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RESUMO

Titulo: Sintese, Caracterizacdo e Avaliacdo Farmacolégica de Novos
Compostos Mesoibnicos

Autor: Cledualdo Soares de Oliveira

Orientadores: Prof. Dr. Petrénio Filqueiras de Athayde Filho

Prof. Dr. Bruno Freitas Lira

Os compostos heterociclicos estdo envolvidos em diversos tipos de
reacdes quimicas. Dentre os compostos heterociclicos, destacam-se o0s
compostos mesoibnicos que constituem um grupo de betainas
heterociclicas estabilizadas por deslocalizacdo de elétrons e cargas. Estes
compostos apresentam um amplo espectro de atividades bioldgicas tais
como: antimicrobiana, antineoplasica, antidepressivo e antileihsmaniose.
Sabendo da importancia quimica desta classe de compostos heterociclicos
planejamos a obtencao de novos derivados mesoidonicos tanto do sistema
1,3,4-triazblio-2-tiolato como do sistema 1,3,4-tiadiazélio-2-aminida
usando como metodologia sintética a reacdo de anidroacilacdo da 1,4-
difeniltiosemicarbazida com cloretos de acidos. Foram sintetizados cinco
novos compostos heterociclicos mesoibnicos, suas estruturas foram
elucidadas por meio de técnicas espectroscopicas de RMN *H e *3C e
infravermelho. O cloridrato mesoidénico MI-05-CL apresentou atividade
contra algumas espécies de leveduras. Contra a levedura C. tropicalis (LM
759) foi tdo potente quanto o cetoconazol. O ensaio antibacteriano
mostrou que o composto MI-03-CL apresentou atividade moduladora de
bomba de efluxo, apresentando potencialidade como um adjuvante de

antibioticos.

Palavras-chave: Compostos mesoiénicos. Avaliacdo farmacoldgica.

Reacdes de anidroacilacéo.
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ABSTRACT

Title: Synthesis, Characterization and Pharmacological Evaluation of New

Mesoionic Compounds

Author: Cledualdo Soares de Oliveira
Adviser: Prof. Dr. Petronio Filqueiras de Athayde Filho

Prof. Dr. Bruno Freitas Lira

The heterocyclic compounds are involved in several types of
chemical reactions. Among them, there is a subclass known as mesoionic
compounds, a group of heterocyclic betaines stabilized by delocalization of
electrons and loads. These compounds have a broad spectrum of
biological activity such as antimicrobial, antineoplastic, antidepressant and
antileishmanial. Given the importance and potential of this class of
heterocyclic, we planned the obtention of new mesoionic derivatives from
both systems: 1,3,4-triazolium-2-thiolate and 1,3,4-thiodiazolium-2-
aminide. The synthesis methodology was the 1,4-
diphenylthiosemicarbazide anhydroacylation reaction with acyl chlorides.
Five new heterocyclic mesoionic compounds were synthetized. Their
structures were determined through *H NMR, **C NMR and IR
spectroscopy techniques. The mesoionic hydrochloride MI-05-CL showed
antimicrobial activity against some yeast species. Against the C. tropicalis
yeast (LM 759) it was as potent as ketoconazole. The antibacterial assay
showed the compound MI-03-CL has efflux pump modulator activity,

indicating potential as antibiotic adjuvant

Keywords: Mesoionic ~ Compounds. Pharmacological  Evaluation,

Anhydrous Acylation Reactions.
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1.0- Introducéao

A introducdo dos antibiéticos na quimioterapia revolucionou o
tratamento das infeccOes bacterianas ocasionando a reducao da
mortalidade causada por doencas microbianas. Por muitos anos os
antibidticos apresentaram efeito no tratamento de muitas infeccdes
causadas por patégenos, como staphylococcus aureus. Contudo, a
resisténcia bacteriana a diversos antibidticos vem aumentando
consideravelmente nos ultimos anos.

O aparecimento da resisténcia aos antibidticos tem minado o
valor terapéutico dos agentes antimicrobianos existentes, criando a
necessidade de desenvolvimento de novos farmacos com maiores
capacidades de superar a resisténcias das bactérias as drogas
utilizadas atualmente, sejam estas de origem natural, semi-sintética
ou sintética. Os inibidores de resisténcia, tambem chamados de
modificadores de atividade antibidtica ou adjuvantes de antibidticos,
sao considerados como a alternativa mais apropriada das novas
terapias antibacterianas.

Desta forma, os compostos heterociclicos sado alvos sintéticos
promissores no desenvolvimento de moléculas com bioatividade sob
diversos sistemas bioldgicos. Sua importancia esta relacionada a
possibilidade da introducdo de heteroatomos no anel, o que lhes
confere diferentes propriedades quimicas e bioldgicas. Algumas das
reacfes envolvendo compostos heterociclicos referem-se aquelas
fundamentais & manutencédo da vida, como a provisdo de energia, a
transmissdo de impulsos nervosos, metabolismo e transferéncia de
informacao hereditaria (POZHARSKU et al, 1997).

Dentre os compostos heterociclicos destacam-se por sua possivel
aplicacdo terapéutica os compostos mesoidnicos. O potencial valor

dos compostos mesoidbnicos como substancias biologicamente ativas
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€ encontrado no seu carater betainico e planar, seu tamanho
relativamente pequeno e a variacdo da densidade eletronica positiva
no anel e densidade de carga negativa que se estende a cadeia
lateral exociclica atribuindo-lhes propriedades anfifilicas (ATHAYDE-

FILHO et al, 2000).

Embora as moléculas sejam carregadas internamente e possua
alto momento dipolar, elas sdo globalmente neutras, o que lhes
confere a capacidade de atravessar barreiras lipidicas e interagir com
macromoléculas. Os compostos mesoidnicos apresentam um amplo
espectro de atividades biolégicas como, por exemplo: antibacteriana,
antitumoral, antifUngica, antimalarica, analgésica, antiinflamatoéria e
anticonvulsivante. (KIER e ROCHE, 1967). Portanto, os compostos
mesoidnicos podem ser utilizados como adjuvantes de antibidticos,

combatendo as infec¢gbes bacterianas resistentes a multiplas drogas.
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2.0 - Objetivos

2.1-Objetivo Geral

Os estudos desenvolvidos neste trabalho tiveram como finalidade
a obtencdo de novos compostos heterociclicos mesoidnicos com possiveis

potencialidades farmacoldgicas.

2.2-Objetivos especificos

» Usar substratos de facil obtencéo e baixo custo como intermediarios

Uteis para a sintese dos novos compostos mesoidnicos.

» Sintetizar novos compostos mesoidnicos dos sistemas 1,3,4-
triazdlio-2-tiolato e 1,3,4-tiadiazdlio-2-aminida na forma de acido

conjugado.

» Modificar estruturalmente a cadeia lateral dos compostos

mesoidnicos sintetizados.
» Caracterizar os compostos intermediarios e produtos finais por meio
de técnicas fisicas usuais, espectroscopia de infravermelho,

ressonancia magnética nuclear (*H e *3C).

» Realizar um screening farmacolégico para avaliar as potencialidades

farmacoldgicas dos novos compostos mesoidnicos sintetizados.
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3.0- Fundamentacao Teodrica

3.1- Primeiros compostos heterociclicos mesoidnicos

Earl e Mackney observaram que quando a N-nitroso-N-fenil-glicina (1)
€ dissolvida em anidrido acético (2) Esquema 3.1, ocorre eliminagcao de
agua com formacao de um composto cristalino relativamente estavel que
pode ser decomposto com acidos ou bases sobre aquecimento (EARL e
MACKNEY, 1935). Com a determinagdao do peso molecular por meio de
métodos crioscOpicos puderam propor a estrutura (3) como sendo o
produto provavel da reacao de ciclodesidratacdo e atribuiram-lhe o nome

de Sidnona, por ter sido sintetizada na Universidade de Sydney, Australia.

Ph
0 OH AN
9] N—N
T O> a \O
N

NT o /\:O

Fl’h O

(1) ) 3)

Esquema 3.1: Reacao de ciclodesidratacdao de N-nitroso-N-fenil-glicina com

anidrido acético.

3.2 - Definicao de compostos mesoidnicos

A estrutura biciclica (3) proposta inicialmente por Earl e Mackney, em
1935 foi tida como insatisfatéria por (BAKER e OLLIS, 1949), uma vez
gue, B-lactonas sdo instaveis quando aquecidas e perdem prontamente
dioxido de carbono, enquanto que as sidnonas nao se decompdem tao
facilmente. Uma caracteristica relevante é que se a estrutura (3) fosse de
fato a correta para esta classe de compostos, ela deveria existir em uma

forma opticamente ativa, uma vez que na estrutura (3) tem-se um
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carbono assimétrico o que nao é verificado para a sidnona. Portanto, com
essas evidéncias Baker e colaboradores propuseram que as sidnonas nao
poderiam ser representadas por nenhuma estrutura puramente covalente,
logo a melhor maneira de representa-las seria por uma estrutura hibrida
de ressonancia constituida por diversas formas i6nicas dipolares ou
quadrupolares. Segundo a concepcao de (BAKER et al, 1949) as formas
candnicas que mais contribuem para o hibrido de ressonancia sdo as

formas representadas pelas as estruturas (4a - 4d) da Figura 3.1.

