenha
sido definida observou-se que os melhores resultados foram obtidos com os nucleos
imidicos ndo planares e com os N-substituintes; tais como fenetil, 2,6-diisopropilfenil
e 4-clorofenil (ABDEL -AZlZ, 2007).

32050

(20) (22)

Durante os Ultimos anos vém sendo relatadas algumas estruturas

R= fenetil, 2,6-diisopropilfenil, 4-clorofenil

imidicas, contendo um grupo arilpiperazina de cadeia longa unido ao nitrogénio da
imida, com atividade serotoninérgica, noradrenérgica e dopaminérgica, com agao
ansiolitica e antidepressiva. A estrutura mais conhecida é a buspirona (23),
comercialmente difundida como Buspar® ou Ansitec®, entre outras denominacdes.
Relacionados a ela outros farmacos ja vem sendo utilizados no tratamento destas
desordens como a gepirona (24), a tandospirona (25) e a ipsapirona (26) (YAMADA
et al., 2003; KELLER et al., 2005)

\O
(26)

Na busca por farmacos ansioliticos cada vez mais potentes, Kossakowski
(2003) procurou em suas pesquisas unir fragmentos estruturais de farmacos ja
conhecidos por esta referida acdo como o sistema antraceno da maprotilina (27) e a
porcao 4-aril(heteroaril)-1-piperazinoalquil da buspirona (23), obtendo-se dessa
forma novos derivados 1-clorometil-dibenzo[e.h]biciclo[2.2.2]-octano-2,3-dicarboxi-
mida (28) com provavel atividade ansiolitica.
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Uma nova série de arilpiperazinas de cadeia longa com uma porcao imida
terminal, obtida por reacao de Diels-Alder foi preparada para avaliar a influéncia do
volume da porcdo terminal. Os resultados obtidos sugerem que o volume de
aproximadamente 300 A° pode ser considerado como limitante para a ligacdo ao
receptor serotoninérgico 5HTa desta regido responsavel pelas interacbes com o0s
fragmentos imidicos. Os compostos analisados apresentaram afinidade moderada
para os receptores 5-HTa e, 0 derivado (29) também apresentou atividade para o
receptor dopaminérgico D, (KOSSAKOWSKI et al., 2004).
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Apesar da succinimida (30) ja ter sido comercializada por Orotic® com a
finalidade de reduzir a hiperoxaluria por inibir a formacdo de calculos de &cido
oxalico nos rins, este composto é o precursor de farmacos uteis no tratamento de
desordens do sistema nervoso central, como a epilepsia. O farmaco mais
significativo desta classe € a etosuximida (31) (Zarontin®) eficaz no tratamento de
crises de auséncia e convulsdes mioclonicas, mas outros analogos menos efetivos

como mesuximida (32) (Celontin®) e fensuximida (33) (Milontin®) ja foram
desenvolvidos (SWEETMAN, 2007).
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Revisdo Bibliogrifica 33

A passagem de farmacos para o sistema nervoso central (SNC) depende
em grande parte da barreira hematoencefdlica, a qual restringe a entrada
substancias exdgenas a partir da circulagdo geral. Somente pequenas moléculas
com alta solubilidade lipidica e baixa massa molar conseguem atravessar esta
barreira (PARDRIDGE, et al. 2003). Um novo sistema de liberagcao de farmacos com
albumina sérica cati6nica bovina como um carreador especifico do cérebro ligado
covalentemente com um grupo funcional maleimida (34) mostrou resultados

significantes “in vitro” e “in vivo” com baixa toxicidade (LU et al., 2005).

i

QN—PEG-PLA PEG-PLA =Polietilenoglicol-poli(acido latico)

© (34)
Infeccdes virais sdo hoje mais um grande problema de salde publica em

todo o mundo. Estimativas conservadoras citam mais de 300 milhées de pessoas
cronicamente infectadas pelo virus da hepatite B (HBV). Uma série de compostos
analogos ao produto natural helioxantina (35), o qual apresentou propriedades
antivirais, foram sintetizados e avaliados. Entre os compostos sintetizados o (36), um
acido amico hidrolizado a partir de sua respectiva imida ciclica exibiu um amplo
espectro de atividade antiviral contra os virus da hepatite B (CEsy = 0,8 uM), herpes
simples tipo 1 (CEsp = 0,15 uM) e o tipo 2 (CEsg <0,1 uM), Epstein Bar (CEsp = 9,0
uM) e o citomegalovirus (CEsp = 0,45uM). Este composto representa uma

promissora classe de futuros farmacos antivirais (YEO et al., 2005).

I} 0]
|

b/
(35) (36)

Outro problema viral grave é a sindrome da imunodeficiéncia adquirida

(SIDA), a qual tem se tornado a maior epidemia do mundo desde 1981, causada

pelo virus da imunodeficiéncia humana, o qual mata ou danifica as células do

sistema imune. Uma série de analogos ftalimidicos triciclicos foi planejada como

novos inibidores da HIV-1 integrase, uma enzima essencial para a replicagéo viral.
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Desta série o composto mais ativo foi o 7-(3,4-diclorobenzil)-5,9-dihidroxipirrol[3,4-
glquinoxalina-6,8-diona (37) com uma Clso de 112 nM (VERSCHUEREN et al. 2005).

Cl

Cl

(37)

Com o crescimento do numero de pacientes imunocomprometidos, a

freqiéncia das infeccdes causadas por fungos aumentou dramaticamente nas
ultimas décadas. Entre os problemas encontrados nos tratamentos de infeccoes
fungicas estd o numero limitado de farmacos antifungicos eficazes, sendo que
muitos deles possuem efeitos colaterais indesejaveis, ou séo inefetivos contra
fungos novos ou reincidentes. A resisténcia bacteriana também tem se tornado um
grave problema global, tornando indispensavel o investimento e a pesquisa no
campo dos antinfecciosos (CUSHNIE; LAMB, 2005).

Uma analise preliminar dos efeitos antimicrobianos de algumas imidas
ciclicas derivadas da 4-aminoantipirina demonstrou que a introdugdo do grupo
pirazol as imidas nao contribuiu para os efeitos antimicrobianos, ja anteriormente
relatados para as imidas ciclicas, pois apenas o composto N-antipirino-3,4-
dicloromaleimida (6) apresentou atividade significativa contra Candida albicans
(<200 pg/mL), sendo que todos os demais compostos ndo apresentaram atividade
nas concentracdes analisadas (CAMPOS-BUZZI, 2001). Entretanto, no decorrer
deste trabalho pretende-se demonstrar que modificacdes estruturais neste composto
podem acentuar o efeito antimicrobiano.

Recentemente, novos estudos avaliaram a atividade antibacteriana de
derivados da 4-aminoantipirina, também apresentando resultados negativos quanto
a inibicao bacteriana sendo que entre os compostos testados apenas observou-se
uma atividade modesta para um derivado do acido maleamico (38) (CUNHA et al.,
2005).
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Zentz e colaboradores (2002) sintetizaram e avaliaram a atividade

—=

antibacteriana de maleimidas e succinimidas. Entre as maleimidas o composto mais
ativo foi o substituido por um radical isopropila (39). Entre as succinimidas apenas
as moléculas com uma subunidade éster apresentaram atividade antibacteriana
moderada (ZENTZ et al., 2004). A partir destas succinimidas, ditiinas foram
preparadas e avaliadas quanto as suas atividades antimicrobianas, e 0 composto
também substituido por um radical isopropila (40) foi a que apresentou a menor
concentragao inibitéria minima contra alguns fungos e bactérias (ZENTZ et al.,
2005).

(39) (40)

A avaliagado antifingica de algumas succinimidas contra dermatofitos de
relevancia clinica revelou o composto 7-tia-2-aza-biciclo[2,2,1]hept-2-en-3-
amino[5,6-c]succinimida (41) como um bom inibidor do Trichophyton rubrum, o maior
agente etiolégico de todas as infecgdes produzidas por dermatéfitos (LOPEZ et al.,
2003).

(41)

Continuando os estudos antifungicos, foram avaliados 14 compostos de

algumas séries de N-fenil-, N-aril-, N-fenilalquil- e 3,4-dicloro-maleimidas. A atividade
dos derivados N-fenilalquil-3,4-dicloromaleimidas, mas n&o dos derivados N-
fenilalquilmaleimidas, mostrou-se dependente do tamanho da cadeia alquilica entre
os dois anéis. O composto N-fenilpropil-3,4-dicloromaleimida (42) mostrou 0 mais
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amplo espectro de agcédo e a menor concentracao inibitéria minima (CIM) em todos os
fungos filamentosos e leveduras testadas. Este composto inibiu as enzimas (1,3)p-D-
glucana e quitina sintase, que catalisam a sintese de polimeros da parede celular
fungica (LOPEZ et al., 2005).

Cl
(42)

Um estudo envolvendo 18 compostos imidicos, entre os quais,
maleimidas, glutarimidas e succinimidas, demonstraram o efeito destas sobre
mitocondrias isoladas de figado de rato, células de melanoma B16-F10, macréfagos
peritoneais e diferentes linhagens de bactérias. Os resultados revelaram que
algumas maleimidas causaram aumento no consumo de oxigénio na presenca ou
auséncia de ADP, enquanto os outros promoveram reducao neste parametro, com
diferentes intensidades de efeito. Todos os compostos testados causaram
decréscimo do coeficiente de controle respiratério (CCR) e os maleimidicos
demostraram atividade antibacteriana nas condi¢cées experimentais e concentracoes
utilizadas. Foi observado também, que a maioria dos compostos testados reduziu a
viabilidade celular tanto de macroéfagos peritoneais, como das células de melanoma
murino (PRADO et al.,2004).

Considerando a grande variedade de efeitos bioldgicos aqui apresentados
e a necessidade de novos farmacos para o tratamento das mais variadas doencas,
as imidas ciclicas destacam-se como provaveis lideres para o desenvolvimento de
farmacos novos e eficientes. Entretanto, é indispensavel a continuacdo destes
estudos para a determinacgéo da eficacia, elucidagdo dos mecanismos de acao e do

perfil toxicolégico destes compostos.

2.3 CHALCONAS

Quimicamente, as chalconas, ou 1,3-difenil-2-propen-1-ona, podem ser

definidas como cetonas o-B-insaturadas, onde se tem tanto a carbonila quanto a
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porcdo olefinica conjugadas e ligadas a grupamentos aromaticos, comumente
designados como anel A, proveniente da acetofenona e, anel B do aldeido. Estes
compostos podem existir em duas isoformas (Z e E), das quais o isbmero E é
considerado termodinamicamente favoravel (Figura 1) (DHAR, 1981).

Figura 1. Anéis A e B na estrutura geral das chalconas.

Os Departamentos de Quimica e de Farmacologia da UFSC e o Nucleo
de Investigacées Quimico-Farmacéuticas (NIQFAR) da UNIVALI, também possuem
uma histéria de pesquisa e trabalhos publicados envolvendo a classe das chalconas.
Os estudos tiveram inicio a partir do isolamento da xantoxilina (43) das partes
aéreas da Sebastiania schottiana (Euphorbiaceae) (MIGUEL, 1987). Este composto
apresentou atividade antiespasmaodica, entretanto com uma poténcia relativamente
baixa, e de forma nao seletiva (CALIXTO et al., 1990). Outras atividades biol6gicas
também foram aferidas a este composto, como antibacteriana (GODQY et al. 1991)
e antifungica (LIMA et al., 1994). A partir destes resultados, varios outros derivados
foram preparados por modificacdes de algumas fun¢des desta molécula, entre estes
algumas chalconas, as quais apresentaram atividades biologicas interessantes
(CECHINEL-FILHO, 1995, CECHINEL-FILHO et al, 1995; 1996). Outros resultados
promissores serdo demonstrados no decorrer deste trabalho.

O (o}

CHj

(43)
Em 1999, Dimmock e colaboradores publicaram uma revisdo sobre a
bioatividade de chalconas enfatizando suas atividades biol6gicas como, citotoxica,
anti-cancer, quimiopreventiva, antimicrobiana, antiviral, antiprotozoaria, inseticida,

anti-inflamatéria, anti-histaminica e anti-ulcerogénica.
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Devido ao grande interesse nesta classe de compostos, recentemente foi
publicada por Ni e colaboradores (2004), uma revisdo sobre o0os avancos na
terapéutica de chalconas com o objetivo de sumarizar o desenvolvimento das
pesquisas com estes compostos biologicamente ativos publicadas desde o ano de
1999, incluindo algumas moléculas ja patenteadas. Muito j4 se tem avang¢ado nos
estudos com esta classe de compostos, e entre os estudos mais recentes,
Nowakowska (2007) publicou uma nova revisdo com énfase nas atividades
antimicrobianas (antibacteriana e antifingica), bem como anti-leischmania,
antimalarica, antiviral e antiinflamatéria das chalconas.

Uma vez que a dor continua sendo um dos grandes flagelos da
humanidade é crescente o interesse em substancias analgésicas. A avaliacdo do
efeito antinociceptivo de chalconas sintéticas derivadas da xantoxilina (43)
demonstrou que alguns compostos foram mais efetivos que acido acetil salicilico
(AAS) e paracetamol (PAR), farmacos utilizados clinicamente avaliados no mesmo
modelo. Entre eles o composto 44 foi o mais ativo, com um valor de Dlsy de 8,7 (6,3
—11,9) umol/kg e uma inibicdo maxima de 92%, demontrando atividade cerca de 15

vezes superior aos farmacos de referéncia (CAMPOS-BUZZI et al., 2006).

(44)

Recentemente, nove acetamidochalconas incluidas neste trabalho, foram

avaliadas como agentes antinociceptivos, através do modelo de contor¢des
abdominais induzidas pelo acido acético 0,6%. Todos os compostos foram mais
efetivos que os farmacos utilizados como referéncia (acido acetil salicilico e
paracetamol), sendo que o composto  N-{4-[(2E)-3-(4-nitrofenil)prop-3-
enoillfenillacetamido (45) apresentou inibicao cerca de 32 a 34 vezes superior a
estes. Este composto foi avaliado em maiores detalhes em outros modelos de
nocicepcao, como a formalina, capsaicina, glutamato e placa quente. O mecanismo
de agao ainda nao foi determinado, mas sabe-se que nao envolve o sistema opidide
e, provavelmente envolve interagdes com o sistema vaniléide e/ou os mediadores do

processo inflamatério induzido pela formalina (CAMPOS-BUZZ| et al., 2007).
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A utilizagdo de farmacos tradicionais analgésicos e antiinflamatérios ndo
esteroidais estd em geral acompanhado de efeitos adversos gastricos. Estes efeitos
sao observados devido a inibicdo da ciclooxigenase-1 (COX-1), uma vez que esta
enzima é responsavel pela producao de prostaglandinas que possuem propriedades
citoprotetoras. Algumas chalconas com grupos metilsulfonamido (SO-Me) ou azido
(N3) na posigcao para do anel A tém sido pesquisadas como inibidores seletivos da
ciclooxigenase, sendo o substituinte no anel B o responsavel pela seletividade COX-
1/-2. Na série avaliada o composto 46 apresentou uma boa poténcia e seletividade

na atividade inibitéria da COX-2 (ZARGHI et al., 2006).

0]
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N3 CHj
(46)

Entre os efeitos adversos destacados acima, pode-se citar a gastrite, que
€ uma doenca inflamatéria que se caracteriza por acometimento da camada de
tecido mais superficial que reveste o estbmago, chamada de mucosa gastrica. A
Sofalcona (47) tem sido reportada por suas propriedades citoprotetoras para o
tratamento da gastrite e ulcera péptica. No Japao este farmaco € comercializado
pelo nome de Solon® (ISOMOTO et al., 2005, SWEETMAN, 2007).
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(47)
Outro medicamento comercial da classe das chalconas utilizado para
problemas de ordem digestiva € a metochalcona (48), quimicamente denominada de

2',4,4-trimetoxichalcona. Este farmaco é distribuido na Itdlia e na Espanha pelos
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nomes comerciais de Megalip® e Neocolan® como colerético, cuja fungdo é
estimular a secrecao de bile pelos hepatécitos (SWEETMAN, 2007).

H3C
(48)

Um problema de salude que tem causado um grande temor no mundo
todo, por ter se tornado um estigma de mortalidade e também de dor é o cancer,
cuja busca por novos farmacos tem se tornado incessante. As chalconas novamente
se inserem neste contexto, uma vez que uma nova classe de pirazéis, preparados a
partir de chalconas, tais como 3,5-difenil,1H-pirazoles substituidos (49 a - ¢)
mostraram potencial atividade citotéxica. Neste estudo observou-se que o tamanho
do substituinte, a rigidez e a solubilidade da molécula e, finalmente a conformacéao
do anel A e B, parece ser decisivo sobre a citotoxicidade (BHAT et al., 2005).

a=Ry=R, = Rg=R, = OCH,
b=Rg =R, = Ry = OCHy; R/=F
C=R3=R4=R5=R3'= R4'=OCH3

(49a-c)

As chalconas de origem natural também tém contribuido
significativamente nesta busca a novos farmacos potencialmente ativos para o
cancer. Trés novas chalconas foram isoladas de uma fracdo acetato de etila da
Angelica keskei, uma planta da medicina tradicional Japonesa, sendo identificadas
como xantoangelol | (50), xantoangelol J (51) e deoxidihidroxantoangelol (52).
Outros nove compostos aromaticos de estruturas ja conhecidas também foram
isolados desta mesma fracdo, sendo trés destes também da classe chalcona. Entre
as novas chalconas, os compostos 50 e 51 exibiram atividade antitumoral potente
avaliada através do efeito inibitério contra a ativacdo do antigeno primario do virus
Epstein-Barr (EBV-EA) induzido por 12-O-tetradecanoilforbol-13-acetato (TPA) em
células do tipo Raji (AKIHISA et al., 2006).
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(50) (51)

Uma vez que a citotoxicidade estd diretamente relacionada a

quimioterapia, cabe ressaltar um estudo realizado por Dimmock (2003) com
chalconas similares as propostas neste estudo, contendo os grupos 4-amino (53), 4-
maleamoilamino (54) e 4-arilmetilenoamino (55), as quais demonstraram
citotoxicidade seletiva para diferentes células neoplasicas, evidenciando-se como

importantes agentes citotoxicos.
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Em um estudo mais recente também em relacao a atividade citotéxica de
amino e nitrochalconas, o composto 56 apresentou a maior poténcia com um valor
de 1Cs5p de 0,24 uM. Foi também demonstrado que as aminochalconas foram
geralmente mais ativas que as correspondentes nitrochalconas (PATI et al., 2005).
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(56)
Outro problema mundial, é hoje a sindrome da imunodeficiéncia humana
(SIDA). Recentemente algumas chalconas foram reportadas como uma nova classe
de inibidores da enzima HIV-1 integrase (DENG et al., 2006). Utilizando duas
chalconas lideres (57) e (568), Deng e colaboradores (2007), procuraram identificar
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um grupamento farmacoforico em comum a esta classe de compostos. Este modelo
farmacoforico foi aplicado com sucesso identificando o composto 59 o qual exibiu

uma poténcia superior as chalconas prototipos.

OH O o OH
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e HN Br

(87) (58) (59)

Devido ao aumento na sobrevida de pessoas com sistema imunoldgico

NO,

debilitado, as infeccées oportunistas tém crescido muito nos ultimos anos. Entre uma
série de chalconas e analogos baseados no produto natural xantoxilina (43), a
chalcona 60, com um cloro na posicdo orto do anel B, mostrou a mais baixa
concentragao inibitéria minima contra Trichophyton rubrum (MIC = 12,5 ng/mL), com
um mecanismo provavel de acéao através da inibicdo da sintese da parede celular do
fungo (BOECK et al., 2005).

(60)

Compostos antifungicos sdo muito importantes tanto no combate as
infeccdes humanas, quanto na contaminacao de plantacées, como na soja (Glycine
max L. Merr.) por exemplo uma planta de grande valor nutritivo. O fungo
Colletotrichum truncatum, causador da antracnose € um dos patéogenos mais
comuns da soja, e foi inibido pelo extrato metandlico de Zuccagnia punctata, do qual
se isolaram duas chalconas (61 e 62), que mostraram uma forte atividade inibitéria

com uma concentracao inibitéria minima de 6,25 ug/mL (SVETAZ et al., 2004).
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O aumento na morbidade e na mortalidade das doencas infecciosas e
mesmo de outros tipos de patologias que evoluem com um quadro infeccioso
ocorrem em grande parte devido a resisténcia bacteriana (CUSHNIE; LAMB, 2005).
Algumas hidroxi-chalconas, como por exemplo a Lincochalcona A (63), possuem
propriedades antibacterianas reconhecidas. Em um estudo substituindo o grupo 4-
hidroxi, ja reconhecidamente essencial para a atividade microbiolégica, pelo
bioisostero 4-carboxi, obteve-se um composto mais ativo e também mais
hidrosolluvel, embora com um mecanismo de acao diferente, sendo apenas
bacteriostatico e, dessa forma, menos toxico. Apds otimizacdo deste derivado e
analise de relagdo estrutura-atividade, obteve-se os compostos 64 e 65, com as
melhores atividades in vitro (CIM = 2 uM) (NIELSEN et al., 2004).

CHy  cH,
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(63)

A introdug&o de grupos amino alifaticos catibnicos em chalconas resultou
em uma nova classe de compostos antibacterianos potentes. Entre estes se destaca
o composto 66, que apresentou uma CIM de 2 uM contra Staphylococcus aureus
resistentes a meticilina. Seu mecanismo de acdo parece estar envolvido com

alteragdes na estrutura da membrana celular (NIELSEN et al., 2005).
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(66)
Recentemente foi relatada uma série de chalconas substituidas com
atividade antibacteriana contra Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis e
Bacillus subtilis. Embora a melhor atividade fosse esperada para os compostos mais
lipofilicos, as substancias mais ativas foram aquelas contendo os grupos piperidino
ou 4-metilpiperidino (substituintes hidrofilicos) (67). Provavelmente, devido ao fato
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de estes compostos serem mais basicos que outros substituintes analisados e
consequentemente apresentarem o maior grau de protonacdo neste ensaio. A
distancia de 5 a 6 carbonos entre o anel B da chalcona e o grupo amino ciclico
também demonstrou ser o grupo espacador ideal para a atividade antibacteriana
destes compostos (NOWAKOWSKA; SEDZIA; SCHROEDER, 2007).

X=(CHz)n-N N—Y
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(67)
Uma série de moléculas hibridas chalcona-oxazilidinonas foi preparada e
testada “in vitro” contra uma variedade de bactérias gram-positivas (Stafilococcus e
Enterococcus). Embora os compostos hibridos tenham sido inativos, a introducao de
heterociclos na por¢cdo chalconica resultou na molécula lider 68, com moderada
atividade. Esta foi transformada no composto potente 69 através da substituicdo do
grupo acetamido pelo grupo analogo tiocarbamato (SELVAKUMAR et al., 2007).
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Além de atividades antimicrobianas, as chalconas também possuem

NH

atividades antiparasitarias. A malaria continua sendo um grave problema de saude
publica, na regido Amazobnica, no Brasil, como também em outras regides tropicais,
devido a alta incidéncia e aos efeitos debilitantes para as pessoas acometidas por
essa doenga. Dominguez e colaboradores (2005; 2005a) tem pesquisado derivados
de chalconas no desenvolvimento de novos farmacos antimalaricos, entre estes um
derivado feniluréia (70) e um da sulfonamida (71). Ambos os estudos sugerem que
estes compostos exercem um efeito antimalarico pronunciado via multiplos

mecanismos.
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A leishmaniose € outro problema importante de saude publica,
especialmente da América Latina, Africa e Asia, e as chalconas aparecem como
uma classe de compostos antileishmania promissora. Um dos primeiros compostos
relatados desta classe foi a Lincochalcona A (63) estrutura ja relatada por seu
potencial antiinflamatério. Na dltima década o composto 2’,6’-dihidroxi-4’-
metoxichalcona (72) foi isolado do extrato das inflorescéncias da planta Piper
aduncum (piperaceae) e demonstrou ser o componente responsavel pela atividade
antileishmania. Utilizando este composto como protétipo, uma série de novas
chalconas foi avaliada exibindo efeitos promissores tanto para as formas
promastigota quanto amastigota do parasita (BOECK et al., 2006).

OH O

¢
"o OH
(72)

Segundo o ministério da saude, o principal grupo de causas de morte no
Brasil, em 2006 em todas as regides e para ambos 0s sexos, foram as doencas do
aparelho circulatério. Entre elas pode-se destacar a doenca arterial coronariana, que
estd diretamente ligada a aterosclerose. Entre o0s principais fatores de risco
associados pode-se destacar a dislipidemia (BRASIL, 2006). Com o objetivo de
avaliar a atividade hipolipidémica dezenove chalconas e analogos foram avaliadas.
O composto 4’,4-diclorochalcona (73) demonstrou exelente diminuicao no colesterol
sérico total e triglicerideos no ensaio agudo (Triton WR1339) e significante atividade

anti-lipidémica no ensaio crénico (dieta hipercalérica) (SANTOS et al., 2006).
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Outra doenca frequentemente associada com a dislipidemia, obesidade e
hipertensdo levando a riscos cardiovasculares € a diabetes tipo Il (ndo insulino-
dependente). Uma série de chalconas foi sintetizada e avaliada quanto a atividade
antihiperglicémica em ratos. O composto mais potente 74 apresentou atividade
comparavel a metformina (Glifage®) e glibenclamida (Daonil®), dois farmacos
utilizados na terapéutica (SHUKLA et al., 2007)

0 OH
SRashe
HsC _N._ __CH,
(74)

Atualmente, ja existe no mercado a Hesperidin metil chalcona (75), a qual
€ comercializada em varios paises por diferentes nomes comerciais como Cyclo Fort
3®, Venart®, Diroseal ® entre outros, em combina¢des com diferentes ingredientes
ativos. Em geral a principal indicacdo destes medicamentos € para desordens
circulatérias (SWEETMAN, 2007).
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Como pode ser observado, as chalconas tém demonstrado atividades

@)

HO

bioldgicas promissoras e perfil de segurangca em muitos ensaios biolégicos sendo
considerados compostos em potencial para a descoberta de novos protétipos de
farmacos (NI; MENG; SIKORSKI, 2004). Desta forma, o interesse na continuacao
dos estudos com relagdo a atividade das chalconas, tanto no meio académico,
quanto na industria, é fundamental para definir os mecanismos de ag¢ao envolvidos

nas respectivas atividades, proporcionando a obtencao de um futuro farmaco.



3 OBJETIVOS

3.1

OBJETIVO GERAL

v' Realizar modificacdes estruturais em um composto ja selecionado como
protétipo, a N-antipirino-3,4-dicloromaleimida. E, sintetizar novas séries de
imidas ciclicas, de chalconas bem como de compostos hibridos imido-
chalconas de interesse bioldgico.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Sintetizar imidas ciclicas a partir do anidrido fenilsuccinico e aminas
aromaticas;

Realizar modificagdes estruturais em um composto ja selecionado como
prototipo, a N-antipirino-3,4-dicloromaleimida, enfocando a relagéo
estrutura-atividade e selecionar os derivados mais ativos;

Sintetizar amino- e amido-chalconas a partir da 4-aminoacetofenona e
diferentes benzaldeidos;

Sintetizar nitro-chalconas a partir do 4-nitrobenzaldeido e diferentes
acetofenonas;

Sintetizar compostos hibridos imido-chalconas;

Analisar os resultados dos compostos sintetizados em modelos
farmacolégicos de dor, em camundongos, e em métodos microbioldgicos
(antibacteriano, antifungico, toxicolégico);

Avaliar a absorcdo e a permeabilidade dos compostos sintetizados de
acordo com os parametros estipulados na regra dos 5 de Lipinski.
Comparar a atividade dos compostos em estudo com a atividade de

farmacos disponiveis no mercado farmacéutico.



4 PARTE EXPERIMENTAL

4.1 SINTESES

411 Caracterizacao estrutural

Utilizou-se cromatrografia em camada delgada (CCD) para a andlise da
pureza dos compostos sintetizados, os quais foram também caracterizados através
do ponto de fusdo, técnicas espectroscopicas de infravermelho, ressonéancia
magnética nuclear de hidrogénio (RMN 'H) e de carbono-13 (RMN 'C), conforme
necessario para a determinacao estrutural dos mesmos.

Para CCD utilizaram-se placas cromatograficas de silica gel PFas4 em
folhas de aluminio Sigma, utilizando o sistema de solventes cloroférmio/metanol
(90:10) e hexano/acetato de etila (90:10; 80:20, 70:30 e 50:50). Os solventes
utilizados foram adquiridos comercialmente da Aldrich e Merck. As manchas foram
visualizadas atraves de luz UV de ondas curtas.

Os pontos de fusdao dos compostos foram determinados com um aparelho
Microquimica APF-301 e ndo foram corrigidos.

Os espectros de infravermelho foram obtidos em espectrofotbmetro
Bomem 100 (NIQFAR/UNIVALI), com as substancias incorporadas em pastilhas de
KBr, sendo que as absor¢cdes foram registradas em escala de centimetro
reciproco (cm™).

Os espectros de RMN de 'H e de '°C foram obtidos em espectrometro
Brucker 400 MHz (Departamento de Quimica/UFSC) ou em espectrémetro Brucker
300 MHz (Curso de Farmacia/UNIVALI) usando como solvente CDCIs-d;; DMSO-dg
ou Acetona- ds adquiridos comercialmente da Aldrich. Os deslocamentos quimicos
foram expressos em valores adimensionais (ppm) em relacdo a um padrao interno
de tetrametilsilano (TMS). A visualizacdo foi realizada no programa ACDSpec
Manager 10.08 (licenga n°: 41159).
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4.1.2 Sintese de N-aril-3-fenilsuccinimidas:

Os compostos succinimidicos foram obtidos através da reagao equimolar
do anidrido 3-fenilsuccinico, com as aminas: anilina, 4-anisidina, 4-toluidina, 4-
cloroanilina e 3,4-dicloroanilina utilizando acido acético como agente desidratante
sob refluxo para a obtencao das respectivas imidas ciclicas, conforme anteriormente
descrito (NUNES, 1986; CECHINEL-FILHO, 1995; CORREA, 1997; CAMPOS-
BUZZI; CORREA; CECHINEL-FILHO, 2003). Todas as reacdes foram monitoradas
por cromatografia de camada delgada (CCD) utilizando como eluente
hexano:acetato de etila (70:30).

1,3-difenilpirrolidina-2,5-diona (76)

(0]
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Utilizou-se anidrido 3-fenilsuccinico (0,2 g/ 1,1 mmol) e anilina (0,10 mL/ 1,1 mmol)
em acido acético glacial (30 mL). A mistura foi aquecida sob refluxo suave por 2
horas. Apds, a mistura foi vertida sobre agua e gelo (100 mL). O precipitado formado
foi filtrado, lavado com agua e recristalizado em ciclohexano para obtencdo do
produto puro, de coloracdo branca. Rendimento: 40,4 %; R:: 0,59; p.f.: 141,6 —
142,4°C (LUCKA-SOBSTEL; ZEJC; OBNISKA, 1977), p.f.= 140,0 - 142,0 °C).
Formula molecular: C16H13NO2 (251,28 g/mol).
IV (Pastilha de KBr, cm-1): 1706 (v -C=0, imida).
RMN 'H (CDCls, ppm): 2,99 (dd, 1Ha); 3,37 (dd, 1Hg); 4,18 (dd, 1Hy); 7,25 — 7,51 (m,
10H, Ar).
RMN '3C (CDCls, ppm): 37,3 (CH,); 45,9 (CH); 126,5 — 137,2 (12 C, Ar); 175,1
(C=0); 176,7 (C=0).

1-(4-metilfenil)-3-fenilpirrolidina-2,5-diona (77)

CHy
M
NN
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Metodologia similar a descrita para o composto 76, porém utilizou-se 0,12 g (1,1
mmol) de p-toluidina. O precipitado formado apresentou coloracdo branca, e foi
recristalizado em ciclohexano apresentando um aspecto de algodao. Duracédo: 3 h;
rendimento: 56,0 %; Ry: 0,62; p.f.: 141,5 — 142,0 °C.

Formula molecular: C47H15NO2 (265,31 g/mol).

IV (Pastilha de KBr, cm-1): 1709 (v -C=0, imida).

RMN "H (CDCls, ppm): 2,38 (s, 3 H, CHs); 2,98 (dd, 1Ha); 3,35 (dd, 1Hg); 4,17 (dd,
1Hx); 7,18 — 7,42 (m, 9H, Ar).

RMN 3C (CDCls, ppm): 21,2 (CHs); 37,3 (CH,); 45,9 (CH); 126,2 — 138,8 (12 C, Ar);
175,3 (C=0); 176,7 (C=0).

1-(4-clorofenil)-3-fenilpirrolidina-2,5-diona (78)

o Cl
O
o

Metodologia similar a descrita para o composto 76, porém utilizou-se 0,11 g (1,1
mmol) de p-cloroanilina. O precipitado formado apresentou coloracao amarelo claro
e foi recristalizado em ciclohexano apresentando um aspecto translucido. Duracéao:
3:30 h; rendimento: 35,0 %; R 0,63; p.f.: 173,0 — 174,9 °C (LUCKA-SOBSTEL;
ZEJC; OBNISKA, 1977), p.f.= 175,0 - 177,0 °C).
Formula molecular: C16H12CINO, (285,72 g/mol).
IV (Pastilha de KBr, cm-1): 1710 (v -C=0, imida).
RMN 'H (CDCls, ppm): 3,01 (dd, 1Ha); 3,38 (dd, 1Hg); 4,19 (dd, 1Hy); 7,26 — 7,47 (m,
9H, Ar).
RMN 'C (CDCls, ppm): 37,1 (CH,); 45,9 (CH); 127,3 — 136,8 (12 C, Ar); 174,8
(C=0); 176,4 (C=0).

1-(3,4-diclorofenil)-3-fenilpirrolidina-2,5-diona (79)

Cl
N\
(6}

Metodologia similar a descrita para o composto 76, porém utilizou-se 0,18 g (1,1
mmol) de 3,4-dicloroanilina. O precipitado formado apresentou coloracdo branca e
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foi purificado por cromatografia de coluna (CC) utilizando o sistema de eluentes
hexando:acetato de etila (80:20). Duracdo: 4 h; rendimento: 30 %; Ry 0,66; p.f.:
149,6 — 151,2 °C.

Formula molecular: C1gH11CI2NO» (370,17 g/mol).

IV (Pastilha de KBr, cm-1): 1690 (v -C=0, imida).

RMN 'H (CDCls, ppm): 2,82 (dd, 1Ha); 3,36 (dd, 1Hg); 4,21 (dd, 1Hy); 7,04 — 8,03 (m,
8H, Ar).

RMN '3C (CDCls, ppm): 37,5 (CHy); 62,7 (CH); 122,5 — 134,8 (12 C, Ar); 160,8
(C=0); 168,4 (C=0).

1-(4-metoxifenil)-3-fenilpirrolidina-2,5-diona (80)

Metodologia similar a descrita para o composto 76, porém utilizou-se 0,13 g de p-
anisidina. O precipitado formado apresentou coloragao lilds. Duracédo: 6 h;
rendimento: 60,3 %; Ry: 0,47; p.f.: 172,3 - 172,9 °C.

Formula molecular: C17H15sNO3 (281,3 g/mol).

IV (Pastilha de KBr, cm-1): 1707 (v -C=0, imida).