\;o o) ) (0

/ o} 0 -— f/ ot <—>(‘ o+
=K — S0
Ph/N VN Ph/N N Ph/ Ph/

4a 4b 4c 4d

Figura 3.1: Formas canoOnicas do composto mesoidnico fenil-sidnona sugeridas
por (Baker et al em 1949).

Desde a primeira sintese de um composto mesoidnico em 1882 por
(FISCHER e BESTHORN, 1882) até a definicdo atual desta classe de
compostos por (OLIVEIRA et al, 1996), muitos pesquisadores estudaram
esta classe de compostos heterociclicos com o mesmo objetivo, ou seja,
elucidar sua estrutura quimica correta e suas propriedades quimicas e
fisicas.

Baseando-se nos conhecimentos prévios sobre os compostos
mesoiodnicos, Oliveira e colaboradores (OLIVEIRA et al, 1996) propuseram
a definicdo atual para esta classe de compostos heterociclicos como

sendo:

(a) Compostos mesoionicos sdo betainas heterociclicas planas de cinco
membros.
(b) Que apresentam pelo menos uma cadeia lateral, cujo atomo o também

esta no mesmo plano do anel.
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(¢) Sao compostos que devem ter momentos de dipolo da ordem de 5D.

(d) Os elétrons do sistema heterociclico estao deslocalizados sobre duas
regidoes separadas por duas ligacdes essencialmente simples. Uma regiao,
a qual inclui o atomo o da cadeia lateral, estd associada com o HOMO e
uma carga n negativa, enquanto a outra esta associada com o LUMO e
uma carga n positiva. De acordo com esta definicao podemos afirmar que
compostos mesoidnicos ndo sao aromaticos apesar de serem altamente

estabilizados por deslocalizagao de elétrons e cargas.

3.3-Representacdo dos compostos mesoidnicos

Os compostos mesoidnicos podem ser representados por diversas
maneiras distintas de acordo com a teoria de ressonancia. As mais
comumente utilizadas estao representadas na Figura 3.2, exemplificadas
para o sistema 1,3,4-tiadiazdlio-2-aminida (FERREIRA, 2006).

A "\ "\

N—N + N——N
/@)\— i)\ / )\
NR N
R" S R" S NR; - s NR
5 5.1 5.2

R'\ R'\ R'\

N——N

N——N N——N
- : /O%
NR NR " NR
R s R" S R S
53 5.4 3.3

Figura 3.2: Formas de representacdo do composto mesoionico do sistema 1,3,4-
tiadiazolio-2-aminida.
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Dentre as diversas formas mostradas, a representacao (5) foi a mais
utilizada nos ultimos anos, esta representagao transmite-nos uma falsa
idéia de que a carga positiva esta deslocalizada sobre todos os atomos do
anel heterociclico. A representacdo (5.5) ndo é adequada por se tratar de
uma molécula biciclica totalmente covalente que esta em contradigcdo com
a definicdo de compostos mesoidnicos. Enquanto que as representacoes
(5.1), (5.3) e (5.4) nao tiveram boa aceitacdo no meio académico. Ja a
representacao (5.2) parece ser adequada por esta em concordancia com a
formagcao de uma espécie idnica 1,3-dipolar como proposto por (BAKER et
al, 1949). Contudo, nenhuma das representagcdes mostradas acima
representa adequadamente um composto mesoidnico, uma vez que, elas
nao estdo em concordancia com a definicao atual dada por (OLIVEIRA et
al, 1996).

Estudos teodricos das estruturas eletronicas de 36 mesoidnicos (6)
Figura 3.3, possuindo apenas dois heteroatomos no anel foram feitos por
(MOURA, 1996). As estruturas foram otimizadas pelo método semi-
empirico AM1 codificado no programa MOPAC-93. Calculou-se que a
ligacdo entre as regides positiva e negativa correspondem as ligacoes
simples, enquanto que as demais ligacdes no anel possuem ordem de

ligacao entre simples e dupla.

Figura 3.3: Estrutura mesoidnica estudada por Moura.

Em busca de mais informagdes sobre a estrutura dos compostos

mesoidnicos, Cheung e colaboradores através de difracdo de raios-X e

Cledualdo Soares de Oliveira
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calculos tedricos, estudaram o 4-fenil-5-(4-metoxifenil)-1,3,4-tiadiazodlio-

2-fenilaminida (7) e seu cloridrato (8) Figura 3.4.

Ph\ o
4 3 -
* N——N A N4 ¢l ?\1
/ \ Ph
Ph
5 )Z\N/ )\ /
0 - 572 N
1
\O ~
(7 © (®)

Figura 3.4: Estruturas dos derivados do sistema 1,3,4-tiadiazélio estudados por
(CHEUNG et al, 1992).

Com os estudos realizados, Cheung e colaboradores concluiram que:

(i) As ligacbes N-3/N-4 e S-1/C-2 possuem maior carater de ligacdo
simples, enquanto que a ligacdo S-1/C-5 apresenta maior carater de
ligacao dupla;

(ii) A ligagcao C-2/N-exociclico tém um substancial carater de ligacao
dupla, provavelmente maior na base livre (7), do que no cloridrato (8);
(iii) As ligacdoes C-5/N-4 e C-2/N-3 possuem carater de dupla ligagao;

(iv) N-4 possui uma substancial carga positiva, enquanto N-3 tem uma

negativa.

Estudos na regidao de infravermelho e calculos quanticos realizados
com o composto mesoidnico munchnona, pertecente ao sistema 1,3-
oxazélio-5-olato, Figura 3.5, revelou que a ligacdo C—O exociclico do
sistema oxazolio possui um carater consideravel de ligacdo dupla. Os
calculos de distribuicao de cargas formais mostram densidades altas de
cargas positivas e negativas em C-2 e C—4, respectivamente, e pequena

densidade de carga positiva em N-3.
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(9a)

Hibrido de ressonancia

Figura 3.5: Algumas formas candnicas da estrutura da munchnona com seu
hibrido de ressonancia.

De acordo com essas informacgoes, verifica-se que as estruturas dos
anéis mesoidnicos possuem duas regides com cargas distintas separadas
por ligacdes simples, que no caso das minchnonas (9) sao as ligacoes
entre O—1 e C-5 e entre N-3 e C—4. Com isso fica claro que a melhor
representacdo para os compostos mesoidnicos é a estrutura (10) Figura
3.6 que é caracteristico das betainas heterociclicas, onde os elétrons
deslocalizados estao separados em duas regides distintas, onde o LUMO é
o orbital molecular desocupado de energia mais baixa e o HOMO é o

orbital molecular de energia mais alta (LIRA, 2004).

Figura 3.6. Representacdo genérica para compostos mesoidnicos.
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Na Figura 3.7 esta representada a estrutura quimica genérica de um
composto mesoidnico onde a, b, c, d, e e f podem ser: carbono,
nitrogénio, oxigénio e enxofre com seus respectivos substituintes. Nesta
dissertacao utilizaremos tanto a representacao 10 como a representacgao
11.

. R . R
R>b a/ R<\:\b—a
(C// \\z\f\_ C/+ ;\e\

U W T NN

(11)

Figura 3.7: Representacao genérica do anel mesoionico na forma de dipolo.

3.4- Classificacao dos compostos mesoionicos.

Segundo o grupo de (NEWTON e RANSDEN, 1982) os compostos
mesoidnicos estao classificados em dois grupos: tipo A e tipo B, que estao
em conformidade com a proposta mais recente para a representacao de

compostos mesoidnicos, 0s quais sao representados por:

2 1 2 1
Y /A
/ \ ’ \‘
1 CA'(-D \é‘ o 2 c"\@ e‘~~\\@
\}:I/l 1f \d/ 1 1
2 1
(TipO A) (Tipo B)

Figura 3.8: Representacao genérica dos mesoidnicos dos tipos A e B.
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Nestas representagdes, a, b, c, d, e e f podem ser atomos de C, N,
O, S ou Se. 1, 2 representam o numero de elétrons = ou p que cada
atomo contribui, num total de 8 deslocalizados nas duas regidoes do
sistema. Na Figura 3.9, estdao demonstradas as férmulas genéricas e

exemplos das duas classes (A e B).

Y o
’II(_D \\~‘ o b CII‘(-B e‘\ \\@
1 C e~ N —
\‘d/l\f H/l 1f
2 : 1
Tipo A Tipo B
Ph
SN—R: oh
/ N
N . N—N*
| Ph— "X g
N oo
Ph +
1,2,3,4-tetrazélio-5-tiolato dihidroditizona
(Tipo A) (Tipo B)

Figura 3.9: Representacdo e exemplos de compostos mesoidnicos dos tipos A e
B.

3.5-Importancia quimica dos compostos mesoiénicos

Mesmo os compostos mesoidnicos tendo regides de carga positiva e
negativas bem separadas, associadas com um sistema poliheteroatémico
eles sao totalmente neutros o que os possibilita a interagir com
membranas bioldgicas (FERREIA et al, 2008).

Devido as suas caracteristicas estruturais especiais os compostos
mesoidnicos, nos ultimos anos, tém sido alvo de inumeros estudos em
diversas areas, podendo-se destacar as pesquisas na area de cristais

liguidos, na confeccao de materiais com propriedades éticas nao-lineares,
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na sintese de corantes e, sobretudo nas pesquisas em funcao de suas
atividades bioldgicas bastante diversificadas (SENFF-RIBEIRO et al,
2004a, 2004b).

Estes compostos podem exibir grandes momentos de dipolo e
susceptibilidades oOpticas sao muitos atrativos e de consideravel interesse
como sistemas nao-lineares de segunda e terceira ordem. A manipulagao
sintética destes heteroaromaticos esta invariavelmente associada com
suas caracteristicas dipolares nas reacdes de cicloadicdo que é um fato
sucessivamente explorado na quimica de produtos naturais e na
construcao de outros anéis de cinco e seis membros (PADWA et al, 1982 e
PILLA et al, 2006).

Com o exposto acima, pode-se dizer que a particularidade mais
importante dos compostos mesoidnicos resulta do fato que eles podem ser
usados como fonte de partida para a sintese de muitas moléculas de
interesse bioldgico através de suas propriedades quimicas (como a reacao
de cicloadicao 1,3-dipolar) e fisicas (como alto valor de momento de

dipolo que apresentam) importantes.

3.5.1- Reacéao de cicloadicdo 1,3-dipolar de compostos mesoiénicos

O campo das reacoes de cicloadicdo € uma area crescente e fértil na
gual todos os quimicos organicos parecem ter um interesse particular.
Uma grande fracdo da revisao da literatura da quimica orgénica &,
portanto, desenvolvida aos aspectos sintéticos e mecanisticos das reacoes
de cicloadigao.

Este tipo de reacdes 1,3-dipolar é usado para a preparacao de
moléculas de fundamental importancia, tanto para a academia quanto
para a industria. Verifica-se que nos anos recentes a reacdo de cicloadicao
1,3-dipolar tornou-se uma das ferramentas mais poderosas para a

construcao de heterociclicos de cinco membros enantiomericamente
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puras. A sintese de compostos quirais € uma importante e desafiante area
da quimica organica sintética (PELLISSIER, 2007).

As reacoes de cicloadicao consistem da reacao de um dipolarofilo com
um composto que tem a forma de 1,3-dipolo permitindo a formacgao de
varios heterociclicos de cinco membros. Esta reacao representa um dos
campos mais produtivos da quimica orgénica sintética (PELLISSIER,
2007). A maioria dos dipolardéfilos sao alquenos, alquinos e moléculas
possuindo grupos funcionais heteroatdomicos relacionados, tais como:
carbonilas e nitrilas. Neste tipo de reacao, dois elétrons n do dipolardfilo e
quatro elétrons do composto dipolar participam em uma substituicao
periciclica concertada. A adicdo ¢é estereoconservativa (suprafacial),
portanto, a reacao € uma cicloadicdo do tipo (2s + 4;). Veja o Esquema
3.2.

2
RH Ri/// ’ R!
R —
[} \
+ 1 \
— Y —
- Rs/\ S~ R
Y X
RS/\X/ \R“ *
+

Esquema 3.2: Reacao de cicloadicao 1,3-dipolar concertada.

Em alguns casos, quando o dipolo é estabilizado através de
ressonancia por um heteroatomo central adjacente (nitrogénio, oxigénio
ou enxofre) pode também ocorrer uma reagao nao concertada como

mostrado no Esquema 3.3 abaixo.
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Esquema 3.3: Reagao de cicloadicao 1,3-dipolar ndao concertada.

O estado de transicao das reacoes de cicloadicao 1,3-dipolar
concertada é controlado pelos orbitais moleculares de fronteira dos
substratos. As interacdes mais favoraveis sao aquelas em que as
interacdes entre os orbitais de fronteira do 1,3-dipolo e do dipolardfilo sao
mais intensas (tem um menor gap). Logo, a reacdao de dipolos com
dipolarofilos envolve a interacdo do LUMO-dipolo/HOMO-dipolarofilo ou a
interacdo HOMO-dipolo/LUMO-dipolaréfilo dependendo da natureza do
dipolo e do dipolardfilo (PELLISSIER, 2007). Contudo, a maioria das
reacoes 1,3-DPCA envolve o orbital de mais baixa energia (LUMO) do

dipolarofilo com o orbital de mais alta energia (HOMO) do 1,3-dipolo.

3.5.2 - Regioseletividade nas reacdes de cicloadicao 1, 3-dipolar de
compostos mesoidnicos.

As reacoes de cicloadicao [3+2] envolvendo o0s compostos
mesoidnicos ganharam importancia na sintese de compostos heterociclicos
devido sua importancia sintética e tedrica. O grande desafio nos dias de
hoje é o controle da régio, diastéreo e enantioseletividade destas reagdes
(PADWA e PREIN, 1997). O controle da estereoquimica neste tipo de
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reacao é geralmente assegurado fazendo uso de dipolarofilos ou dipolos
quirais.

Na estrutura dos compostos mesoibnicos, observa-se um tipo
especial de 1,3-dipolo “mascarado” (masked), capacitando-os a sofrer
reacoes de cicloadicdo com uma variedade de dipolarofilos. (AVALOS et al,
2006 e ARECES et al, 1993) estudaram as reagoes de cicloadicao 1,3-
dipolar de compostos mesoidnicos tais como tioisomunchnona (12) com o
nitro alqueno quiral (13), a reagao procede em diclorometano a
temperatura ambiente para fornecer somente dois produtos (14) e (15).
Os produtos (14) e (15) sao relativamente instaveis e sofrem rearranjo

para fornecer o produto final (16), Esquema 3.4.

Me\ Me\
N—Bn _
Ph_ +4 N—Bn NO,
SN Ph /<
g - N+ + | — >
o P S
07 > o7 R!
- - (13)
(12)
B
Me\ Bn /n
o SN Me—N Ph Me—N ¢
+  OoN ‘N —_— WCONHPh
Rl
O5N *
o) HN02 o) 2 /Rl
(14) (15) (16)

Esquema 3.4: Reacdes de cicloadicao 1,3-dipolar de tioisomunchnona com

dipolardfilos quirais.

A andlise da regioseletividade das reacdes 1,3-DPCA pela teoria do
orbital molecular de fronteira (FMO) requer informacdes sobre a energia e
os coeficientes atomicos dos orbitais de fronteira do 1,3-dipolo e do
dipolarofilo. As reacdes de ciclo-adicao 1,3-dipolar envolvendo compostos

mesoidnicos podem ser altamente regiosseletivas, (GRIBBLE et al, 2000)
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realizaram diversas reacdes envolvendo 2-nitro-indol (17) com
munchnonas nao simétricas (18), as quais sdo altamente regioseletivas
fornecendo pirrolindois (19) e (20) como sélidos cristalinos razoavelmente

estaveis, respectivamente Esquema 3.5.

Me
/
‘ NBn
<
N
Bn Ph - HNO, | oh
}N - CO, CO,Et
* /4 — 19 (90%)
THF A
NOZ Me o) o Ph
CO,Et
(17) (18) _—
‘ NBn
<
N
| ve
CO,Et
20 (10%)

Esquema 3.5: Reagao envolvendo 1-carboxietoxi-2-nitro-indol com 3-benzil-2-

metil-4-fenil-1,3-oxazdlio-5-olato.

Nas reacdes do Esquema 3.5 a regioseletividade esperada de acordo
com a teoria orbital molecular de fronteira (FMO) nao foi observada, de
acordo com os calculos semi-empiricos AM1(Spartam) realizados por
(GRIBBLE et al, 2000), a melhor interacao orbitalar entre os reagentes é a
interacao envolvendo o HOMO da munchnona (18) com o LUMO do
nitroindol (17), ou seja, deveriamos esperar como produto majoritario o
composto (20) colocando o grupo metil do mesmo lado do grupo carboxi-
etoxi de acordo com a representacdo do Esquema 3.6. Uma possivel
explicacao para este resultado anti-FMO é que os fatores que governam a
regioquimica provavelmente reflitam uma combinacdao de interacdes

eletrbnicas, estéricas e possivelmente interagdes dipolares.
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Coeficientes no LUMO Coeficientes no HOMO

Ph

o
0,94 /-
sp—N
COzEt Y

Esquema 3.6: Interagao orbitalar entre o nitro-indol e a munchnona

Os compostos mesoidnicos do sistema 1,2,3-oxadiazol-5-olato
(sidnonas) sdao compostos facilmente acessiveis e intermediarios sintéticos
versateis que contem um dipolo do tipo azometina-imina mascarado. A
reacao de cicloadicao 1,3-dipolar de sidnonas com varios dipolarifilos
oferece uma rota sintética conveniente para a preparacao de derivados de
pirazois. (SATHEESHA RAI et al, 2008), sintetizaram varios derivados de
pirazéis nomeados de 1-aril-3-(5-nitro-2-tienil)-4-aroil (23), os quais
apresentaram excelentes atividades antimicrobiana apartir da reacao de
cicloadicdo 1,3-dipolar de 3-aril-sidnona (21) com acetileno cetona (22),

Esquema 3.7.

o
(@)
/ & Q
Vg A — /T
e N
+ S
NO,
R2 (22)
Rl
xileno
2D anidro, A
O
l \ NO;
R? /2
N N

(23)

Rl
Esquema 3.7: Reacao de cicloadicao 1,3-dipolar de 3-aril-sidnona (21) com

acetileno cetona (22).
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A principal caracteristica dos compostos mesoionicos do tipo A é a
possibilidade deles participarem de reagdes de cicloadigao e cicloreversao
1,3-dipolar. As sidnonas (24), por exemplo, sofrem cicloadicdo com
acetilenos (25) para formar pirazolas (27) em alto rendimento Esquema
3.8. A reagao envolve uma cicloadicao 1,3-dipolar das sidnonas
comportando-se como azometina-imina ciclica formando um intermediario
biciclico (26) que prontamente perde didxido de carbono (PADWA et al,
1982).