RMN "H (CDCls, ppm): 2,98 (dd, 1Ha); 3,36 (dd, 1Hg); 3,82 (s, 3 H, CHas); 4,18 (dd,
1HYx); 6,97 — 7,42 (m, 9H, Ar).

RMN 3C (CDCls, ppm): 37,2 (CHy); 45,9 (CH); 55,5 (OCHs); 114,5 - 159,5 (12 C,
Ar); 175,4 (C=0); 176,9 (C=0).

4.1.3 Sintese do protétipo: N-antipirino-3,4-dicloromaleimida (6)
0 HsG

/CH3
Cl N
jage
Hre

A N-antipirino- 3,4-dicloromaleimida foi ressintetizada de acordo com a
metodologia ja estabelecida por Campos-Buzzi (2001) com o intuito de se obter
quantidade suficiente para a obtencdo dos derivados. Utilizou-se anidrido 3,4-

dicloromaleico (8,0 g/ 48 mmol) e 4-aminoantipirina (9,7 g/ 48 mmol) em &cido
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acético glacial (90 mL). A mistura foi aquecida sob refluxo suave por 3 horas. Apés,
a mistura foi vertida sobre agua e gelo (200 mL). O precipitado formado foi filtrado,
lavado com agua e recristalizado em diclorometano: hexano (90:10) para obtencao
do produto puro, de coloracdo amarela. Rendimento: 88%, R 0,73; p.f.: 208,2 -
209,2 °C.

Formula molecular: C1sH11N3O3Cl> (352,15 g/mol).

IV (Pastilha de KBr, cm-1): 1796; 1742 (v -C=0, imida), 1642 (v -C=0, antipirina).
RMN 'H (CDCls, ppm): 2,18 (s, 3H, CHs); 3,21 (s, 3H, N-CHs); 7,34 — 7,50 (m, 5H,
Ar).

RMN '3C (CDCls;, ppm): 10,8 (CHs); 35,2 (N-Me); 100,1 (=C-N); 125,1 - 134,2 (5 C,
Ar); 127,7 (2 =C-Cl); 152,6 (=C-Me); 160,4 (2 C=0, imida); 161,8 (C=0, pirazolona).

414 Sintese dos derivados da N-antipirino-3,4-dicloromaleimida

No composto N-antipirino-3,4-dicloromaleimida foi feita a substituicado dos
atomos de cloro do anel imidico, por diferentes nucleéfilos como: aminas aromaticas,
ciclicas e aciclicas. Todas as reagdes foram monitoradas por CCD utilizando como
eluente cloroférmio:metanol (90:10).

N-antipirino-3-cloro-4-(4-bromoanilinomaleimida) (81)

0 Mg CH
Cﬁ 4&'\\'/ g
Br | N N
O~y O
A reacao foi feita na propor¢ao 1:2, 6 (0,2 g/ 0,57 mmol) e 4-bromoanilina (0,19 g/1,1
mmol). O composto 6 foi dissolvido em etanol (15 mL) sob agitacdo constante a
temperatura ambiente. A 4-bromoanilina, também dissolvida no mesmo solvente, foi
adicionada lentamente a solucéo. Filtrou-se o precipitado formado, de coloracao
amarela. Duracdo: 5:30 h; rendimento: 70%; Ry: 0,43; p.f.: 243,8 - 245,2 °C.
Formula molecular: C,1H16BrCIN4O3 (487,73 g/mol).

IV (Pastilha de KBr, cm™): 1781; 1726 (v -C=0, imida); 1652 (v -C=0, antipirina);
3615 (v- NH-).



Parte Experimental 53

RMN 'H (CDCls, ppm): 2,18 (s, 3H, CHs); 3,20 (s, 3H, N-CHs); 6,97 — 7,49 (m, 9H,
Ar); 8,47 (s, 1H, NH).

RMN "3C (CDCls, ppm): 10,9 (CHs); 35,1 (N-CHs); 95,3 (=C-N); 100,7 (=C-Cl); 118,7
(C-Br, Ar); 1252 — 152,4 (11 C, Ar); 135,2 (=C-N); 137,4 (=C-Me); 160,7 (C=0,
imida); 164,7 (C=0, imida); 166,1 (C=0, pirazolona).

N-antipirino-3-cloro-4-(4-fluoroanilinomaleimida) (82)
0 HsG

Cﬁi %ﬁ\‘/c%

L

NH Y o \©

A metodologia foi similar a descrita para o composto 81, porém utilizou-se 0,11 mL
(1,1 mmol) de 4-fluoroanilina. O precipitado formado apresentou coloragdo amarela.
Duragdo: 6 h; rendimento: 80 %; Rs: 0,40; p.f.: 263,8 - 265,0 °C.

Férmula molecular: C,1H16FCIN4O3 (426,82 g/mol).

IV (Pastilha de KBr, cm™): 1783; 1725 (v -C=0, imida); 1658 (v -C=0, antipirina);
3619 (v- NH-).

RMN 'H (CDCls, ppm): 2,20 (s, 3H, CHs); 3,21 (s, 3H, N-CHs); 6,99 — 7,46 (m, 9H,
Ar); 7,77 (s, 1H, NH).

RMN 'C (CDCls, ppm): 11,0 (CHs); 35,3 (N-CHs); 94,3 (=C-N); 101,1 (=C-Cl); 115,3
e 115,7 (CH, Ar-F); 125,9 e 126,0 (CH, Ar-F); 125,2 - 134,0 (6 C, Ar); 131,7 (=C-N);

137,7 (=C-Me); 152,6 (C-NH, Ar); 158,4 e 163,5 (C-F, Ar); 160,8 (C=0, imida); 164,8
(C=0, imida); 166,1 (C=0, pirazolona).

N-antipirino-3-cloro-4-(4-etilanilinomaleimida) (83)

0 HsG oH
HaC cl / Y N s
O
HTC
A metodologia foi similar a descrita para o composto 81, porém utilizou-se 0,14 mL
(1,1 mmol) de 4-etilalinina. O precipitado formado apresentou coloracdo amarela.

Duragdo: 7 h; rendimento: 65 %, Rs: 0,43; p.f.: 226,8-229,1 °C.
Formula molecular: Co3H21CIN4O3 (436,89 g/mol).
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IV (Pastilha de KBr, cm™): 1750; 1727 (v -C=0, imida), 1659 (v -C=0, antipirina);
3176 (v- NH-).

RMN "H (CDCls, ppm): 1,17 (t, 3H, CHa), 2,15 (s, 3H, CHs), 2,58 (q, 2H, CH,); 3,16
(s, 3H, N-CH3), 7,0 — 7,40 (m, 9H, Ar); 8,80 (s, 1H, NH).

RMN '3C (CDCls, ppm): 11,0 (CHs); 15,7 (CHs-Et); 28,6 (CHy); 35,3 (N-CHs); 94,0
(=C-N); 101,1 (=C-Cl); 114,6 (=C-NH); 124,2 - 142,7 (11 C, Ar); 137,8 (=C-Me);
152,54 (C-Et, Ar), 160,6 (C=0, imida); 165,3 (C=0, imida); 166,6 (C=0, pirazolona).

N-antipirino-3-cloro-4-(3-nitroanilinomaleimida) (84)

A metodologia foi similar a descrita para o composto 81, porém utilizou-se 0,15 g
(1,1 mmol) de 3-nitroanilina. O precipitado formado apresentou coloragcdo amarela
Duracao: 10 h; rendimento: 60 %, Rs: 0,26; p.f.: 118,2 - 120,0 °C.

Formula molecular: C21H1sCIN5O5 (453,83 g/mol).

IV (Pastilha de KBr, cm™): 1750; 1727 (v -C=0, imida), 1663 (v -C=0, antipirina);
3290 (v- NH-).

RMN 'H (CDCls, ppm): 2,26 (s, 3H, CHs); 3,23 (s, 3H, N-CHs); 7,36 — 8,04 (m, 9H,
Ar); 10,32 (s, 1H, NH).

RMN '3C (CDCls, ppm): 10,2 (CHs); 35,1 (N-CHj); 95,9 (=C-N); 98,9 (=C-Cl);

117,6 - 138,1 (11 CH, Ar); 138,2 (=C-Me); 147,5 (=C-N); 154,2 (C-NO,, Ar); 160,6
(C=0, imida); 164,5 (C=0, imida); 166,7 (C=0, pirazolona).

N-antipirino-3-cloro-4-(4-carboxianilinomaleimida) (85)

(0]
HO a ) N/CH3
0)\©\ | N \
AR
A metodologia foi similar a descrita para o composto 81, porém utilizou-se 0,16 g
(1,1 mmol) de acido 4-aminobenzdico. O precipitado formado apresentou coloragéo

amarela Duracao: 7:30 h; rendimento: 60 %; Rs: 0,13; p.f.: 222,7 - 224,1 °C.
Formula molecular: Co2H17CIN4Os (452,84 g/mol).
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IV (Pastilha de KBr, cm™): 1750; 1728 (v -C=0, imida), 1653 (v -C=0, antipirina);
3316 (v- NH-).

RMN 'H (CDCls, ppm): 2,30 (s, 3H, CHs); 3,08 (s, 3H, CHa); 6,30 — 6,85 (m, 9H, Ar);
8,60 (s, 1H, NH); 8,69 (s, 1H, COOH).

RMN *3C (CDCls, ppm): 10,3 (CHs); 35,1 (N-CHs); 93,6 (=C-N); 99,2 (=C-Cl); 122,7 —
134,3 (11 C, Ar); 137,0 (=C-Me); 141,0 (=C-N); 154,2 (C- Ac, Ar); 160,6 (C=0O,
imida); 164,6 (C=0, imida); 165,9 (C=0, pirazolona), 166,9 (C=0, acido).

N-antipirino-3-cloro-4-(3-carboxianilinomaleimida) (86)
o HG

O OH . _CH,
N
ARRS

A metodologia foi similar a descrita para o composto 81, porém utilizou-se 0,16 g
(1,1 mmol) de acido 3-aminobenzdico. O precipitado formado apresentou coloragéao
amarelo ouro. Duragéo: 8 h; rendimento: 68 %; Rs: 0,11; p.f.: 224,8 - 226,0 °C.
Formula molecular: Co2H17CIN4Os (452,84 g/mol).

IV (Pastilha de KBr, cm-1): 1780; 1719 (v -C=0, imida), 1653 (v -C=0, antipirina);
3309 (v- NH-), 2531 ((v- COOH-).

RMN 'H (CDCls, ppm): 2,26 (s, 3H,CHs); 3,23 (s, 3H, N-CHg), 7,37 — 7,79 (m, 9H,
Ar); 10,15 (s, 1H, COOH).

RMN '3C (CDCls, ppm): 10,2 (CHs); 35,1 (N-CHs); 93,6 (=C-N); 99,1 (=C-Cl); 124,4 -
154,3 (11 C, Ar); 128,5 (=C-NH); 130,9 (C-COOH, Ar); 138,5 (=C-Me, Ar); 160,6
(C=0, imida); 164,6 (C=0, imida); 165,9 (C=0, pirazolona); 166,8 ( C=0, acido
carboxilico).

N-antipirino-3-cloro-4-(3-cloroanilinomaleimida) (87)
0 HG

Cl . N/CHS
g
NA \O 4 \©

A metodologia foi similar a descrita para o composto 81, porém utilizou-se 0,14 g
(1,1 mmol) de 3-cloroanilina. O precipitado formado apresentou coloracdo amarela.
Duracao: 9 h; rendimento: 82,7 %; R: 0,57; p.f.: 223,0 - 226,0 °C.
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Formula molecular: Co1H16CI2N4O3 (443,28 g/mol).

IV (Pastilha de KBr, cm™): 1779; 1726 (v -C=0, imida), 1645 (v -C=0, antipirina);
3950 (v- NH-).

RMN 'H (CDCls, ppm): 2,15 (s, 3H, CHg), 3,19 (s, 3H, N-CH3), 7,0 — 7,45 (m, 9H, Ar);
8,58 (s, 1H, NH).

RMN 3C (CDCls, ppm): 10,9 (CHs); 35,1 (N-CHs); 96,1 (=C-N); 100,9 (=C-Cl); 121,6
- 1526 (11 C, Ar); 127,6 (=C-NH); 137,1 (C-Cl, Ar); 137,3 (=C-Me); 160,8
(C=0,imida); 164,7 (C=0, imida); 165,9 (C=0, pirazolona).

N-antipirino-3-cloro-4-(3-metilanilinomaleimida) (88)
o HsGC

HyC o . ,CH,
awigs
NA v 0 \©

A metodologia foi similar a descrita para o composto 81, porém utilizou-se 0,12 g
(1,1 mmol) de 3-metilanilina. O precipitado formado apresentou coloragcdo amarela.
Duragéao: 7:00 h; rendimento: 52 %; Ry: 0,37; p.f.: 136,5 - 138,7 °C.

Formula molecular: CooH19CIN4O3 (422,86 g/mol).

IV (Pastilha de KBr, cm™): 1782; 1725 (v -C=0, imida), 1658 (v -C=0, antipirina);
3617 (v- NH-).

RMN 'H (CDCI 3, ppm): 2,20 (s, 3H, CHs), 2,35 (s, 3H, CHs-ar), 3,19 (s, 3H, N-CHs),
6,99 — 7,48 (m, 9H, Ar), 7,71 (s, TH, NH).

RMN 3C (CDCls, ppm): 10,9 (CHs); 21,4 (CHs-Ar); 35,3 (N-CHs); 94,3 (=C-N); 101,2
(=C-Cl); 120,8 - 138,6 (11 C, Ar); 134,2 (=C-NH); 135,6 (C-N, Ar); 137,4 (=C-Me);
152,9 (C-Me, Ar); 160,8 (C=0, imida); 165,0 (C=0, imida); 166,3 (C=0, pirazolona).

N-antipirino-3-cloro-4-(3-metoxianilinomaleimida) (89)

"0 cl /7) - ) ek
e9iat
ARhe

A metodologia foi similar a descrita para o composto 81, porém utilizou-se 0,14 g
(1,1 mmol) de 3-metoxianilina. O precipitado formado apresentou coloracdo amarelo
escuro. Duracao: 8:30 h; r endimento: 56 %; Rs: 0,38; p.f.: 139,5 - 142,1 °C.
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Formula molecular: CooH19CIN4O4 (438,86 g/mol).

IV (Pastilha de KBr, cm™): 1781; 1726 (v -C=0, imida), 1658 (v -C=0, antipirina);
3639 (v- NH-).

RMN 'H (CDCls, ppm): 2,20 (s, 3H,CHs); 3,20 (s, 3H, N-CHs), 3,81 (s, 3H, OCHa),
6,74 — 7,49 (m, 9H, Ar); 7,87 (s, 1H, NH).

RMN '3C (CDCls, ppm): 10,9 (CHs); 35,3 (N-CHs); 55,3 (OCHs); 94,7 (=C-N); 101,2
(=C-Cl); 109,2 - 152,8 (11 C, Ar); 134,1 (=C-NH); 137,3 (=C-Me); 159,8 (C-OMe, Ar);
160,8 (C=0, imida); 165,0 (C=0, imida); 166,3 (C=0, pirazolona).

N-antipirino-3-cloro-4-(3,5-dimetilanilinomaleimida) (90)
o HsG

HaC o ) N/CHS
Q | N r\\l
NH
HaC o © \©

A metodologia foi similar a descrita para o composto 81, porém utilizou-se 0,14 g
(1,1 mmol) de 3,5-dimetilanilina. O precipitado formado apresentou coloragéao
amarela. Duracao: 7:30 h; rendimento: 61 %; Ry: 0,49; p.f.: 137,8 - 139,9 °C.

Formula molecular: Co3H21CIN4O3 (436,89 g/mol).

IV (Pastilha de KBr, cm™): 1781; 1725 (v -C=0, imida), 1661 (v -C=0, antipirina);
3300 (v- NH-).

RMN 'H (CDCls, ppm): 2,21 (s, 3H, CHs); 3,20 (s, 3H, N-CHs); 2,32 (s, 6H, CHa);
6,80 — 4,76 (m, 8H, Ar).

RMN '3C (CDCls, ppm): 11,0 (CHs); 35,3 ( N-CH3); 21,3 (2 CHs); 94,2 (=C-N); 101,4
(=C-Cl); 121,4 - 152,9 (11 C, Ar); 134,21 (=C-N); 137,4 (=C-Me); 160,8 (C=0, imida);
165,1 (C=0, imida); 166,3 (C=0, pirazolona).

N-antipirino 3-cloro-4-(3,5-dimetoxianilinomaleimida) (91)

H,C
HiC—q o _CHg
Cl / N
B

A metodologia foi similar a descrita para o composto 81, porém utilizou-se 0,17 g

HsC—g

(1,1 mmol) de 3,5-dimetoxianilina. O precipitado formado apresentou coloragcao
amarela. Duracéo: 9 h; rendimento: 90 %; Rs: 0,34; p.f.: 140,0 - 141,9 °C.
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Formula molecular: Co3H21CIN4Os (466,88 g/mol).

IV (Pastilha de KBr, cm-'): 1780; 1726 (v -C=0, imida), 1653 (v -C=0, antipirina);
3360 (v- NH-).

RMN 'H (CDCls, ppm): 2,19 (s, 3H, CHs); 3,19 (s, 3H, N-CHs); 3,77 (s, 6H, OCHa);
6,32 (s, CH, Ar); 7,25 - 7,45 (m, 9H, Ar); 7,74 (s, 1H, NH).

RMN '3C (CDCls, ppm): 10,9 (CHs); 35,2 (N-CHs); 55,5 (2 OCHs); 95,0 (=C-N); 98,5 -
137,4 (10 C, Ar); 101,0 (=C-Cl); 137,2 (=C-Me); 152,6 (C=0, imida); 160,6 (2 C-
OMe); 165,0 (C=0, imida); 166,2 (C=0, pirazolona).

N-antipirino-3-cloro-4-(4-cloro-3-nitroanilinomaleimida) (92)

o HG

0§N+'O_ . _CH,
N
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A metodologia foi similar a descrita para o composto 81, porém utilizou-se 0,14 g
(1,1 mmol) de 4-cloro-3-nitroanilina. O precipitado formado apresentou coloragcao
amarela Duracdo: 6:30 h; rendimento: 82 %; Ry: 0,45; p.f.: 121,9 - 123,2°C.

Foérmula molecular: C21H16Cl2NsO5 (488,28 g/mol).

IV (Pastilha de KBr, cm-'): 1798; 1727 (v -C=0, imida), 1658 (v -C=0, antipirina);
3439 (v- NH-).

RMN 'H (CDCls, ppm): 2,23 (s, 3H, CHa); 3,21 (s, 3H, N-CHg); 7,35 — 7,87 (m, 10 H,
Ar); 10,32 (s, TH, NH).

RMN *C (CDCls, ppm): 10,9 (CHs); 35,8 (N-CHs); 97,8 (=C-N); 99,5 (=C-Cl); 120,4 -
147,6 (10 C, Ar); 127,8 (=C-N); 132,1 (C-Cl, Ar); 138,6 (=C-Me); 154,8 (C-NO,, Ar);
161,2 (C=0, imida); 165,1 (C=0, imida); 166,2 (C=0, pirazolona).

N-antipirino 3-cloro-4-(benzilaminomaleimida) (93)
0 HG

g MR 0 @
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A metodologia foi similar a descrita para o composto 81, porém utilizou-se 0,13 mL
(1,1 mmol) de benzilamina. O precipitado formado apresentou coloracdo amarela.
Duracao: 9:30 h; rendimento: 64 %, R¢: 0,51; p.f.: 123,0 - 126,0 °C.

Formula molecular: CooH19Cl N5Os (422,86 g/mol).

IV (Pastilha de KBr, cm™): 1750; 1726 (v -C=0, imida); 1662 (v -C=0, antipirina);
3285 (v- NH-).

RMN "H (CDCls, ppm): 2,19 (s, 3H, CHs); 3,19 (s, 3H, N-CHs); 4,84 (d, 2H, CHy);
7,34 — 7,48 (m,10 H, Ar); 5,80 (s, 1H, NH).

RMN '3C (CDCls, ppm): 11,2 (CHs); 35,6 (N-CHag); 47,4 (CHy); 125,1 (=C-N); 125,1
(=C-Cl); 126,7 (=C-NH); 127,7 - 137,1 (12 C, Ar); 140,8 (=C-Me); 153,1 (C=0, imida);
164,7 (C=0, imida); 166,4 (C=0, pirazolona).

N-antipirino 3-cloro-4-(fenetilaminomaleimida) (94)
o HsC

Cli% {,\\I/C'ﬁ
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A metodologia foi similar a descrita para o composto 81, porém utilizou-se 0,18 mL
(1,1 mmol) de fenetilamina. O precipitado formado apresentou coloragcao rosa antigo.
Apoés recristalizacdo em acetona apresentou coloracao rosa forte. Duracdo: 1:00 h;
rendimento: 54,8 %, R 0,39; p.f.: 157,7 — 159,0 °C.

Formula molecular: Co3H21Cl N4O3 (436,90 g/mol).

IV (Pastilha de KBr, cm™): 1725; 1661 (v -C=0, imida); 1623 (v -C=0, antipirina);
3297 (v- NH-).

RMN 'H (CDCls, ppm): 2,21 (s, 3H, CHg); 2,76 (t, 2H, CH,); 3,07 (s, 3H, N-CH3); 3,34
(t, 2H, CHy); 7,21 — 7,58 (m, 10 H, Ar); 9,71 (s, 1H, NH).

RMN '3C (CDClgs, ppm): 10,9 (CHs); 34,5 (N-CHs); 35,8 (CHy); 41,1 (CHy); 105,9 (=C-
Cl); 123,7 - 152,7 (12 C, Ar); 126,2 (=C-N); 126,4 (=C-NH); 139,1 (=C-Me); 160,2
(C=0, imida); 160,4 (C=0, imida); 161,3 (C=0, pirazolona).
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N-antipirino 3-cloro-4-(piperidinomaleimida) (95)
0 HsC

_CHs
Clﬁ%ﬁi
SARAS
A metodologia foi similar a descrita para o composto 81, porém utilizou-se 0,12 mL
(1,1 mmol) de piperidina. O produto foi obtido através de extragdo com
diclorometano da fase organica, na qual se obteve um composto de coloracao
laranja. Duracéao: 10 h; rendimento: 45 %; Ry: 0,67; p.f.: 176,4 - 178,7 °C.
Formula molecular: CooH21Cl N4O3 (400,85 g/mol).
IV (Pastilha de KBr, cm-1): 1724 (v -C=0, imida), 1655 (v -C=0, antipirina); 3397 (v-
NH-).
RMN 'H (CDCls, ppm): 1,71 (m, 6H, CHy); 2,18 (s, 3H, CHa); 3,18 (s, 3H, N-CHa);
3,91 (m, 4H, CHy); 7,27 — 7,48 (m, 5 H, Ar).
RMN °C (CDCls, ppm): 11,0 (CHa); 24,1 (CHy); 26,7 (CHy); 35,4 (N-CHa); 49,7
(CH2); 94,1 (=C-Cl); 102,0 (=C-N); 124,7 - 142,1 (6 C, Ar); 134,4 (=C-N); 153,1 (=C-
Me); 160,9 (C=0, imida); 164,5 (C=0, imida); 165,2 (C=0, pirazolona).

N-antipirino 3-cloro-4-(4-piridino-2-il-piperazinomaleimida) (96)

LA
A metodologia foi similar a descrita para o composto 81, porém utilizou-se 0,17 mL
(1,1 mmol) de 1-piridino-2-il-piperazina. O precipitado formado apresentou coloragdo
amarela. ApOs recristalizacdo em ciclohexano/acetona formaram-se palhetas
amarelas translucidas. Duracao: 10:00 h; rendimento: 70 %, R 0,54; p.f.: 132,2 —
133,0 °C.
Formula molecular: Co4H23C1 NgO3 (478,94 g/mol).
IV (Pastilha de KBr, cm™): 1714; 1657 (v -C=0, imida); 1625 (v -C=0, antipirina).
RMN "H (CDCls, ppm): 2,19 (s, 3H, CHa); 3,19 (s, 3H, N-CHs); 3,70 (dd, 2H, CH,);
4,12 (dd, 2H, CH,); 6,66 — 8,22 (m, 9 H, Ar).
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RMN '3C (CDCls, ppm): 11,0 (CHg); 35,4 (N-CHs); 45,6 (CHy); 47,7 (CHy); 95,9 (=C-
N); 101,7 (=C-Cl); 107,3 - 158,6 (11 C, Ar); 134,4 (C-N); 153,1 (=C-Me); 160,9 (C=0,
imida); 164,5 (C=0, imida); 165,0 (C=0, pirazolona).

N-antipirino-3-cloro-4-(1 H-pirrol-2-il-maleimida) (97)
0 HiC

GHC

A reacdo foi feita na proporcao 1:1, 6 (1 g/ 2,8 mmol) e pirrol (0,19 g/2,8 mmol). O 6
foi dissolvido em tetrahidrofurano (50 mL) sob agitacdo constante a temperatura
ambiente. O pirrol foi adicionado lentamente a solugdo, e deixou-se em refluxo
suave. Deixou-se evaporar o solvente, restando um residuo de coloracao preta. Este
foi purificado por cromatografia de coluna em silica gel, utilizando como eluente
cloroférmio/metanol (98:02). Ao se reunir as fracdes puras da coluna, adicionaram-
se aos frascos acetona, entretanto o produto foi insoluvel neste solvente, dessa
forma o produto foi entdo filtrado apos resfriamento apresentando-se como paletas
marrom-escuro brilhante, e posteriormente foi novamente recristalizado em acetona.
Duracdo: 36 h; rendimento: 36,8 %; Ri: 0,57; p.f.: 123,3 — 125,1 °C.

Formula molecular: C1gH15CIN4O3 (382,80 g/mol).

IV (Pastilha de KBr, cm™): 3399 (v- NH-), 1718; 1713 (v -C=0, imida), 1656 (v -C=0,
antipirina).

RMN 'H (CDCls, ppm): 2,19 (s, 3H, CHas); 3,21 (s, 3H, N-CHs); 6,42 — 7,50 (m, 8H,
Ar); 10,49 (s, 1H, NH).

RMN '3C (CDCls, ppm): 10,9 (CHs); 35,3 (N-CHg); 101,0 (=C-N); 112,1 (CH, pirrol);
117,9 (CH, pirrol); 118,5 (CH, pirrol); 121,4 (C-Cl); 124,9 - 129,3 (6 C, Ar); 134,1 (=C-
Me); 152,8 (C-pirrol); 160,7 (C=0O, imida); 164,8 (C=0, imida); 168,6 (C=0,
pirazolona).

OBS: Metodologia similar a descrita para o composto 81, foi realizada utilizando-se
0,08 mL (1,1 mmol) de 3-fenilpropilamina e 0,09 mL (1,1 mmol) de 4-fenilbutilamina.
Estas reacdes ocorreram rapidamente, devido a mudanca da coloracdo da mistura
reacional que para ambas passava de amarelo claro para um tom avermelhado logo
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nos primeiros minutos da reacdo. E entretanto, foram observadas uma série de
manchas na placa cromatografica, e o precipitado observado apresentava-se
gelatinoso. Foi realizada recristalizacdo em acetona e cromatografia de coluna
utilizando como eluentes cloroférmio:metanol, mas nao foi possivel isolar

quantidades suficientes para a caracterizacdo dos produtos.
4.1.5 Chalconas:

4151 Sintese das amino-chalconas:

As amino-chalconas foram sintetizadas de acordo com a reagéo classica
segundo uma derivacdo do método geral de condensacao alddlica de Claisen-
Schmidt utilizando a p-aminoacetofenona, metanol, NaOH e variando os
benzaldeidos  (SATYANARAYANA, et al 2004). Todas as reagdes foram
monitoradas através da cromatografia em camada delgada (CCD) utilizando como
eluente hexano/acetato de etila (70:30).

(2E)-1-(4-aminofenil)-3-fenilprop-2-en-1-ona (98)
(0]

T
HoN

Foram utilizadas quantidades equimolares de p-aminoacetofenona (0,5 g/3,7 mmol)
e de benzaldeido (0,38 mL/3,7 mmol). A acetofenona foi dissolvida em metanol com
agitacdo sob um banho de gelo. Adicionou-se 2,5 mL (31,2 mmol) de uma solugao
de NaOH 50 % (p/v) e em seguida o benzaldeido. A agitacdo foi mantida a
temperatura ambiente por 30 h. Terminada a reacéo, esta foi vertida em agua/gelo e
o precipitado foi lavado com agua gelada e filtrado sob vacuo, ao final se obteve um
composto de coloragcdo amarela. Duracédo: 30 h; rendimento: 52 %; Ry 0,39; p.f.:
96,2 - 97,2 °C (APPLEQUIST; GDANSKI, 1982, p.f.= 102-103 °C; YI; PENG;
GONGHUA, 2005, p.f. = 109 — 110 °C).

Formula molecular: C15H13NO (223,3 g/mol).

IV (Pastilha de KBr, cm™): 3477, 3322 (v -NHy), 1603 (v -C=0), 1580 (v -C=C);
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RMN 'H (DMSO-ds ppm): 6,69 (d, Ho,, J =16), 7,59 (d, HB, J = 16), 7,38 — 7,95 (m, 9
H, Ar), 4,20 (sl, NH).

RMN '3C (DMSO-ds ppm): 113,9 -143,1 (11 C, Ar); 122,0 (Cay), 143,1 (CB), 151,2 (C-
N); 188,1 (C=0).

(2E)-1-(4-aminofenil)-3-(4-metodxifenil)prop-2-en-1-ona (99)

o)
CH
HaN o ®

A metodologia foi similar a descrita para o composto 98, porém utilizou-se 0,45 mL
(3,7 mmol) de 4-metdxibenzaldeido. O precipitado formado apresentou coloragéao
amarela. Duragdo: 11 h, rendimento: 77 %; R:: 0,24; pf.. 1115 - 113,2 °C
(APPLEQUIST; GDANSKI, 1982, p.f.= 112-113 °C).

IV (Pastilha de KBr, cm™): 3461, 3324 (v -NH,), 1634 (v -C=0), 1590 (v -C=C).

RMN 'H (CDCls ppm): 7,43 (d, Ha, J =16), 7,76 (d, HB, J = 16), 6,70 — 8,01 (4 d, 8 H,
Ar), 1,61 (sl, NH).

RMN °C (CDCls, ppm): 55, 6 (OCHz); 114,2 — 131,2 (10 C, Ar); 119,9 (Ca); 143,3
(CB); 151,0 (C-N, Ar); 161,5 (C-OMe, Ar); 188,4 (C=0).

(2E)-1-(4-aminofenil)-3-(4-metilfenil)prop-2-en-1-ona (100)

O
HoN CH,

A metodologia foi similar a descrita para o composto 98, porém utilizou-se 0,44 mL
(3,7 mmol) de 4-metilbenzaldeido. O precipitado formado apresentou coloracao
caramelo. Duracdo: 10 h; rendimento: 82%; Ry: 0,37; p.f.: 144,5 - 145 °C (YI; PENG;
GONGHUA, 2005, p.f. = 179 — 180 °C).

Férmula molecular: C16H1sNO (237,3 g/mol).

IV (Pastilha de KBr, cm™): 3455, 3337 (v -NHy), 1652 (v -C=0), 1584 (v -C=C).

RMN 'H (DMSO-ds, ppm): 7,64 (d, Ha, J =15), 7,83 (d, HB, J = 15), 7,00 — 8,06 (4 d,
8 H, Ar), 5,82 (sl, NH), 2,33 (s, CHs).

RMN 3C (DMSO-ds, ppm): 117,1 -132,2 (10 C, Ar); 121,1 (Ca), 140,3 (C-CHa, Ar);
142,7 (CB), 146,8 (C-N, Ar); 186,9 (C=0).
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(2E)-1-(4-aminofenil)-3-(4-clorofenil)prop-2-en-1-ona (101)

0
HoN cl

A metodologia foi similar a descrita para o composto 98, porém utilizou-se 0,52 g
(3,7 mmol) de 4-clorobenzaldeido. O precipitado formado apresentou coloragéao
amarela. Duracdo: 2:30 h; rendimento: 77 %; Rg 0,35; p.f.: 160,8 - 1622 °C
(APPLEQUIST; GDANSKI, 1982, p.f.= 160 - 162,5 °C; YI; PENG; GONGHUA, 2005,
p.f.= 189 — 190 °C).

Formula molecular: C15H12CINO (257,7 g/mol).

IV (Pastilha de KBr, cm™): 3458, 3340 (v -NH,), 1636 (v -C=0), 1603 (v -C=C).

RMN "H (DMSO-ds ppm): 7,56 (d, Ha, J =15), 7,83 (d, HB, J = 15), 6,61 — 7,91 (4 d,
8 H, Ar), 6,15 (sl, NH).

RMN '®C (DMSO-ds ppm): 113,2 — 134,4 (10 C, Ar); 123,4 (Ca), 134,9 (C-Cl, Ar)
140,6 (CB), 154,4 (C-N, Ar); 186,6 (C=0).

(2E)-1-(4-aminofenil)-3-(3, 4-diclorofenil)prop-2-en-1-ona (102)

(0]
Cl
H,N cl

A metodologia foi similar a descrita para o composto 98, porém utilizou-se 0,65 g
(3,7 mmol) de 3,4-diclorobenzaldeido. O precipitado formado apresentou coloragéao
amarela. Duracdo: 2:30 h; rendimento: 78 %; Rg 0,51; p.f.: 191,1 - 192,0 °C
(DIMMOCK et al., 2003, p.f.= 200 °C/ decomp.).

Formula molecular: C15H11CI2NO (292,16 g/mol).

IV (Pastilha de KBr, cm™): 3419, 3330 (v -NH,); 1607 (v -C=0); 1579 (v -C=C).

RMN 'H (DMSO-ds, ppm): 7,57 (d, Ho, J =15); 7,97 (d, HB, J=15); 6,19 - 8,21 (m, 7
H, Ar); 6,16 (sl, NH).

RMN 'C (DMSO-ds, ppm): 112,7 — 138,6 (9 C, Ar); 124,6 (Ca); 131,7 (C-Cl, Ar);
131,9 (C-Cl, Ar); 138,6 (Cp); 154,1 (C-N, Ar); 185,5 (C=0).
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(2E)-1-(4-aminofenil)-3-(4-nitrofenil)prop-2-en-1-ona (103)

O
-0
H2N 'il+/
o

A metodologia foi similar a descrita para o composto 98, porém utilizou-se 0,56 g
(3,7 mmol) de 4-nitrobenzaldeido. O precipitado formado apresentou coloragéao
laranja escuro. Duragdo: 10 h; rendimento: 88 %; R:: 0,27; p.f.: 219,3 - 219,8 °C
(SELVALAMAR, 2006, p.f.= 223 - 224 °C).

Formula molecular: C15H12N2O3 (268,74 g/mol).

IV (Pastilha de KBr, cm™): 3480, 3381 (v -NH,); 1636 (v -C=0); 1592 (v -C=C).

RMN "H (DMSO-ds, ppm): 7,68 (d, Ha, J =15); 8,06 (d, Hp, J = 15); 6,62 — 8,26 (4 d,
8 H, Ar); 3,65 (sl, NH).

RMN *C (DMSO-ds, ppm): 112,8 — 141,8 (10 C, Ar); 126,6 (Ca); 138,6 (CB); 147,7
(C-NO,, Ar); 154,1 (C-N, Ar); 185,4 (C=0).