H3CO,C CO,CH3
/N _ ’
N H3;CO,C
R2 N/ 3CO; / N—(
l
CO,CHs
27 (26)

Esquema 3.8: Reacdo das sidnonas (1,3-dipolo) com acetilenos (dipolardfilos).

O composto mesoidbnico munchnona (28a) na presenca de propanoato
de etila a 130°C, fornece uma mistura de 9:1 dos pirrdis (29) e (30)
respectivamente, enquanto que a reacao da munchnona (28b) e (28c)
com propanoato de etila nao foi regioespecifica, fornecendo uma mistura
de 1:1 dos compostos (29) e (30). Estes resultados mostram que a

regioseletividade associada a reacao de cicloadicao das munchnonas é
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marcadamente dependente da natureza dos grupos substituintes ligados

ao anel heterociclico, Esquema 3.9.

CO,Et
Rz\ R? 0 EtO,C 2
N PN |
o >\ | ‘
o)
AN - 3 1 N R!
R3 130°C R 'T‘ R* R |
o R? R?
(28) (29) (30)

28a; R1I=Me, R2=Ph e R3=H  28b; R1=R2=Me ¢ R3=Ph 28c; R1=R2=Me ¢ R3=Bn

Esquema 3.9: Reagao de cicloadicao de munchnonas com propanoato de etila.

3.6-Importancia farmacoldégica dos compostos mesoidnicos

Os compostos mesoibnicos do sistema 1,2,3-oxadiazdlio-5-olato
(sidnonas) foram os compostos mesoidnicos mais extensivamente
estudados e caracterizados quimicamente e sao mundialmente conhecidos
em virtude de suas diversas atividades farmacoldgicas, tais como:
antimicrobiana e antiinflamatéria incluindo também propriedades
analgésicas e antipiréticas. A atividade psicoestimulante e antidepressiva
foi verificada pelo cloridrato do mesoibnico 3-(fenilisopropil)-1,2,3-
oxadiazdlio-5-imideto muito utilizado na pratica psiquiatrica sob o nome
sydnophen (31, Figura 3.10), enquanto que o mesoibnico 3-
(fenilisopropil)-N(6)-fenilcarbamoil-1,2,3-oxadiazdlio-5-imideto provou ser
um farmaco de grande utilidade sob o nome de sydnocarb (32, Figura
3.10) no tratamento de varias doencas mentais, com muitas vantagens

em relagao aos produtos de acao similar.
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e

L Dy

(31) (32)

Figura 3.10: derivados da sidnona com importantes atividades bioldgicas.

As sidnonas também sdo importantes como precursoras de muitas
moléculas bioativas, Shih e colaboradores mostraram que a partir das
sidnonas, podem-se obter varios compostos imidazol-sidnonil substituidos,
0os compostos que apresentam o sistema imidazol sao de grande interesse
por causa de suas caracteristicas quimicas e bioquimicas (SHIH et al,
2007).

Estes compostos tém numerosas propriedades farmacoldgicas e
tomam um papel importante nos processos bioldgicos. Os derivados
imidazol-sidnonil (35) podem ser obtidos diretamente da reacao
envolvendo a sidnona (33) com 1,2-dicetonas (34) sobre aquecimento
convencional ou sobre irradiacdao eletromagnética em microondas,

conforme o Esquema 3.10.

Ar\_,_ NH4OAc/HOAc :S: N __ ~ :S:
Aou mlcroondas N N NH
A+

(33) (34) )\

N\O o

(35)

Esquema 3.10: Sintese de derivados imidazol-sidnonil a partir da sidnona.
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Os compostos mesoidnicos da classe 4-fenil-1,3,4-tiadiazélio-2-tiolato
5-substituidos (36, Figura 3.11), foram testados por (KIER e ROCHE,
1967) em Sthaphilococcus aureus, Diplococcus pneumoniae e Escherichia
coli, sendo que os compostos com 0s substituintes metil, etil, isopropil e

propila, mostraram-se mais ativos.

@D
N—N

R/< S>\Se
(36)

Figura 3.11: Formula estrutural do composto mesoiénico 3-fenil-1,3,4-
tiadiazolio-5-R-2-tiolato.

Senff-Ribeiro e colaboradores, estudaram a atividade antimelanona de
linhagem humana e a relagao estrutura-atividade dos cloridratos dos
compostos mesoionicos da classe 1,3,4-tiadiazolio mostraram excelentes
resultados para o derivado (37, Figura 3.12), (SENFF-RIBEIRO et al,
2004a, 2004b)

(37)

Figura 3.12: Cloridrato mesoidnico do sistema 1,3,4-tiadiazélio com atividade
antimelanona.
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Rodrigues e colaboradores relataram os efeitos de quatorze sais de
compostos mesoidnicos do sistema 1,3,4-tiadiazdlio-2-aminida (38) Figura
3.13, sobre trés espécies de leishmania, 0os quais exibiram atividades em
relacdo ao medicamento padrdao pentamidina tendo um EDsy de 23,64,
64,18 e 27,50uM, respectivamente para a L. amazonensis, L. braziliensis e
L. chagasi (RODRIGUES et al, 2007).

. cr
N—N
= s N
3¢ T
L/ o9

Figura 3.13: Estrutura quimica dos derivados mesoi6nicos do sistema 1,3,4-
tiadiazélio-2-aminida.

A atividade bioldgica foi diretamente influenciada pelo tipo de grupo
ligado nas posicdes 3 e 4 do nucleo 5-cinamoil-1,3,4-tiadiazdlio. Os
compostos que apresentaram as melhores atividades foram os derivados
5, 6 e 13 (4-F, 4-Cl e 3-Cl). Os resultados estao apresentados na Tabela
3.1.
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Tabela 3.1: Valores de EDsg de compostos mesoidnicos sobre
promastigotos de L. amazonensis, L. braziliensis e L. chagasi e
macrofagos murina.

Compound 4R IR *EDsy (M) TDsy (uM) toxicity
L. amazonensis L. braziliensis L. chagasi

1 H H (146 49.61 1276 306
2 CH, H 098 2074 LI 494
3 0OCH, H 0.17 46.20 831 L13
4 N0, H 10 017 183 549
5 F H 092 il 34l 382
b Cl H 151 6.23 1317 1198
7 (N H 78 1812 15.96 441.26
8 Br H 087 293 997 6.59
9 OCH,CH; H 149 1296 RERR 973
10 OH H .58 37592 41503 3198
11 H 0OCH;3 0.04 3064 475 (.61
12 H NO, 158 2146 136 554
13 H a 048 1.72 Ay 6.3
4 H Br 052 2595 144.68 247
Pentamidine (Filaxis Lab) 1364 fd.18 173 111
Pentamidine (May & Baker Lab,) (146

* Data for EDsgg of L. amazonensis have been reported previously,

Fonte: (RODRIGUES et al, 2007).

Athayde-Filho relatou boas atividades antimicrobianas do cloridrato
mesoidnico do sistema 1,3,4-triazolio-2-tiolato (39, Figura 3.14) contra
bactérias gram-positivas e alcool-acido-resistentes; relativa atividade
contra C. albicans e escassa atividade antifiUngica. O mesoidnico (39)
mostrou ser tao potente quanto a Sulfonamida e Nitrofurantiona, 3 vezes
menos potente que Piperacilina e Ciprofloxacina, 30 vezes menos potente
que Gentamicina, Norfloxacina e Tobramicina porém 300 vezes menos
potente que Oxacilina (ATHAYDE-FILHO et al, 1996).
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B
~ N)\SH
\ o6
O,N
(39)

Figura 3.14: Férmula estrutural do cloridrato mesoibnico 1,4-difenil-5-(5-
nitrofuranil)-1,3,4-triazolio-2-tiol.

Lira verificou a atividade cardiovascular do composto mesoidnico 2-
(4-clorofenil)-3-metil-4-(4-metodxifenil)-1,3-tiazolio-5-tiolato (40, Figura
3.15), o qual induziu relaxamento dependente de concentracdo em anéis
de artéria mesentérica superior isolada de rato, que representa um
modelo reconhecido de vasos de resisténcias, pré-contraidos com 10 puM
de FEN, com endotélio intacto (CI50 = 5,5+ 2,7 x 10° M), indicando que o
composto mesoidnico (40) € uma potente substancia vasorelaxante (LIRA,
2004).

e

N

"o

S
(40)

Figura 3.15: Férmula estrutural do composto mesoionico 2-(4-metil-fenil)-4-(4-
metoxi-fenil)-1,3-tiazol-5-tiolato.

Grynberg e colaboradores relataram a atividade antitumoral da
sidnona SYD-1 (41, Figura 3.16) em ratos portadores de carcinoma de
Ehrlich e sarcoma 180 e foram capazes de promover o aumento da
sobrevida dos animais, impedindo o crescimento do tumor (GRYNBERG et

al, 1997). A atividade antitumoral do SYD-1 pode estar relacionada com o
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metabolismo energético em mitocdndrias, Halila e colaboradores
verificaram que o SYD-1 reduz a eficiéncia da fosforilagdo oxidativa,
(HALILA et al, 2007)

—

AN

N o)

+
Cl N

(41)

Figura 3.16: Estrutura quimica do 3-(4-cloro-3-nitro-fenil)-1,2,3-oxadiazdlio-5-
olato —SYD-1.

Ferreira e colaboradores sintetizaram e avaliaram a atividade
tripanossomicida de nove derivados mesoidnicos do sistema 1,3,4-
tiadiazélio-2-aminida, em que o derivado (42, Figura 3.17) foi a molécula
que apresentou melhor perfil de atividade nas avaliagdes in vitro, ou seja:
elevado efeito antiparasitario e reduzida citotoxicidade frente aos
macréfagos. Desta forma, o cloridrato mesoi6nico (42) apresentou um
perfil estrutural 6timo no conjunto de derivados preparados, colocando-se
como um verdadeiro protétipo para o desenvolvimento de um novo
agente quimioterapico, de elevada eficacia, aplicavel ao tratamento da
doenga de Chagas (FERREIRA et al, 2008).

Cl

(42)

Figura 3.17: Estrutura quimica do mesoidnico do sistema 1,3,4-tiadiazdlio-2-
aminida com atividade tripanocida.
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3.7-Nomenclatura de Compostos Mesoidnicos

Diversos sistemas de nomenclatura tém sido empregados na
literatura para denominar os compostos mesoionicos. Alguns sistemas
mesoidnicos possuem nomes usuais, como por exemplo, as sidnonas (43),

sidnonas imideto (44) e as munchnonas (45). Figura 3.18.

"\e " e " H\CF\IB "
B ., I
N\O 8 N\O ﬁ_H H e) 8

(43) (44) (45)

Figura 3.18: Estruturas quimicas da sidnona, sidnona-imideto e munchnona.

O sistema de nomenclatura que sera adotado nesta dissertacao segue
a nomenclatura recomendada para os compostos heterociclicos

mesoidnicos obedecendo as seguintes regras.

> Para a numeragao dos atomos que compdem o anel mesoibdnico
obedece a seguinte sequéncia de prioridade: oxigénio, enxofre e
nitrogénio. No caso em que ha dois ou mais heteroatomos no anel,
deve-se escolher a sequéncia da menor soma dos numeros
atribuidos e que o atomo exociclico receba o menor numero.

> O sistema que apresenta atomos de oxigénio recebe o prefixo “oxa”,
com atomos de nitrogénio “azo’’, com atomos de enxofre “‘tia”’, com
selénio “'selen”, o anel recebe o sufixo “lio” e o atomo exociclico o
sufixo “ato” e o atomo no qual o grupo exociclico esta ligado, pode
receber, quando possivel, o menor nimero e os derivados imidetos

sao denominados aminida.
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Seguindo as recomendacdes citadas acima, vejamos as possiveis

nomenclaturas para o composto mesoibénico (46) Figura 3.19.

a) 1,4-difenil-5-(4-(triflurometil)fenil)-1,2,4-triazol-3-tiolato
b) 1,4-difenil-5-(4-(triflurometil)fenil)-1,3,4-triazol-2-tiolato
c) 2,4-difenil-3-(4-(triflurometil)fenil)-1,2,4-triazol-5-tiolato
d) 1,3-difenil-2-(4-(triflurometil)fenil)-1,3,5-triazol-4-tiolato

As nomenclaturas (c) e (d) estao erradas, enquanto que (a) e (b)
estdo ambas corretas. No entanto, a nomenclatura (b) é a mais utilizada
na literatura para este sistema de compostos mesoidnicos (46), embora a

soma dos heteroatomos no anel mesoidnico ndo receba a menor soma.

N
FsC |

(46)

Figura 3.19: Formula estrutural do mesoidnico 1,4-difenil-5-(4-triflurometil-
fenil)-1,3,4-triazélio-2-tiolato.

3.8-Definicado de Quimica Medicinal

Quimica Medicinal em suas inumeras atribuicdes engloba o
planejamento racional de novas substancias bioativas, envolvendo a
sintese ou a modificacdo molecular de substédncias; o isolamento de
principios ativos naturais (plantas, animais, minerais); a identificacdao ou
elucidacdo da estrutura; a descricio das moléculas desde a sua
constituicdo atbmica (passando por relacdes entre a estrutura e

propriedades) até suas caracteristicas estruturais quando da(s)
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interacao(0es) com os diferentes sistemas biofases/biolégicos; a
compreensao em nivel molecular de processos bioquimicos/
farmacoldgicos, toxicoldgicos e farmacocinéticos. E, finalmente, a
proposicao e validacdo de modelos matematicos através dos estudos de
relagbes entre a estrutura quimica e a atividade farmacoldgica e/ ou
toxicoldgica, permitindo entdo a proposicdo de novas entidades de
interesse. Esta area de conhecimento, utilizando diferentes estratégias
metodoldgicas complementares, é tradicional e reconhecidamente usada
no planejamento de farmacos (MONTANARI e AMARAL, 2002).

3.8.1- Quimica Medicinal e a descoberta de Farmacos

A Quimica Medicinal, de carater multidisciplinar, engloba areas como
a farmacologia, a bioquimica, a quimica organica sintética e a quimica
computacional, entre outras, na busca do desenvolvimento/ descoberta de
novos farmacos. Um projeto de Quimica Medicinal compreende as etapas
de descoberta, otimizacao e desenvolvimento de compostos
biologicamente ativos (protétipos) (VERLI e BARREIRO, 2005 e LIDIA,
2007)

Entende-se por descoberta a etapa destinada a eleicdo do alvo
terapéutico, util para o tratamento de uma determinada fisiopatologia,
utilizando as estratégias de modificacdo molecular classicas da Quimica
Medicinal, tais como bioisosterismo, homologacdao, simplificacdo e
hibridacdo molecular ou pelo emprego de técnicas computacionais como a
modelagem molecular e o QSAR. A etapa de otimizacao compreende o
melhoramento da estrutura do protétipo, através de modificacdes
planejadas com auxilio de técnicas definidas - que podem identificar os
diferentes niveis de contribuicdo farmacoférica, fornecerem informacgdes
sobre a conformacado bioativa e antecipar o indice de reconhecimento
molecular pelo alvo selecionado - visando o aumento da poténcia,

seletividade, diminuicado da toxicidade, adequacao do perfil
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farmacocinético e estabelecimento da relagao-estrutura-atividade (SAR), a
partir da sintese e avaliacdo farmacoldgica, in vitro e in vivo, de séries
congéneres ao prototipo identificado originalmente.

A etapa de desenvolvimento do protétipo objetiva a otimizacao de
suas propriedades ADMET (Absorcao, Distribuicao, Metabolismo, Excregao
e Toxicidade,) e farmacéuticas (solubilidade, odor, sabor), de modo a
viabilizar seu uso clinico, através da preparacdo eventual de pro-farmacos
(WERMUTH, 2003).

O fortalecimento da farmacologia e a aplicagdo das estratégias de
modificacdo molecular no desenho de novos protétipos criaram o
ambiente favoravel a descoberta do captopril (47, Figura 3.20), primeiro
farmaco anti-hipertensivo atuando através da inibicdo da enzima
conversora de angiotensina (ECA), utilizando a estratégia denominada
descoberta baseada na estrutura (“structure-base drug discovery”). Sua
descoberta beneficiou-se dos estudos farmacoldgicos sobre os efeitos do
veneno de serpente brasileira do género Bothrops jararaca, demonstrando
sua acao vasodilatadora, dependente de sua capacidade em potencializar
a atividade da bradicinina (LIDIA, 2007).

CH3

HO O

(47)

Figura 3.20: Formula estrutural do captopril

Pode-se constatar que as descobertas de farmacos ocorreram em
determinados momentos como fruto do acaso ou baseadas no uso de
determinados produtos naturais, em geral de origem vegetal e foram,

gradualmente, substituidas por estratégias racionais que se fundamentam
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na estrutura do biorreceptor  eleito como  alvo-terapéutico
(biomacromolécula) ou em modificagdes moleculares planejadas na
estrutura do ligante natural (micromolécula) (BARREIRO e FRAGA, 2005).

A descoberta da penicilina (48, Figura 3.21), por Alexander Fleming
em 1928, um médico escocés que trabalhava em microbiologia no
Hospital St. Mary, em King Cross, Londres, constatou a inibicao do
crescimento de cepas de Staphillococcus em uma placa de cultura
esquecida em seu laboratdério, com posterior identificacdo de
contaminagdo por fungos do género Penicillium. Esta descoberta causou
um impacto fabuloso na qualidade de vida da humanidade (BARREIRO e
FRAGA, 2005).

Se 0 acaso tem um exemplo histérico datando do inicio do século 20,
décadas apds, observa-se um segundo exemplo na Inglaterra. Desta feita,
refere-se a descoberta do sildenafil (49, Figura 3.21), farmaco
originalmente planejado por Campbell e colaboradores como anti-
hipertensivo e antianginal que, em fungdao da baixa eficacia terapéutica
dos efeitos cardiovasculares observados, acaba desenvolvido para
tratamento da disfuncdo erétil através de um novo mecanismo
farmacoldgico, a partir da constatacdo de efeito colateral evidenciado na
etapa inicial dos ensaios de triagem clinica (BARREIRO e FRAGA, 2008).

pas e

(48) (49)
Figura 3.21: Exemplos de farmacos descobertos ao acaso, penicilina e

sildinafril.