(2E)-1-(4-aminofenil)-3-(3-nitrofenil)prop-2-en-1-ona (104)

0 o}
Py
HoN

A metodologia foi similar a descrita para o composto 98, porém utilizou-se 0,45 mL
(3,7 mmol) de 3-nitrobenzaldeido. O precipitado formado apresentou coloragéao
amarela. Duracdo: 10 h, rendimento: 79 %; R:: 0,23; p.f.: 217,3 - 219,8 °C (YI;
PENG; GONGHUA, 2005, p.f.= 211 — 212 °C).

IV (Pastilha de KBr, cm™): 3459, 3320 (v -NH,), 1644 (v -C=0), 1592 (v -C=C).

RMN 'H (DMSO-ds, ppm): 7,71 (d, Ho, J =16); 8,07 (d, HB, J = 16); 6,62 — 8,70 (m,
8H, Ar); 6,21 (s, NH).

RMN *C (DMSO-ds, ppm): 112,7 - 137,1 (10 C, Ar); 125,0 (Ca); 138,9 (CP); 148,4
(C-NOy, Ar); 154,1 (C-N, Ar); 185,5 (C=0).
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(2E)-1-(4-aminofenil)-3-[4-(dimetilamino)fenil]prop-2-en-1-ona (105)

0
CH
HoN lil/ ®
CH,

A metodologia foi similar a descrita para o composto 98, porém utilizou-se 0,55 g
(3,7 mmol) de 4-dimetilaminobenzaldeido. O precipitado formado apresentou
coloracao laranja claro. Duracéo: 2:30 h; rendimento: 53 %; R 0,19; p.f.: 182,7 -
184,9 °C (PORTNYAGINA; KLLYUSHIN, 1982, p.f.= 169 — 170 °C).

IV (Pastilha de KBr, cm™): 3480, 3381 (v -NH,); 1598,24 (v -C=0); 1542,66 (v -C=C).
RMN 'H (DMSO-ds, ppm): 2,98 (2 CHs); 7,55 (d, Ho, J =15); 7,59 (d, HB, J = 15);
6,60 — 7,90 (4 d, 8 H, Ar); 6,03 (s, NH).

RMN *C (DMSO-ds, ppm): 39,7 (2 CHs); 111,8 — 130,7 (10 C, Ar); 116,6 (Ca), 142,5
(CB), 151,5 (C-N, Ar); 153,4 (C-NMey, Ar); 185,9 (C=0).

4.1.5.2 Sintese de analogos das amino-chalconas

De acordo com a mesma metodologia proposta no item 4.1.4.1 foram
sintetizados dois analogos utilizando o 2-furaldeido e o 2-tiofenocarboxibenzaldeido.

(2E)-1-(4-aminofenil)-3-(2-furil)prop-2-en-1-ona (106)
(0]
= o]
| 4

HoN

A metodologia foi similar a descrita para o composto 98, porém utilizou-se 0,31 mL
(3,7 mmol) de 2-furaldeido. O precipitado formado apresentou coloracdo amarelo
escuro. Duragdo: 2 h; rendimento: 79 %; Rs: 0,34; p.f.: 115,2 - 115,8 °C.

IV (Pastilha de KBr, cm™)= 3433, 3323 (v -NH,), 1640 (v -C=0), 1596 (v -C=C).

RMN 'H (DMSO-ds, ppm): 7,45 (d, Ha, J =15), 7,50 (d, HB, J = 15), 6,61 — 7,85 (m, 7
H, Ar), 6,16 (s, NHy).
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RMN '3C (DMSO-ds, ppm): 112,8 — 1454 (8 C, Ar); 119,3 (Coy); 128,3 (CB); 153,9
(C-N, Ar); 151,5 (C-O, furil); 185,3 (C=0).

(2E)-1-(4-aminofenil)-3-(2-tienil)prop-2-en-1-ona (107)
(0]
S

L

H,N
A metodologia foi similar a descrita para o composto 98, porém utilizou-se 0,35 mL
(3,7 mmol) de 2-tiofenocarboxibenzaldeido. O precipitado formado apresentou
coloragdo amarelo escuro. Duracao: 10h; rendimento: 86%; Ry 0,31; p.f.: 112,5 -
113,8 °C.
IV (Pastilha de KBr, cm™)= 3425, 3313 (v -NH,); 1633 (v -C=0); 1593 (v -C=C).
RMN 'H (DMSO-ds, ppm): 7,49 (d, Ha, J =15); 7,78 (d, HB, J = 15); 6,62 — 7,87 (m,
7H, Ar); 6,14 (s, NHy).
RMN '®C (DMSO-ds, ppm): 112,8 - 131,6 (8 C, Ar); 120,8 (Cav); 134,2 (CB); 140,2 (C-
S, tienil); 153,9 (C-N, Ar); 185,3 (C=0).

4153 Sintese das amido-chalconas:

4.1.5.3.1 Acetilacao do grupo amino

N-(4-acetilfenil)acetamida (108)
O

CHg /@/U\CH:;
o)\NH

A 4-aminoacetofenona (2,2 g/ 16,3 mmol) foi suspensa em agua (23 mL) sob
agitacao continua e em seguida foi adicionado 4,1mL (43,4 mmol) de anidrido
acético. A mistura foi aquecida sob refluxo brando durante 2 horas. Apés esfriar, os
cristais formados de coloracdo branca, foram lavados com agua gelada e filtrados
sob vacuo. Rendimento: 90,0 %, p.f.: 168,5 — 170,6 °C (PEET et al., 1989, p.f.= 168
—170 °C)..
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4.1.5.3.2 Condensacao:

As amido-chalconas também foram sintetizadas por condensacao alddlica
de Claisen-Schmidt utilizando a N-(4-acetilfenil)acetamida (108) e variando os
benzaldeidos. As reacbes de sintese das amido-chalconas foram monitoradas

através de CCD, os eluentes utilizados foram hexano/acetato de etila (70:30).

N-{4-[(2E)-3-fenilprop-2-enoillfenil}acetamida (109)
O

O)\NH

Foram utilizadas quantidades equimolares da N-(4-acetilfenil)acetamida (108) (0,3
g/1,7 mmol) e de benzaldeido (0,12 mL/1,7 mmol). O composto 108 foi dissolvido em
metanol com agitacdo sob um banho de gelo. Adicionou-se 1,48 mL (18,5 mmol) de
uma solucdo de NaOH 50% e em seguida o benzaldeido. A agitacao foi mantida a
temperatura ambiente. Terminada a reacgdo, esta foi vertida em agua/gelo e o
precipitado de coloragdo amarela foi lavado com agua gelada. Posteriormente foi
recristalizado em etanol, obtendo-se cristais amarelos. Duracdo: 28 h; rendimento:
80 %; R:: 0,39; p.f.: 161,7 — 162,2 °C (BOROVIK; YAZYKOV; MAMAEYV, 1991, p.f.=
160 — 162 °C).

Formula molecular: C17H15sNO2 (265,3 g/mol).

IV (Pastilha de KBr, cm™)= 3310 (v -NH); 1676 (v -NH-C=0); 1648 (v -C=0), 1598 (v
-C=C).

RMN 'H (CDCls, ppm): 2.20 (s, CHa); 7,69 (d, Ha, J =15,6); 7,98 (d, HB, J = 15,6);
7,39 - 7,81 (m, 9H, Ar); 8,50 (sl, NH).

RMN 3C (CDCls, ppm): 24,6 (-CHs); 119,1 — 134,7 (11 C, Ar); 121,7 (Ca); 142,5 (C-
N); 144,7 (CB); 169,1 (N-C=0); 189,3 (C=0).

N-{4-[(2 E)-3-(4-metoxifenil)prop-2-enoillfenil}acetamida (110)

o)
CH,4 m

)\ O O CH

o) NH o ®
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A metodologia foi similar a descrita para o composto 109, porém utilizou-se 0,21 mL
(1,7 mmol) de 4-metdxibenzaldeido. O precipitado formado apresentou coloragéao
amarelo claro. Duragdo: 4 h; rendimento: 84 %; Ry: 0,30; p.f.: 206,5 — 207,0 °C.
Formula molecular: C1gH17NO3 (295,3 g/mol).

IV (Pastilha de KBr, cm™)= 3294 (v -NH); 1668 (v -NH-C=0); 1597 (v -C=0); 1532 (v
-C=C).

RMN 'H (DMSO-ds, ppm): 2,10 (s, CHa); 3,81 (s, -OCHs); 7,69 (d, Ha, J=15,6); 7,79
(d, HB, J=15.6); 6,99 — 8,13 (m, 8 H Ar); 10,30 (s, -NH).

RMN '3C (DMSO-ds, ppm): 24,2 (CHs); 55,3 (OCH3); 114,4 — 132,4 (10 C, Ar); 119,4
(Ca); 143,5 (C-N, Ar); 143,3 (CB); 161,2 (C-OMe, Ar); 168,9 (N-C=0); 187,4 (C=0).

N-{4-[(2 E)-3-(4-metilfenil)prop-2-enoil]fenil}acetamida (111)

0
CHS
O)\NH CHg

A metodologia foi similar a descrita para o composto 109, porém utilizou-se 0,197
mL (1,7 mmol) de 4-metilbenzaldeido. O precipitado formado apresentou coloragao
amarelo claro. Duracdo: 5 h; rendimento: 79 %; Rs: 0,36; p.f.: 197,5 - 199,0°C.
Formula molecular: C1gH17NO2 (279,33 g/mol).

IV (Pastilha de KBr, cm™)= 3489 (v -NH), 1676 (v -NH-C=0), 1645 (v -C=0), 1590 (v
-C=C).

RMN "H (CDCls, ppm): 2,23 (s, CHs); 2,39 (s, CHas, Ar); 7,45 (d, Ha, J=15,6); 7,79 (d,
HB, J=15,6); 7,21 — 8,03 (m, 8 H Ar e NH).

RMN '3C (CDCls, ppm): 21,8 (CHs, Ar); 25,1 (CHg); 119,1 — 134,0 (10 C, Ar); 120,9
(Cov); 141,3 (C-N); 144,9 (CB); 169,0 (N-C=0); 189,3 (C=0).

N-{4-[(2E)-3-(4-clorofenil)prop-2-enoil]fenil}acetamida (112)

0
CHg
o)\NH cl

A metodologia foi similar a descrita para o composto 109, porém utilizou-se 0,24 g
(1,7 mmol) de 4-clorobenzaldeido. O precipitado formado apresentou coloragcao
amarelo palha. Duragao: 2 h; rendimento: 83 %; Rs: 0,37; p.f.: 215,0 - 215,7 °C.
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Formula molecular: C17H14CINO, (299,75 g/mol).

IV (Pastilha de KBr, cm™)= 3250 (v -NH); 1662 (v -NH-C=0); 1607 (v -C=0); 1534 (v
-C=C).

RMN 'H (CDCls, ppm): 2,1 (s, CHs); 7,69 (d, Ho, J=15,6); 7,94 (d, Hp, J=15,6); 7,50
— 8,15 (m, 8H, Ar); 10,3 (s, NH).

RMN '3C (CDCls, ppm): 24,9 (-CH3); 118,9 — 134,4 (10 C, Ar); 123,4 (Ca); 135,6 (C-
Cl, Ar); 142,5 (CB); 144,5 (C-N, Ar); 169,7 (N-C=0); 188,1 (C=0).

N-{4-[(2E)-3-(3,4-diclorofenill)prop-2-enoil]fenil}acetamida (113)

(0]
CH,
O)\NH Cl

A metodologia foi similar a descrita para o composto 109, porém utilizou-se 0,3 g
(1,7 mmol) de 3,4-diclorobenzaldeido. O precipitado formado apresentou coloragéao
amarelho claro. Duracdo: 4:30 h; rendimento: 95 %; R:: 0,42; p.f.: 210,4 - 211,0 °C.
Formula molecular: C17H13CI2NO» (334.20 g/mol).

IV (Pastilha de KBr, cm™)= 3308 (v -NH); 1663 (v -NH-C=0); 1599 (v -C=0); 1536 (v
-C=C).

RMN 'H (CDCls ppm): 2,07 (s, CHs); 7,64 (d, Ha, J=15,6), 8,0 (d, HB, J=15,6), 7,65 —
8,23 (m, 7 H, Ar), 10,3 (s, NH).

RMN 3C (CDCls, ppm): 24,9 (CHs); 118,9 — 136,5 (9H, Ar); 124,7 (Coy); 141,1 (CB);
144.,6 (C-N, Ar); 131,6 e 132,5 (2 C-Cl); 169,7 (N-C=0); 187,9 (C=0).

N-{4-[(2 E)-3-(4-nitrofenil)prop-2-enoil]fenil}acetamida (114)

o)
)\ -0
o) NH ril”
5

A metodologia foi similar a descrita para o composto 109, porém utilizou-se 0,3 g
(1,7 mmol) de 4-nitrobenzaldeido. O precipitado formado apresentou coloragcao
amarela. Duracdo: 4:30 h; rendimento: 89 %; Rg 0,32; p.f.: 239,7 - 241,0 °C
(BOROVIK; YAZYKOV; MAMAEYV, 1991, p.f.= 235 — 237 °C).

Férmula molecular: C17H14N204 (310,30 g/mol).
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IV (Pastilha de KBr, cm™)= 3312 (v -NH); 1678 (v -NH-C=0); 1596 (v -C=0); 1517 (v
-C=C).

RMN 'H (CDCls, ppm): 2,23 (s, CHs); 7,64 (d, Ha, J=15.6); 7,81 (d, HB, J=15,6); 7,49
—8,29 (m, 8 H Ar e NH).

RMN *C (CDCls, ppm): 25,1 (CHs); 119,2 — 130,4 (8H, Ar); 125,7 (Co), 141,5 (CB);
142,7 (C-N, Ar); 148,8 (C-NO,, Ar); 168,5 (N-C=0); 189,0 (C=0).

N-(4-{(2E)-3-[4-(dimetilamino)fenil]prop-2-enoil}fenil)acetamida (115)

(0]
CHj
)\ CH
07 NH Iil/ ®

CHs
A metodologia foi similar a descrita para o composto 109, porém utilizou-se 0,252 g
(1,7 mmol) de 4-dimetilaminobenzaldeido. O precipitado formado apresentou
coloragao laranja escuro. Duracao: 4 h; rendimento: 72 %; R 0,28; p.f.: 150,9 -
151,7 °C.
Férmula molecular: C1gH17NO2 (279.33 g/mol).
IV (Pastilha de KBr, cm™)= 3294 (v -NH); 1684 (v -NH-C=0); 1646 (v -C=0); 1597 (v
-C=C).
RMN 'H (CDCls, ppm): 2,07 (s, CHs); 2,96 (s, 2 CHs); 7,59 (d, Ho, J=15,6); 7,62 (d,
HpB, J=15,6); 6,69 — 8,08. (m, Ar); 10,3 (s, NH).
RMN '3C (CDCls, ppm): 24,5 (CHs); 39,5 (2 N-CHs); 112,4 — 135,5 (8 H, Ar); 122,7
(Co); 143,9 (C-N, Ar); 145,2 (CB); 152,6 (C-NMey); 169,7 (N-C=0); 187,9 (C=0).

4.1.5.4 Sintese dos analogos das amido-chalconas

De acordo com a mesma metodologia proposta no item 4.1.4.3.2 foram
sintetizados dois analogos utilizando o 2-furaldeido e 2-tiofenocarboxibenzaldeido.

N-{4-[(2E)-3-(2-furil)prop-2-enoil]fenil}acetamida (116)
O
(0]

CHy =
W,

O NH
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A metodologia foi similar a descrita para o composto 109, porém utilizou-se 0,14 mL
(1,7 mmol) de 2-furaldeido. O precipitado formado apresentou coloracdo laranja
escuro. Duragdo: 1 h; rendimento: 95 %; Ry: 0,35; p.f.: 118,1 - 119,0 °C (RTISHCHEV
et al., 2001, p.f.= 164 — 165 °C).

Formula molecular: C15H13NO3 (255.27 g/mol).

IV (Pastilha de KBr, cm™)= 3452 (v -NH); 1697 (v -NH-C=0); 1645 (v -C=0); 1597 (v
-C=C).

RMN "H (DMSO-ds, ppm): 3,01 (s, CHs); 7,57 (d, Ho,, J=15,8); 7,58 (d, HB, J=15,8);
6,63 - 7,76 (m, 3H, furil); 7,82 — 8,09 (2 dd, 4H, Ar); 9,57 (s, NH).

RMN *C (DMSO-ds, ppm): 23,8 (CHs); 113,0 — 145,6 (8H, Ar); 119,1 (Ca); 129,9
(CB); 144,0 (C-N, Ar); 152,1 (C-O, furil); 168,9 (N-C=0); 187,2 (C=0).

N-{4-[(2E)-3-(2-tienil)prop-2-enoil]fenil}acetamida (117)
(0]
S

CH, =
| /

(0] NH
A metodologia foi similar a descrita para o composto 109, porém utilizou-se 0,11 mL
(1,7 mmol) de 2-tiofenocarboxibenzaldeido. O precipitado formado apresentou
coloracao amarelo ouro. Duracgéo: 1 h; rendimento: 90 %; Rs: 0,37; p.f.: 147,8 - 149,3
°C (RTISHCHEV et al., 2001, p.f.= 172 — 173 °C).
Formula molecular: C15H13NO2S (271,33 g/mol).
IV (Pastilha de KBr, cm™)= 3296 (v -NH); 1677 (v -NH-C=0); 1647 (v -C=0); 1600 (v
-C=C).
RMN "H (DMSO-ds, ppm): 3,08 (s, CH3); 7,57 (d, Ha, J=16); 7,93 (d, Hp, J=16); 7,17
- 7,66 (m, 3H, tienil); 7,82 — 8,10 (2 dd, 4H, Ar); 9,61 (s, NH).
RMN '3C (DMSO-dg, ppm): 23,8 (CH3); 119,3 — 144,6 (8 C, Ar); 121,2 (Coy); 136,8
(CB); 144,6 (C-N, Ar); 141,2, (C-S, tienil); 169,5 (N-C=0); 187,8 (C=0).

4.1.5.5 Hidrélise do grupamento amida
As amino-chalconas foram obtidas, indiretamente a partir da hidrolise em

meio acido das amido-chalconas submetidas a refluxo (estrutura e caracterizacéo
demonstradas nas paginas 62 a 66).
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(2E)-1-(4-aminofenil)-3-fenilprop-2-en-1-ona (98)

Preparou-se uma solucédo de HCI 50% (v/v). Colocou-se 0,3 g (1,13 mmol) da amido-
chalcona num balao e foi adicionado 10 mL (163,0 mmol) da solugdo de HCI 50 %. A
mistura foi aquecida sob refluxo brando por 1 h. Depois de resfriada a temperatura
ambiente a mistura foi vertida para um becker contendo 20 mL de agua e em
seguida foi adicionado hidréxido de aménio até que ocorresse a precipitacdo. O

produto foi filtrado e lavado com agua gelada.

(2E)-1-(4-aminofenil)-3-(4-metoxifenil) prop-2-en-1-ona (99)
A metodologia foi similar a descrita para o composto 98. Durag&o: 30 min.

(2E)-1-(4-aminofenil)-3-(4-metilfenil) prop-2-en-1-ona (100)
A metodologia foi similar a descrita para o composto 98. Durag&o: 1:30 h.

(2E)-1-(4-aminofenil)-3-(4-clorofenil) prop-2-en-1-ona (101)
A metodologia foi similar a descrita para o composto 98. Duragao: 2 h.

(2E)-1-(4-aminofenil)-3-(3, 4-diclorofenil) prop-2-en-1-ona (102)
A metodologia foi similar a descrita para o composto 98.. Duragéo: 2 h.

(2E)-1-(4-aminofenil)-3-(4-nitrofenil) prop-2-en-1-ona (103)
A metodologia foi similar a descrita para o composto 98. Durag&o: 1:30 h.

(2E)-1-(4-aminofenil)-3-[4-(dimetilamino)fenil]prop-2-en-1-ona (105)
A metodologia foi similar a descrita para o composto 98. Duragao: 1 h.

4156 Sintese das nitro-chalconas:

Na tentativa de obter outra série de chalconas foram realizadas reac6es
utilizando a mesma metodologia, mas agora fixando o 4-nitrobenzaldeido e variando
as acetofenonas. A obtencdo dos compostos 118 a 124 foi monitorada através de
CCD, utilizando com eluente hexano/acetato de etila (80:20).
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(2E)-3-(4-nitrofenil)-1-fenilprop-2-en-1-ona (118)

Foram utilizadas quantidades equimolares de 4-nitrobenzaldeido (0,5 g / 3,3 mmol) e
de acetofenona (0,4 mL / 3,3 mmol). A acetofenona foi dissolvida em metanol com
agitacao sob um banho de gelo. Adicionou-se 2,5 mL (31,25 mmol) de uma solucao
de NaOH 50% (p/v) e em seguida o benzaldeido. A agitagdo foi mantida a
temperatura ambiente. Terminada a reacgdo, esta foi vertida em agua/gelo e o
precipitado foi lavado com agua gelada. Duracdo: 2 h; rendimento: 93 %; Rs: 0,59;
p.f.: 166,3 - 166,8 °C (SANTOS et al., 2000, p.f.= 166,6-174,8 °C; KUBOTA et al.,
2006, p.f.=166,0 -167,0 °C).

Férmula molecular: C15H11NO3 (259,26 g/mol).

IV (Pastilha de KBr, cm™)= 1657 (v -C=0); 1607 (v -C=C); 1517, 1337 (v -NOy).

RMN 'H (DMSO-ds, ppm): 7,65 (d, Ho, J=16), 7,82 (d, HB, J=16), 7,52 — 8,29 (m, Ar).
RMN *C (DMSO-ds, ppm): 124,1 — 141,1 (10 C, Ar); 125,8 (Coy); 141,5 (CB); 148,1
(C-NOy); 189,2 (C=0).

(2E)-1-(4-metoxifenil)-3-fenilprop-2-en-1-ona (119)

O
H5;C -0
3 \O N+/
(l)_

A metodologia foi similar a descrita para o composto 118, porém utilizou-se 0,5 g
(3,3 mmol) de 4-metdxiacetofenona. O precipitado formado apresentou coloragéo
amarelo claro. Duracdo: 4 h; rendimento: 91%; Ry 0,41; p.f.: 1744 - 1749 °C
(BRAUN; ANSORGE; MUELLER, 2006, p.f.= 168 — 169 °C).

Férmula molecular: C16H13NO4 (283,28 g/mol).

IV (Pastilha de KBr, cm™)= 1661 (v -C=0), 1600 (v -C=C); 1515, 1338 (v -NOy).

RMN "H (DMSO-ds, ppm): 3,92 (OCHs); 6,90 (d, Ha, J=16); 7,58 (d, HB, J=16); 6,88
—8,09 (4 dd, 8 H, Ar).

RMN '3C (DMSO-ds, ppm): 55,3 (CHg); 113,7 — 148,1 (10 C, Ar); 120,4 (Coy); 141,5
(CB); 148,1 (C-NO,); 163,3 ( C-OMe, Ar); 188,1 (C=0).
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(2E)-1-(4-metilfenil)-3-fenilprop-2-en-1-ona (120)
(0]
m
O O 0
H,C N
é_

A metodologia foi similar a descrita para o composto 118, porém utilizou-se 0,44 mL
(3,3 mmol) de 4-metilacetofenona. O precipitado formado apresentou coloragao
amarelo claro. Duracdo: 10 h; rendimento: 65 %; R 0,60; p.f.: 163, 7- 165,9 °C
(YULDASHEYV, 1978, p.f.=163 °C).

Férmula molecular: C16H13NO3 (267,28 g/mol).

IV (Pastilha de KBr, cm™)= 1657 (v -C=0); 1602 (v -C=C); 1515, 1338 (v -NO»).

RMN "H (DMSO-ds, ppm): 2,46 (CHs); 7,65 (d, Ha, J=16); 7,82 (d, HB, J=16); 7,32 —
8,29 (4d,8H, Ar).

RMN 'C (DMSO-ds, ppm): 21,7 (CHg); 124,2 — 134,9 (10 C, Ar); 125,7 (Cay); 141,1
(CB); 141,2 (C-Me, Ar); 144,4 (C-NOy); 189,1 (C=0).

(2E)-1-(4-clorofenil)-3-fenilprop-2-en-1-ona (121)

O
-0
cl ’il+/

A metodologia foi similar a descrita para o composto 118, porém utilizou-se 0,43 mL
(3,3 mmol) de 4-clorocetofenona. O precipitado formado apresentou coloragéo
amarelo. Duracdo: 10 h; rendimento: 83 %; Ry: 0,71; p.f.: 158,4 — 160,0 °C (KOSLOV
et al., 1976, p.f.= 161-162 °C).

Formula molecular: C15H19CINO3 (287,70 g/mol).

IV (Pastilha de KBr, cm™)= 1661 (v -C=0), 1607 (v -C=C) 1536, 1349 (v -NO,).

RMN "H (DMSO-ds, ppm): 7,80 (d, Ha, J=15); 8,10 (d, Hp, J=15); 7,63 — 8,28 (m, 8
H, Ar).

RMN *C (DMSO-ds, ppm): 123,9 — 141,0 (10 C, Ar); 125,6 (Coy); 141,5 (CB); 138,5
(C-Cl, Ar); 148,1 (C-NOy); 187,9 (C=0).
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(2E)-1-(3,4-diclorofenil)-3-fenilprop-2-en-1-ona (122)

o}
Cl
-0
CI ’|\I+/
¥

A metodologia foi similar a descrita para o composto 118, porém utilizou-se 0,6 g
(3,3 mmol) de 3,4 dicloroacetofenona. O precipitado formado apresentou coloragao
marrom claro, Duragéo: 10 h; rendimento: 82 %; Rs: 0,67; p.f.: 189,6 - 190,2 °C.
Formula molecular: C15HgCIoNO3 (322,15 g/mol).

IV (Pastilha de KBr, cm™)= 1658 (v -C=0), 1594 (v -C=C), 1536, 1348 (v -NOy).

RMN 'H (DMSO-ds, ppm): 6,92 (d, Ho, J=16); 7,56 (d, HB, J=16); 7,41 — 8,09 (m, 7
H, Ar).

RMN '3C (DMSO-dg, ppm): 124,2 — 141,7 (9 C, Ar); 121,2 (Ca); 144,2 (CPB); 138,3;
134,6 (C-Cl, Ar); 148,1 (C-NOy); 188,5 (C=0).

(2E)-1-(4-fluorfenil)-3-fenilprop-2-en-1-ona (123)

(0]
/O
F ’|\I+/
s

A metodologia foi similar a descrita para o composto 118, porém utilizou-se 0,4 mL
(3,3 mmol) de 4-fluoroacetofenona. O precipitado formado apresentou coloracao
amarelo. Duragdo: 3:30 h; rendimento: 80 %; Ry 0,62; p.f.: 171,7 - 1724 °C
(KOZLOQV et al., 1976, p.f.= 167 — 168 °C; BANSAL et al., 1988, p.f.=135 °C).
Formula molecular: CysH19 FNO3 (271,25 g/mol).

IV (Pastilha de KBr, cm™)= 1670 (v -C=0), 1598 (v -C=C), 1510, 1342 (v -NOy).

RMN 'H (DMSO-ds, ppm): 7,62 (d, Ha, J=15); 7,83 (d, HB, J=15); 7,18 — 8,30 (m, 8
H, Ar).

RMN '3C (DMSO-ds, ppm): 115,9 — 140,9 (10 C, Ar); 124,3 (Ca); 141,8 (CB); 164,3 €
167,6 (C-F, Ar); 148,6 (C-NO,); 188,0 (C=0).
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(2E)-1-(4-morfolinofenil)-3-fenilprop-2-en-1-ona (124)

(0]
+20
() !

A metodologia foi similar a descrita para o composto 118, porém utilizou-se 0,68 g
(3,3 mmol) de 4-morfolinocetofenona. O precipitado formado apresentou coloracao
amarelo. Duracdo: 10 h; rendimento: 92 %; p Rs: 0,16; p.f.: 179,7 — 181,2 °C.
Formula molecular: C19H1gsN2O4 (338,36 g/mol).

IV (Pastilha de KBr, cm™)= 1660 (v -C=0), 1598 (v -C=C) 1516, 1340 (v -NOy).

RMN 'H (DMSO-ds, ppm): 3,34 (t, 4 H, CHy); 3,74 (t, 4 H, CHy); 7,73 (d, Ha, J=15);
8,12 (d, HB, J=15); 7,01 — 8,27 (4 d, 8 H, Ar).

RMN '®C (DMSO-ds, ppm): 46,6 (2 N-CHy); 65,8 (2 O-CHy); 113,0 — 141,6 (10 C, An);
126,3 (Cay); 139,4 (CB); 147,8 (C-NOy); 152,3 (C-N, Ar); 186,2 (C=0).

4.1.6 Hibridos imido-chalconas:

4.1.6.1 Sintese dos acidos amicos

Todas as amino-chalconas foram submetidas a agitacao com excesso de
anidrido maleico (1:2) utilizando éter etilico como solvente em agitagdo continua a
fim de se obter o acido amico. Todas as reagdes foram monitoradas por CCD,
utilizando como eluente acetato de etila.

Acido (22)-4-ox0-4-({4-[(2E)-3-fenilprop-2-enoila]fenil}amino)but-2-enoico (125)
(0]
L TTC
| NH
OH
(0]

Foram utilizadas quantidades equimolares de anidrido maleico (0,2 g/ 2mmol) e da
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da (2E)-1-(4-aminofenil)-3-fenilprop-2-em-1-ona (98) (0,46 g/ 2 mmol). Os reagentes
foram inicialmente dissolvidos em éter etilico e mantidos em agitacéo constante a

temperatura ambiente até a precipitacao do acido amico. Este foi filtrado sob vacuo,

obtendo-se um produto de coloracdo amarela. Duracdo: 11 h; rendimento: 50 %; R:

0,30; p.f.: 183,8 - 185,9 °C (DIMMOCK, et al, 2003, p.f.= 173 - 174 °C).

IV (Pastilha de KBr, cm™)= 3450 (v -COOH), 3100 (v -CONH), 1710 (v -C=0, acido),

1649 (v -C=0, amida), 1601 (v -C=0, cetona), 1542 (v -C=C).

RMN 'H (DMSO-dg, ppm): 6,38 (d, Ha J=12); 6,71 (d, Hg, J=12); 6,92 (d, Ha, J=15),

7,56 (d, HB, J= 15), 7,22— 7,88 (m, 9 H, Ar), 10,74 (s, NH).

RMN '3C (DMSO-ds, ppm): 120,1 — 141,7 (11 C, Ar); 121,4 (Co), 130,7 (Ca); 130,7

(C-N, Ar); 136,2 (Cg); 146,7 (CB), 164,3 (CONH,); 166,2 (COOH); 189,0 (C=0).

Acido (22)-4-({4-[(2E)-3-(4-metoxifenil)prop-2-enoila]fenil}amino)-4-oxobut-2-

enoico (126)
(0]
i
| NH o e
OH

)

A metodologia foi similar a descrita para o composto 125, porém utilizou-se 0,52 g (2
mmol) da (2E)-1-(4-aminofenil)-3-(4-metoxifenil)prop-2-em-1-ona (99). O produto
final apresentou coloragdo amarelo-alaranjado. Durag&o: 15:30 h; rendimento: 90 %;
Rr: 0,37; p.f.: 152,1 - 152,4 °C (DIMMOCK, et al., 2003, p.f.= 182 - 183 °C).

IV (Pastilha de KBr, cm™)= 3500 (v -COOH), 3073 (v -CONH), 1700 (v -C=0, 4cido),
1655 (v -C=0, amida), 1594 (v -C=0, cetona), 1540 (v -C=C).

RMN 'H (DMSO-ds, ppm): 6,37 (d, Ha J= 12); 6,57 (d, Hg, J= 12); 7,75 (d, Ha,
J=15), 7,88 (d, HB, J= 15), 7,03 — 8,20 (4 d, 8 H, Ar), 10,74 (s, NH).

RMN 'C (DMSO-ds, ppm): 114,7 — 131,4 (10 C, Ar); 119,8 (Cay), 132,1 (Ca); 133,7
(C-N, Ar); 143,4 (Cg); 143,8 (CB), 161,9 (C-OMe, Ar); 164,2 (CONH,); 167,2
(COOH); 187,8 (C=0).
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Acido (22)-4-({4-[(2E)-3-(4-metilfenil)prop-2-enoila]fenil}amino)-4-oxobut-2-

enoico (127)
0
i
Et;NH CH,
OH
o

A metodologia foi similar a descrita para o composto 125, porém utilizou-se 0,48 g (2
mmol) da (2E)-1-(4-aminofenil)-3-(4-metilfenil)prop-2-em-1-ona (100). O produto final
apresentou coloracdo amarelo claro. Duragao: 16 h; rendimento: 88 %; Rs: 0,41; p.f.:
172,5—-173,2 °C (DIMMOCK, et al., 2003, p.f.= 205 - 206 °C).

IV (Pastilha de KBr, cm™)= 3500 (v -COOH), 3073 (v -CONH), 1701 (v -C=0, &cido),
1655 (v -C=0, amida), 1594 (v -C=0, cetona), 1540 (v -C=C).

RMN 'H (DMSO-ds, ppm): 2,35 (s, CHg); 6,35 (d, Ha J=12); 6,51 (d, Hg, J=12); 7,69
(d, Ha,, J=15), 7,88 (d, HB, J= 15), 7,26 — 8,17 (4 d, 8 H, Ar), 10,75 (s, NH).

RMN '®C (DMSO-ds, ppm): 21,1 (CHs); 118,8 — 132,8 (10 C, Ar); 120,9 (Coy), 130,4
(Ca); 131,5 (Cg); 140,6 (C-Me, Ar); 143,1 (C-N, Ar); 143,5 (CB), 163,7 (CONH,);
167,0 (COOH); 187,6 (C=0).

Acido (22)-4-({4-[(2E)-3-(4-clorofenil)prop-2-enoila]fenil}amino)-4-oxobut-2-

enoico (128)
(0]
"
| NH Cl
OH
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A metodologia foi similar a descrita para o0 composto 125, porém utilizou-se 0,53 g/ 2
mmol da (2E)-1-(4-aminofenil)-3-(4-clorofenil)prop-2-em-1-ona (101). O produto final
apresentou coloracao amarelo claro. Duracao: 5 h; rendimento: 61 %; Rs: 0,38; p.f.:
186,0 - 187,7 °C (DIMMOCK, et al., 2003, p.f.= 208 - 209 °C).

IV (Pastilha de KBr, cm™)= 3480 (v -COOH), 3300 (v -CONH), 1737 (v -C=0, &cido),
1661 (v -C=0, amida), 1603 (v -C=0, cetona), 1549 (v -C=C).
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RMN 'H (DMSO-ds, ppm): 6,35 (d, Ha J= 12); 6,51 (d, Hg, J= 12); 7,71 (d, Ho,
J=16), 7,98 (d, HB, J= 16), 7,51 — 8,19 (4 d, 8 H, Ar), 10,68 (s, NH).

RMN '®C (DMSO-dg, ppm): 18,8 — 132,5 (10 C, Ar); 122,7 (Ca), 130,3 (Cp); 133,7
(C-Cl, Ar); 135,0 (Cg); 141,9 (C-N, Ar); 143,2 (CB), 163,7 (CONH,); 166,9 (COOH);
187,5 (C=0).