No final dos anos 80 e inicio da década de 90, o processo da

descoberta de farmacos nas industrias farmacéuticas observou uma
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mudanca significativa em seu modus operandis, estabelecendo-se um
novo paradigma, beneficiado pelos avancos em tecnologias analiticas,
sintéticas, de caracterizacdo estrutural, da introducdo da quimica
combinatorial (QC), do “high-throughput screening (HTS)”, biologia
molecular, ciéncias gendmicas e ultra-HTS (LOMBARDINO e LOWE, 2004).

Nos Ultimos anos, a composicao das diversas quimiotecas
combinatorias vem sendo influenciada pela regra de Chris Lipinski,
denominada regra dos 5 (“rule Five”) que estabelece alguns parametros
estruturais relevantes para a predicdo tedrica do perfil de
biodisponibilidade oral. O uso da quimica combinatorial (QC) acoplada ao
HTS passou a constituir o modelo primario adotado pelas industrias
farmacéuticas para o processo inicial de triagem e identificacdo de hits
(ligantes), ativos in vitro, sobre um alvo molecular definido a priori,
muitas vezes sem validacdo clinica comprovada (LIDIA, 2007).

A descoberta de farmacos, pela industria farmacéutica, ¢é
considerada por especialistas uma atividade complexa, multifatorial, cara,
demorada, envolvendo a aplicacdo de técnicas e metodologias modernas,
e cuja produtividade é questionada com base em dados que demonstram
a relagao inversamente proporcional entre os investimentos em Pesquisa e
Desenvolvimento (P&D) e a descoberta de NCEs ("New Chemical
Entities”).

Entre os anos de 1990 a 2003, o Centro para Avaliagao e
Pesquisa de Farmacos (“"Drug Evaluation and Research, CDER"”) da agéncia
norte americana “Food and Drug Administration (FDA)” aprovou 1.171
novas aplicacdes de farmacos (“New Drug Applications, NDAs"), deste
total apenas 34% correspondiam a novas entidades moleculares (“New
Molecular Entities, NMEs"), definidas como principios ativos originais, sem
registro ou comercializagdo prévia nos EUA. Os demais 66%, em sua
maioria, correspondiam a aplicacdes de novas formulagdes de farmacos
previamente aprovados.

Na academia e na industria farmacéutica o método de descoberta de

farmacos baseado na modificacdo estrutural de farmacos conhecidos leva
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a identificagdo de novos compostos-prototipos que atuam pelo mecanismo
farmacoldgico do primeiro. Esta € uma metodologia bastante comum
empregada no desenho de farmacos “me-too” que sao estruturalmente
muito similares a um farmaco conhecido, com pequenas diferencas
farmacoterapéuticas.

Dentre os numerosissimos exemplos de farmacos desenvolvidos
como “me-too”, pode-se mencionar a ranitidina (51), derivado furanico
desenhado molecularmente através de modificacdes bioisostéricas do anel
imidazolico e do grupamento funcional cianoguanidina do protétipo
cimetidina (50), As modificacdes estruturais efetuadas na ranitidina (51),
em relacao a cimetidina (50), resultaram em aumento da poténcia e maior
seletividade pelo subtipo 2 de receptores histaminérgicos, alvo-terapéutico
de ambos os farmacos antitlcera (Figura 3.22). Adicionalmente, pode-se
mencionar o pindolol (53), estruturalmente planejado pela troca
bioisostérica do anel naftaleno do protétipo propranolol (52), antagonista
seletivo de receptores B-adrenérgicos, por um nucleo indolico contendo os
mesmos 10 elétrons = (Figura 3.22) (BARREIRO e FRAGA, 2008).

CH,
CI)/Y\H)\CHS (Hl/ N/CN

OH |
N
(52) R N )\ ACHs

: 50)
Isosterismo ( .
de Anéis CH Isosterismo \Isosterlsmo
3

)\ de Anéis de Grupos Funcionais
(I)/Y\ H CH; /N 0,
(/\/O e ’L /@ S )|\ CHs
N N A N \/\\H H/
H

o
(51

Figura 3.22: Exemplos de farmacos “me-too” descobertos através de
modificagdes moleculares dos prototipos correspondentes.
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4.0 - Metodologia

4.1- Instrumentos

As determinagoes dos pontos de fusao foram feitas em placa de
aquecimento MQAPF-3 e nao sofreram corregoes (LPBS-DQ/UFPB).

Os espectros de RMN de 'H (200 MHz) e *3C (50 MHz) unidimensional
foram obtidos em espectrometros de marca Varian, modelo Mercury (CA -
UFPB). Foi utilizado como referéncia interna o tetrametilsilano (TMS) e o
solvente: dimetilsulféxido (DMSO-D6) na solubilizacdo das amostras. Os
deslocamentos quimicos (0) foram medidos em unidade de parte por
milhao (ppm) e as constantes de acoplamento (J) em Hertz (Hz).

Os espectros na regiao de Infravermelho (IV) foram obtidos nos
espectrometros Bomem Hartmann e Braun (LACOM-UFPB), utilizando-se

pastilhas de KBr para as amostras solidas.

4.2- Materiais

Os solventes e reagentes utilizados, de diversas procedéncias,
continham grau PA ou espectrométrico, os que ndo apresentavam
qualidades adequadas, quando necessario dependendo da finalidade do

uso foram purificados e secos.

> Solventes: acetato de etila, cloroférmio, diclorometano, 1,4-dioxano,

etanol, éter etilico, metanol, tolueno.
> Reagentes: acetona, acido cloridrico concentrado, acido salicilico,

acido sulfarico concentrado, acido p-tolueno-sulfonico, alcool

amilico, cloreto de tionila, Glicerol, dimetilformamida, fenilhidrazina,
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hidréxido de sddio, hidréxido de potdassio, isotiocianato de fenila,

permanganato de potassio, piridina.

4.3-Sintese e caracterizacao dos compostos intermediarios

4.3.1- Preparacao do 1,4-difeniltiosemicarbazida

S

e
NH N

tolueno Q @

+
90°C 2h
(3.2)

(3.0) (3.1)

A 12g (0,11 mols) de fenilhidrazina (3.0) dissolvida em 50 ml de
tolueno anidro sob agitacdo magnética adicionou-se lentamente uma
solugao de 15g (0,11 mols) de isotiocianto de fenila (3.1) dissolvida em
30 ml de tolueno anidro. A reacao é bastante exotérmica e apds 10
minutos de reacao o produto precipitou do meio reacional dificultando o
processo de agitacao, motivo pelo qual, a mistura foi levada a refluxo sob
agitacao constante (PEREIRA, 1988). Apds duas horas de refluxo, resfriou-
se até a temperatura ambiente e filtrou-se a mistura reacional. Lavou-se o
precipitado com 30 ml de tolueno anidro e em seguida com 20 ml de éter
etilico anidro. Secou-se o precipitado em dessecador a pressao reduzida.
Foram obtidos 24,8 g (91,9 %) de 1,4-difeniltiosemicarbazida (3.2) na

forma de cristais aciculares incolores e ponto de fusao 175-176 °C.
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4.3.2- Preparacao do (*)-2,2-dimetil-1,3-dioxalano-4-metanol

’—'—‘ N CHCl,4
_ >
Y 0-TSOH, 6 O><O
OH OH OH

(0]
(3.3) (3.4) (3.5)

Uma mistura de acetona (36 g), CHCI5 (156 g), glicerol (30 g) e acido
p-toluenosulfénico (1,2 g) foram refluxados por 6h. A agua formada
durante a reacao foi removida continuamente por um aparelho Dean-
Stark. Depois do resfriamento da mistura reacional, carbonato de sdédio
(1,3 g) foi adicionado e agitado por 30 min, apds a mistura ser filtrada o
filtrado foi evaporado e seco. O produto foi destilado & vacuo fornecendo
(28 g, 65,7%) do (%)-2,3-O-isopropilideno glicerol (3.5) como um liquido

incolor.

4.3.3- Preparacao do (*)- 2,2-dimetil-1,3-dioxalano- 4-carboxilato

de potassio

(@) (@) @)

>

(3.6) (3.7)

(@)
OH o~ K+
KOH, KMnO,
><°
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5,329 (0,04 mols) de solketal racémico (3.6) dissolvidos em 50 ml de
agua destilada foram adicionados a uma solugao aquosa (contendo KOH,
2,26g em 100 ml de agua destilada). Apdés 15 minutos de agitamento,
uma solucdo aquosa de permanganato de potassio (0,5 M) foi adicionada a
mistura reacional gota a gota durante 45 minutos mantendo a
temperatura entre 0-10 °C. Apds o término da adicdo a mistura reacional
foi deixada por mais uma hora em agitacdo. O excesso de permanganato
foi destruido pela adicdo gota a gota de metanol. Em seguida a mistura
foi aquecida até ebulicao do solvente e filtrada para separar o MnO; que se
forma no meio reacional. O solvente foi evaporado e o residuo suspenso
em etanol absoluto (100 ml) filtrado e em seguida lavado com 50 ml de
cloroférmio fornecendo 5,8g (78,4%) do carboxilato de potassio (3.7) na

forma de sal, o qual foi usado sem purificagao posterior.

4.3.4- Preparacao do (*)-tetrahidrofurano-2-carboxilato de

potassio
KOH, KMnO, _
OH > o K'
0 0
(3.8) (3.9) O

Conforme metodologia descrita no item 3.3.3, utilizando-se 10 g (98
mmoles) do alcool tetrahidrofurfurilico (3.8), uma solugcdao aquosa
(contendo KOH, 5,5 g em 100 ml de agua destilada) e uma solucao
aquosa de permanganato de potassio (0,5 M), foram obtidos 9,2 g do
tetrahidrofurano-2-carboxilato de potassio (3.9) na forma de sal com

rendimento de (61%).
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4.3.5- Obtencao do acido tereftalico

%Hz He >> _DKOH <:>
HO OH
< > 2) Hg,o+

(4.0) (4.1)

Em um baldao de fundo redondo de 1000 ml, colocou-se 200 ml de
alcool amilico, 5 g de KOH e 20 g de poli(tereftalato de etileno), PET (4.0),
cortado em pequenos pedacos. A mistura reacional foi deixada em refluxo
por 2 horas com agitacdo magnética constante. No inicio da reacdao o
polimero ndo se dissolve, contudo, ao longo da reacdo forma-se um soélido
branco em suspensdo. Uma agitacdo eficiente e constante é crucial para o
sucesso da reacdo, uma vez que o solido que se forma dificulta o processo
de agitacdo. Acabado o tempo de refluxo a mistura foi resfriada até a
temperatura de 60 °C e em seguida adicionou-se 150 ml de agua destilada
ao baldao para dissolver o sélido branco que se encontra em suspensao. A
mistura foi filtrada para separar o pet que nao reagiu e a fase aquosa foi
separada da fase organica por decantacdo, a fase aquosa foi evaporada
até guase a secura e filtrada para obter o tereftalato de potdssio. Em
seguida o tereftalato de potassio foi neutralizado com &cido cloridrico
concentrado até a precipitacao total do acido tereftalico (4.1) fornecendo
11,3 g.
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4.3.6- Preparacao do acido acetil salicilico (AAS)

O, OH (@] OH
AC2O
—_— (o)
OH H,S0, Y
O
(4.2) (4.3)

Em um baldo de 200 ml, colocou-se 20 g (0,145 mols) de é&cido
salicilico (4.2), 28 ml de anidrido acético (AC,0) e 6 gotas de acido
sulfdrico concentrado. A mistura foi refluxada em banho maria entre 50-
60 °C por 30 min. Durante o aquecimento foi observado a formacao de um
sOlido branco, apds o resfriamento da mistura reacional foi adicionado 100
ml de agua destilada gelada, a mistura foi filtrada em funil de buchner e o
precipitado foi lavado com pequenas porcdes de agua gelada. O produto
foi recristalizado em etanol, fornecendo 20,35 g (78%) de acido acetil

salicilico (4.3) na forma de cristais brancos e ponto de fusdo 133-135 °C.

4.3.7- Preparacao do cloreto do acido acetilsalicilico

(@) Cl
o DCM _ o
Y SOCl,, DMF Y
O O

(4.4) (4.5)
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2,0 g (11 mmols) de acido acetilsalicilico foi dissolvido em 50 ml de
diclorometano anidro (DCM) e tratado com 1,0 ml (14 mmols) de SOCI; e
duas gotas de DMF. A mistura reacional foi agitada magneticamente por 8
horas e filtrada para remover o AC-Sal-OH que nao reagiu. Em seguida o
filtrado foi evaporado fornecendo um liquido amarelado (1,44 g, 65%). O
cloreto de acido foi usado imediatamente sem purificacdo posterior por ser

um composto altamente reativo.

4.3.8 - Preparacao do dicloreto de tereftaloila

0 0
O  pcMm O
—_—
SOCl,, DMF
HO H 2 cl cl
(4.6)

0
(41)

1,0 g (6,0 mmols) de acido tereftalico (4.1) foi dissolvido em 40 ml
de diclometano anidro e tratado com SOCIl; em excesso (3,0 ml, 41
mmols) e duas gotas de DMF. A mistura reacional foi agitada
magneticamente a temperatura ambiente por 6,0 horas e filtrada para
remover o acido tereftdlico que nao reagiu. Em seguida o filtrado foi
evaporado a 70 °C para eliminar o excesso de SOCI,, fornecendo o
dicloreto de tereftaloila (4.6) como um liquido amarelado (1,14 g, 92,7%)
gue apos resfriamento cristalizou-se como um soélido amarelado. O cloreto
de acido foi usado imediatamente sem purificacdo posterior por ser um

composto altamente reativo.
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4.3.9- Preparacao do cloreto de (*)-2,2-dimetil-1,3-dioxalano-4-
carbonil

9 o)
o K*
/_%‘\ DCM, SOCl, /—e}\CI

DMF, 0-5°C

(3.7) 4.7)

A uma mistura de 50 ml de diclometano anidro e 0,8 ml de SOCI,
resfriados a 0-5°C foi adicionado 1,0 g (5,4 mmoles) do (%£)- 2,2-dimetil-
1,3-dioxalano- 4-carboxilato de potassio (3.7) em pequenas porgdes por
cerca de 10 minutos. Quando o sistema reacional atingiu a temperatura
ambiente foi deixado em agitagcdo magnética por 14 horas, em seguida a
mistura reacional foi filtrada para remover o cloreto de potassio formado
junto com o carboxilato de potassio que ndo reagiu, em seguida lavou-se
com diclorometano anidro e em seguida com éter etilico anidro. O filtrado
foi rota evaporado a uma temperatura de 30-40 °C para fornecer (0,68 g,
76,4 %) de cloreto de (%)-2,2-dimetil-1,3-dioxalano-4-carbonil (4.7)

como um liquido avermelhado.

4.4.0- Preparacao do cloreto de (%) tetrahidrofurano-2-carbonila

(3.9) (4.8)
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Conforme metodologia descrita no item 3.3.9, utilizando-se 1,0 g (6,5
mmoles) do (£) tetrahidrofurano-2-carboxilato de potassio (3.9) e 0,8 ml
de SOCIl,, foram obtidos (0,24 g, 27,6 %) do cloreto de (&)

tetrahidrofurano-2-carbonila (4.8) na forma de um liquido avermelhado.

4.4.1- Preparacao do cloreto de 5-nitro-2-furoila

S-S

(@) (@]

(4.9) (5.0)

Em um baldo de 50 ml acoplado com um trap com cloreto de calcio,
adicionou-se rapidamente 0,5 ml de cloreto de tionila a 0,5g (3,2 mmoles)
de a&cido 5-nitro-2-furdico (4.9) e duas gotas de DMF. A mistura foi
aquecida a 60 °C por 3 horas. Em seguida removeu-se o excesso de
cloreto de tionila em rotaevaporador, obtendo-se 0,41g (73,3%) do
cloreto de 5-nitro-2-furoila (5.0) na forma de um liguido amarelado. O
cloreto de acido foi usado imediatamente na préxima etapa da sintese do

composto mesoiodnico por ser muito reativo.

4 .5-Sintese dos cloridratos mesoidnicos dos sistemas 1,3,4-

triazolio-2-tiolato e 1,3,4-tiadiazolio-2-fenilaminida
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4.5.1-Sintese do cloridrato mesoidnico 4-fenil-5-(4-triflurometil-
fenil)-1,3,4-tiadiazdélio-2-fenilamina (MI-01-CL).

O, Cl Ph
\+ Cl~-
N N
R
+ (B2 — < N
\
F3C Ph
CFs
(5.2) MI-01-CL
(5.1)

A uma solucao de 1,17g (4,81 mmols) de 1,4-difeniltiosemicarbazida
(3.2) em 10 ml de dioxano anidro foram adicionados lentamente 1,0 g
(4,8 mmols) de cloreto de 4-triflurometil-benzoila (5.1) solubilizado em 5
ml de dioxano anidro. Apds a adicdo do cloreto de acido, observa-se a
formacao de uma solugao vermelho-amarelada sem se notar aquecimento
ou desprendimento de gases e apdés um periodo de 24 horas de agitacao
em sistema fechado ocorreu a formagao de um precipitado de coloragao
amarela bem intensa. A mistura reacional foi deixada em repouso por 24
horas e em seguida foi filtrada a pressao reduzida. O filtrado foi lavado
com 10 ml de dioxano anidro e 5 ml de éter etilico anidro gelado, apds o
qual foi seco a vacuo durante 3 horas para fornecer (2,90 g, 96%) do
composto mesoidnico (5.2). Apds recristalizacdo em cloroférmio/éter

etilico anidro o composto apresentou ponto de fusdo de 273-275 °C.
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4.5.2-Sintese do cloridrato mesoidnico 1,4-difenil-5-(2-acetoxi-
fenil)-1,3,4-triazdlio-2-tiol (MI1-02-CL).