Acido (22)-4-({4-[(2E)-3-(3,4-diclorofenilprop-2-enoilalfenil}Jamino)-4-oxobut -2-

enoico (129)
(0]
0 C
¢NH cl
OH
(0]

A metodologia foi similar a descrita para o composto 125, porém utilizou-se 0,60 g (2
mmol) da (2E)-1-(4-aminofenil)-3-(3,4-diclorofenil)prop-2-em-1-ona (102). O produto
final apresentou coloragdo amarelo claro. Duracdo: 20:30 h; rendimento: 80 %; Rs:
0,40; p.f.: 187,9 — 189,5 °C (DIMMOCK, et al., 2003, p.f.= 223 - 224 °C).

IV (Pastilha de KBr, cm™)= 3500 (v -COOH), 3073 (v -CONH), 1700 (v -C=0, &cido),
1667 (v -C=0, amida), 1594 (v -C=0, cetona), 1540 (v -C=C).

RMN 'H (DMSO-ds, ppm): 6,36 (d, Ha J= 12); 6,52 (d, Hs, J= 12); 7,68 (d, Ha, J=
15), 8,05 (d, Hp, J= 15), 7,69 — 8,28 (m, 7 H, Ar), 10,73 (s, NH).

RMN "3C (DMSO-ds, ppm): 18,7 — 132,6 (9 C, Ar); 124,0 (Ca), 130,0 (Ca); 130,9 (C-
Cl, Ar); 131,4 (C-Cl, Ar); 135,7 (Cg); 140,6 (CB), 143,3 (C-N, Ar); 163,7 (CONHy);
166,9 (COOH); 187,3 (C=0).

Acido (22)-4-({4-[(2E)-3-(4-nitrofenil)prop-2-enoil]fenil}amino)-4-oxobut-2-

enoico (130)
(0]
0
+§o
| NH ll\l
OH o

0]
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A metodologia foi similar a descrita para o composto 125, porém utilizou-se 0,55 g (2
mmol) da (2E)-1-(4-aminofenil)-3-(4-nitrofenil)prop-2-em-1-ona (103). O produto final
apresentou coloracdo amarelo escuro. Duracédo: 18 h; rendimento: 65 %; R:: 0,34;
p.f.: 189,8 - 190,6 °C (DIMMOCK, et al., 2003, p.f.= 184 - 186 °C).

IV (Pastilha de KBr, cm™)= 3500 (v -COOH), 3073 (v -CONH), 1724 (v -C=0, 4cido),
1655 (v -C=0, amida), 1594 (v -C=0, cetona), 1538 (v -C=C).

RMN 'H (DMSO-ds, ppm): 6,35 (d, Ha J= 12); 6,50 (d, Hs, J=12); 7,78 (d, Ha, J=
15), 8,23 (d, HB, J= 15), 7,81 — 8,29 (m, 8H, Ar), 10,69 (s, NH).

RMN 'C (DMSO-ds, ppm): 118,9 — 131,5 (10 C, Ar); 126,1 (Cay), 132,3 (Ca); 140,6
(Cg); 141,3 (CP), 143,5 (C-N, Ar); 148,0 (C-NOy, Ar); 163,8 (CONH); 167,0 (COOH);
187,4 (CO).

Acido (22)-4-({4-[(2E)-3-(3-nitrofenil)prop-2-enoil]fenil}amino)-4-oxobut-2-
enoico (131)
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A metodologia foi similar a descrita para o composto 125, porém utilizou-se 0,55 g (2
mmol) da (2E)-1-(4-aminofenil)-3-(3-nitrofenil)prop-2-em-1-ona (104). O produto final
apresentou coloracao amarelo claro. Duracdo: 13:20 h; rendimento: 70 %; Ry: 0,32;
p.f.: 200,0 — 201,4 °C.

IV (Pastilha de KBr, cm™)= 3500 (v -COOH), 3073 (v -CONH), 1711 (v -C=0, 4cido),
1655 (v -C=0, amida), 1594 (v -C=0, cetona), 1536 (v -C=C).

RMN 'H (DMSO-dg, ppm): 6,36 (d, Ha J= 12); 6,51 (d, Hs, J= 12); 7,83 (d, Ha, J
=15), 8,16 (d, Hp, J = 15), 7,71 — 8,78 (m, 8H, Ar), 10,69 (s, NH).

RMN 'C (DMSO-ds, ppm): 118,8 - 140,9 (8 C, Ar); 124,7 (Ca), 131,5 (Ca); 136,7
(Cg); 143,4 (CP), 148,4 (C-N, Ar); 163,7 (C-NOy, Ar); 166,7 (CONH); 166,9 (COOH);
187,4 (CO).
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Acido (22)-4-({4-[(2E)-3-furilprop-2-enoil]fenil}amino)-4-oxobut-2-enoico (132)
(0]
o] = ©
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| o
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A metodologia foi similar a descrita para o0 composto 125, porém utilizou-se 0,44 g (2
mmol) da (2E)-1-(4-aminofenil)-3-(2-furil)prop-2-em-1-ona (106). O produto final
apresentou coloracao laranja. Duracao: 24 h; rendimento: 87 %; Ry: 0,27; p.f.: 168,7 -
169,8 °C.

IV (Pastilha de KBr, cm™)= 3500 (v -COOH), 3073 (v -CONH), 1700 (v -C=0, 4cido),
1655 (v -C=0, amida), 1594 (v -C=0, cetona), 1540 (v -C=C).

RMN 'H (DMSO-ds, ppm): 6,35 (d, Ha J= 12); 6,50 (d, Hg, J= 12); 7,53 (d, Ha, J
=15); 7,58 (d, HB, J = 15); 7,79 — 8,10 (2 dd, 4H, Ar); 6,69 — 7,91 (m, 3 H, furil); 10,72
(s, NH).

RMN 'C (DMSO-ds, ppm): 113,1 — 151,22 (8 C, Ar); 118,6 (Cay), 130,0 (Ca); 132,6
(Cg); 130,4 (CB), 143,1 (C-N, Ar); 151,2 (C-furil, Ar); 163,7 (CONH); 167,0 (COOH);
187,0 (CO).

Acido (22)-4-({4-[(2E)-3-tienilprop-2-enoil]fenil}amino)-4-oxobut-2-enoico (133)
(0]
o = S
| /
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(0]

A metodologia foi similar a descrita para o composto 125, porém utilizou-se 0,47 g (2
mmol) da (2E)-1-(4-aminofenil)-3-(2-tienil)prop-2-em-1-ona (107). O produto final
apresentou coloracdo amarelo escuro. Duracdo: 24 h; rendimento: 83 %; R 0,29;
p.f.: 175,5-177,2 °C.

IV (Pastilha de KBr, cm™)= 3500 (v -COOH), 3073 (v -CONH), 1700 (v -C=0, acido),
1655 (v -C=0, amida), 1594 (v -C=0, cetona), 1540 (v -C=C).
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RMN 'H (DMSO-ds, ppm): 6,34 (d, Ha J= 12); 6,51 (d, Hg, J= 12); 7,57 (d, Ha, J
=15); 7,90 (d, HB, J = 15); 7,79 — 8,12 (2 dd, 4H, Ar); 7,17 — 7,78 (m, 3 H, furil); 10,66
(s, NH).

RMN '*C (DMSO-ds, ppm): 118,8 — 131,6 (8 C, Ar); 120,3 (Ca), 129,8 (Cp); 132,7
(Cg); 136,2 (CP), 139,8 (C-tienil, Ar); 143,1 (C-N, Ar); 163,7 (CONH); 167,0 (COOH);
187,1 (CO).

Sintese das imidas ciclicas

Os acidos amicos obtidos foram submetidos a refluxo suave com &acido
acético, em quantidade suficiente para dissolver cada composto a fim de cicliza-los e
formar a imida ciclica. As reagdes foram monitoradas por CCD utilizando como
eluente hexano:acetato de etila (70:30).

1-{4-[(2E)-3-fenilprop-2-enoilalfenil}-1 H-pirrol-2,5-diona (134)

(0]

Foi utilizado 0,20 g (0,60 mmol) do acido (22)-4-oxo-4-({4-[(2E)-3-fenilprop-2-
enoila]fenillamino)but-2-enoico (125) e acido acético em quantidade suficiente para
dissolver o mesmo. A reagédo foi mantida em refluxo suave por 10:30 h. Um
precipitado insolivel em acido acético se formou no baldo, e este foi filtrado e
purificado por CC utilizando como eluente hexano:acetato de etila (80:20). O produto
final apresentou a coloracao amarelo claro. Rendimento: 77 %; Rs: 0,54; p.f.: 207,7 —
208,9 °C.

IV (Pastilha de KBr, cm™)= 1706 (v -C=0, imida), 1688 (v -C=0, imida), 1609 (v -
C=C).

RMN 'H (DMSO-dg, ppm): 7,24 (s, 2H, imida); 7,78 (d, Ha, J =15), 7,98 (d, HB, J =
15), 7,46 — 8,29 (m, 9 H, Ar).
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RMN '3C (DMSO-ds, ppm): 122,0 (Coy), 126,3 — 135,7 (11 C, Ar); 134,9 (2 =C, imida);
144,3 (CB), 136,2 (C-N, Ar); 169,5 (2 CO-N); 188,4 (CO).

1-{4-[(2E)-3-(4-clorofenil)prop-2-enoilalfenil}-1 H-pirrol-2,5-diona (135)

(o]
. (0L
& Cl
\\
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A metodologia foi similar ao composto 134, porém foi utilizado 0,25 g/ 0,95 mmol do
acido (22)-4-({4-[(2E)-3-(4-clorofenil)prop-2-enoila]fenil}amino)-4-oxobut-2-enoico
(128). O produto final apresentou coloracdo amarelo claro. Duracédo:10:50 h;
rendimento: 35 %; Rs: 0,56; p.f.: 208,2 — 209,6 °C.

IV (Pastilha de KBr, cm™)= 1717 (v -C=0, imida), 1658 (v -C=0, imida), 1609 (v -
C=C).

RMN 'H (CDCls, ppm): 6,91 (s, 2H, imida); 7,49 (d, Ho, J =15), 7,78 (d, HB, J = 15),
7,39-8,13 (m, 9 H, Ar).

RMN 'C (CDCls, ppm): 122 — 136,6 (10 C, Ar); 122,1 (Co), 134,4 (2 =C, imida);
135,3 (C-Cl, Ar); 136,8 (C-N, Ar); 143,8 (CB), 169,0 (2 CO-N); 189,2 (CO).

1-{4-[(2E)-3-(3-nitrofenil)prop-2-enoila]fenil}-1H-pirrol-2,5-diona (136)

(@] ﬁ+
&t
\O

A metodologia foi similar ao composto 134, porém foi utilizado 0,22 g (0,60 mmo)l do
acido (22)—4-({4-[(2E)-3-(3-nitrofenil)prop-2-enaillfenil}amino)-4-oxobut-2-enoico
(131). O produto final apresentou coloracdo amarelo claro. Duracdo: 12 h;
rendimento: 40 %; Ry: 0,41; p.f.: 232,8 — 234,9 °C.

IV (Pastilha de KBr, cm™)= 1715 (v -C=0, imida), 1658 (v -C=0, imida), 1609 (v -
C=0C).
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RMN "H (DMSO-ds, ppm): 7,24 (s, 2H, imida); 7,89 (d, Ha, J =15), 8,19 (d, HB, J =
15), 7,58 — 8, 79 (m, 9 H, Ar).

RMN '3C (DMSO-ds, ppm): 123,0 — 135,9 (10 C, Ar); 124,7 (Coy), 134,9 (2 =C, imida);
136,5 (C-N, Ar); 141,6 (CB), 148,4 (C-NO, Ar); 169,5 (2 CO-N); 188,3 (CO).

OBS: Os compostos hibridos imido-chalconas 125 (acido amico) e 134 (imida
ciclica) foram inicialmente sintetizados por trés caminhos convergentes a fim de se

avaliar a melhor rota sintética para a sua obtencéo.

a) Rota sintética 1

Esta rota consistiu de trés etapas distintas, iniciando com a formacéo do
acido amico entre o anidrido maleico (0,23 g/ 2 mmol) e a 4-aminoacetofenona (0,32
g/ 2 mmol), utilizando éter etilico como solvente e agitacao continua por 24 horas. O
produto foi obtido por precipitacdo com 96,5 % de rendimento. Apds a formacao do
acido amico, a quantidade de 0,20 g/ 0,8 mmol foi dissolvida em acido acético e
submetida a refluxo suave por 10 horas e 30 minutos obtendo-se a imida ciclica com
75,2 % de rendimento e finalmente na ultima etapa a imida ciclica formada foi
submetida a agitacdo continua a temperatura ambiente com benzaldeido e uma
solucdo de NaOH (50 %) por 22 horas. O produto final 1-{4-[(2E)-3-fenilprop-2-
enoilalfenil}-1H-pirrol-2,5-diona (134), foi formado em uma granulometria muito fina e
nao pode ser quantificado, pois ficou totalmente aderido ao papel filtro durante sua
filtracao.

b) Rota sintética 2

Ap06s obter-se o acido amico (0,21 g/ 0, 9 mmol), pela mesma metodologia

descrita anteriormente, este foi dissolvido em metanol, na presenca de hidroxido de
sédio a 50% e quantidade equimolar de benzaldeido (0,0967 g/ 0,9 mmol). A mistura
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foi submetida a agitacdo magnética a temperatura ambiente por 23 horas, formando
assim o acido amico hibrido &acido (22)-4-oxo-4-({4-[(2E)-3-fenilprop-2-
enoilalfenillamino)but-2-enoico (125), com 60 % de rendimento. Este foi entédo
submetido a refluxo na quantidade de 0,19 g com acido acético o suficiente para
solubilizar o produto, e apds 9 horas obteve-se 62 % do hibrido (134).

c) Rota sintética 3

Nesta rota iniciou-se pela sintese da 4-aminochalcona (98). Esta foi submetida a
agitacdao com anidrido maleico em quantidades equimolares (0,078 g/ 8 mmol e
0,185 g/ 8 mmol respectivamente), utilizando éter etilico como solvente em agitacéo
continua por 11 horas a fim de se obter o acido (125) com rendimento de 50 %. O
acido acético foi utilizado em quantidade suficiente para dissolver 0,20 g/ 0,60 mmol
de 125, mantido por 10 horas e 30 minutos em refluxo, a fim de formar a imida. A
reacao apresentou rendimento de 77 % na formagéo do produto (134).

4.2 CALCULOS COMPUTACIONAIS

Os calculos dos valores de HOMO e LUMO foram feitos utilizando o
método hamiltoniano AM1 do programa HyperChem versdo 7.52 (licenca n° 12-750-
1501712345).

Os valores do peso molecular (PM) e Log P foram obtidos do programa
Chemsketch 10.0 freeware, disponivel no site: www.acdlabs.com/download/.

Os valores dos aceptores de ligacao hidrogénio (N + O) e doadores de
ligacdo hidrogénio (NH + OH) foram obtidos a partir do programa free molinspiration
on line, através do JME Editor, cortesia de Peter Ertl da Novartis, disponivel no site:
http://www.molinspiration.com/cgi-bin/properties.
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4.3 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTINOCICEPTIVA

As analises de atividade antinociceptiva foram realizadas no Laboratério
de Pesquisa do curso de farmacia da UNIVALI com a participacdo dos académicos
Aleandra Virgilina Meira e Mauricio Fracasso.

Animais

Foram utilizados camundongos Swiss machos ou fémeas pesando entre
25 a 35 gramas, aclimatados a temperatura de 22 + 2 °C com ciclo claro/escuro de
12 horas mantidos no biotério central da UNIVALI, tratados com agua e ragéao “ad
libitum”. Os animais permaneceram no ambiente do teste pelo menos 1 h antes da
realizacdo dos experimentos para se adaptarem. Em todos os modelos diferentes
grupos de camundongos foram pré-tratados com os compostos sintetizados 30 min
antes da realizacao do teste, quando os compostos foram injetados via i.p, € 1 hora
antes, quando os compostos foram injetados pela via oral. Os animais do grupo
controle receberam somente veiculo (soro fisiologico e tween 80).

Os procedimentos da pesquisa envolvendo animais seguiram o0s
principios internacionais orientados para a pesquisa biomédica (ZIMMERNANN,
1996). A presente pesquisa buscou atender todos os principios éticos postulados
pelo Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA) e a lei n.° 6638, de 08
de maio de 1979, mais especificamente o artigo 4°, paragrafo 1 e 2. Considerando
esses aspectos éticos, os animais foram sacrificados por deslocamento cervical ou
camara de COg, a fim de evitar ao maximo o sofrimento desnecessério. Todos os

experimentos foram aprovados pela Comissao de Etica em Pesquisa da UNIVALI.
4.3.1 Modelo de contor¢coes abdominais induzidas pelo acido acético

Foi aplicado intraperitonealmente (i.p.) acido acético (0,6 % (v/v),
dissolvido em NaCl 0,9% (p/v) previamente tamponado em pH 7,4 numa dose de



Parte Experimental 88

0,10 mL/10 g de peso. Quantificaram-se as contor¢des cumulativamente durante 20
minutos e o indicativo de antinocicepcao foi a reducdo da resposta nociceptiva a
contor¢ao, em relagdo ao grupo controle.

Basicamente as contorcdes abdominais consistem na contracdo da
musculatura abdominal juntamente com a extensdo de uma das patas posteriores,
de acordo com o método descrito anteriormente (COLLIER et al., 1968; SOUZA et
al., 2003).

Foi realizada a Dlsg apenas dos compostos mais ativos, selecionados pela
via i.p, avaliados em doses inferiores a 10 mg/kg. Este modelo também foi realizado
com administracao por via oral em doses inferiores a 300 mg/kg.

Este mesmo modelo foi também realizado com tempos de esperade 1,2 e
3 horas. Este teste € denominado ‘time course” e foi realizado apenas para as amino

e amido- chalconas

4.3.2 Modelo de dor induzida pela formalina

Os camundongos receberam via intraplantar 20 uL de solucao formalina a
2,5 % (v/v), e foram imediatamente colocados sob um funil de vidro invertido ao lado
de um espelho para auxiliar na observacdo. Foi registrada durante os 5 minutos
iniciais a dor de origem neurogénica, expressa pelo tempo gasto (laténcia) com o
comportamento de lamber ou morder a pata injetada. Decorridos 10 minutos ocorreu
o inicio da segunda fase do processo doloroso, na qual, foi observada a dor
inflamatéria durante 15 minutos de acordo com o método descrito anteriormente
(HUNSKAAR; FASMER; HOLE, 1985). Apdés o experimento os animais foram
sacrificados por deslocamento cervical e, ambas as patas posteriores (uma injetada
e outra ndo) foram seccionadas na posicao tibio-tarsal e pesadas em balanca
analitica para verificacdo do efeito anti-edematogénico sendo considerado como
indice de edema a diferenca de peso da pata injetada com a que néo foi injetada.

4.3.3 Modelo de dor induzida pela capsaicina
Este modelo de dor induzida pela capsaicina foi desenvolvido por

SAKURADA e colaboradores (1992). Durante o teste os animais inicialmente
passaram por um periodo de adaptacdo de 20 minutos (sob um funil de vidro). Os
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animais receberam pela via intraplantar 20 uL de capsaicina (1,6 ug / pata) em uma
das patas posteriores. Em seguida, os animais foram novamente colocados sob o
funil de vidro e entao foi cronometrado o tempo em que permaneceram mordendo ou
lambendo a pata injetada por um periodo de 5 minutos, sendo este o indicativo de

dor.

4.3.4 Modelo de dor induzida pelo glutamato

Para avaliar a possivel interacdo dos compostos sintetizados com o
sistema glutamatérgico, foi investigado se estes compostos antagonizam ou nao a
dor induzida pelo glutamato. O procedimento utilizado foi similar ao descrito
anteriormente (BEIRITH et al., 2002).

Um volume de 20 pL de solucdo de glutamato (30 umol/pata), feita em
salina tamponada com fosfato (PBS, composicdo mol/L: NaCl 137, KCI 2,7 e tampéao
fosfato 10), foi injetada pela via intraplantar na pata posterior direita.

Em seguida, os animais foram colocados individualmente em funis de
vidro de 20 cm de didmetro e observados por 15 minutos. O tempo gasto em lamber

ou morder a pata injetada foi cronometrado e considerado indicativo de dor.

4.3.5 Modelo de sensibilidade térmica (teste da placa quente)

Os animais foram pré-selecionados, 24 horas antes do teste, para
verificacdo do limiar nociceptivo. Os camundongos foram colocados sobre uma
placa quente previamente aquecida a 56 + 1 °C. O tempo em segundos em que
cada animal levou para lamber, morder ou levantar as patas foi considerado
indicativo do efeito nociceptivo. O tempo maximo permitido aos animais para
permanecer sobre a placa foi de 30 segundos para evitar danos teciduais causados
pelo aquecimento (EDDY; LEIMBACK, 1953; SOUZA et al., 2003). Também foi
realizado um controle positivo do teste com animais submetidos ao tratamento com

morfina (5mg/kg) administrado pela via subcutanea.
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4.3.6 Analise estatistica

Os resultados foram apresentados como média * erro padrdo da média,
exceto a Dlsy (dose que reduz a resposta para 50% em relagédo ao grupo controle),
que foi apresentado como média geométrica acompanhada de seu respectivo limite
de confianga em nivel de 95%. As anadlises estatisticas dos resultados foram
realizadas através do programa estatistico Graphpad Instat, por meio de analise de
variancia seguida pelo teste de mdltipla comparacao utilizando-se o método de
Dunnett, quando apropriado. Valores de p < 0,05 foram considerados como

indicativos de significancia. A Dlsg foi estimada a partir de experimentos individuais.

4.4 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

As analises de atividade antimicrobiana foram realizadas no Laboratorio
de Pesquisa em Microbiologia do curso de Farmacia da UNIVALI, pelas alunas do
Programa de Mestrado em Ciéncias Farmacéuticas, Taline Tristdo Canto e Fernanda
Mabhle, sob orientacéo do professor Dr. Alexandre Bella Cruz.

Material microbiolégico

Os microrganismos utilizados como cepas padrdes para a realizacdo dos
ensaios de atividade antimicrobiana foram as bactérias gram positivas (Bacillus
cereus, Bacillus subtillis, Staphylococcus aureus, Staphylococcus saprophyticus e
Streptococcus agalactie), as bactérias gram negativas (Proteus miriablis,
Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli, Salmonella typhimurium e Enterobacter
clocae), os fungos leveduriformes (Candida albicans, Candida krusei, Cryptococcus
neoformans e Saccharomyces cerevisiae), os fungos filamentosos oportunistas
(Aspergillus niger, Aspergillus flavus, Aspergillus fumigatus, Rhizopus sp.) e 0s
fungos filamentosos dermatéfitos (Microsporum canis, Microsporum gypseum,

Trichophyton mentagrophytes e Trichophyton rubrum).
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As bactérias e os fungos leveduriformes foram fornecidos pela "Fundacao
Tropical de Pesquisa e Tecnologia André Tosello", Campinas, SP, e os fungos
filamentosos foram fornecidos pelo “Centro de Referencia Micolégica (CEREMIC)”da
Facultad de Ciencias Bioquimicas y Farmacéuticas, Suipacha, Rosario, Argentina.

4.41  Triagem de substancias com atividade antimicrobiana

O método consistiu em preparar a diluicdo das substancias em meios de
cultivo proprios, inoculados com uma alga calibrada de 1 pL das bactérias
(aproximadamente 1,5 x 10° células) (NCCLS, 1993), fungos leveduriformes (1 a 5 x
10° células/mL), (ESPINEL-INGROFF; PFALLER, 1995), ou fungos filamentosos (1 a
5 x 10* células/mL) (LOP et al., 2000). Cada microrganismo em estudo, foi incubado
e posteriormente verificado se houve inibicdo do crescimento dos respectivos
microrganismos.

Os compostos foram dissolvidos em solucédo de dimetilsuféxido (DMSO) e
agua destilada estéril (4:6) e posteriormente adicionadas em frascos com
capacidade para 5 mL na concentracdo de 10 a 100 pg/mL. Em seguida, a cada
frasco foi adicionado 1 mL de meio agar Mueller-Hinton para as bactérias e 1 mL de
agar Sabouraud dextrosado para os fungos leveduriformes e filamentosos, seguido
de imediata homogeneizacao da mistura. Apds a solidificacéo dos respectivos meios
de cultura, os microrganismos previamente ativados, foram inoculados nas séries
correspondentes, sendo entdo, incubados a 35 °C por 18 a 24 horas para as
bactérias e 35 °C por 24 a 48 horas para os fungos leveduriformes, e a temperatura
ambiente (25 °C) por 5 a 15 dias para os fungos filamentosos.

Ap6s o periodo de incubagao, foram realizadas leituras através da
verificacdo visual do crescimento microbiano. Para interpretacdo dos resultados foi
considerada ativa a substancia que apresentou inibicdo total do crescimento
microbiano.

Durante os testes foram utilizados controles, com os meios de culturas e o
solvente utilizado na solubilizacdo dos compostos a fim de verificar seu efeito sobre
0s microrganismos. A concentracdo final de DMSO nos ensaios ndo excedeu 2%. A
leitura dos resultados foi considerada valida somente quando houve crescimento

microbiano nos controles. Os ensaios foram repetidos por quatro vezes.
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4.4.2 Ensaio de toxicidade com Artemia salina

O ensaio de toxicidade dos compostos sintetizados foi realizado conforme
o método descrito por Meyer e colaboradores (1982) utilizando o microcrustaceo
Artemia salina Leach. Os compostos foram dissolvidas em solucao de DMSO e agua
marinha sintética.

Ovos de A. salina, adquiridos comercialmente, foram colocados em um
béquer contendo agua marinha sintética com pH ajustado entre 8 e 9, e incubados
em banho-maria entre 20°C a 25°C, por 48 horas para eclodirem. Apos este periodo,
em microplacas (200 pL), foram preparadas diferentes concentragcées de compostos,
que variaram de 2 a 1000 pg/mL e a cada uma delas foram adicionados entre 6 e 12
larvas do microcrustaceo, e novamente incubadas em banho-maria (20 °C a 25 °C)
por 24 horas.

Apés este periodo, 0 nimero de microcrustaceos vivos e mortos em cada
diluicao (concentragao) foi contado, com auxilio de um estereoscépios binocular E.
Leitz Wetzlar (20 vezes), obtendo-se os resultados. O ensaio foi realizado em
triplicata. Como controle positivo, foi utilizado uma solucédo de dicromato de potassio
nas concentragdes de 400, 600 e 800 ug/mL e como controle negativo 200 yL de
agua marinha. Foram acrescentados controles com o solvente utilizado para a
dissolucao das amostras (a concentracao final de DMSO né&o ultrapassou 5 %).

A leitura foi validada somente quando nos controles positivos foi
observada a morte e no controle negativo a sobrevivéncia de todos os individuos.

Para o calculo final da DLsy € seu respectivo intervalo de confianca de 95
% utilizou-se o0 método de Prébitos de analise, que é definido como a concentracéo
necessaria para causar a morte de 50 % das larvas de Artemia salina, no periodo de
24 horas.

Os compostos foram considerados altamente toxicos quando a DLsg foi
menor que 80 pg/mL; entre 80 upg/mL e 250 pg/mL foram considerados
moderadamente téxicos; e com DLsy, maior que 250 pug/mL, com baixa toxicidade ou
nao téxicos (DOLABELA, 1997; PARRA et al., 2001).



5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 IMIDAS E DERIVADOS

5.1.1 Sintese dos derivados 3-fenilsuccinimidas

Os derivados 3-fenilsuccinimidas foram sintetizados, utilizando-se
quantidades equimolares do anidrido 3-fenilsuccinico e das aminas aromaticas,
diretamente sob refluxo em acido acético (Esquema 1). Devido a pequena
quantidade de reagente disponivel para estas reagdes optou-se em sintetizar
apenas as imidas ciclicas (produto final), sem isolar os intermediarios acidos amicos.
Além disso, a escolha dos substituintes seguiu a indicacao proposta por Topliss (4-
CHjs; 4-OCHjs; 4-Cl; 3,4-Cly; H), o qual consiste em um modelo ndo estatistico
utilizado para predizer quais grupos substituintes pode aumentar significativamente a
atividade bioloégica (TOPLISS, 1977; 1993). Yunes e colaboradores (2002)
publicaram o meétodo manual modificado de Topliss no qual € possivel predizer
quantitativamente o aumento da poténcia que pode ser obtida com um determinado
substituinte, e analisar o efeito estérico (Es) e sua combinacdo com parametros que
medem os efeitos hidrofébico (r) e eletrénico (o). Assim, com a avaliacdo biologica
destes compostos pretendeu-se predizer a possivel atividade dos demais compostos
da série, e futuramente validar este método utilizando os substituintes selecionados

da correlagao.

H H
b 4 Nep, OO + H0
refluxo N\

Ry = CgHs; -4CICgHs; 3,4-Cl,CgHs; 4-CH30CgHs; 4-CHyCoHsS

Esquema 1. Sintese das 3-fenilsuccinimidas substituidas.
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Todas as reagdes apresentaram rendimentos moderados a satisfatérios
(30 — 60%), e na Tabela 1 sdo citados os dados reacionais dos derivados obtidos.
Contudo a sintese do composto 79 foi a Unica que apresentou uma reacao
secundaria significativa, ocorrendo a acetilacao da dicloroanilina pelo acido acético
com a formacao do composto N-(3,4-diclorofenil)acetamida, o qual nao foi possivel
separar por recristalizagdo em ciclohexano, pois o composto também recristalizava
neste solvente, sendo necessaria a purificacdo por cromatografia em coluna
utilizando como eluentes hexano:acetato de etila em polaridade crescente.

Os demais compostos foram todos recristalizados em ciclohexano e a
pureza monitorada por cromatografia em camada delgada. O fator de retencao foi

calculado utilizando como eluente hexano: acetato de etila (70:30).

Tabela 1. Dados analiticos dos derivados 3-fenilsuccinimidas.

I X
0

0

Radical Cédigo Tempo Rendimento Ponto de Fator de Inédito
—X reacional (h) (%) fusdo (°C) retencao (R (i)
H 76 2:00 40,4 141,6 — 1424 0,59 -
4-CHg; 77 3:00 56,0 141,5-142,0 0,62 -
4-Cl 78 3:30 35,0 173,0-174,9 0,63 -
3,4-Cl, 79 4:00 30,0 149,6 — 151,2 0,66 i
4-OCHj 80 6:00 60,3 172,3-172,9 0,47 -

Em uma extensiva busca na literatura, foram encontradas as substancias
76 e 78 ja referenciadas como produtos de reacao (MUSTAFA,et al. 1961; LUCKA-
SOBSTEL; ZEJC; OBNISKA, 1977), embora sintetizados partir da maleimida, por
introducdo do grupo aromatico na dupla ligacao, e ndo como relatado neste trabalho
a partir do anidrido 3-fenilsuccinico. Além disso, a substancia 77 foi utilizada apenas
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como reagente para outras reacdes (ICHIMURA; WATANABE; OCHI, 1980). Para
comparacao dos demais derivados nao foram encontrados dados comparativos.

A substancia 77 foi selecionada para uma analise mais detalhada desta
classe de compostos. No espectro de infravermelho verifica-se a presenca de uma
deformacg&o axial em 1709 cm™ referente as carbonilas da funcéo imida. As bandas
dos anéis aromaticos sdo encontradas na regido de baixa freqiéncia, em 701 e 774
cm” devido & deformagdo angular fora do plano das ligagdes C-H do anel, e a
deformacdo angular em 1200 cm™ é referente a ligacdo C-N. Observam-se ainda,
vibragcdes de esqueleto envolvendo a deformacdo axial das ligagdes carbono-
carbono do anel em 1403 e 1515 cm™ (Figura 2).
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Figura 2. Espectro de Infravermelho da 1-(4-metilfenil)-3-fenilpirrolidina-2,5-diona (77)
(Pastilha de KBr, cm™).

No espectro de RMN 'H (Figura 3) sdo evidenciados um simpleto em 2,38
ppm referente aos hidrogénios da metila, e trés dupletos de dupletos referentes aos
hidrogénios metilénicos e metinico do anel succinimidico que formam um sistema
ABX. O hidrogénio X (54,17 ppm) € desblindado em comparagdo com o hidrogénio
A (62,98 ppm) e B (53,35 ppm), devido a sua relativa proximidade com o anel
aromatico. O hidrogénio B é desdobrado pelo hidrogénio A (Jas = 18 Hz) e pelo
hidrogénio X (Jgx = 9 Hz). O hidrogénio A é desdobrado pelo hidrogénio B (Jag = 18



Resultados e Discussdo 96

Hz) e pelo hidrogénio X (Jax = 3 Hz). Os hidrogénios aromaticos podem ser
observados nas regides de 7,18 a 7,42 ppm.
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Figura 3. Espectro de RMN 'H da 1-(4-metilfenil)-3-fenilpirrolidina-2,5-diona (77) (CDCls;, 300
MHz).
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Figura 4. Espectro de RMN '°C da 1-(4-metilfenil)-3-fenilpirrolidina-2,5-diona (77) (CDCls, 75
MHz).
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No espectro de RMN 'C (Figura 4), observam-se sinais em 21,2 ppm
referente a metila, em 37,2 ppm ao metileno e 45,9 ppm ao metino. Os carbonos
aromaticos encontram-se nas regides de 126,2 a 138,8 ppm e as carbonilas
apresentaram-se em 175,3 e 176,7 ppm.

Portanto, estes dados evidenciam a obtencao do composto 77.

5.1.1.1  Avaliagdo da atividade antinociceptiva

Em relacdo aos aspectos bioldgicos, foi encontrada na literatura apenas a
avaliacdo do composto 78, o qual apresentou uma acdo depressora fraca e
nenhuma atividade anticonvulsivante, quando analisadas as convulsdées induzidas
por pentilenotetrazol ou eletricamente, nem atividade analgésica (WILIMOWSKI et
al., 1979). Para os outros compostos nao foi encontrado nenhum relato.

Em uma analise preliminar, os derivados 3-fenilsuccinimidas foram testados
no modelo de contorcbes abdominais induzidas pelo acido acético 0,6% apenas na
dose de 10 mg/kg e revelaram surpreendentemente uma atividade superior aos
farmacos utilizados como referéncia, acido acetil salicilico e paracetamol, com
excecao do composto 78 que apresentou uma atividade inferior estando de acordo
com o trabalho de Wilimowski e colaboradores (1979).

Apesar da selecéo inicial dos substituintes basearem-se no modelo de
Topliss, os resultados bioldégicos nao corresponderam aos parametros de
abrangéncia deste método (hidrofébico, eletrénico, combinacdo de ambos e
estéreo), na dose padrao avaliada. Sendo, neste caso, necessdria a continuidade
destes estudos primeiramente avaliando-se o valor da Dlsg dos compostos para
analiza-los quanto a sua poténcia no modelo de Topplis, pois foi possivel observar
que ha uma tendéncia eletrbnica na modulacdo da atividade, pois 0os compostos
contendo grupos elétron-doadores apresentaram uma atividade superior aqueles
com grupos elétron-sacadores. Entretanto, caso ndo seja observada novamente
uma correlagdo, devem ser sintetizados outros andlogos com maior variedade de
substituintes para futuramente se aplicar métodos computadorizados que estendem
a analise a outros parametros fisico-quimicos que podem também estar envolvidos

nesta atividade bioldgica.
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A N-(3,4-diclorofenil)acetamida foi também avaliada quanto a sua
atividade bioldgica, apresentando uma atividade superior ao composto succinimidico
com uma inibicdo de 85 + 1,7 %. Este composto é, na verdade, um analogo do

paracetamol, diferindo apenas no substituinte do anel aromético.

Tabela 2. Atividade antinociceptiva dos derivados 3-fenilsuccinimidas no modelo de dor
induzida pelo acido acético 0,6% via i.p., administrados na dose de 10 mg/kg.

N\

0]
Substituinte (X) Cédigo % Inibicao
H 76 82,4 +1,6™
4-CH,4 77 90,3 £ 2,0**
4-Cl 78 289+16
3,4-Cl 79 58,8 + 3,1**
4-OCH;, 80 93,9 +1,2*
Acido acetilsalicilico AAS 35,0 +2,0*
Paracetamol PAR 38,0+1,0*

Obs: Cada grupo representa uma média de 6
experimentos. Asteriscos indicam diferencas significantes
(**p<0.01) quando comparadas com o grupo controle.

Devido a estes compostos terem sido avaliados preliminarmente apenas
no modelo do acido acético pela via intraperitoneal, 0 bom resultado encontrado
para alguns destes derivados estimulou-nos a avaliar os parametros propostos por
Lipinski e colaboradores (2001), para determinar a absorcdo e a permeabilidade
destes compostos.

Segundo os dados observados na Tabela 3 todos os compostos da série
apresentam uma boa biodisponibilidade de acordo com os valores estipulados por
Lipinski e colaboradores (2001) (pagina 23). Estes dados identificam esta classe de
compostos como candidatos promissores a futuros farmacos, uma vez que pontuam
as mais importantes propriedades fisico-quimicas e estruturais caracteristicas para
um farmaco no contexto de nosso atual conhecimento. Estas propriedades séo
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entdo tipicamente usadas para construir modelos preditivos de absorcao,
distribuigcdo, metabolismo, excregdo e também toxicidade (ADMET), formando assim
a base para o que tem sido chamado de desenvolvimento baseado nas
propriedades fisico-quimicas. A informacao obtida computacionalmente no inicio do
desenvolvimento de uma série pode direcionar o processo sintético e reduzir os
riscos de problemas em estagios posteriores do desenvolvimento, além de otimizar a
avaliacao biolégica testando apenas 0s compostos mais promissores
(WATERBEEMD; GIFFORD, 2003; EKINS; MESTRES; TESTA, 2007).

Tabela 3. Estudos de absor¢ao e permeabilidade dos derivados 3-fenilsuccinimidas

A\
(6]

Substituinte (X)  Cédigo MM?* ™ (g/mol) LogP®" N+O%"  NH+OH*"
H 76 251,28 1,71 £ 0,27 3 0
4-CHs 77 265,30 2,17 £ 0,27 3 0
4-Cl 78 285,72 2,79 £0,29 3 0
3,4-Cl 79 320,17 3,59 £ 0,39 3 0
4-OCHjs 80 281,30 1,62 £0,76 4 0

2 Logaritmo do coeficiente de particdo; ° Massa molar; *Somatério de N e O
(aceptores de ligacdo hidrogénio); “Somatério de NH e OH (doadores de ligagéo
hidrogénio).

* Valores calculados nos programas Chemsketch e Molinspiration.

Assim sendo, estes resultados sugerem que esta classe de succimidas
pode ser muito promissora para o desenvolvimento de um futuro farmaco
analgésico, embora seja importante a avaliacao criteriosa em outros modelos de dor,
uma vez que este modelo é bastante inespecifico. A avaliacdo também do efeito
sobre o SNC, é bastante sugestiva, uma vez que ha farmacos hoje utilizados na
terapéutica como anticonvulsivantes (SWEETMAN, 2007) com estruturas similares
aos aqui apresentados, entretanto sem o anel aromatico ligado ao nitrogénio da

funcdo imida.
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5.1.2 Sintese dos derivados da N-antipirino-3,4-dicloromaleimida

Em um estudo anterior, tema de dissertacdo de mestrado da autora
(CAMPOS-BUZZI, 2001), foram sintetizados 8 derivados da N-antipirino-3,4-
dicloromaleimida. Embora a atividade destes compostos ndo tenha sido téo
significativa quanto do composto protétipo (6), sintetizado conforme Esquema 2,
estes, foram mais ativos que os farmacos de referéncia acido acetil salicilico e
paracetamol, consistindo em compostos de interesse para estudos farmacolégicos e

toxicologicos mais detalhados.

0 HsG
/CH3
CHsCOOH  Cl JN
Refluxo 3h \ N l\\l + H0
o\ /
\© o © \O
6

Esquema 2. Sintese do prot6tipo N-antipirino-3,4-dicloromaleimida (6).

Neste trabalho, foram sintetizados outros 17 derivados de 6, através da
reacdo de substituicdo nucleofilica, todos inéditos na literatura. As reagdes entre a
N-antipirino-3,4-dicloromaleimida (6) e as aminas apropriadas foram realizadas na

proporcao (1:2) sob agitacao a temperatura ambiente (Esquema 3).

O H3C /CH3
cl N
CHyCH,OH ou CH,Cly 72 Hel
+ NHR, - | N N +
Agitacdo magnética /
RRN
25-80°C o O

R e R' = H; alquil; aril

Esquema 3. Substituigéo nucleofilica do &tomo de cloro por aminas.

A substituicdo de apenas um atomo de cloro, provavelmente ocorre via
um mecanismo de adi¢cdo-eliminacdo, envolvendo um intermediario tetraédrico, o

qual perde um atomo de cloro para formar o produto (Esquema 4).
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Esquema 4. Sintese dos derivados amino da N-antipirino-3,4-dicloromaleimida (6).

A substituicdo de um segundo atomo de cloro por nucledfilos nao foi
observada nas condicdes estudadas. Este resultado pode ser atribuido as estruturas
canbnicas, onde as estruturas ressonantes indicam ser pouco provavel um ataque
nucleofilico no outro carbono olefinico (Figura 5) (NUNES, 1986; CAMPOS-BUZZI,
2001).

R e R' = H; alquil; aril

Figura 5. Estruturas can6nicas dos derivados amino da N-antipirino-3,4-dicloromaleimida (6).

Analisando os dados da Tabela 4, pode-se observar que as reacdes
apresentaram rendimentos variados, sendo 45% a 95%. Algumas influéncias de
demandas eletronicas reacionais haviam sido observadas anteriormente por
Campos-Buzzi (2001) na obtencdo dos compostos derivados da N-antipirino-3,4-
dicloromaleimida mono substituidos na posicdo para pelos substituintes —OCHj;
(95%) e —CHs (93%). Estes grupos provavelmente contribuem aumentando a
nucleofilicidade do nitrogénio da amina e com isso estes mesmos substituintes na
posicdo meta, agora avaliados, apresentaram rendimentos inferiores, 56 e 52%,
respectivamente. Isto é o esperado, uma vez que estes grupos na posicdo meta
diminuem a nuclecfilicidade do grupo amino. Ja para o0s grupos retiradores de
elétrons alguns produtos formados apresentaram impurezas e/ou subprodutos.
Estes compostos foram purificados através da recristalizacdo com uma mistura de
diclorometano: hexano (90:10) ou através de coluna cromatografica de silica gel

utilizando como eluente a mistura de cloroférmio: metanol (98:2).
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As reacdes entre o composto 6 e as aminas primarias 3-fenilpropilamina e

4-fenilbutilamina ndo obtiveram sucesso provavelmente devido a competicao

reacional entre a substituicdo do atomo de cloro, com o ataque nucleofilico na

carbonila e posterior abertura do anel sem a substituicdo do atomo de cloro, ou

também com a substituicdo do d&tomo de cloro, entre outros, formando assim uma

mistura de produtos que foram observados pelas diversas manchas na placa

cromatografica.

Tabela 4. Dados analiticos da N-antipirino 3,4-dicloromaleimida e derivados (Continua).

. /‘/’N P
pagess

Substituinte Caodigo Tempo Rendimento Ponto de Fator de Inédito
(R) reacional (h) (%) fusdo (°C) Retencao (i)
(Ri)
Cl- 6 3:00 88,0 208,2—209,2 0,73 -
Br.
@\NH 81 5:30 70,0 243,8-245,2 0,43
FQ\NH 82 6:00 80,0 263,8-265,0 0,40
HyC
\\Q 83 7:00 65,0 226,8-229,1 0,43
NH—
O§N./OV
Q 84 10:00 60,0 118,2-120,0 0,26
HO
O//\\Q 85 7:30 60,0 222,7-224.1 0,13
NH—
8:00 68,0 224,8-226,0 0,11
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Tabela 4. Dados analiticos da N-antipirino 3,4-dicloromaleimida e derivados (Conclus&o).

3 (/) "G ) cH,
g
alae

Substituinte Cédigo Tempo Rendimento Ponto de Fator de Inédito
R- reacional (h) (%) fusdo (°C) Retencao (i
(R)
@\ 87 9:00 82,7 223,0-226,0 0,57
Q 88 7:00 52,0 136,5-138,7 0,37
@\ 89 8:00 56,0 139,5-142,1 0,38
/@\ 90 7:30 61,0 137,8-139,9 0,49
HyC

91 9:00 90,0 140,0-141,9 0,34

I
kS
/
b

NH—

u@ 92 6:30 82,0 121.9-123.2 0.45
NH—
©A”“ 93 9:30 64,0 123,0-126,0 0,51

(w0 1:00 548  157,7-1590 0,39

@ 95 10:00 450 17641787 067

[ S = 96 10:00 700  1822-1330 0,54
N

@ o7 36:00 380 12331251 0,57

O espectro do composto 87 foi selecionado para uma analise mais
detalhada, a titulo de ilustracdo. No espectro de IV, demonstrado na Figura 6,
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verifica-se a presenca de deformagdes axiais situadas em 1779, 1725 e 1685 cm™
correspondente as carbonilas da funcdo imida e em 1644 cm™ da carbonila da
antipirina. Em 1590 cm™, observa-se a deformacéo axial das ligagdes C-C dos anéis
aromaticos. Na regido de 700 cm' encontram-se a deformacdes angular das
ligacdes C-H, em 3300 cm™ observa-se a deformagéo axial referente ao grupamento
N-H (Figura 6).

Mwwﬁm
. J‘Mﬂ “MMM | /W < \J\/ g W% /WWVM }WWM
=T 2 Sl W b "\/"ﬁ
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Figura 6. Espectro de Infravermelho da N-antipirino-3-cloro-4-[3-cloroanilino maleimida] (87)
(Pastilha de KBr, cm™).

No espectro de RMN 'H s&o evidenciados dois simpletos em 2,18 e 3,19
ppm referentes aos hidrogénios de CH;z e N-CHj respectivamente. Os multipletos
dos 9 hidrogénios aromaticos sdo observados na regido de 7,01 a 7,45 ppm.
Também pode ser observado um simpleto em 8,58 ppm, referente a N-H (Figura 7).

No espectro de RMN '3C os sinais em 10,8 e 35,1 ppm, sdo referentes
respectivamente a CH; . N-CHj3. O carbono ligado ao N € observado em 96,2 ppm e
o carbono ligado ao Cl em 100,9 ppm. Os 12 carbonos aromaticos encontram-se nas
regides de 121,6 a 152,6 ppm. As carbonilas presentes nestes composto sao
observadas em 160,8 e 164,6 ppm vizinhas ao nitrogénio da imida e 165,9 ppm
referente ao nucleo antipirino (Figura 8).
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Figura 7. Espectro de RMN 'H da N-antipirino-3-cloro-4-[3-cloroanilino maleimida] (87)
(CDCl3, 400 MHz).
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Figura 8. Espectro de RMN '®C da N-antipirino-3-cloro-4-[3-cloroanilino maleimida] (87)
(CDCls. 100 MHz).

Entdo, os dados espectroscépicos confirmam a estrutura quimica

esperada para o composto 87, o qual foi obtido com bom grau de pureza.
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O produto reacional desejado entre 6 e o pirrol era a formagdo de um
aduto de Diels-Alder. Acreditava-se que o protétipo N-antipirino-3,4-dicloromaleimida
(6) poderia se comportar como um bom diendfilo, pois em reacbes de demanda
eletrbnica “normal” a reatividade do diendfilo aumenta com a presenca de grupos
retiradores de elétrons (carbonilas, nitro, halogénios, etc.). Desta forma, tém-se um
diendfilo bastante reativo e que possibilita que a cicloadicdo de Diels-Alder ocorra
fornecendo o produto esperado.

Para reac6es de demanda energética “normal”, a diferenca energética
entre o LUMO do dienéfilo e HOMO do dieno deve ser positiva. Quanto mais o valor
obtido aproxima-se de zero, maior € a viabilidade termodinamica reacional. Dessa
forma, calculou-se o valor de HOMO e LUMO para o diendfilo N-antipirino-3,4-
dicloromaleimida, que apresentaram os valores de -1,591 e -8,896 eV,
respectivamente e os valores de HOMO e LUMO para o pirrol de -8,657 e 1,379
eV, respectivamente. Estabelecendo-se uma reacédo de Diels-Alder com demanda
eletrbnica normal a diferenca energética entre o LUMO do diendéfilo e o HOMO do
dieno observada foi de 7,066 eV (Figuras 9 e 10). Uma vez que nao é possivel
predizer a partir de qual valor de diferenga entre HOMO e LUMO vai ocorrer a
reacdo, € necessario, portanto realizar o experimento para comprovar a
possibilidade desta reacao, ocorrer (LACERDA Jr. et al., 2007).

Figura 9. Estrutura minimizada da 3,4-dicloro-N-antipirinomaleimida (6) e o valor do LUMO =
-1,591 eV.

Figura 10. Estrutura minimizada do pirrol e o valor do Homo = -8,657 eV.
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O pirrol é considerado um dieno de baixa reatividade para cicloadicao de
Diels-Alder devido a sua alta aromaticidade (JURSIC, 1998). Assim, algumas
possibilidades de produtos foram sugeridas, incluindo: a substituicdo do atomo de
cloro pelo pirrol (97); o aduto de Diels-Alder desejado (137) ou o produto de adicéo
de Michael (138) (Figura 11).

A T HIG

(97) (137) (138)

Figura 11. Estruturas provaveis para a reacao entre o diendfilo 6 e o dieno pirrol.

Apébs 36 horas de reacao, observou-se, através de CCD, a auséncia dos
reagentes, porém a mistura reacional mostrou a presenca de varios produtos, sendo
necessaria a purificagdo por CC. Foi utilizada silica gel como fase estacionaria e,
cloroférmio: metanol (98:02) como eluente. Foi separado satisfatoriamente apenas
um produto apresentando uma mancha unica na placa de CCD com coloracao
bastante amarelada, sendo visivel mesmo sem a necessidade de luz ultravioleta e
com um R; de 0,57 utilizando como eluente cloroférmio: metanol (90:10).

Ao se analisar os espectros da substancia isolada verificaram-se a
presenca do NH, tanto no infravermelho com uma banda aguda em 3398 cm™,
quanto no espectro de RMN-'"H em 10,49 ppm. Entretanto, observou-se a auséncia
dos hidrogénios cabeca de ponte que se esperariam na regidao de 4 ppm, 0 que
indicava que provavelmente ndo havia sido formado o aduto de Diels-Alder
esperado.

Uma andlise cautelosa dos espectros de infravemelho e de ressonancia
magnética nuclear de hidrogénio e carbono, e por comparagdo com dados da
literatura (JURSIC, 1998), verificou-se que a ligacao ao anel pirrélico ocorreu no Co,
confirmando a estrutura denominada como 97 (Figura 11). Dessa forma, o esquema

reacional demonstrado abaixo foi sugerido para a formacdo do produto 97. Este
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resultado confirma a baixa reatividade deste sistema dieno-diendfilo para a reagéao
de Diels-Alder (Esquema 5).

0
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\‘P'NH —_— N\R
o\
0 o)

Esquema 5. Sintese da N-antipirino-3-cloro-4-(1H-pirrol-2-il-maleimida) (97)

A estrutura do derivado 97 foi confirmada no espectro demonstrado na
Figura 12, verificando-se no |V, a presenca de deformacdes axiais situadas em 1725
e 1713 cm™ da carbonila da imida e em 1656 cm™ da carbonila da antipirina. A
deformagdo axial em 1405 cm™ pode ser atribuida as ligaces C-C do anel
aromatico e em 705 cm™ a ligagdo C-H. Em 3398 cm™ observa-se a deformacéo
axial referente ao NH do pirrol.
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Figura 12. Espectro de Infravermelho da N-antipirino-3-cloro-4-(1H-pirrol-2-il-maleimida) (97)
(Pastilha de KBr, cm™).

No espectro de RMN 'H (Figura 13) s&do evidenciados dois simpletos em

2,19 e 3,21 ppm referentes aos hidrogénios CH; e N-CHj respectivamente. Os
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hidrogénios aromaticos sdo observados nas regides de 6,42 a 7,50 ppm. Também
pode se observar o simpleto em 10,49 ppm referente ao N-H.
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Figura 13. Espectro de RMN 'H da N-antipirino-3-cloro-4-(1H-pirrol-2-il-maleimida) (97)
(CDCl3, 300 MHz).
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Figura 14. Espectro de RMN '®C da N-antipirino-3-cloro-4-(1H-pirrol-2-il-maleimida) (97)
(CDCls, 75 MHz).
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No espectro de RMN *C (Figura 14), sdo observados os sinais das
metilas em 10,9 e 35,3 ppm, referentes a CH3 o N-CH3, respectivamente. O carbono
ligado ao N é observado em 101,0 ppm e o carbono ligado ao Cl em 121,4 ppm. Os
carbonos aromaticos do anel fenila encontram-se nas regides de 124,9 a 129,3 ppm.
As carbonilas em 160,7 e 164,8 ppm séo referentes a imida e em 168,6 ppm €

referente a carbonila da antipirina.

5.1.2.1  Avaliacdo da atividade antinociceptiva

Tabela 5. Atividade antinociceptiva da N-antipirino-3,4-dicloromaleimida e derivados no
modelo de dor induzida pelo acido acético 0,6% via i.p., administrados na dose
de 10 mg/kg (Continua).

Substituinte (R) Cadigo % Inibicao
- Cl 6 99,0+0,3**®

Br.
Q 81 97,5+ 0,6 **
NH—
F
82 93,2+ 1,5 *
NH—

83 49,5+2,9**
NH—

84 29,5+2,9 **
NH—
VY 85 63,6 + 3,3 **
NH—

86 339+1,4*

@\ 87 38,9+4,4*
NH—

ot
i
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Tabela 5. Atividade antinociceptiva da N-antipirino-3,4-dicloromaleimida e derivados no
modelo de dor induzida pelo acido acético 0,6% via i.p., administrados na dose
de 10 mg/kg (Concluséo).

o MG
Cl / / N/CH3
T
" o 0/ \©
Substituinte (R) Cédigo % Inibicao
HsC
88 49,7 + 6,6
NH—
HsC—q,
89 56,7+ 3,1 **
NH—
HsC
Q 90 68,4 + 4,0**
NH—
HsC
HeC_
(o]
91 72,0+ 2,0*
HgC_
O NH—
O ,.0
SN
c1©\ 92 98,5 +0,4 **
NH—
@A”* 93 354436
Q\ﬁw 04 81,8+1,2*
720 NN 95 84,6+ 1,3*
—
O 96 77,7 +£2,8*
H
N
97 23,27+ 2,8
\
Acido acetilsalicilico AAS 35,0+ 2,0*
Paracetamol PAR 38,0+1,0**
Dipirona DIP 33,0+3,5*

Obs: Cada grupo representa uma média de 6 experimentos.
Asteriscos indicam diferengas significantes (**p<0.01 e
*p<0.05) quando comparadas com o grupo controle.

(a) Campos-Buzzi (2001)
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No presente trabalho féz-se inicialmente uma analise preliminar dos
efeitos analgésicos de todas as substancias sintetizadas, com o objetivo de
selecionar o composto mais ativo. Utilizou-se, assim, o modelo de contorgbes
abdominais induzidas pelo acido acético 0,6% administrado intraperitonealmente em
uma dose de 10 mg/kg (Tabela 5).

O modelo de contor¢gées abdominais tem sido empregado amplamente
para analise da atividade analgésica de diferentes tipos de compostos, uma vez que
mostram boa correlagdo com a acao analgésica encontrada em outros modelos pré-
clinicos, bem como em estudos clinicos (CAMPOS-BUZZI et al., 2006; COSTA et
al., 2007).

Whittle (1964) descreveu a atuagao indireta do &cido acético pela
liberacdo de mediadores endbégenos envolvidos na modulagdo da nocicepcao,
incluindo a bradicinina, serotonina, histamina e as prostaglandinas. Ribeiro e
colaboradores (2000) mostraram que a nocicep¢ao induzida pelo acido acético
depende da liberacdo de citocinas, como a IL- 1B, TNF-a e a IL-8, a partir de
macréfagos e baséfilos residentes na cavidade abdominal, e que em conjunto com
outros mediadores podem induzir a nocicepg¢ao caracteristica observada nesse
modelo.

Analisando os dados da Tabela 5, pode-se observar que todos os
compostos derivados do 6, com excecdo do 84 e do 97, apresentaram atividades
superiores ou similares aos farmacos utilizados como referéncia, tais como acido
acetil salicilico, paracetamol e em especial para esta série, a dipirona, cujos
compostos aqui sintetizados sdo analogos, e, que causaram inibicées de 35,0; 38,0
e 33,0 % respectivamente.

Considerando que os melhores percentuais de inibicao foram observados
para os compostos com grupos sacadores de elétrons orientados na posicéo para,
quando comparados aos da posicdo meta, sugere-se que o efeito eletrbnico e
estérico nesta posicéao contribui de forma significativa para a antinocicepcédo nessas
estruturas. Isto é evidenciado pela comparagao entre o composto N-antipirino-3-
cloro-4-cloroanilinomaleimida, ja descrito por Campos-Buzzi (2001) e o 87, que
apresentaram inibicdes de 75 e 39%, ambos substituidos pelo atomo de cloro nas
posicdes para e meta, respectivamente. Postula-se, portanto, que o envolvimento
da eletronegatividade e do fator estéreo estejam contribuindo para os derivados

mais ativos desta série, ressaltando-se o 81, 82 e o 92, no qual o substituinte do
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grupamento anilino foi sempre um atomo eletronegativo; tais como o fluor, bromo e
cloro, respectivamente, na posicao para. Embora o composto 92 também apresente
um grupo nitro, também eletronegativo na posicdo meta.

Grupos doadores de elétrons; tais como metila e metdxi, demonstraram
um percentual inibitério igual ou discretamente superior aos farmacos de referéncia,
independente da posicado meta ou para. Os compostos 88 e 89, com inibicbes de
49,7 e 56,7%, podem ser comparados com os compostos ja descritos na literatura
N-antipirino-3-cloro-4-metilanilinomaleimida e N-antipirino-3-cloro-4-metéxianilino-
maleimida que apresentaram inibicdes de 31,2 e 33,6% neste mesmo modelo
(CAMPQOS-BUZZI, 2001). Os grupos presentes nestas estruturas sdo responsaveis
pelo aumento da densidade eletrénica média da molécula, através da ressonancia
no sistema conjugado.

Um dado bastante relevante foi observado quando o hidrogénio da anilina
foi dissubstituido por outro grupo metila (90) ou metdxi (91) apresentando um
crescimento significativo da atividade analgésica, com valores de 68,4 e 72,0%.

Os derivados 93 (benzil) e 94 (fenetil) também foram analisados quanto
as diferencas estruturais e biolégicas apresentadas. O composto 94 foi muito mais
ativo com uma inibicao de 81,8% em relacao ao 93 com 35,4% de inibicdo, sendo
gue a unica diferenca entre estes compostos € a cadeia espacadora entre o anel
imidico e 0 anel aromatico, ressaltando que uma maior distancia entre estes grupos
pode contribuir para a atividade antinociceptiva, devido a uma maior mobilidade da
molécula e com isto, a possibilidade de um melhor encaixe no “sitio ativo”.

Outro dado interessante foi a importancia do grupo alifatico ciclico
(piperidina) (96) quando comparado ao grupamento alifatico aciclico dietilamina, no
composto N-antipirino-3-cloro-4-dietilaminomaleimida (CAMPOS-BUZZI, 2001). O
percentual de inibicdo foi superior para o grupo substituinte ciclico (77,7%) em
relacdo ao de cadeia aberta (47,2%).

O composto 95 que possui um anel piperazinico, também alifatico ciclico,
entre o anel imidico e outro anel aromatico, apresentou uma inibicao de 84,6%.
Sabe-se que o anel piperazinico faz parte de uma série de farmacos atuantes no
SNC, como neurolépticos e antidepressivos (ROMEIRO; FRAGA; BARREIRO,
2003; MENEGATTI et al., 2004), sendo por isso necessario primeiro avaliar se este
composto também teria uma acdo no SNC, que poderia contribuir ou estar

mascarada pela atividade analgésica observada.
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Apartir deste estudo preliminar foram selecionados os trés compostos
mais ativos, 81, 82 e 92 para uma andlise mais detalhada neste e em outros
modelos de dor. Embora os trés derivados mais ativos (81, 82 e 92) ndo tenham
sido téo eficazes quanto o protétipo 6, pois este apresentou uma inibicdo de 99 +
1%, na mesma dose analisada (CAMPOS-BUZZI, 2001), eles mostraram-se muito
mais potentes quando avaliados em maiores detalhes neste mesmo modelo de dor.

Estudos farmacolégicos anteriores revelaram que o composto 6
(protétipo), administrado intraperitonealmente, mostrou-se cerca de 12 a 15 vezes
mais ativo que os farmacos de referéncia analisados no mesmo modelo,
apresentando um valor calculado de Dlso de 3,8 (1,7 - 8,6) mg/Kg [10,8 (4,8 - 24,4)].
umol/kg (CAMPOS-BUZZI, 2001).

Para calcular a Dlsy destes compostos foi necessario avalia-los nas doses
de 10, 1, 0,5, 0,1 e 0,05 mg/kg. Todos eles apresentaram um perfil dose-
dependente com os valores de Dlsy de 0,57, (0,38 — 0,92), 0,73 (0,52-1,03) e 1,29
(0,96 —1,74) umol/kg, respectivamente (Figuras 15-17). Em comparacao com os
farmacos utilizados clinicamente o composto 81 foi cerca de 7 vezes mais ativo que
o protétipo 6, mais de 200 vezes mais ativo que AAS e paracetamol e 284 vezes
mais ativo que a dipirona. O composto 82 foi cerca de 5 vezes mais ativo que o 6,
175 vezes mais ativo que AAS e paracetamol e 222 vezes mais ativo que a dipirona.
O composto 92 foi cerca de 3 vezes mais ativo que o 6, 100 vezes mais ativo que

AAS e paracetamol e 125 vezes mais ativo que a dipirona

40 A Dlso = 0,28 (0,18 - 0,45) mg/kg / 0,57 (0,37- 0,92) umol/kg

20 T o
15 T
10 4
-
5 4
0 - T T T T T
controle 0,05 mg 0,1 mg 0,5 mg 1mg 10 mg

Figura 15. Dls; do composto 81, administrado em 5 concentrag¢des 0,05, 0,1, 0,5, 1 e 10
mg/kg, via intraperitoneal no modelo de dor induzida pelo &cido acético 0,6 %. Cada coluna
representa uma média de 06 experimentos e as barras verticais indicam o EPM. Asteriscos
indicam diferengas significantes (**p<0,01) quando comparadas com o grupo controle,
utilizando-se ANOVA seguida do teste Dunnet.
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40 Dlso = 0,31 (0,22 - 0,44) mg/kg / 0,73 (0,52- 1,03) pmol/kg
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Figura 16. Dls; do composto 82, administrado em 5 concentrag¢des 0,05, 0,1, 0,5, 1 e 10
mg/kg, via intraperitoneal no modelo de dor induzida pelo &cido acético 0,6 %. Cada coluna
representa uma média de 06 experimentos e as barras verticais indicam o EPM. Asteriscos
indicam diferengas significantes (**p<0,01) quando comparadas com o grupo controle,
utilizando-se ANOVA seguida do teste Dunnet.

45 - Dlso = 0,63 (0,47 - 0,85) mg/kg / 1,29 (0,96 - 1,74) umolkg
40
'g 35 1 .
% 30 - T
8 25 -
$ 20 I T
B 15|
3 10
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controle 0,1 mg 0,5 mg 1 mg 10 mg

Figura 17. Dls, do composto 92, administrado em 4 concentracdes 0,1, 0,5, 1 e 10 mg/kg, via
intraperitoneal no modelo de dor induzida pelo acido acético 0,6 %. Cada coluna representa
uma média de 06 experimentos e as barras verticais indicam o EPM. Asteriscos indicam
diferencgas significantes (**p<0,01) quando comparadas com o grupo controle, utilizando-se
ANOVA seguida do teste Dunnet.

A partir dos resultados apresentados, estes compostos foram entédo
selecionados para testes mais especificos, sendo avaliados sempre na dose de 10
mg/kg o que corresponde para os compostos 81 e 92 a 20,5 umol/kg e para 0 82 a
23,4 umol/kg.

O primeiro modelo avaliado foi o de dor induzida pela formalina, o qual
avalia duas fases distintas de dor, as quais sdo consequéncias da liberacdo de
diferentes mediadores (DUBUISSON; DENNIS, 1977; HUNSKAAR; HOLE, 1987). A
primeira fase tem inicio logo apds a injecdo da formalina e mantem-se por 5

minutos, acredita-se que ela decorra da estimulagdo quimica direta dos
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nociceptores (aferentes tipo C e A), por mediadores quimicos como a substancia P,
o glutamato e a bradicinina, responsaveis pela nocicepcao neurogénica (HUNSKAR
et al., 1985; 1987).

Nesta primeira fase do teste, que se refere ao processo doloroso
conhecido como neurogénico ou agudo, apenas o composto 82 apresentou uma
atividade inibitéria significativa de 28,9 % (Figura 18), em comparacdo com o0s
farmacos de referéncia o AAS e o PAR, ambos séo inativos nesta primeira fase na
dose de 10 mg/kg, e a dipirona embora ativa nesta fase, apresenta uma Dlsy de 51,4
(33,3 — 79,5) mg/kg/ 154,5 (99,9 — 238,8) umol/kg (BEIRITH et al., 1998). Dessa
forma pode-se observar que o composto 82, apresenta indicios de atividade ja na
dose de 23,4 umol/kg, sendo bastante importante a analise destes compostos em

outras doses.

100 -

T 28,9%
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Controle 81 82 92
10 mg/kg

Figura 18. Efeito dos compostos 81, 82 e 92 administrada na concentracdo de 10 mg/kg, via
intraperitoneal na Fase | — fase neurogénica no modelo de dor induzida pela formalina 2,5%.
Cada coluna representa uma média de 8 experimentos e as barras verticais indicam o EPM.
Asteriscos indicam diferencas significantes (**p<0,01) quando comparadas com o grupo
controle, utilizando-se ANOVA seguida do teste Dunnet.

A segunda fase tem inicio com 15 minutos e termina aos 30 minutos,
apods a injecao da formalina. Esta resposta é decorrente da liberacdo de varios
mediadores quimicos pro-inflamatérios, como a histamina, serotonina,
prostaglandinas e bradicinina. Quando comparado com outros modelos para o
estudo da dor, o teste da formalina, € o que mais se assemelha com as
caracteristicas da dor clinica aguda, seja ela de natureza quimica, elétrica ou
mecanica (HUNSKAAR; HOLE, 1985; 1987; TUOLSEN; HOLE, 1997).

Na segunda fase, designada de crénica ou inflamatoria, observou-se

apenas uma pequena reducao da reacao dolorosa com uma inibicdo de 49,0 % para
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a substancia 92, enquanto os demais foram inativos na dose de 10 mg/kg (Figura
19). Comparando-se com os mesmos farmacos padrées o AAS, o PAR e a dipirona
estes apresentam valores de Dlsy de 123 (77 — 209); 120 (90 — 161) e 264 (234 —
297) umol/kg (CAMPOS-BUZZI et al., 2002). Estes resultados demonstram que o
composto 92 apresenta uma atividade superior aos farmacos de referéncia, sendo

necessaria a analise destes compostos em doses superiores para uma possivel

comparagao.
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Figura 19. Efeito dos compostos 81, 82 e 92 administrada na concentracdo de 10 mg/kg, via
intraperitoneal na Fase Il — fase inflamatéria, no modelo de dor induzida pela formalina
2,5%. Cada coluna representa uma média de 8 experimentos e as barras verticais indicam o
EPM. Asteriscos indicam diferengas significantes (**p<0,01) quando comparadas com o
grupo controle, utilizando-se ANOVA seguida do teste Dunnet.
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Figura 20. Efeito dos compostos 81, 82 e 92 administrada na concentragdo de 10 mg/kg, via
intraperitoneal no edema provocado pela formalina 2,5%. Cada coluna representa uma
média de 8 experimentos e as barras verticais indicam o EPM. Asteriscos indicam
diferencas significantes (**p<0,01) quando comparadas com o grupo controle, utilizando-se
ANOVA seguida do teste Dunnet.

Os compostos ndao demonstraram diminuicdo do edema provocado pela

formalina (Figura 20). Da mesma forma, a dipirona ndo apresenta efeito anti-
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edematogénico associado com a fase inflamatéria do teste da formalina (BEIRITH et
al., 1998).

Com o objetivo de melhor avaliar a atividade destes compostos sobre a
dor neurogénica, devido a inatividade observada na primeira fase do modelo da
formalina, pelos compostos 81 e 82, foram realizados ensaios no modelo de dor
induzida pela capsaicina. Esta € uma amina neurotéxica que causa uma intensa
atividade nociceptiva seguida por dessensibilizacdo. Diversos mediadores quimicos
estdo envolvidos nesta acao, tais como as neurocininas (substancia P, neurocinina
A e neurocinina B), peptideos relacionados ao gene da calcitocina (CGRP),
somastotatina, éxido nitrico e aminodcidos excitatérios (SAKURADA et al., 1992;
1996). Além disto, tem sido proposto um receptor vanildéide proprio para a
capsaicina, presente em neur6nios sensitivos primarios (CATERINA et al., 1997).

Neste modelo todos os compostos foram inativos, apresentando assim
indicios de inatividade sobre a dor neurogénica sob a via das taquicininas nesta
dose (Figura 21). Comparando a acao da dipirona neste modelo a qual apresenta
um valor de Dlsy de 208 (180 — 240) umol/kg (BEIRITH et al., 1998), seria

interessante a reavaliacao destes compostos em doses mais elevadas.
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Figura 21. Efeito dos compostos 81, 82 e 92 administrada na concentracdo de 10 mg/kg, via
intraperitoneal no modelo de dor induzida pela capsaicina. Cada coluna representa uma
média de 8 experimentos e as barras verticais indicam o EPM. Asteriscos indicam
diferencgas significantes (**p<0,01) quando comparadas com o grupo controle, utilizando-se
ANOVA seguida do teste Dunnet.

Na tentativa de elucidar um pouco mais 0 mecanismo de acdo destes
compostos, realizou-se o ensaio do glutamato, modelo proposto recentemente por
Beirith e colaboradores (1998) o qual é aplicado para o estudo de substancias que

atuam sobre o sistema glutamatérgico envolvido na transmissao nociceptiva.
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O glutamato, maior neurotransmissor excitatério no cérebro e na medula
espinhal exerce seus efeitos pds-sinapticos via diversos receptores de membrana
pertencentes tanto a classe dos metabotrépicos quanto ionotrépicos. A resposta
nociceptiva induzida por glutamato parece envolver sitios de acado periférica,
espinhais e supraespinhais (influenciados pela liberagdo do NO), os quais séo
mediados por ambos os tipos de receptores NMDA e os ndo NMDA. Ha
consideraveis evidéncias que a dor associada com a injuria tecidual ou nervosa
perférica, envolve a ativacdo dos receptores NMDA (BEIRITH et al.,, 1998;
PETRENKO et al., 2003).

Neste modelo, a dipirona apresentou uma Dlsy de 9 (7 — 12) umol/kg
(BEIRITH et al., 1998), e o composto 92, uma atividade bastante significativa. Este
inibiu 66,2%, estando o valor de Dlsy para este composto provavelmente proximo a
atividade da dipirona, ressalta-se ainda, que o composto 82 apresentou uma
inibicdo de 32,7% e o composto 81 foi inativo na dose avaliada (Figura 22).
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Figura 22. Efeito dos compostos 81, 82 e 92 administrada na concentracdo de 10 mg/kg, via
intraperitoneal no modelo de dor induzida pelo glutamato. Cada coluna representa uma
média de 8 experimentos e as barras verticais indicam o EPM. Asteriscos indicam
diferencgas significantes (**p<0,01) quando comparadas com o grupo controle, utilizando-se
ANOVA seguida do teste Dunnet.

No intuito de verificar se 0os compostos possuem atividade sob a via
opidide, foi realizado o teste de sensibilidade térmica em placa quente, no qual a
morfina foi utilizada, como controle positivo, por atuar através de receptores
opidides aumentando o limiar de dor dos animais, mantendo-os sobre a placa pelo
tempo limite do teste. A morfina age ativando receptores de membrana especificos

denominados opidides (U, k € 9). Estes receptores, uma vez acoplados a proteina
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G, quando ativados irdo produzir duas a¢des que conduzem a uma hiperpolarizacao
neuronal: diminuir o influxo de calcio para dentro da célula e/ou inibir a adenilato
ciclase, com conseqlente redugdo dos niveis de AMP. e, ativar os canais de
potassio (GALEOTTI et al. 2006).

Entretanto, nenhum dos compostos foi eficaz em aumentar o tempo de
laténcia, mostrando-se ineficazes pela via opidide nesta dose, em comparagdo com
a dipirona, este farmaco também nao apresentou atividade neste modelo (Figura
23).

Controle 81 82 92 Morfina
10 mg/kg

Figura 23. Efeito dos compostos 81, 82 e 92 administrada na concentracdo de 10 mg/kg, via
intraperitoneal no modelo de sensibilidade termica. Cada coluna representa uma média de 8
experimentos e as barras verticais indicam o EPM. Asteriscos indicam diferengas
significantes (**p<0,01) quando comparadas com o grupo controle, utilizando-se ANOVA
seguida do teste Dunnet.

Os resultados foram bastante promissores quanto a avaliacdo da
atividade analgésica, uma vez que os compostos 81, 82 e 92 foram muito mais
potentes que a dipirona, em varios modelos avaliados. E entretanto a continuagao
destes estudos avaliando a Dlsy de cada um dos compostos em todos os modelos é
fundamental para realmente fazer as comparacdes necessarias, quanto a atividade
e 0 mecanismo provavel de acdo, além da analise da agdo destes compostos
quando administrados pela via oral.

Entretanto, apesar de ainda nao terem sido feitos os ensaios destes
compostos in vivo pela via oral, suas propriedades farmacocinéticas relativas a
absorcao e permeabilidade podem ser estimadas a partir da aplicacao da regra de
Lipinski (ou regra dos 5) com base nos quatro parametros descritos na Tabela 6.



Resultados e Discussdo 121

Tabela 6. Estudos tedricos de solubilidade e permeabilidade da N-antipirino-3,4-
dicloromaleimida e derivados (Continua).

0]

pegetl

Substituinte (R) Codigo MM? (g/mol) CLogP? N+O° NH+OH°
-Cl 6 352,17 0,00 £ 0,75 6 0
Br.
QNH 81 487,74 1,89 £0,75 7 1
F
82 426,83 1,17 £0,75 7 1
NH—
HaC
83 436,89 1,72 £0,75 7 1
NH—
O~ /OV
~N
84 453,84 1,11 £0,75 10 1
NH—
HO
O/\\Q 85 45285  084+075 9 2
NH—
O\ OH
86 452,85 0,75+ 0,75 9 2
NH—
Cl
@ 87 443,86 1,76 £0,75 7 1
NH—
HsG
88 422,86 1,19 £0,75 7 1
NH—
HsC
89 438,86 0,99 £ 0,75 8 1
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Tabela 6. Estudos teéricos de solubilidade e permeabilidade
dicloromaleimida e derivados (Conclusao).

da N-antipirino-3,4-

(o]
o // / N/CHa
T
Hro
Substituinte (R) Coédigo  MM* ™ (g/mol) LogP®" N+O% NH+OH*
Hac\o
Q 91 468,89 1,13+0,75 9 1
HaCe_
[e) NH—
Ow .0
SN
0'@ 92 488,28 1,90 £ 0,75 10 1
NH—
©/\NI-F
93 422,86 1,36 £ 0,75 7 1
@”H 94 436,89 1.63+0,75 7 1
OO
— 95 478,93 0,38 + 0,75 9 0
O 96 400,86 0,88 + 0,75 7 0
N
U 97 382,80 0,36 + 0,75 7 2

2 Logaritmo do coeficiente de particdo; > Massa molar; “Somatério de N e O (aceptores de
ligacdo hidrogénio); “Somatério de NH e OH (doadores de ligacao hidrogénio).

* Valores calculados nos programas Chemsketch e Molinspiration.

Nesta previsdo inicial dos processos farmacocinéticos relacionados a

absorcdo e permeabilidade, pode-se observar através da andlise dos dados

expostos acima e com base nos valores estipulados por Lipinski e colaboradores

(2001) que todos os compostos apresentam caracteristicas fisico-quimicas

apropriadas a uma boa biodisponiblidade por via oral, representando canditados

promissores a futuros farmacos.
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5.1.2.2 Avaliagdo da atividade antibacteriana

De forma crescente, tém se acumulado evidéncias de que as
intervencdes humanas, com sua capacidade de gerar modificagcdes complexas no
ambiente circundante, associadas ao potencial de mudancas na estrutura genética,
tém atuado de forma sinérgica no sentido de gerar variantes bacterianas de maior
patogenicidade ou dotadas de resisténcia aos recursos tecnolégicos disponiveis
para combaté-las (TRABULSI; ALTERTHUM, 2005). Neste aspecto, foi avaliada a
atividade antibacteriana de 14 substancias, o protétipo 6 e os derivados 81 a 93.
Foram utilizadas para os testes cinco cepas de bactérias gram positivas (Bacillus
cereus, Bacillus subtillis, Staphylococcus aureus, Staphylococcus saprophyticus e
Streptococcus agalactie) e cinco cepas de bactérias gram negativas (Proteus
miriablis, Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli, Salmonella typhimurium e
Enterobacter clocae). Contudo, nas concentracées avaliadas (20, 40, 60, 80 e 100
png/mL), nenhuma das imidas ciclicas demonstrou atividade antibacteriana.

Estudos prévios demonstraram que algumas imidas ciclicas apresentam
atividade antibacteriana comprovada (CECHINEL-FILHO et al., 1994; CORREA et
al., 1996; ZENTZ et al., 2002), inclusive algumas N-arildicloromaleimidas, mesma
classe estudada neste trabalho, as quais foram ativas contra S. typhimurium e S.
aureus, duas bactérias patogénicas causadoras de diversas doencas infecciosas
(BELLA CRUZ, et al. 1996). Dessa forma, considerando o conhecido efeito
antibacteriano de algumas imidas ciclicas e, sabendo que a dupla ligacao no anel
imidico é o principal fator estrutural relacionado com a atividade (CECHINEL-FILHO
et al., 1994), pode-se sugerir, que o nucleo antipirinico acoplado a por¢édo imidica
deve estar contribuindo para tornar estes compostos destituidos de efeito
antibacteriano.

Considerando os valores calculados de logP para estas moléculas,
também pode-se observar que apesar de a grande maioria destes compostos sao
classificados como lipofilicos. Esta lipofilicidade ndo € muito elevada, e segundo
Nowakowska (2007) um carater lipofilico alto €& essencial para o efeito

antibacteriano.
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5.1.2.3 Avaliagdo da atividade antifungica

As infeccoes causadas por agentes fangicos tém se elevado
continuamente e, com isso, houve concomitantemente um aumento da busca de
alternativas habeis de utilizacdo na terapéutica. Neste contexto, as maleimidas e
3,4-dicloromaleimidas tém sido alvo de freqlentes estudos, apresentando
excelentes resultados em relagdo ao seu potencial antifungico (AQUINO et al.,
2003). No intuito de investigar novas substancias antifungicas, foram avaliadas 14
imidas sintetizadas, o protétipo 6 e os derivados 81 a 93. Todos os resultados
encontram-se expressos na Tabela 7.

Analisando as estruturas avaliadas como antifungicas ndao é possivel
estabelecer um parametro de correlagdo, uma vez que, para o fungo Rhizopus
apenas a substancia 81 substituida pelo grupo p-bromoanilina, um grupo de
caracteristica lipofilica com um valor de LogP calculado de 1,89, foi ativa. Para o
fungo M. gypseum, as substancias 82 e 83 foram as Unicas significativamente ativas.
Entre elas, pode-se observar parametros eletrdnicos totalmente contrarios, pois a
substancia 82 possui um atomo de fluor (elétron-retirador) ligado ao anel e a 83 um
grupo etila (elétron doador), como também em relagdo aos valores de log de P
calculados que foram 1,17 e 1,72 respectivamente.

Entre todos os derivados testados, o 93 foi 0 mais surpreendente, pois foi
ativo contra varios fungos. O valor de logP calculado para este composto foi de 1,36
um valor intermediario em relacao a série. A principal diferencga estrutural encontrada
entre esta molécula e as demais da série € a distancia de um carbono entre o anel
imidico e o anel aromatico. Esta particularidade estrutural ja foi observada
anteriormente para compostos N-fenilalquil-3,4-dicloromaleimidas. Entretanto, este
espacador estava ligado ao nitrogénio do anel imidico (LOPEZ et al., 2005;
ZAMORA et al., 2003), e na substancia 93 o nitrogénio esta fora do anel substituindo
um dos atomos de cloro. Contudo, pode-se sugerir que a presenca deste espacador
esteja envolvido na atividade antifiungica deste composto, e que ele possa interagir
com o mesmo receptor, apenas posicionando-se de forma diferente. A quebra da
conjugacao entre o anel imidico e o substituinte do grupo amino também pode estar

contribuindo na potencializacao desta atividade.
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Tabela 7. Concentragao inibitéria minima (ug/mL) para a N-antipirino 3,4-dicloromaleimida e

derivados (Continua).

/O
N
jo g
ARhe
Substituinte ]
R Céod. Ca Ck Sc Cn An Af Mc Mg Tr Tm R.sp
Cl- 6 >100 >100 >100 >100 >100 >100 >100 >100 =>100 >100 =>100
BFQNH 81 >100 >100 >100 >100 >100 >100 =100 =100 >100 =100 100
FQ\NH 82 >100 >100 >100 >100 >100 =100 =100 100 >100 >100 =100
HyC
\\Q 83 >100 >100 =100 =100 >100 >100 =100 100 >100 >100 =>100
NH—
O§N./OV
Q 84 >100 >100 >100 >100 >100 =100 =100 >100 >100 =100 =100
HO
o//\\©\ 85 >100 >100 >100 >100 >100 =100 =100 >100 >100 >100 =100
NH—
é\ 86 >100 >100 =100 =100 >100 >100 =100 =100 =100 >100 =>100
@\ 87 >100 >100 >100 >100 >100 =100 =100 =100 >100 >100 =100
@\ 88 >100 >100 =100 =100 >100 >100 =100 =100 >100 >100 =>100
HSC\O
@\ 89 >100 >100 =100 =100 >100 >100 =100 =100 >100 >100 =>100
HyC
/@\ 90 >100 >100 =100 =100 =100 >100 =100 =100 >100 >100 =>100
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Tabela 7. Concentragao inibitéria minima (ug/mL) para a N-antipirino 3,4-dicloromaleimida e

derivados (Concluséo).

cl (/) )
\ N
R \O

C

%
;

/CHa
N

\

O

Substituinte

R Céd. Ca Ck Sc Cn An Af Mc Mg Tr Tm Rsp
Q 91 >100 >100 >100 >100 >100 >100 >100 >100 >100 >100 >100
Ow .0
SN

CI@ 92 100 >100 >100 >100 >100 >100 >100 >100 >100 >100 >100
NH—
©A”H 93 40 40 40 40 >100 100 >100 >100 100 100 >100

Obs: Candida albicans (C.a.), Candida krusei (C.k.), Saccharomyces serevisiae (S.c.),
Cryptoccocus neoformans (C.n.), Microsporum canis (M.c.), Microsporum gypseum (M.g.),
Trichophyton rubrum (T.r.). Trichophyton mentagrophytes (T.m.), Aspergillus flavus (A.f.),
Aspergillus fumigatus (A.f.) Aspergillus niger (A.n.)e Rhizopus sp.(R.sp.).

Em um estudo recente de Sortino e colaboradores (2007), foi avaliada a

estabilidade e a interagdo de N-fenil e N-fenilalquilmaleimidas e seus respectivos

acidos amicos contra Candida sp., considerando a possibilidade da hidrélise do anel

imidico no meio de cultura. Os resultados demonstraram que a atividade antifungica

ocorreu apenas com as substancias imidicas ciclicas, e que os respectivos acidos

amicos sao inativos, nao havendo qualquer interagdo entre as substancias, e que a

hidrolise é negligenciavel no tempo necessario ao teste. Além disso, demonstrou-se

que as imidas, além de fungistaticas, sdo também fungicidas tanto contra cepas

padronizadas quanto para cepas isoladas clinicamente, sendo de grande interesse a

continuidade destes estudos almejando um futuro farmaco antimicrobiano.
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5.1.2.4 Avaliacdo da toxicidade

A avaliacao do potencial de toxicidade da N-atipirino-3,4-dicloromaleimida
e 13 derivados, assim como do protétipo 6 foi realizada através do ensaio com o
microcrustaceo, Artemia salina Leach (Tabela 8). Este ensaio € considerado uma
ferramenta muito Util para avaliacao preliminar da toxicidade (MEYER et. al., 1982;
CARBALLDO, et al., 2002). As concentracdes das substancias variaram entre 31,25 a
1000 ug/mL.

De acordo com Lopes (2002) uma substancia é altamente téxica quando
a DLso for menor que 80, moderadamente téxica quando os valores situarem-se no
intervalo de 80 a 250 pug/mL e com baixa toxicidade ou atoxicas com valores

superiores a 250 ug/mL.

Tabela 8. Atividade citotoxica da N-antipirino-3,4-dicloromaleimida e derivados frente a

Artemia salina (Continua).

Substituinte (R) Caédigo DLs (ug/mL)
6 > 1000

-Cl
Br.
81 > 1000
NH—
F
@ 82 > 1000
NH—

83 > 1000
NH—
84 > 1000
NH—
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Tabela 8. Atividade citotoxica da N-antipirino-3,4-dicloromaleimida e derivados frente a
Artemia salina (Conclusao).

o
o // N/CH3

k)
/
©] P4
O=—
d

Substituinte (R) Caédigo DLso (ug/mL)
O\ OH
86 > 1000
NH—
Cl
@\ 87 86,32
NH—
HsC
88 90,54
NH—
HsC—
89 > 1000
NH—
HaC
Q 90 > 1000
NH—
HsC
HaC_
(0]
91 248,68
HaCu_
(6] NH—
Ox. ,.0
SN
C\@\ 92 94,15
NH—
©A“” 93 > 1000

Assim, as substancias que apresentaram algum nivel de toxicidade foram
a 87, 88, 91 e 92. Sendo a mais téxica a substancia 87, com um substituinte cloro na
posicdo meta, com um valor de DLsg de 86,32 ug/mL, seguida da 88, com um

substituinte metil também em meta e a 92, a qual possui um grupo nitro em meta e
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um atomo de cloro em para, com valores de DLs; de 90,54 e 94,15 ug/mL,
respectivamente. E, entre estas, a menos tdxica foi a 91, com dois substituintes
metoxi nas posi¢coes meta (3 e 5) do anel, com um valor de DLs, de 248,68 pug/mL.
Todas as demais substancias podem ser consideradas atéxicas, pois apresentaram
um valor de DLsp acima de 1000 pg/mL.

Analisando os resultados pode-se observar que o prototipo nao
apresentava nenhum grau de citotoxicidade e entre os derivados apenas alguns
demonstraram uma toxicidade moderada nos quais, € possivel observar que, a
posicdo meta do anel esta sempre substituida, entretanto outros derivados também
com substituintes nesta posicdo apresentaram-se atdxicos. Dessa forma nao €
possivel estabelecer uma correlacdo entre a toxicidade destas substancias e
parametros estéricos, eletrénicos ou hidrofébicos.

O resultado apresentado neste ensaio é bastante interessante, uma vez
que a atividade antinociceptiva ja anteriormente relatada, foi bastante significativa
para as substancias 81, 82 e 92. Assim, este ensaio direciona o0 estudo
antinociceptivo para as substancias 81 e 82, uma vez que a auséncia de
citotoxicidade para estes compostos € indispensavel para um tratamento analgésico
seguro.

Este resultado também conduz a outras possibilidades de estudo, pois
segundo McLaughlin (1991), substancias com DLsy <1000 ug/mL sédo consideradas
potencialmente téxicas contra células tumorais e, portanto, as substancias 87, 88, 91
e 92 poderao ser avaliadas futuramente em testes antitumorais especificos.
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5.2 CHALCONAS E ANALOGOS

5.2.1 Sintese das Aminochalconas

Para a sintese das aminochalconas, reagiram-se quantidades
equimolares da 4-aminoacetofenona com benzaldeidos apropriados, através de uma
condensacao aldélica de Claisen-Schmidt segundo uma derivagdo do método geral
(CORREA et al., 2001). Também foram sintetizados dois analogos das amino-
chalconas utilizando outros compostos aromaticos diferentes dos benzaldeidos

substituidos tais como o furano e o tiofeno (Esquema 6).

" 0
o
/@)‘\cm + )k NaOH/ MeOH Y
Agitacdo
H,oN H Ar t?arrfb.

HoN

Ar = CeHs (98); 4-OCHs(CeHs) (99); 4-CHa(CeHa) (100); 4-Cl(CeHa) (101); 3,4-Clo(CeHa) (102); 4-
NO»(CsHa) (103); 3-NO(CsHa) (104); N(CHs)2(CsHa) (105);-C4HzO (106); --C4HsS (107).

Esquema 6. Reacao geral de condensac¢ao das aminochalconas e derivados.

O mecanismo destas reacdes de condensacéao alddlica ocorre em quatro
etapas, exemplificado no Esquema 7 para a aminochalcona (98). A primeira delas, a
partir da catalise basica do NaOH, o qual remove um préton do carbono o da 4-
aminoacetofenona, formando um ion enolato que se estabiliza pela ressonancia. Na
segunda etapa este, age como nucledéfilo (carbanion) atacando o carbono
carbonilico dos diferentes aldeidos aromaticos, produzindo um alcoxido que na
terceira etapa removeu um préton de uma molécula de agua para formar o aldol. Na
quarta, e ultima etapa, ocorreu a remocao do hidrogénio a, devido a sua acidez. E,
em seguida, a eliminagédo da hidroxila B formando a dupla ligagéo. E desta forma, a

estabilizacao do produto final pela ressonancia das duplas ligagdes conjugadas.
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1°etapa

Esquema 7. Mecanismo de condensacéao alddlica da (2E)-1-(4-aminofenil)-3-fenilprop-2-en-
1-ona (98)

Todas as aminochalconas aqui sintetizadas ja foram relatadas na
literatura, com os substituintes: H, 4-Cl, 3,4-Cl,, 4-CH3; e 4-NO, (DIMMOCK et al.,
2003), com o substituinte 4-N(CHs). e 3-NO. (YI et al., 2005), com o anel furil (LI et
al., 1999) e com o anel tienil (NAKAYA et al.,1996). O objetivo de sintetizar estes
compostos foi de avaliar suas atividades antinociceptivas e microbiol6gicas, bem
como utiliza-los como intermediarios para a sintese dos compostos hibridos,
descritos na pagina 169.

Analisando os dados da Tabela 9, pode-se observar que as reacgdes
apresentaram rendimentos variados (52 a 88%) e nao seguiram 0s parametros
eletrénicos com relagdo aos substituintes. Alguns produtos formados apresentaram
impurezas e/ou subprodutos que podem ter ocorrido devido a uma competicdo da
reacdo de condensacéao pela reacdo de formacao da base de Schiff pela presenca
dos grupos amino e aldeido nas estruturas. Estes compostos foram purificados

através de cromatografia em coluna variando a concentracdo dos solventes hexano
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e acetato de etila iniciando apenas com hexano. Entretanto, ndo foi possivel o

isolamento e a caracterizacdo destes subrodutos nas condigcdes reacionais

realizadas. Os valores de R; apresentados na Tabela 9 foram calculados utilizando

como eluente hexano e acetato de etila (70:30).

Tabela 9. Dados analiticos das aminochalconas e analogos.

HoN

Radical (R) Cddigo Tempo Rendimentos Ponto de

Fator de

Inédito

reacional (h) (%) fusdo (°C) retengao (Ry)
O 98 30:00 52 96,2-97,2 0,39 -
\Q\ .99 11:00 77 111,5-113,2 0,24 -
O/ ¢
Q 100 10:00 82 144,5-145 0,37 -
CHy
Q 101 2:30 77 160,8-162,2 0,35 :
DS
@[ 102 2:30 78 191,1-192,0 0,51 .
Cl
©\N¢O 103 10:00 88 219,3-219,8 0,27 .
!
i
\(j“\o- 104 10:00 79 217,3-219,8 0,23 -
©\N/CH3 105 2:30 53 182,7-184,9 0,19 -
b
O
@ 106 2:00 79 115,2-115.8 0,34 :
S
@ 107 10:00 86 112,5-113,8 0,31 .

Os espectros da chalcona 100 foram selecionados para uma analise mais

detalhada, a titulo de ilustracdo. No espectro demonstrado na Figura 24, verifica-se



Resultados e Discussdo 133

a presenca de deformacdes axiais situadas em 1652 e 1584 e cm, referentes as
ligagcbes C=0 e C=C, respectivamente. E, a presenca de duas deformacgdes axiais
em 3455 e 3337 cm™' que caracteriza a presenca da amina primaria desta estrutura.
Também se observa a deformacdo angular em 807 dos aromaticos 1,4
disubstituidos. O efeito de ressonancia causado por ambos, grupo amino e sistema
conjugado da chalcona aumentam o comprimento das ligagdes e reduzem a
freqUéncia da absorcao C=0 e C=C (SILVERSTEIN, 1994).

T (0/0)47,9 O H .
: :
D AT T,
wa| HoN CH, v
43 | /»»\// /' }
a2 i N /\
:;wmm"’w\\ J/ / | !/ ‘ /!! | / \ // /\\}‘/\J \/ \' {\/{\ /
N \[/\ / /N ( / /\// \f 30,01 o
S /m \ | } iy "\j" |
36 | lu / ;J \/ \/ { \/ / 1020,79
Zji 3454,66u 2560,62 1652;"‘2 7L 133::831224,3% 984,02 E 498,96

v(em™)
Figura 24. Espectro de Infravermelho da (2E)-1-(4aminofenil)-3-(4-metilfeni)prop-2-en-1-ona
(100) (Pastilha de KBr, cm™).

No espectro de RMN 'H sdo evidenciados dois dupletos acoplados entre si
em 7,64 (J=16) e 7,83 ppm (J=16) referentes aos hidrogénios olefinicos (Ha e Hp).
Os valores da constante de acoplamento (J) obtidos confirmam a geometria E para o
grupo funcional alceno dos compostos sintetizados. Um sinal largo em 5,82 ppm
corresponde aos hidrogénios da amina primaria (NHz) e um simpleto referente aos
hidrogénios do grupamento metila em 2,33 ppm. Os 4 dupletos dos 8 hidrogénios
aromaticos sao observados nas regides de 7,00 -8,06 ppm (J=8), confirmando a

substituicdo em para nos dois anéis aromaticos (Figura 25).
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Figura 25. Espectro de RMN 'H da (2E)-1-(4aminofenil)-3-(4-metilfeni)prop-2-en-1-ona (100)
(DMSO-ds, 400 MHz).

No espectro de RMN '3C, os sinais da carbonila sdo observados em 186,9
ppm, os carbonos olefinicos (CP e Ca) em 142,7 e 121,1 ppm e o carbono da metila
em 21,1 ppm. O carbono aromatico ligado ao grupo metil encontra-se em 140,3 ppm
e o carbono aromatico ligado ao grupo amino em 146,8 ppm. Os demais 10

carbonos aromaticos encontram-se na regido de 117,1 a 132,2 ppm (Figura 26).
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Figura 26. Espectro de RMN '*C da (2E)-1-(4aminofenil)-3-(4-metilfeni)prop-2-en-1-ona

(100) (DMSO-ds, 75 MHz).
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5.2.1.1  Avaliacdo da atividade antinociceptiva

Tabela 10. Atividade antinociceptiva das amino-chalconas e seus analogos no modelo de
dor induzida pelo &cido acético 0,6% via i.p., administrados na dose de 10

mg/kg.
(0]
= R
HoN
Radical (R) Cédigo % inibicao
O 98 72,0+ 2,4*
\©\ N 99 48,8 + 3,8
O/ °
Q 100 62,4 + 2,8
CH,
Q 101 67,3+ 4,1
Cl
- Cl
@[ 102 842+ 26"
Cl
©\N,;0 103 96,3 £ 1,1**
!
[e]
\ij”\o 104 71,0 £ 2,6*
©\N/CH3 105 78,1431
b,
(@)
\\ // 106 62,4+ 2,9**
S
@ 107 86,0 + 2,6
Acido acetil salicilico AAS 35,0 + 2,0*
Paracetamol PAR 38,0+ 1,0*
Dipirona DIP 33,0 +3,5*

Obs: Cada grupo representa uma média de 6
experimentos. Asteriscos indicam diferencas significantes
(**p<0.01 e *p<0.05) quando comparadas com o grupo
controle.
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A Tabela 10 mostra a porcentagem de inibicdo das amino-chalconas e
analogos, no modelo de contor¢des abdominais induzidas pelo acido acético a 0,6%
em camundongos. Estes valores, quando comparados a farmacos utilizados na
terapéutica, como o acido acetil salicilico (AAS), o paracetamol (PAR) e a dipirona
(DIP) cujas inibicoes s&do de 38, 35 e 33 %, respectivamente, na mesma dose, foram
bastante superiores. Contudo nao foi possivel, até 0 momento, encontrar indicios de
relacdo estrutura atividade para os compostos desta série.

Entre os compostos analisados, o 103, contendo um grupo nitro como
substituinte na posicao 4, apresentou o maior percentual de inibicao, de 96,3% + 1,1,
na dose de 10 mg/kg, administrado pela via intraperitoneal.

Neste aspecto, este composto foi entdo analisado em maiores detalhes
neste mesmo modelo de dor. Inicialmente, sendo avaliado nas doses de 10, 3, 1, 0,5
e 0,1 mg/kg. Este composto apresentou um perfil dose-dependente com um valor de
Dlso de 0,34 (0,21 — 0,56) mg/ kg ou 1,27 (0,78 — 2,01) umol/kg (Figura 27). Ao se
comparar aos farmacos de referéncia, o composto 103 foi cerca de 100 vezes mais
potente, pois 0 AAS e o PAR possuem valores de Dlsy de 133 (73-243) umol/kg e
125 (104-150) umol/kg, respectivamente, e cerca de 130 vezes mais potente que a
DIP com uma Dlso de 162 (88—296) umol/kg.

a5 | DI50 = 0,34 (0,21 - 0,56) mg/kg / 1,27 (0,78 - 2,01) umol/kg

*

*k

Numero de contor¢des abdominais
[\
(6]
Il

20 +
5 | T " .
10 L T N
5 |
0 —
Controle 0,1 mg 0,5 mg 1mg 3 mg 10 mg

Figura 27. Dls, da chalcona 103, administrada em 5 concentragées 0,1, 0,5, 1, 3 e 10 mg/kg,
via intraperitonial no modelo de dor induzida pelo acido acético 0,6 %. Cada coluna
representa uma média de 06 experimentos e as barras verticais indicam o EPM (erro padréao
médio). Asteriscos indicam diferengas significantes (**p<0,01) quando comparadas com o
grupo controle, utilizando-se ANOVA seguida do teste Dunnet.

Com o intuito de avaliar este composto pela via oral, administrou-se nas

doses de 50, 100 e 300 mg/kg, que correspondem respectivamente a 186,5, 372,7 e
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1118,3 umol/kg (Figura 28). Apenas na dose mais alta (300 mg/kg) apresentou uma
inibicao significativa de 63,4%, em comparagcao com os farmacos de referéncia cuja
Dlso via oral é de 605 (516-705) umol/kg para o AAS e de 1145 (708-1846) umol/kg
para 0 PAR (CECHINEL FILHO, 1998a). Pode-se sugerir que este composto
apresenta uma biodisponibilidade pela via oral similar aos farmacos utilizados hoje

na clinica.
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Figura 28. Efeito da chalcona 103, administrada em 3 concentragdes 50, 100 e 300 mg/kg,
via oral no modelo de dor induzida pelo acido acético 0,6 %. Cada coluna representa uma
média de 06 experimentos e as barras verticais indicam o EPM. Asteriscos indicam
diferencas significantes (**p<0,01) quando comparadas com o grupo controle, utilizando-se
ANOVA seguida do teste Dunnet.

Uma analise de duracédo de acao foi realizada na dose de 100 mg/kg com
0 objetivo de avaliar se nesta dose seria necessario mais tempo para que este
composto conseguisse atingir o sitio ativo quando administrado pela via oral, uma
vez que sua atividade foi bastante elevada pela via intraperitoneal. Neste sentido, foi
realizado o teste “time-course” até 3h. Entretanto, mesmo com um maior tempo de
espera, a atividade nao foi significativa na dose avaliada, sendo necessaria uma
dose superior para o efeito analgésico pela via oral (Figura 29).
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Figura 29. Efeito da chalcona 103, administrada na concentragédo de 100 mg/kg, via oral no
modelo de dor induzida pelo &cido acético 0,6 % avaliando diferentes tempos de espera
(time-course). Cada coluna representa uma média de 06 experimentos e as barras verticais
indicam o EPM.
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Tabela 11. Estudos teoricos de solubilidade e permeabilidade das amino-chalconas e seus
analogos

HoN

Substituinte (R) Cédigo MM?* ™ (g/mol) LogP®’ N+O%  NH+OH®

\© 98 20327 3.26 + 0,37
\©\ N 99 053,29 3,20 + 0,38
O/ ¢
Q 100 237,29 3.72+0,38
CHg
Q 101 257,71 3,78%0,39
Cl
- Cl
@[ 102 292.16 4,26 + 0,41
Cl
©\N¢o 103 268,27 3.03 + 0,41
|
‘O‘
\@ "o 104 268,27 3.16+ 0,39 4 2
©\N/CH3 105 266,34 3,76 + 0,46 3 2
"
(0]
) 106 213,23 288 + 0,39 3 2
S
1 ) 107 29,29 3,07 + 0,56 2 2

2 Logaritmo do coeficiente de particio;® Massa molar; “Somatério de N e O
(aceptores de ligacdo hidrogénio); “Somatério de NH e OH (doadores de
ligacao hidrogénio).

* Valores calculados nos programas Chemsketch e Molinspiration.

Devido a necessidade de se testar este composto em doses mais

elevadas pela via oral, do que a dose necesséria para a avaliacdo quando
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administrado pela via intraperitoneal, fez-se a avaliagdo dos parametros fisico-
quimicos, a fim de se estimar teoricamente as caracterisiticas de solubilidade e
permeabilidade nas membranas bioldégicas comparando-se todos os compostos
desta série (Tabela 11).

De acordo com os valores calculados pode-se observar que todas as
amino-chalconas encontram-se dentro dos limites postulados por Lipinski e
colaboradores (2001).

O composto 103 foi também avaliado em testes in vivo mais especificos,
como o modelo de dor induzido pela formalina, o qual avalia duas fases distintas de
dor (SOUZA, 2003). Na primeira fase do teste, que se refere ao processo doloroso
conhecido como neurogénico ou agudo, o composto 103 nao apresentou atividade
(Figura 30). Esta inatividade na primeira fase deste teste é observada nos AINES
como AAS e PAR. Testes realizados anteriormente pelo nosso grupo de pesquisa,
demonstraram também este perfil de inatividade para a primeira fase do modelo da

formalina para as diferentes chalconas avaliadas (CORREA et al., 2001).

300
250 -
o 200 -
S 150 | 68.2%
1] *%
2 100 - ~ T
0 - \ \ \
controle 103 controle 103

Fase | Fase 2

Figura 30. Efeito da chalcona 103, administrada na concentracdo de 10mg/kg, via
intraperitoneal na Fase | — fase neurogénica e Fase |l — fase inflamatéria, no modelo de dor
induzida pela formalina 2,5 %. Cada coluna representa uma média de 15 experimentos e as
barras verticais indicam o EPM. Asteriscos indicam diferengas significantes (**p<0,01)
quando comparadas com o grupo controle, utilizando-se ANOVA seguida do teste Dunnet.

Por outro lado, na segunda fase, designada de cronica ou inflamatéria,
observou-se uma reducao significativa da reagdo dolorosa com uma inibicdo de
68,2%, na dose de 10 mg/kg, que corresponde a 37,3 umol/kg (Figura 30).
Comparando-se com os farmacos AAS e PAR, que apresentam valores de Dlsg de
123 (77-209) e 120 (90-161) umol/kg neste modelo (CAMPOS-BUZZ| et al.,2002), o
composto 103 apresentou uma atividade 3 a 4 vezes superior a eles. Este composto

apresentou uma atividade comparavel e ligeiramente superior ao diclofenaco, que
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apresenta uma Dlso de 34,5 (25 — 47) umol/kg nesta segunda fase (NAVARRO et al.,

2002), e € um farmaco com grande potencial antiinflamatério, e de grande

aplicabilidade na clinica médica.

Com o objetivo de melhor avaliar a atividade desta amino-chalcona sobre
a dor neurogénica, devido a auséncia de efeito observado na primeira fase do
modelo da formalina, foram realizados ensaios no modelo de dor induzida pela
capsaicina, a qual atua sobre a dor neurogénica. Neste modelo, o composto 103
apresentou uma inibicdo de 50,7%, apresentando assim indicios de atividade sobre
a dor neurogénica sob a via das taquicininas (Figura 31). Isto é sugerido, uma vez
que a capsaicina atua em receptores de membrana especificamente expressos por
neurdnios sensoriais nociceptivos provocando a liberagdo da substancia P dos
neurdnios aferentes (RANG et al., 2004).

Novamente a atividade deste composto pode ser comparada ao
diclofenaco, sendo superior a ele que apresenta uma Dlsy neste modelo de 47 (35-
65) umol/’kg (NAVARRO et al., 2002).
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Figura 31. Efeito da chalcona 103 administrada na concentracdo de 10 mg/kg, via
intraperitonial no modelo de dor induzida pela capsaicina. Cada coluna representa uma
média de 08 experimentos e as barras verticais indicam o EPM. Asteriscos indicam
diferencgas significantes (**p<0,01) quando comparadas com o grupo controle, utilizando-se
ANOVA seguida do teste Dunnet.

A via opibdide também foi verificada através do modelo da placa quente,
para o qual este composto ndo apresentou resultado significativo. A morfina foi
utilizada neste teste, como controle positivo, por atuar através de receptores
opidides aumentando o limiar de dor dos animais, mantendo-os sobre a placa pelo
tempo limite do teste (dados ndo mostrados).

Dessa forma, pode-se concluir que as amino-chalconas avaliadas neste
trabalho sao moléculas potencialmente ativas em relagdo aos farmacos de

referéncia como o acido acetil salicilico, o paracetamol, a dipirona e o diclofenaco.
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Entretanto, sera necessaria a avaliacao da Dlsy deste composto em outros modelos
para se poder realmente comparar a poténcia desta nova substancia em relacéo aos

farmacos disponiveis hoje no mercado farmacéutico.

5.2.1.2 Avaliagdo da atividade antibacteriana

Para todas as bactérias testadas (Bacillus subtilis, Escherichia coli,
Proteus mirabilis, Salmonella typhimurium, Pseudomonas aeruginosa, Enterobacter
cloacae, Staphylococcus aureus, Staphylococcus saprophyticus, Streptococcus
agalactiae), a CIM das aminochalconas testadas foi maior que 100 ug/mL, sendo
considerado de baixa atividade, pois 0 padrao considerado foi de CIM < 10 pg/mL,
6tima atividade, 10 ug/mL < CIM < 100 pug/mL, moderada atividade e CIM > 100
ug/mL, baixa atividade.

5.2.1.3 Avaliagao da atividade antifungica

Para determinacdo da CIM, utilizaram-se o0s seguintes fungos
leveduriformes: Candida krusei, Cryptococcus neoformans e Saccharomyces
cerevisiae. Em relacdo a estes microorganismos nenhuma amino-chalcona
apresentou poder inibitério consideravel, sendo o valor identificado de CIM maior
que 100 pg/mL. Esta inatividade aos fungos leveduriformes ja foi observada
anteriormente por Lopez e colaboradores (2001) que avaliaram outra série de
derivados de chalconas e analogos.

Também foi determinada a CIM para os fungos filamentosos: Aspergillus
niger, Rhizopus sp., Microsporum canis, Trichophyton mentagrophytes e
Trichophyton rubrum (Tabela 12). Para o fungo filamentoso oportunista Rhizopus sp.
toda série de amino-chalconas se mostrou resistente, com valor de CIM > 100
ug/mL. Ja para o fungo, também oportunista, A. niger as substancias 106 e 107
apresentaram respectivamente valores de CIM iguais a 40 e 80 ug/mL. Apesar de
nao serem valores muito significativos, é interessante observar que na série testada

por Lopez e colaboradores (2001), todas as substancias mostraram-se inativas
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contra os fungos filamentosos oportunistas. Estas duas substancias apresentam no
anel B um anel aromatico de apenas 5 membros (furano e tiofeno), que devem estar
contribuindo para a atividade antimicrobiana, considerando que todos os demais
possuem o anel fenila no anel B e o grupo 4-amino no anel A e, nenhuma das outras

chalconas apresentou atividade.

Tabela 12. Concentragao inibitéria minima (ug/mL) das amino-chalconas e seus analogos

para os fungos filamentosos

HoN
Substituinte (R) Codigo A.n. Rsp. Mc. T.m. T.r.

98 >100 >100 60 >100 >100

&

99 >100 >100 >100 40 >100

/
g
\
?

100 >100 >100 >100 >100 >100

(@]
I
&

101 >100 >100 >100 60 <20

&

102 >100 >100 >100 >100 >100

/
o] o)

103 >100 >100 >100 >100 >100

E /
o—z

\\

[e]

/
/ e
1) O
— NN o—=z
&

Ot 105 >100 >100 >100 >100 >100

(

106 40 >100 >100 >100 >100

(

107 80 >100 >100 >100 >100

Obs: Aspergillus niger (A.n.), Rhizopus sp.(R.sp.), Microsporum canis
(M.c.), Trichophyton mentagrophytes (T.m.) e Trichophyton rubrum (T.r.).
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Ja para os fungos filamentosos dermatofitos, pode-se observar uma
discreta atividade para a série testada comparando-se aos antifungicos utilizados
clinicamente como Amphotericina B e Cetoconazol, que apresentam valores de CIM
para o microrganismo M. canis > 50 e 15 ug/mL; para o T. mentagrophytes de 6,25 e
12,5 ug/mL e para o T. rubrum de 20 e 15 ug/mL respectivamente (LOPEZ, et al.,
2001).

A avaliacdo desta série de aminochalconas mostrou que o microrganismo
M. canis foi sensivel a aminochalcona 98 com valor de CIM de 60 ug/mL. Para o
fungo T. mentagrophytes, as chalconas 99 e 101 apresentaram valores de CIM de
60 e 40 ug/mL. O microrganismo T. rubrum foi sensivel a substancia 101 com CIM <
20 pg/mL. Os valores de CIM encontrados para os fungos filamentosos estdo
apresentados na Tabela 12.

Novamente nenhuma correlacédo de estrutura-atividade para os compostos
ativos pode ser estabelecida, pois esta série difere apenas no substituinte do anel B,
no qual o 98 nao possui substituinte, o 101 possui um atomo de cloro, eletronegativo
na posicao para e o 99 um grupo metoéxi, elétron-doador também em posicao para.
Os resultados apenas sugerem, portanto, que efeitos estéricos nas posicdes
indicadas poderiam estar influenciando a atividade biolégica, mas para confirmagéao
sa0 necessarios outros estudos adicionais.

Lopes e colaboradores (2001) avaliaram uma série de chalconas com
diferentes substituintes em ambos os anéis (A e B), e observaram atividades
bastante significativas contra os fungos dermatéfitos com uma boa correlacédo
quanto a influéncia eletrbnica e estérea dos substituintes no anel B, sendo os
compostos mais potentes aqueles com grupos retiradores de elétrons na posicao
para.

Comparando alguns compostos alvo deste trabalho como a 98, 99, 100 e
103 e similares avaliados por Lopes e colaboradores (2001) com os mesmos
substituintes no anel B mas sem o grupo amino no anel A, pode-se observar que
valores de CIM, avaliados contra alguns fungos filamentosos dermatéfitos, foram
bastante inferiores aos compostos aqui avaliados. Desta forma pode-se concluir que

0 grupo amino pode estar contribuindo para a menor atividade destes compostos.
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5.2.1.4 Avaliagado da toxicidade
A avaliagado do potencial de toxicidade das aminochalconas e analogos foi
realizada através do ensaio com o microcrustaceo Artemia salina Leach. As

concentragdes das substancias variaram entre 31,00 a 1000 ug/mL.

Tabela 13. Atividade citotéxica das amino-chalconas e seus analogos frente a Artemia

salina.
(0]
N
HoN
Substituinte (R) Cadigo DLso (ug/mL)
O 98 <31,25
\Q\ . 99 31,00
O/ °
Q 100 <31,25
CH,
Q 101 > 1000
Cl
- Cl
@[ 102 > 1000
Cl
©\N40 103 1000
!
Q\N/% 105 > 1000
b,
O
1) 106 < 62,94
S
@ 107 51,85
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As amino-chalconas que apresentaram toxicidade elevada foram a 99, que
possui um grupo metoxi na posicao para do anel B, com uma DLsy de 31,00 ug/mL,
a 98, sem substituinte e a 100, que possui um grupo metil na posicao para do anel
B, ambas com o valor de DLsy de 31,25 ug/mL, e os analogos 106 e 108 que
possuem o anel furano e tiofeno, com valores de DLs, de 62,94 e 51,85 pug/mL,
respectivamente. As demais foram consideradas de baixa toxicidade ou atéxicas. Os
valores correspondentes a DLsp estdo sumarizados na Tabela 13.

Nesta série, pode-se observar certa influéncia dos grupos eletronegativos
ligados ao anel B, (101, 102 e 103) contribuindo na diminui¢do da citotoxidade, uma
vez que o deslocamento da densidade eletrénica deste sistema conjugado para o
grupo substituinte do anel B diminui a reatividade do grupo amino diminuindo assim
provavelmente a toxicidade. Este dado & bastante interessante ao analisar-se a
substancia 103 que possui um grupo nitro na posicao para do anel B, que poderia
sugerir uma possivel acao téxica, de acordo com a literatura (ROSESNKRANZ et al.,
1983; CHUNG et al., 1996).

Contudo alguns farmacos utilizados clinicamente possuem grupo nitro em
suas estruturas, como é o caso do Nimesulide®, um antiinflamatério nao esteroidal
utilizado no tratamento da dor e inflamacdo (MICHAUX et al., 2005). Isto
primeiramente foi 0 que encorajou a continuacdo do estudo com a substancia 103.
Finalmente, os resultados com a Artemia salina nao indicaram sinais de toxicidade, o

que é fundamental para um tratamento analgésico seguro.
5.2.2 Sintese das Amido-chalconas
Para a sintese das amido-chalconas, reagiu-se primeiramente

quantidades equimolares da aminoacetofenona com anidrido acético sob refluxo

para se obter a N-(4-acetilfenil) acetamida (108) (Esquema 8).

O
O
CH g H20 0 CH CH
3 4 3 4 3
H3C o CHg Refluxo HO
HaGC NH

Esquema 8. Reagéo de acetilagdo da p-aminoacetofenona (108).

0]

HoN
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A N-(4-acetilfenil)acetamida (108) foi submetida a uma reacdo de
condensacao alddlica de Claisen-Schmidt com benzaldeidos apropriados, segundo
Esquema 7 (CORREA et al., 2001). Foram também sintetizados dois analogos das
amido-chalconas utilizando outros ciclos aromaticos diferentes dos benzaldeidos

substituidos tais como o furano e o tiofeno (Esquema 9).

f 0]
0]
)Ok CHs + )k NaOH/ MeOH o = Sar
—_—
Agitagao )k
H Ar
HsC NH t. amb.

HsC NH

Ar = CeHs (109); 4-OCHs(CsHa) (110); 4-CHs(CeHa) (111); 4-Cl(CeHa) (112); 3,4-Cla(CeHa) (113); 4-
NO»(CsHa) (114); 3-NO(CsHa) (115); N(CHs)2(CsHa) (116);-C4HsO (117); --C4HsS (118).

Esquema 9. Reacgéo geral de conjugacao das amido-chalconas e analogos.

Analisando os dados da Tabela 14, pode-se observar que as reacgdes
apresentaram rendimentos relativamente altos (72 a 99%), com curto tempo de
duracéo. Isto pode ser explicado devido ao grupo acetil que protegeu o grupo amino
impedindo a competicao da reacdo de Claisen-Schmidt com a reacao de formacao
da base de Shiff, diminuindo a possibilidade de formacéo de sub-produtos. Quando
comparado ao grupo amino, que é um forte doador de elétrons, a amida tem a
vantagem de ser um doador moderado, deixando assim, os hidrogénios a mais
susceptiveis ao ataque da base catalizadora presente na reacdo, aumentando a
reatividade e facilitando a formacgédo do produto final. Os valores de R; para estes
compostos foram calculados utilizando o sistema de eluentes hexano: acetato de
etila (70:30) (Tabela 14).
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Tabela 14. Dados analiticos das amidochalconas e anélogos.

CH, = Ng
O/|\NH
Substituinte Coédigo  Tempo Rendimento  Ponto de Fator de Inéditos
(R) reacional (h) (%) fusdo (°C) retencgédo (Ry) (i
O 109 28:00 80 161,7-162,2 0,39 -
\©\ o 110 4:00 84 206,5-207,0 0,30 -
O/ :
Q 111 5:00 79 197,5-199,0 0,36 i
CHy
Q 112 2:00 83 21502157 037 i
Cl
- Cl
@i 113 4:30 95 210,4-211,0 0,42 i
Cl
©\N¢o 114 4:30 89 239,7-241,0 0,32 -
L
©\N/0Hs 115 4:00 72 150,9-151,7 0,28 -
b
(@)
@ 116 1:00 99 118,1-119,0 0,35 -
S
@ 117 2:00 90 147,8-149,3 0,37 .

A amidochalcona 110 foi selecionada para anadlise espectroscépica e
apresentou 0 mesmo perfil da amino-chalcona 99 ilustrada anteriormente. O
espectro de infravermelho demonstrado na Figura 29, apresenta deformacgdes axiais
em 1668 e 1597 cm™ referentes as carbonilas da amida e da cetona o, insaturada,
respectivamente e em 1532 referente a C=C. Pode-se verificar também a presenca
da deformacdo axial em 3293 cm™ caracterizando a presenca do grupo N-H, e
também em 820 cm' a deformacdo angular dos anéis aromaticos 1,4-

dissubstituidos.
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Figura 32. Espectro de Infravermelho da  N-{4-[(2E)-3-(4-metoxifenil)prop-2-
enoillfenillacetamida (110) (Pastilha de KBr, cm™).

No espectro de RMN 'H (Figura 30) em 7,69 (J=16) e 7,79 (J=16) ppm
observa-se os dupletos dos hidrogénios olefinicos (Ho e HB). Os hidrogénios dos
anéis aromaticos situam-se em 6,99 - 8,13 ppm (J=8). O simpleto referente a metila
do grupo acetamida é observado em 2,10 ppm, e do grupo metoxi em 3,81 ppm. Em
10,30 ppm, observa-se o hidrogénio ligado ao nitrogénio da funcdo amida. E, séo
observados em 2,50 e 3,36 ppm os picos residuais do DMSO e da H.0,
respectivamente (GOTTLIEB, KOTLYAR, NUDELMAN, 1997).

No espectro de carbono sdo observados os sinais em 187,4 ppm para a
carbonila a-p insaturada e em 168,9 ppm para a carbonila da amida. Os sinais em
161,2 sao referentes ao carbono ligado ao grupo metdxi e em 143,5 ppm ao carbono
ligado ao nitrogénio. Na regidao de 114,4 a 132,4 ppm encontram-se os demais 10
carbonos aromaticos. Os sinais em 143,3 e 119,4 ppm sao referentes aos carbonos
olefinicos (CP e Ca), os sinais em 55,3 e 24,2 ppm ao carbono dos grupamentos

metoxila e metila, respectivamente (Figura 31).
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Figura 33. Espectro de RMN 'H da N-{4-[(2E)-3-(4-metoxifenil)prop-2-enoillfenil}acetamida
(110) (DMSO-ds, 300 MHz).
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Figura 34. Espectro de RMN °C da N-{4-[(2E)-3-(4-metoxifenil)prop-2-enoillfenil}acetamida
(110) (DMSO-ds, 75 MHz).

A partir da hidrélise, demonstrada no Esquema 10, pbde-se obter a
mesma série das amino-chalconas previamente sintetizadas, com excecao dos
analogos, porém com um rendimento maior e em menor periodo de tempo (Tabela

15). Este procedimento foi realizado a fim de se obter as amino-chalconas de uma
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forma indireta, com a protecdo do grupo amino pelo grupo acetil, aumentando a

reatividade e impedindo a formacao de sub-produtos.

0O

0
i O P Q e O = Q 4+ CH4COOH
refluxo
H,C NH H,N
X

X

X= H (98); 4-OCHj (99); 4-CHs (100); 4-Cl (101); 3,4-Cl, (102); 4-NO, (103); 4-N(CHs), (105).

Esquema 10. Reacao de hidrdlise das amido-chalconas.

Tabela 15. Dados analiticos das aminochalconas obtidas a partir da reacéao de hidrélise das
amido-chalconas.

/
X
HoN

Substituinte Codigo Tempo reacional  Rendimentos Ponto de fusao
(%) (h) (%) (°C)

H 98 1:00 68 91,9-92,4
4-OCHj, 99 0:30 94 110,7-118,8
4-CHs 100 1:30 74 134,6-135,8
4-Cl 101 2:00 92 163,4-164,0
3,4-Cl 102 2:00 70 191,1-192,0
4-NO, 103 1:30 70 219,3-219,8
4-N(CH,), 105 1:00 81 178,8-181,3

5.2.2.1 Avaliacdo da atividade antinociceptiva

A Tabela 16 mostra a porcentagem de inibicdo das amido-chalconas e dos
analogos, no modelo de contor¢cdes abdominais induzidas pelo acido acético a 0,6%
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em camundongos. Os valores de inibicdo encontrados para estes compostos foram
superiores aos valores dos farmacos de referéncia AAS, PAR e DIP.

Tabela 16. Atividade antinociceptiva das amidochalconas e seus analogos no modelo de dor
induzida pelo &cido acético 0,6%, via i.p., administrados na dose de 10 mg/kg.

Substituinte (R) Cédigo % Inibicao
O 109 65,6 + 4.9**
\©\ N 110 91,6+2,9"

O/ °
Q 111 85,4 + 2,2
CH,
Q 112 70,3 +3,8"
Cl
- Cl
@[ 113 71,1 + 4.0
Cl
©\N¢o 114 94,1 + 2,5
|
©\N/C“S 115 84.1 + 0,6
L
0.
@ 116 90,9 + 2,2**
S
@ 117 64.8 + 2.8
Acido acetil salicilico AAS 35,0 £2,0"
Paracetamol PAR 38,0+ 1,0™
Dipirona DIP 33,0 + 3,5"

Obs: Cada grupo representa uma média de 6
experimentos. Asteriscos indicam diferencas significantes
(**p<0.01 e *p<0.05) quando comparadas com O grupo
controle.
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Entre os compostos analisados, aquele contendo o grupo nitro como
substituinte na posicéao 4 (114), apresentou o maior valor de inibicdo de 94,1% * 2,5,
na dose de 10 mg/kg, administrado pela via intraperitoneal. Este composto também
apresentou um perfil dose-dependente, com um valor de Dlso de 1,22 (0,83 — 1,80)
mg/kg ou 3,93 (2,67 — 5,80) umol/kg) (Figura 32). Ao se comparar aos farmacos de
referéncia, o composto 114 também apresentou cerca de 34 - 32 vezes mais potente
que os farmacos de referéncia AAS e PAR que possuem valores de Dlsy de 133 (73
- 243) e 125 (104 - 150) umol/kg, respectivamente, e 41 vezes mais potente que a
DIP (Dlso = 162 (88 - 296) umol/kg) (CAMPOS-BUZZI et al., 2002).

50 DIso =1,22 (0,83 - 1,80) mg/kg / 3,93 (2,67 - 5,80) umol/kg
45 -
& 40 - .
0
S 35 - T
[e]
T 30 - "
8
e 25 - .
o 20- T
@ 15 |
\g 5 * %
3 10 - T N
5 |
0 i
Controle 0,1 mg 0,5 mg 1 mg 3 mg 10 mg

Figura 35. Dlso da chalcona 114, administrada em 5 concentragdes 0,1, 0,5, 1, 3 e 10 mg/kg,
via intraperitoneal no modelo de dor induzida pelo &cido acético 0,6 %. Cada coluna
representa uma média de 06 experimentos e as barras verticais indicam o EPM. Asteriscos
indicam diferencas significantes (**p<0,01) quando comparadas com o0 grupo controle,
utilizando-se ANOVA seguida do teste Dunnet.

Quando administrado por via oral, nas doses de 50, 100 e 300 mg/kg, que
corresponde a 161,1, 322,3 e 966,8 umol/kg (Figura 33), a atividade antinociceptiva
avaliada no modelo de contorcbes abdominais induzidas pelo acido acético nao
apresentou resultados estatisticamente significantes, com apenas 12,6% de inibicao
na maior dose avaliada, em comparacao com os farmacos de referéncia para os
quais a Dlsp via oral é de 605 (516-705) umol/kg para o AAS, e de 1145 (708-1846)
umol/kg para o PAR (CECHINEL FILHO, 1998a).
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Figura 36. Efeito da chalcona 114, administrada em 3 concentragdes 50, 100 e 300 mg/kg,
via oral no modelo de dor induzida pelo acido acético 0,6 %. Cada coluna representa uma
média de 06 experimentos e as barras verticais indicam o EPM.

Este resultado sugeriu novamente a avaliacdo teérica das propriedades
fisico-quimicas, para que se observasse se estas propriedades poderiam estar
comprometendo a solubilidade deste composto. Novamente a série toda foi
submetida a avaliacdo dos parametros propostos por Lipinski (Tabela 17).

Com base nos valores da Tabela 17, pode-se observar que todos os
compostos apresentam-se abaixo dos limites propostos por Lipinski (pagina 23), e
assim de acordo com as caracteristicas fisico-quimicas desta série pode-se esperar
uma boa disponibilidade pela via oral.

Uma vez, que isto nao foi observado na pratica, mesmo com o aumento
da dose administrada pela via oral, outros fatores precisam ser analisados em
relacdo a estes compostos. Pesquisas anteriores (VEBER, 2002), tém enfocado a
propriedade de complexacao indesejavel com a agua por ligacées amida como um
fator negativo para a biodisponibilidade oral. Assim, entre os possiveis fatores
envolvidos pode-se sugerir além desta possivel complexagao, algum metabolismo
pré-sistémico ou ainda alguma degradacao da molécula no trato gastrointestinal.
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Tabela 17. Estudos teéricos de solubilidade e permeabilidade das amidochalconas e seus

analogos.
(0]
CHy ZZY
O NH
Estrutura (R)  Cédigo MM?*  (g/mol) LogP®" N+O% NH+OH®’
O 109 265,31 331+037 3 1
\©\ 110 20533  3,26+038 4 1
O/ ¢
Q 111 27933  377£038 3 1
CHy
Q 112 299,75  3,84%039 3 1
D@
@[ 113 33419  432+041 3 1
Cl
©\N¢o 114 310,30 3,09 +0,41 6 1
!
©\N/wa 115 308,37  3,82:046 4 1
b
(0]
1) 116 25527  293+039 4 1
S
\g\ / 117 271,33 3,13 £ 0,56 3 1

2 Logaritmo do coeficiente de particdo; ° Massa molar; °Somatério de N e O
(aceptores de ligagdo hidrogénio); “Somatério de NH e OH (doadores de ligagao
hidrogénio).

* Valores calculados nos programas Chemsketch e Molinspiration.

Sendo a atividade deste composto relevante pela via intraperitoneal, e
acreditando-se que a biodisponibilidade poderia ter sido prejudicada pelo grupo
amido presente na estrutura, foi realizado o teste “time course”, a fim de se analisar
se esta molécula poderia se comportar como um pré-farmaco por via oral
hidrolizando o grupo acetil ao grupo amino e aumentando com isso a atividade
antinociceptiva com um maior tempo de meia-vida. No entanto, ap6s 3 horas de

espera, a atividade néo foi estatisticamente significativa por esta via (Figura 37).
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Figura 37. Efeito da chalcona 114, administrada na concentracdo de 100 mg/kg, via oral no
modelo de dor induzida pelo acido acético 0,6 % avaliando diferentes tempos de espera
(time-course). Cada coluna representa uma média de 06 experimentos e as barras verticais
indicam o EPM.

Outros testes com diferentes modelos de dor foram realizados,
novamente pela via intraperitoneal. No modelo da formalina, na primeira fase do
teste, o composto 114 ndo apresentou atividade. Por outro lado, na segunda fase,
observou-se uma reducao significativa da reagdo dolorosa com uma inibicdo de
60,8% (Figura 35). Estes resultados foram similares aos encontrados para a

substancia 103, analisados anteriormente.

300 +
250 -

200 +

-
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0

60,8%
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@
o

controle Fase | 114 controle Fase 2 114

Figura 38. Efeito da chalcona 114, administrada na concentracdo de 10mg/kg, via
intraperitoneal na Fase | — fase neurogénica e Fase |l — fase inflamatéria, no modelo de dor
induzida pela formalina 2,5 %. Cada coluna representa uma média de 8 experimentos e as
barras verticais indicam o EPM. Asteriscos indicam diferengas significantes (**p<0,01)
quando comparadas com o grupo controle, utilizando-se ANOVA seguida do teste Dunnet.

Ja no modelo de dor induzida pela capsaicina, o composto 114
apresentou uma inibicdo de 69,9%, na dose de 10 mg/kg que corresponde a 32,2
umol/kg, demonstrando assim indicios de atividade sobre a dor neurogénica pela via

das taquicininas (Figura 36). Este efeito foi mais pronunciado que no composto 103,
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provavelmente devido a alguma interagdo do grupamento amido ao receptor

vanildide.

100 -
80 -
60 -

69,6%

40 - *

tempo (s)

20

controle 114

Figura 39. Efeito da chalcona 114 administrada na concentracdo de 10 mg/kg, via
intraperitoneal no modelo de dor induzida pela capsaicina. Cada coluna representa uma
média de 06 experimentos e as barras verticais indicam o EPM. Asteriscos indicam
diferencgas significantes (**p<0,01) quando comparadas com o grupo controle, utilizando-se
ANOVA seguida do teste Dunnet.

Outra via analisada para elucidar a atividade deste composto foi a via
opidide, através do modelo da placa quente. Neste teste, o composto 114 mostrou-
se inativo também de modo similar ao composto 103 (dados ndo mostrados).

Dessa forma, pode-se concluir que, as amido-chalconas avaliadas neste
trabalho sao moléculas potencialmente ativas em relagdo aos farmacos de
referéncia AAS, PAR e DIP, quando administradas pela via intraperitoneal. Ja pela
via oral pode-se sugerir que o grupo amida diminuiu a biodisponibilidade, sendo
necessarios maiores estudos para avaliar esta questao.

Todos os resultados referentes aos derivados amido foram recentemente
publicados na revista Molécules (CAMPOS-BUZZ| et al., 2007).

5.2.2.2 Avaliagdo da atividade antibacteriana

Para todas as bactérias testadas (Bacillus subtilis, Escherichia coli,
Proteus mirabilis, Salmonella typhimurium, Pseudomonas aeruginosa, Enterobacter
cloacae, Staphylococcus aureus, Staphylococcus saprophyticus, Streptococcus
agalactiae), a CIM das amido-chalconas avaliadas foi maior que 100 pug/mL, sendo

consideradas de baixa atividade da mesma forma que a série das amino-chalconas.
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5.2.2.3 Avaliagdo da atividade antifungica

Para determinagcdo da CIM utilizaram-se o0s seguintes fungos
leveduriformes: Candida krusei, Cryptococcus neoformans e Saccharomyces
cerevisiae. Em relacdo a estes microorganismos nenhuma amidochalcona
apresentou poder inibitério consideravel, sendo o valor identificado de CIM maior
que 100 ug/mL. Esta inatividade das chalconas aos fungos leveduriformes esta de
acordo com o observado para a série das amino-chalconas e também por Lopez e
colaboradores (2001) que avaliaram outra série de chalconas e analogos.

Foi também determinada a CIM para os fungos filamentosos; Aspergillus
niger, Rhizopus sp., Microsporum canis, Trichophyton mentagrophytes e
Trichophyton rubrum. Os valores de CIM encontrados para estes fungos estdo
apresentados na Tabela 18.

Para o fungo filamentoso oportunista Rhizopus sp. toda série de amido-
chalconas se mostrou resistente, com valor de CIM > 100 pug/mL. Ja para o fungo
também oportunista A. niger a substancia 113, com dois grupos cloros substituidos
nas posicoes 3 e 4 do anel B apresentou uma CIM de 80 ug/mL. Como ja citado,
toda a série testada por Lopez e colaboradores (2001) mostrou-se inativa contra os
fungos filamentosos oportunistas, e neste estudo praticamente toda a série foi ativa
contra os fungos filamentosos dermatofitos com valores comparaveis a antifingicos
utilizados clinicamente tais como Amphotericina B e Cetoconazol (LOPEZ et al.,
2001).

A substéancia 109, sem substituinte no anel B, mostrou-se sensivel para os
microrganismos M. canis, T. mentagrophytes e T. rubrum com valores de CIM < 20
ug/mL. Este composto é o mais promissor, para o qual, provavelmente o efeito
estéreo no anel B deve estar contribuindo para a inatividade das demais chalconas.
Quanto ao grupo amido no anel A, este deve estar contribuindo na atividade para
este composto (109), pois em comparacado com a substancia ja descrita 101, esta foi
ativa, apenas, para o M. canis com um valor de Dlsy de 60 ug/ml e a Unica diferenca
€ a auséncia do grupo amido. O analogo 117 foi ativo apenas para o M. canis com

um valor de CIM de 40 ug/mL.
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Tabela 18. Concentragdo inibitéria minima (ug/mL) das amino-chalconas e seus analogos

para os fungos filamentosos.

CHg ZZNS
(0] NH
Substituinte (R) Codigo A.n. Rsp. Mc. T.m T.r.
O 109 >100 >100 <20 <20 <20
\©\ 110 >100 >100 100 100 >100
O/3
Q 111 100 >100 >100 >100 >100
CHs
Q 112 >100 >100 >100 >100 >100
Cl
- Cl
@[ 113 80 >100 >100 >100 >100
Cl
©\N¢° 114 >100 >100 >100 >100 >100
i
©\N/CH3 115 >100 >100 >100 >100 >100
N
(0]
) 116 >100 >100 >100 >100 >100
S
\g\ / 117  >100 >100 40 >100 >100

Obs: Aspergillus niger (A.n.), Rhizopus sp.(R.sp.), Microsporum canis

(M.c.), Trichophyton mentagrophytes (T.m.) e Trichophyton rubrum (T.r.).

5.2.2.4 Avaliagdo da toxicidade

A avaliacdo do potencial de toxicidade das amidochalconas e analogos foi

realizada através do ensaio com o microcrustaceo, Artemia salina Leach. As

concentragdes das substancias variaram entre 98,28 a 1000 pg/mL.
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Tabela 19. Atividade citotoxica das amino-chalconas e seus andlogos frente a Artemia

salina.
(0]
CHy ZZY
O NH
Substituinte (R) Cadigo DLso (ug/mL)

O 109 98,28

\Q\ " 110 > 1000

Q 111 > 1000
CH,

Q 112 883,78
Cl

- Cl

@[ 113 >1000
Cl

©\N4° 14 > 1000
i

©\N/°”3 115 >1000
b,

(0]
116
1 ) 795,49
S.
@ 17 888,09

Na série das amidochalconas, apenas a 109, a mais ativa no ensaio
antifangico, apresentou toxicidade moderada e todas as demais substancias
apresentaram-se de baixa toxicidade. Comparando-se com a série das
aminochalconas, pode-se sugerir que a reatividade do grupo amino deva contribuir
na toxicidade, uma vez que a protecédo deste grupo por um radical acetil diminuiu
consideravelmente a toxicidade em relacao a respectiva aminochalcona. Os valores

correspondentes a DLs estdo sumarizados na Tabela 19.
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5.2.3 Sintese das Nitro-chalconas

Apesar de o grupamento nitro poder contribuir na possivel toxicidade
destes compostos, este parece estar diretamente ligado ao aumento da atividade
bioldgica. Uma vez que os compostos nitrados apresentaram as melhores atividades
no modelo de contorcbes abdominais induzidas pelo acido acético 0,6%, foi
sintetizada uma nova série de nitro-chalconas, mantendo o grupo nitro na posi¢ao 4
do anel B e variando as acetofenonas substituidas (Esquema 11). Estes compostos
também foram sintetizados objetivando-se a continuidade deste trabalho reduzindo

futuramente o grupo nitro para amino no anel B.

0] Q (0]

CHy H' " NaOH/ MeOH = + HO
— >
O.N t. amb.
X 2 X NO,
X=H (118); 4-OCHs (119); 4- CHs (120); 4- CI (121); 3,4- Cl, (122); 4-F (123); 4-OC,HsN (124).

Esquema 11. Reagéo geral de condensagéo das nitro-chalconas.

Tabela 20. Dados analiticos das nitro-chalconas.

i
SRA®
X
N+ﬁo
C‘)'

Substituinte Cdédigo Tempo Rendimento  Ponto de Fator de Inéditos
(X) reacional (h) (%) fusdo (°C)  retencao (Ry) (i)

H 118 2:00 93 166,3-166,8 0,59 -

4-OCHj 119 4:00 91 174,4-174,9 0,41 -

4-CHs 120 10:00 65 163,7-165,9 0,60 -

4- Cl 121 10:00 83 158,4-160,0 0,71 -

3,4-Cl 122 10:00 82 189,6-190,2 0,67 -

4-F 123 3:30 80 171,7-172,4 0,62 -

Ni
O 124 10:00 92 179,7-181,2 0,16 [

4.0
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As reacdes de sintese das nitro-chalconas tiveram tempo de reacdo em
torno de 10 horas com excecao das reacdes de formacao do composto 118, 119 e
123 que reagiram em menos tempo. Os rendimentos foram bons, estando
compreendidos na faixa de 65 a 93 %, 0 que permite concluir que as condi¢des
reacionais mostraram-se adequadas (Tabela 20).

Os espectros da chalcona 121 foram selecionados para a analise
espectroscopica. O espectro de infravermelho demonstrado na Figura 37 nos
permite verificar a presenga das deformacdes axiais em 1661 da carbonina e em
1607 cm™ da C=C. Pode-se verificar também a presenca das deformacdes axiais do
grupamento nitro em 1536 e 1349 cm™.
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Figura 40. Espectro de Infravermelho da (2E)-1-(4-clorofenil)-3-fenilprop-2-en-1-ona (121)
(Pastilha de KBr, cm™).

No espectro de RMN 'H (Figura 38), os sinais observados foram dois
dupletos em 7,81 (J=16) e 8,11 (J=16) ppm para os hidrogénios olefinicos (Ha e Hp).
Os hidrogénios dos anéis aromaticos encontram-se como 4 dupletos na regidao de
7,63 — 8,28 ppm (J=9).
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Figura 41. Espectro de RMN 'H da (2E)-1-(4-clorofenil)-3-fenilprop-2-en-1-ona (121) (DMSO-
ds, 300 MHz).

No espectro de RMN "*C (Figura 39) os sinais observados sdo do carbono
da carbonila em 187,9 ppm, dos carbonos olefinicos (CBe Ca) em 141,5 e 125,6
ppm. O carbono aromatico ligado ao grupo nitro encontra-se em 148,1 ppm e o
ligado ao cloro em 138,5 ppm, os demais 9 carbonos aromaticos estao na regido de
123,9 a 141,0 ppm.
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Figura 42. Espectro de RMN '*C da (2E)-1-(4-clorofenil)-3-fenilprop-2-en-1-ona (121)

(DMSO-ds, 75 MHz).
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Portanto, os dados espectroscdpicos confirmam a obtengéo da estrutura esperada na
sintese da nitrochalcona (2E)-1-(4-clorofenil)-3-fenilprop-2-en-1-ona (121) e, andlises
similares foram realizadas para todos os compostos da série.

5.2.3.1 Avaliacdo da atividade antinociceptiva

Esta série foi sintetizada com o intuito de reduzir-se futuramente o grupo
nitro para amino a fim de obter-se uma série de aminochalconas invertidas.
Entretanto, devido aos compostos nitrados, nas outras séries apresentarem as
melhores atividades no modelo de contor¢gdes abdominais induzidas pelo acido
acético 0,6%, esta série também foi submetida a avaliagdo antinociceptiva (Tabela
21).

Tabela 21. Atividade antinociceptiva das nitrochalconas no modelo de dor induzida pelo
acido acético 0,6% via i.p., administradas na dose de 10 mg/kg.

i
Sha®
X
N+§o
(\).

Substituinte (X) Caodigo % Inibicao
H 118 71,8 47
4-OCH3 119 70,2 + 2,5
4-CH3 120 79,0 + 2,8
4- Cl 121 94,3 + 0,4
3,4-Cl 122 45,7 + 3,6™
4-F 123 76,0 + 4,0**
. Q 124 76,7 + 2,3
Acido acetil salicilico AAS 35,0 + 2,0*
Paracetamol PAR 38,0 +1,0*
Dipirona DIP 33,0 + 3,5*

Obs: Cada grupo representa uma média de 6
experimentos. Asteriscos indicam diferencgas significantes
(**p<0.01 e *p<0.05) quando comparadas com O grupo
controle.
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Contudo, estes compostos apresentaram atividades menores que 0sS
compostos nitrados das séries das amino e amido-chalconas, com excegédo do
composto 121, com um atomo de cloro na posicao para do anel A. Porém todos os
compostos foram mais ativos que os farmacos de referéncia AAS, PAR e DIP
utilizados para comparacdo. Sendo todos eles bastantes promissores para a
continuidade da avaliacao antinociceptiva.

Novamente nao foi possivel estabelecer uma correlagdo entre as
estruturas quimicas e a atividade encontrada, uma vez que os extremos de atividade
foram o 121 (4’-cloro) o mais ativo, e 0 122 (3’,4’-dicloro) o menos ativo e todos os
demais substituintes apresentaram o mesmo perfil de atividade considerando os
erros padroes.

Mais uma vez, analisou-se as propriedades farmacocinéticas relativas a
absorcao e permeabilidade estimadas a partir da aplicacao da regra de Lipinski (ou
regra dos 5) com base nos quatro parametros descritos na Tabela 22.

Tabela 22. Estudos teéricos de solubilidade e permeabilidade das nitrochalconas.

i
Sha®
X
N+§o
(\)_

Substituinte (X) Cédigo MM* (g/mol)  LogP®’ N+O%"  NH+OH®’

H 118 253,25 3,79 £ 0,40 4 0
4-OCHj, 119 283,28 3,96 + 0,41 5 0
4-CHy 120 267,28 4,25 + 0,40 4 0
4- Cl 121 287,70 4,56 + 0,41 4 0
3,4-Cl 122 322,14 5,23 £ 0,42 4 0
4-F 123 271,24 4,01 £0,47 4 0

Ni
O 124 338,35 2,93 + 0,87 6 0

2 Logaritmo do coeficiente de particdo; ® Massa molar; °Somatério de N e O
(aceptores de ligagdo hidrogénio); “Somatério de NH e OH (doadores de
ligacé@o hidrogénio).

* Valores calculados nos programas Chemsketch e Molinspiration.
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Pode-se observar que entre as 7 nitro-chalconas avaliadas apenas o
composto 122 excedeu o valor de LogP estipulado por Lipinski, o que significa que
este composto apresenta uma baixa solubilidade e permeabilidade, devido a sua
lipofilicidade ser muito alta, dificultando assim sua distribuicdo no meio biolégico. E
importante ressaltar, que o favorecimento do processo farmacocinético é
dependente do equilibrio lipofilico/hidrofilico das moléculas.

Ao se comparar a avaliacdo feita no modelo antinociceptivo, pode-se
observar uma diminuicdo da atividade deste composto em relacdo aos demais
analogos da série. Embora este composto tenha sido administrado pela via
intraperitoneal, eliminando assim a necessidade de atravessar a membrana gastro-
intestinal pela qual um farmaco oral teria que passar, a agao dos farmacos pela via
intraperitoneal também requer a passagem através das membranas celulares para
sua absorcdo. Dessa forma, as caracteristicas de solubilidade e permeabilidade
inadequadas podem estar contribuindo para uma diminuicdo da biodisponibilidade

deste composto acarretando em um menor efeito antinociceptivo.

5.2.3.2 Avaliacdo da atividade antibacteriana

Foram avaliadas apenas 5 nitrochalconas (118, 119, 120, 122 e 123).
Para todas as bactérias testadas (Bacillus subtilis, Escherichia coli, Proteus mirabilis,
Salmonella typhimurium, Pseudomonas aeruginosa, Enterobacter cloacae,
Staphylococcus aureus, Staphylococcus saprophyticus, Streptococcus agalactiae), a
CIM das nitrochalconas testadas foi maior que 100 ug/mL, sendo consideradas de

baixa atividade.

5.2.3.3 Avaliagdo da atividade antifungica

Para determinagdo da CIM, utilizaram-se os fungos leveduriformes;
Candida krusei, Cryptococcus neoformans e Saccharomyces cerevisiae. Em relacéao
a estes microorganismos nenhuma das 5 nitro-chalcona avaliadas (118, 119, 120,
122 e 123) apresentou poder inibitério consideravel, sendo o valor identificado de

CIM maior que 100 pg/mL. Esta inatividade aos fungos leveduriformes ja foi
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observada anteriormente por todas as séries de chalconas apresentadas neste
trabalho e também por Lopez e colaboradores (2001) que avaliaram uma série de
diferentes chalconas e analogos.

Foi também determinada a CIM para os fungos filamentosos; Aspergillus
niger, Rhizopus sp., Microsporum canis, Trichophyton mentagrophytes e
Trichophyton rubrum, cujos valores da CIM estdo apresentados na tabela 23.

Tabela 23. Concentragao inibitéria minima (ug/mL) das amino-chalconas e seus analogos

para os fungos filamentosos.

(0]
/
X
N+§O
.
(0]

Substituinte (X) Codigo A.n. Rsp. Mc. T.m. T.r.

H 118 >100 >100 >100 >100 >100
4-OCHj, 119 >100 >100 >100 >100 40

4-CH, 120 >100 >100 >100 >100 >100
3,4-Cl 122 80 >100 >100 >100 <20
4-F 123 80 >100 >100 >100 >100

Obs: Aspergillus niger (A.n.), Rhizopus sp.(R.sp.), Microsporum canis
(M.c.), Trichophyton mentagrophytes (T.m.) e Trichophyton rubrum (T.r.).

Observou-se que o0s microrganismos Rhizopus sp., Microsporum e
Trichophyton mentagrophytes se mostraram, resistentes a toda série de nitro-
chalconas, com valores de CIM > 100 upug/mL. Ja para o fungo A. niger as
substancias 122, substituida por dois atomos de cloro nas posicées 3 € 4 do anel A,
e 123, com o atomo de flior na posicao 4 do anel A, apresentaram ambas uma CIM
de 80 ug/mL. Considerando que as outras nitrochalconas néao fora ativas, pode-se
sugerir a influéncia eletrbnica de grupos retiradores de elétrons contribuindo nesta
atividade, entretanto outros compostos devem ser analisados como o 122, com 0
atomo de cloro na posicdo 4 do anel A, para a comprovagdo deste perfil. O
microrganismo T. rubrum foi sensivel as substancias 119, com o substituinte metoxi

na posicao 4 do anel A, e 122, com dois atomos de cloro nas posi¢ées 3 e 4 do anel
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A, com valores de CIM 40 e < 20 ug/mL, respectivamente. Para este microrganismo

nao ha influéncia eletrénica na sua inibigao.

5.2.3.4 Avaliacdo da toxicidade

A avaliacado do potencial de toxicidade das nitro-chalconas e analogos foi
realizada através do ensaio com o microcrustaceo, Artemia salina Leach. As
nitrochalconas testadas (118 a 123) apresentaram-se de baixa toxicidade ou

atoxicas. Os valores correspondentes a DLso estdo sumarizados na Tabela 24.

Tabela 24. Atividade citotoxica das nitrochalconas e seus analogos frente a Artemia salina.

(0]
T
20
X N
CI)_
Substituinte(X) Cédigo DLso (ug/mL)

H 118 > 1000
4-OCHs 119 > 1000
4-CHs 120 > 1000
3,4-Cl 122 > 1000
4-F 123 > 1000

Este resultado foi realmente surpreendente, uma vez que o grupo nitro
sempre € relatado como um possivel grupo tdéxico de acordo com a literatura
(ROSESNKRANZ et al., 1983; CHUNG et al., 1996). Entretanto, nenhuma das
chalconas avaliadas neste trabalho com o grupo nitro apresentou toxicidade na

avaliacao realizada com o microcrustaceo, Artemia salina Leach.
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5.3 HIBRIDOS IMIDO-CHALCONAS

5.3.1 Sintese dos compostos hibridos imido-chalconas

Os compostos hibridos imido-chalconas foram sintetizados por caminhos
distintos a fim de se avaliar a melhor rota sintética para a obtencédo das substancias
alvo.

A primeira rota sintética, realizada de acordo com o Esquema 12,
consistiu de trés etapas distintas, iniciando com a formagao do acido amico entre o
anidrido maleico e a 4-aminoacetofenona, em quantidades equimolares. O produto
reacional foi obtido apo6s precipitacao com 96,5 % de rendimento. Ap6s a formacgao
do acido amico, este foi dissolvido em acido acético e submetido a refluxo suave
obtendo-se a imida ciclica com 75,2% de rendimento e finalmente na ultima etapa a
imida ciclica formada foi submetida a agitagcdo continua, a temperatura ambiente,
com benzaldeido e uma solugcdo de NaOH (50 %). O produto final foi formado em
uma granulometria muito fina e ndo pode ser quantificado, pois ficou totalmente

aderido ao papel filtro durante sua filtracéao.

(0]
\ OH (0]
o + HoN eter etilico HN /
agltagao \ oH
\ ’ CH4COOH
o

refluxo

O
(0]
(0]
| N _NaOH/CHZOH
=~ agitaco
\ — CH,
O Q

Esquema 12. Primeira rota sintética proposta para obtencao dos hibridos imido-chalconas.

A segunda rota sintética, demonstrada no Esquema 13, da mesma forma
que a primeira, iniciou-se com a formacao do acido &mico nas mesmas condicoes,
entretanto, a partir dele foi primeiramente realizada a reacdo de condensacao para a
formacao da chalcona utilizando-se agitacdo continua sob temperatura ambiente,
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com benzaldeido e a solucdo de NaOH (50 %), sendo que este intermediario foi
obtido com 60% de rendimento. A partir deste fez-se a ciclizacao da imida através
do refluxo suave com acido acético. O produto final foi obtido com 62 % de

rendimento.

eter etilico NaOH/CH,;OH
agnagao agitagdo

o)
/ 0
Dl
CH,;COOH

\\ o r;fluxo

Esquema 13. Segunda rota sintética proposta para obtencédo dos hibridos imido-chalconas.

A terceira rota, exemplificada no Esquema 14, foi realizada a partir da
amino-chalcona (98), a qual foi utilizada entdo como intermediaria da reagdo. Em
seguida, a sintese do acido amico foi realizada com quantidades equimolares da
chalcona e do anidrido maleico, em éter etilico com agitacdo continua a temperatura
ambiente e em seguida, o acido obtido foi submetido a refluxo com &cido acético

para a formacao da imida ciclica, com um rendimento de 77 %.

I 7
/ eter etilico
+ \ agnagao
HoN \
CH3;COOH
refluxo

0
0
Dad
\ CH,COOH
-
o}

refluxo

Esquema 14. Terceira rota sintética proposta para obtencéo dos hibridos imido-chalconas.
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Todas as rotas sintéticas contém 3 etapas de sinteses, entretanto a
terceira rota descrita foi considerada a mais viavel sinteticamente, pois apresentou
os melhores rendimentos juntamente com o menor tempo reacional e a maior
facilidade em isolar todos os intermediarios. Dessa forma, todos os demais
compostos seguiram a terceira rota sintética, de acordo com o Esquema 15.

O
0
‘ éter eti ||co
7w + \ O agltagao < > <
t. amb.
" \ am
o]

Ar = CgHs (98); 4-OCHy(CsHa) (99); 4-CHs(CgHa) (100); 4-CI(CeHa) (101); 3,4-Cla(CeHa) (102);
4-NO(CeHa) (103); 3-NO, (CgHa) (104); -C4Hz0 (106); --C4HsS (107).

Ar’ = CgHs (125); 4-OCH3(CgHas) (126); 4-CH3(CgHa) (127); 4-CI(CeHa) (128); 3,4-Clo(CeHa)
(128); 4-NO,(CgH.) (130); 3-NO, (CgHa) (131); -C4H30 (132); --C4HsS (133).

Esquema 15. Sintese dos acidos amicos hibridos.

Por este método, foram obtidos 9 acidos amicos hibridos imido-chalconas
(Tabela 25). Pode-se observar que os tempos reacionais foram distintos e o0s
rendimentos variaram de 50 a 90 %. Todas as reacdes foram monitoradas por CCD,
e os fatores de retencédo (R¢) foram calculados utilizando-se acetato de etila como
eluente, em placas de silica gel, e revelados com luz UV.

Em uma busca na literatura encontrou-se 7 acidos amicos, com o0s
seguintes substituintes: H, 4-Cl, 3,4-Cl,, 3- CH3, 4- NO,, 4- OCH3; e 3,4-OCHgs. Estes
compostos foram caracterizados e avaliados quanto ao seu potencial citotoxico
(DIMMOCK, et al., 2003). Contudo os acidos amicos com os substituintes, 3-NO,, 2-

furil e 2-tienil sao inéditos.
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Tabela 25. Dados analiticos dos acidos amicos hibridos imido-chalconas.
o /@/[V\R
| NH
OH
0
Substituinte  Coédigo Tempo  Rendimentos Ponto defusdo  Fatorde Inéditos
-R reacional (%) (°C) retencao
(h) (Ry)
O 125 11:00 50 183,8 - 185,9 0,62 -
\©\ .. 126 1530 90 152,1 - 152,4 0,37 -
O/ ¢
Q 127 16:00 88 172,3-173,2 0,41 -
CHs
Q 128 5:00 61 186,0 — 187,7 0,38 -
N @
©i 129 20:26 80 187,9 — 189,5 0,40 -
Cl
©\N,;O 130 18:00 65 189,8 — 190,6 0,34 -
(\)_
i
\@N\o- 131 13:19 70 200,0 — 201,4 0,32 i
(6]
@ 132 24:00 87 1687-1698 027 i
S
@ 133 24:00 83 175,5 - 177,2 0,29 i

A substancia 128 foi escolhida para caracterizacao a titulo de ilustracéao,

para uma analise mais detalhada. O espectro de IV do composto 128 apresenta uma

banda larga em cerca de 3447 cm’, além da deformagdo axial em 1737 cm™

referentes a OH e a C=0 do grupo acido carboxilico presente na estrutura. Também

pode-se observar as bandas de absorcdo em 3326 cm™ e 1661 ¢cm™ dos grupos NH

e C=0, respectivamente, da funcdo amida. Uma banda larga é observada na regiao

de 1600 cm™ a 1500 cm™ na qual estdo presentes os grupos C=0 e a C=C da

cetona a,f insaturada, bem como a C=C do 4cido amico. Em 813 cm™ encontra-se a
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banda de deformagdo angular referente ao anel aromatico 1,4 dissubstituido(Figura
40).

Estes valores ndo correspondem aos valores teoricos esperados.
Entretanto, isso pode ser explicado pelo efeito de ressonancia causado pela grande
conjugacao da molécula, que leva a um aumento do comprimento da ligacao e a
reducao da frequéncia de absorcéo (SILVERSTEIN, 1994).
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Figura 43. Espectro de Infravermelho do acido (22)-4-({4-[(2E)-3-(4-clorofenil)prop-2-
enoila]feniljamino)-4-oxobut-2-enoico (128) (Pastilha de KBr, cm™).

No espectro de RMN de hidrogénio, os sinais caracteristicos do composto
128 foram dois dupletos em 6,35 ppm (J=12) e 6,51 ppm (J=12) para os hidrogénios
olefinicos (Ha e Hg) do acido amico, cujos valores das constantes de acoplamento
obtidos confirmam a geometria Z, e dois dupletos em 7,71 ppm (J=16) e 7,98 ppm
(J=16) para os hidrogénios olefinicos (Ho e HB) da porcéao chalcona na conformacgéo
E. O hidrogénio da fungcdo amida aparece como simpleto em 10,7 ppm e em 3,4 ppm
observa-se uma banda larga provavelmente devido a interagdo da hidroxila do grupo
acido com a agua do solvente DMSO-ds. Os 4 hidrogénios do anel aromatico
aparecem como 4 dupletos (J=9) nas regides de 7,51 a 8,19 ppm (Figura 41).
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Figura 44. Espectro de RMN 1H do 4&cido (22)-4-({4-[(2E)-3-(4-clorofenil)prop-2-

enoila]fenil}amino)-4-oxobut-2-enoico (128) (DMSO-ds, 300 MHz).
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Figura 45. Espectro de RMN ™"C do acido (22)-4-({4-[(2E)-3-(4-clorofenil)prop-2-
enoila]fenil}amino)-4-oxobut-2-enoico (128) (DMSO-ds, 75 MHz).

No espectro de RMN C do composto 128 (Figura 42), os sinais
caracteristicos foram do carbono da carbonila da cetona em 187,9 ppm, do &cido

carboxilico em 166,9 ppm e da amida em 163,7 ppm. Os carbonos olefinicos da
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porcao chalcona (CB e Ca) em encontram-se em 143,2 e 122,7 ppm. Os carbonos
olefinicos da porcédo imidica (Cg e Ca) sdo observados em 134,9 e 130,3 ppm. O
carbono aromatico ligado ao nitrogénio da amida encontra-se em 141,9 ppm e o
carbono aromatico ligado ao cloro em 133,7 ppm, os demais 9 carbonos aromaticos
estdo na regiao de 118,8 a 132,5 ppm.

Durante a ciclizacao dos acidos amicos, segundo Esquema 16, formou-se
em apenas trés reacdes precipitados insollveis em acido acético, os quais foram
purificados por cromatografia de coluna em silica gel, sendo utilizados os eluentes
hexano/acetato de etila 80:20, obtendo-se os compostos imidicos hibridos 134, 135
e 136 (Tabela 26).

0
—
\ /¥
N\
o
X =-H (125); 4-Cl (128); 3-NO, (131). Q
Z = -H (134); 4-Cl (135); 3-NO, (136). z

Esquema 16. Sintese dos hibridos imido-chalconas.

Tabela 26. Dados analiticos dos hibridos imido-chalconas ciclicos.

0]
/ 0
O
0O R
Substituinte Cédigo Tempo Rendimentos Ponto de Fator de Inéditos
-R 9 reacional (h) (%) fusdo (°C) retengao (Ry) (i
134 10:30 38 207,7 — 208,9 0,54 i

@ 135 10:50 35 208,2 — 209,6 0,56 i
Cl

I
\C(N\O 136 12:00 40 232,8 —234,9 0,41 i
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Em todas as reagdes o meio reacional foi vertido em uma mistura de agua
e gelo ocorrendo precipitacdo. Novamente, a purificacdo ocorreu através de
cromatografia de coluna utilizando os eluentes hexano/acetato de etila 80:20. Ao
analisar-se os espectros, dos compostos purificados, constatou-se que o produto era
equivalente as respectivas amido-chalconas ja descritas, anteriormente neste
trabalho (pagina 146), provavelmente resultante da transamidag¢do do acido amico
pelo grupo acetil do &cido acético.

Os compostos imidicos ciclicos ndo foram ainda relatados na literatura,
sendo todos eles inéditos. Pode-se observar que os tempos reacionais foram
distintos e os rendimentos foram relativamente baixos devido a formacdo do
subproduto amido-chalcona a qual foi obtida predominantemente em todas as
reacdes. Todas as reacdes foram monitoradas por CCD, e os fatores de retencao
(Rf) foram calculados utilizando-se hexano: acetato de etila (70:30) como eluente,
em placas de silica gel, e revelados com luz UV.

O composto 135 foi escolhido para ser descrito detalhadamente. O seu
espectro de IV encontra-se mais definido, uma vez que a molécula torna-se mais
simétrica em comparacao ao respectivo acido amico (128). As absorcoes referentes
ao acido e a amida nao sado observadas, e as deformacdes axiais referentes as
carbonilas simétricas da imida sdo observadas em 1706 cm™, a carbonila da porgao
chalcona em 1664 cm™ e a ligacdo C=C da porg¢ao imida e da porcdo chalcona em
1602 cm™'(Figura 43).

No espectro de RMN de 'H o composto 135 apresentou os hidrogénios
(Ha e Hg) da porcao imida como um simpleto em 6,91 ppm, por serem equivalentes
e, o0s hidrogénios olefinicos da porcao chalcona (Ha e HB) como dupletos em 7,49
ppm (J=16) e 7,78 ppm (J=16), confirmando as conformagdes Z e E
respectivamente. Os outros 8 hidrogénios dos anéis aromaticos apresentam-se
como 4 dupletos largos na regido de 7,39 a 8,13 ppm. O sinal do CDClI; residual

pode ser observado neste espectro em 7,26 ppm (Figura 44).
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Figura 46. Espectro de Infravermelho da 1-{4-[(2E)-3-(4-clorofenil)prop-2-enoilalfenil}-1H-
pirrol-2,5-diona (135) (Pastilha de KBr, cm™).
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Figura 47. Espectro de RMN 'H da 1-{4-[(2E)-3-(4-clorofenil)prop-2-enoila]fenil}-1 H-pirrol-
2,5-diona (135) (CDCls;, 300 MHz).

No espectro de RMN de "*C, o composto imidico 135 apresentou o sinal
da carbonila da cetona em 189,2 ppm, e um sinal para as carbonilas simétricas da

imida em 168,9 ppm. Os carbonos olefinicos (CP e Ca) aparecem em 143,8 e 122,1
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ppm. O carbono aromético ligado ao nitrogénio da imida aparece em 136,8 ppm e o
ligado ao cloro em 135,3 ppm. Os outros 10 carbonos dos anéis aromaticos

apareceram na regiao de 125,4 a 136,6 ppm (Figura 48).
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Figura 48. Espectro de RMN '*C da 1-{4-[(2E)-3-(4-clorofenil)prop-2-enoila]fenil}-1 H-pirrol-
2 5-diona (135) (CDCls, 75 MHz).

Portanto, estes dados espectroscopicos confirmam a formacado do composto
hibrido 135.

5.3.1.1  Avaliagédo da atividade antinociceptiva

Analisando o percentual de inibicdo do todos os acidos amicos testados
(Tabela 27), observa-se que o0s grupos substituintes, tanto doadores quanto
aceptores de elétrons, contribuem na atividade antinociceptiva desta série. Entre os
diferentes substituintes pode-se observar alguns indicios em relacdo aos parametros
eletrénicos, uma vez que os compostos com grupos retiradores de elétrons foram
mais ativos que aqueles com doadores de elétrons. Nesta série, 0 composto mais
ativo foi o 130, que possui 0 grupo nitro na posicao 4, e que apresentou um
percentual de inibicdo de cerca de 82 % na dose de 10 mg/kg, administrado pela via

intraperitoneal.

0
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Tabela 27. Atividade antinociceptiva dos acidos @micos no modelo de dor induzida pelo
acido acético 0,6% via i.p., administrados na dose de 10 mg/kg.

(0]
| NH
OH
O
Substiuinte Godigo % inibigio
© 125 30,2 + 4,3"
\Q\ " 126 55,3+ 5,0 **
Q 127 41,5427
CH,
Q 128 56,6+ 5,01 **
D¢
@[ 129 69,8+ 6,8 **
Cl
©\N¢° 130 81,6 + 2,4
!
f
\@“\o 131 79,1+ 3,3 **
(@]
@ 132 793 +2,7 **
S
@ 133 446 + 42 *
Acido acetil salicilico ~ AAS 35,0 + 2,0*
Paracetamol PAR 38,0 £1,0*
Dipirona DIP 33,0 + 3,5*

Obs: Cada grupo representa uma média de 6
experimentos. Asteriscos indicam diferencgas significantes
(**p<0.01 e *p<0.05) quando comparadas com o grupo
controle.

Entre as imidas ciclicas ndo se pode observar a influéncia dos parametros
eletrdnicos, pois foram avaliados poucos compostos (Tabela 28). O composto mais
ativo foi o 135, que possui 0 grupo cloro como substituinte na posicao 4 e
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apresentou um percentual de inibicdo de 94,9 %, na dose de 10 mg/ kg,

administrado pela via intraperitoneal.

Todos os valores de inibicao destas séries foram similares ou superiores
quando comparados a farmacos utilizados na terapéutica, como o AAS, o PAR e a
DIP, cujas inibicbes sao de 38, 35 e 33 %, respectivamente, na mesma dose e

modelo experimental.

Tabela 28. Atividade antinociceptiva dos hibridos imido-chalconas no modelo de dor
induzida pelo &cido acético 0,6% via i.p., administrados na dose de 10 mg/kg.

o] ~ R
&
\ N

Substituinte (-R) Caédigo % inibicao

\© 134 80,0+ 2,0
Q 135 94,9+ 1,6
Cl

\(j "o 136 74,8+ 3.2

Acido acetil salicilico ~ AAS 35,0 + 2,0*
Paracetamol PAR 38,0+ 1,0**
Dipirona DIP 38,0 + 3,5*

Obs: Cada grupo representa uma média de 6
experimentos. Asteriscos indicam diferencgas significantes
(**p<0.01 e *p<0.05) quando comparadas com O grupo
controle.

Comparando os compostos ciclicos e aciclicos, pode-se observar que em
relacdo a atividade antinociceptiva as imidas ciclicas 134 e 135 foram mais ativas
que os respectivos acidos amicos, e que o composto 136 foi similar, considerando-

se 0s respectivos erros padrdes.
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Tabela 29. Estudos tedricos de solubilidade e permeabilidade dos acidos amicos hibridos

NH

[_on

imido-chalconas.

(o]
SUbStUIN®  Gogigo  MM®‘(g/mol)  LogP™*  N+O%'  NH+OH®’
O 125 321,33 3,54+042 5 2
\@ 126 35135 3,49 + 0,44 6 2
O/ ¢
Q 127 33535 4,00 +0,42 5 2
CHs
Q 128 35577 4,07 + 0,44 5 2
D¢
@[ 129 39022 4,55+ 0,48 5 2
(o]
©\N¢° 130 36632  3,32+0,48 8 2
!
i
\@ "o 131 366,32 3,44 + 0,44 8 2
(@]
@ 132 311,29  316+045 6 2
S
\g\ /7 133 327,35 3,36 + 0,62 5 2

2 Logaritmo do coeficiente de particdo; ° Massa molar; ‘Somatério de N e O
(aceptores de ligacao hidrogénio); “Somatério de NH e OH (doadores de ligacdo
hidrogénio).

* Valores calculados nos programas Chemsketch e Molinspiration.

A fim de avaliar-se solubilidade e permeabilidade destes compostos foram
calculados para todos os compostos os parametros fisico-quimicos estipulados por
Lipinski (Tabelas 29 e 30).

De acordo com os parametros observados todos o0s compostos
encontram-se dentro dos limites considerados favoraveis a uma boa solubilidade e
permeabilidade o que indica a possibilidade destes compostos apresentarem um
bom perfil de absorgéo.
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Tabela 30. Estudos tedricos de solubilidade e permeabilidade dos hibridos imido-chalconas.

Substituinte -R ~ Cédigo  MM* (g/mol)  LogP>*  N+O%  NH+OH®"

134 303,31 2,88 + 0,86 4 0

Q 135 337,75  3,41:087 4 0
]

[0}

\Cj“\o 136 348,31 2,79+087 7 0

2 Logaritmo do coeficiente de particdo; ° Massa molar; *Somatério de N e O
(aceptores de ligacdo hidrogénio); “Somatério de NH e OH (doadores de
ligacao hidrogénio).

* Valores calculados nos programas Chemsketch e Molinspiration.

T

De acordo com Lipinski (2001), em uma série de compostos, aqueles com
maiores pesos moleculares apresentam maior dificuldade de permeacado pelas
membranas biolégicas. Em relagdo a lipofilicidade, sabe-se que ela é necessaria
para atravessar a bicamada lipidica das membranas celulares. Entretanto, segundo
a regra dos 5, ndo existem valores limitantes para os compostos hidrofilicos,
sugerindo assim que uma alta lipofilicidade € mais comprometedora na diminuicao
da biodisponibilidade de um composto. Quanto ao niumero de doadores e aceptores
de ligacao hidrogénio, novamente valores excessivos dificultam a permeabilidade.

As imidas ciclicas apresentaram valores inferiores em todos os
parametros avaliados, e de acordo com o exposto acima, o efeito superior destas
ressalta que valores intermediarios em geral acarretam em melhores perfis de
biodisponibilidade.

Entre as diferentes possibilidades da forma de acdo destes compostos,
pode-se sugerir que estes compostos possam agir de forma sinérgica, uma vez que
tanto as imidas ciclicas, quanto as chalconas possuem comprovadas acoes
antinociceptivas, e desta forma poderiam estar atuando de ambas as formas, o que
contribui para uma possivel potencializacdo dos efeitos de cada uma das classes
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isoladas. Apesar de cada composto quimico poder atuar de forma inusitada, pode-se
ter alguns indicativos que séo proprios a cada classe.

Pode-se relatar varios estudos, que sugerem que a atividade
antiinflamatéria das chalconas ocorra pela inibicao da producdo de mediadores pré-
inflamatérios como a prostaglandina E; (PGE.,), 6xido nitrico (NO) e fator de necrose
tumoral (TNF-a). E conhecido que a inibicdo da prostaglandina E, (PGE,) e a
producdo de oOxido nitrico (NO) tém sido propostas como terapia potencial para
diferentes desordens inflamatdrias (HERENCIA et al. 2002; NI et al., 2004).

As imidas ciclicas, segundo Kalguthar e colaboradores (1996), também sao
inibidoras da prostaglandina endoper6xido sintase (PGHS) e, sugere-se que a
inibicdo ocorre através da ligacdo desta ao carbono carbonilico do anel imidico.
Varios compostos imidicos com agao inibidora do TNF—o e da fosfodiesterase
também ja foram patenteados (MULLER et al., 1997; 2005).

Atualmente ja tem sido reportado um novo direcionamento para algumas
imidas ciclicas, as quais podem atuar como inibidores do receptor ionotropico
P2X;7R, o qual pertence a uma classe de receptores de membrana plasmatica
ligados por nucleotideos extracelulares e expressados por todo o corpo. Este
receptor esta envolvido em processos neuro-inflamatérios e degenerativos, sendo
por isso potencialmente Gtil no desenvolvimento de novos analgésicos (DI VIRGLIO
et al 2005; GUNOSEWOYO et al. 2007).

Outra possibilidade, seria de a porcdo imidica estar agindo como
carreadora, auxiliando no transporte da chalcona ao seu sitio de interacao. A funcao
de carreadora das imidas ciclicas tem sido recentemente alvo de estudos por
diferentes grupos de pesquisa (LU et al., 2005; FURGESON et al., 2006).

Além de todas estas hipbteses, os compostos hibridos sintetizados neste
trabalho também podem estar agindo como uma nova molécula sem relagcdo com as
classes isoladas. Para melhor elucidacdo do mecanismo de ag¢ao destes compostos,
torna-se indispensavel a continuidade destes estudos.



6 CONCLUSOES

Os resultados obtidos permitem concluir que:

6.1

IMIDAS E DERIVADOS

Foram obtidos 5 derivados 3-fenilsuccinimidas, sendo um deles inédito, com
moderado a bons rendimentos reacionais (30-60%). A avaliagdo analgésica

destes compostos demonstrou um promissor perfil antinociceptivo.

Foram obtidos 13 derivados da N-antipirino-3,4-dicloromaleimida (6), sendo
todos inéditos. As reacdes ocorreram normalmente e forneceram compostos

em moderados a excelentes rendimentos (45-95%).

Os compostos derivados do 6 revelaram-se bastante promissores quanto a
atividade analgésica, sendo que os compostos 81, 82 e 92 foram menos
eficazes que o protétipo 6, mas muito mais potentes.

A atividade antifungica foi observada apenas para os fungos filamentosos
dermatofitos, sendo o composto 93 o0 mais promissor.

As substancias mostraram-se moderadamente téxicas ou atdéxicas frente ao

microcrustaceo Artemia salina Leach.

Todas as imidas e derivados apresentaram caracteristicas promissoras para
serem candidatos a prot6tipos de futuros farmacos.

6.2 CHALCONAS E ANALOGOS

v' Foram sintetizadas 19 chalconas e 4 analogos através da reagdo de

condensacdo alddlica de Claisen-Schmidt, sendo 3 inéditas. As reacdes
resultaram em compostos com rendimentos entre 52 a 97%.

As chalconas estudadas mostraram-se bastante promissoras quanto a
atividade analgésica em especial os compostos, 103 e 114 que foram cerca
de 100 e 32 vezes mais ativos, respectivamente, que os farmacos de
referéncia, AAS e PAR.
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v

v

A atividade antifungica foi observada apenas para os fungos filamentosos,
sendo o composto 109 o0 mais promissor.

Apenas a série da aminochalconas apresentou alguns compostos altamente
toxicos, sendo os composto 103 e 114 com atividade analgésica mais
pronunciada e atéxicos, como a grande maioria dos outros compostos
analisados.

Com excecao do composto 122 todas as demais chalconas apresentaram
caracteristicas promissoras para serem candidatos a protétipos de futuros

farmacos.

6.3 HIBRIDOS IMIDO-CHALCONAS

Foram sintetizados 9 &acidos amicos, sendo 3 inéditos, através das reacdes
das amino chalconas com o anidrido maleico, com bons rendimentos

reacionais (50-90%).

Foram sintetizadas 3 imidas ciclicas, todas inéditas, através da reacao de
refluxo com acido acético, com rendimentos reacionais moderados (35-40%).

Entre os acidos amicos testados podem-se perceber alguns indicios em
relacdo aos parametros eletrbnicos, uma vez que os compostos com
substituintes retiradores de elétrons foram mais ativos que os com

substituintes doadores de elétrons.

Os compostos imidicos ciclicos hibridos foram em geral mais ativos que os

respectivos acidos amicos.

Todos os compostos hibridos apresentaram caracteristicas promissoras para
serem candidatos a prototipos de futuros farmacos.



7 PERSPECTIVAS

v' A continuagao deste trabalho é de suma importancia, considerando os bons
resultados obtidos até o momento.

v" Novos derivados 3-fenilsuccinimidas podem ser preparados com diferentes
substituintes ligados ao nitrogénio e avaliados também sobre o sistema
nervoso central.

v" Repetir a sintese dos hibridos imido-chalconas, otimizando as condig¢des
reacionais e obtendo-se os demais compostos hibridos a partir das amino-
chalconas ja obtidas.

v' As nitrochalconas poderdo ser reduzidas para se obter as aminochalconas
inversas a fim de se avaliar a diferenca de atividade em funcéo da posicao
dos substituintes.

v' Compostos hibridos invertidos poderdo ser sintetizados a partir das
nitrochalconas reduzidas.

v" Sugere-se escolher outros dienos para realizar as reacdes de Diels-Alder no
protétipo N-antipirino-3,4-dicloromaleimida
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