", P
0. _C
N—N
o\ﬂ/ t 32 @ )\SH
0
(4.5) 0 (5.3) MI-02-CL

A uma solucao de 1,76g (7,24 mmols) de 1,4-difeniltiosemicarbazida
(3.2) em 10 ml de dioxano anidro foram adicionados lentamente 1,44 g
(7,2 mmols) do cloreto do acido acetil salicilico em 5 ml de dioxano anidro
juntamente com 0,57 g (7,2 mmols) de piridina. Apds a adicdo observa-se
a formacdo de uma solucdo amarelada e depois de um periodo de 24
horas de agitacao ocorreu a formagao de um precipitado amarelado. A
mistura reacional foi deixada em repouso por mais 24 horas no freezer e
em seguida foi filtrada a pressao reduzida. O filtrado foi lavado com 10 ml
de dioxano anidro e 5 ml de éter etilico anidro gelado, em seguida foi seco
em pistola por 3 horas para fornecer (1,81 g, 59%) do composto
mesoidnico (5.3). Apds recristalizacao em etanol/éter etilico o composto

apresentou ponto de fusdo 172-174 °C.
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4.5.3-Sintese do cloridrato mesoidénico 4-fenil-5-(5-nitro-2-
furanil)-1,3,4-tiadiazdélio-2-fenilamina (MI1-03-CL).

Ph _
\, ¢

/ \ N—N
a + B2 — )\ H
O,N o e
(5.0) ©

(5.4) MI-03-CL

Conforme metodologia descrita no item 4.5.1, utilizando-se 0,57g
(2,3 mmoles) de 1,4-difeniltiosemicarbazida (3.2) e 0,41g (2,3 mmoles)
do cloreto de 5-nitro-2-furoila (5.0), foram obtidos (0,6 g, 66,7 %) do
cloridrato mesoidnico (5.4) na forma de cristais avermelhados com ponto
de fusdo 261-262 °C.

4.5.4- Sintese do cloridrato mesoidnico 4-5-difenil-1,3,4-
tiadiazolio-2-(N-fenil-benzamida) (M1-04-CL).

Ph eh ph\
\. ¢ \N+—N NT— R
7_'< KOH/EtOH J\ - /4 )\
/< )\ Ph N Ph =N
Ph < NH s | s |
| Ph Ph
Coloragéo amarela Coloragio vermelha
cl o
Ph -
N, “ Q

Ph
(5.5) MI1-04-CL
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Em um baldao de 500 ml, 0,5 g (1,37 mmoles) do composto
mesoidnico (5.8) foi dissolvido em 200 ml de etanol e a esta solugao foi
adicionado uma solucao etandlica 0,03N (0,07 g/50 ml) de hidréxido de
potassio. Apds a adicdo da solugdo de KOH, observa-se uma mudanca
brusca de coloracdo indicando o forte carater acido da ligagao tiol. A
mistura reacional foi rotaevaporada deixando no baldo cerca de 30 ml de
solvente que em seguida foi filtrada a pressao reduzida para eliminar o
cloreto de potassio precipitado e novamente evaporada completamente. O
solido vermelho obtido foi dissolvido em 10 ml de dioxano anidro e a esta
solugao foi adicionado lentamente por cerca de um minuto 0,17 g
(1,37mmols) de cloreto de benzoila previamente diluido em 5 ml de
dioxano anidro, logo apds a adicao das primeiras gotas de cloreto de
benzoila, observa-se novamente uma mudancga de coloracdo de vermelho
para amarelo indicando a formacdo do cloridrato mesoibnico.

A mistura resultante foi agitada magneticamente por um periodo de
8 horas a temperatura ambiente, apds este tempo foi deixada em repouso
por 24 horas para que ocorresse a precipitacao do cloridrato mesoidnico.
Apds o repouso a mistura foi filtrada a pressao reduzida e o precipitado foi
lavado com 5 ml de dioxano anidro e em seguida com 5 ml de éter etilico.
Foram obtidos 0,41g de cloridrato mesoionico (5.5) na forma de cristais

amarelados com rendimento de (64%) com ponto de fusdo 276-278 °C.

4.5.5- Sintese do cloridrato mesoiénico 4-fenil-5-(4- triflurometil-
fenil)-1,3,4-tiadiazdlio-2-(1,3-difenil-tiouréia) (MI1-05-CL)

Ph
. CF \+ CF S
- N—N
7 “{ ., 1) KOH/EOH )\ )k
)\ 4 " )\N NH
FsC Ph  3) HCI FsC Ph Ph
(5.2) (5.6) MI1-05-CL
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Conforme metodologia descrita no item 4.5.4, utilizando-se 0,25g
(0,57 mmoles) do composto mesoionico (5.2), hidréxido de potassio
(0,04g/30 ml de EtOH) e 0,08 g (0,6 mmoles) feniltioisocianato, foram
obtidos 0,24 g do cloridrato mesoidnico (5.6) na forma de cristais
amarelados intensos com rendimento de (73,3 %) e ponto de fusao 253-
254 °C.

4.5.6- Sintese do cloridrato mesoidénico 1,4-difenil-5-(4-(1,4-
difenil-2-tiol-1,3,4-triazdlio)fenil)-1,3,4-triazdlio-2-tiol (MI1-06-
CL).

o] 0 /Ph P::\ 2C|e
cl cl N N—\
D (|
. B Y I
(4.6) HS N N s
+ Ph Ph
H S H H
N S (57) Mi-06-CL
(3.2)

Conforme a metodologia descrita no item 4.5.2, utilizando-se 2,72 g
(11,2 mmoles) de 1,4-difeniltiosemicarbazida (3.2) e 1,14 g (5,6 mmoles)
de dicloreto de tereftaloila (4.6), foram obtidos (2,85 g, 88,4 %) do
cloridrato mesoibnico (5.7) na forma de cristais amarelados com ponto de
fusdo 305-307 °C.
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4.5.7- Sintese do cloridrato mesoidnico 4,5-difenil-1,3,4-

tiadiazolio-2-fenilamina (MI-07-CL).

Ph Cl™
\+
N N

+ (B2 — » Ph/4 >\N/Ph
H

S

(5.8) MI-07-CL

Conforme a metodologia do item 4.5.1, utilizando-se 2,0 g (8,2
mmoles) de 1,4-difeniltiosemicarbazida (3.2) e 1,2 g (8,5 mmoles) de
cloreto de benzoila, foram obtidos (2,8 g, 93,3%) do cloridrato mesoidnico

(5.8) na forma de cristais amarelados com ponto de fusao 351-353 °C.

4.5.8- Tentativa de sintese do cloridrato mesoidnico 1,4-difenil-5-

(2,2-dimetil-1,3-dioxalano)- 1,3,4-triazdélio-2-tiol (M1-08-CL)

Q Ph
\+ CI°
N—N
c' e
/o : (32)%» o v
P [
Ph
(4.7) (5.9) MI-08-CL

Cledualdo Soares de Oliveira



Metodologia 52

Conforme metodologia descrita no item 4.5.2, utilizando-se 1,0 g (4,1
mmoles) de 1,4-difeniltiosemicarbazida (3.2) e 0,68 g (4,1 mmoles) do
cloreto de (%)-2,2-dimetil-1,3-dioxalano-4-carbonil (4.7) em 5 ml de
dioxano anidro. Nao foi possivel sintetizar o novo derivado mesoidnico
(5.9).

4.5.9- Tentativa de sintese do cloridrato mesoi6énico 1,4-difenil-5-
(tetrahidrofurano)-1,3,4-triazolio-2-tiol (MI-09-CL).

Ph
\+ cl™
N—N
al + (3.2 / >\
%» SH

(@) N
0 o) F|>h

(4.8) (6.0) M1-09-CL

Conforme metodologia descrita no item 4.5.2, utilizando-se 0,43 g
(1,8 mmoles) de 1,4-difeniltiosemicarbazida (3,2) e 0,24 g (1,8 mmoles)
do cloreto de (%) tetrahidrofurano-2-carbonila (4.8) em 5 ml de dioxano

anidro. Nao foi possivel sintetizar o novo derivado mesoidnico.

4.6.0-Estudos bioldgicos

4.6.1-Atividade antifungica

Os ensaios de atividade antifuUngica desenvolvidos nesta dissertacao
foram realizados no Laboratdrio de Micologia do Departamento de Ciéncias
Farmacéuticas (Centro de Ciéncias da Saude), Universidade Federal da

Paraiba, sob a orientacdao da professora Edeltrudes de O. Lima.

Cledualdo Soares de Oliveira



Metodologia 53

4.6.2-Substancias testadas

Os compostos heterociclicos mesoidnicos testados foram os

seguintes:

MI-01-CL: Cloridrato mesoidnico 4-fenil-5-(4-triflurometil-fenil)-1,3,4-
tiadiazolio-2-fenilamina.

MI-02-CL: Cloridrato mesoibnico 1,4-difenil-5-(2-acetoxi-fenil)-1,3,4-
triazolio-2-tiol.

MI-03-CL: Cloridrato mesoidnico 4-fenil-5-(5-nitro-2-furanil)-2-
fenilaminida.

MI-04-CL: Cloridrato mesoionico 4,5-difenil-1,3,4-tiadiazdlio-2-(N-fenil-
benzamida).

MI-05-CL: Cloridrato mesoionico 4-fenil-5-(4-triflurometil-fenil)-1,3,4-
tiadiazolio-2-(1,3-difenil-tioureia).

4.6.3-Microrganismos testados

Foram utilizadas espécies fungicas adquiridas no Instituto Adolfo Lutz
de Sdo Paulo, Laboratério de Micologia do Departamento de Ciéncias
Farmacéuticas da Universidade de Sdo Paulo e da Universidade Federal da

Paraiba.

A suspensao dos microrganismos foi preparada conforme o tubo 0.5
da Escala McFarland, ajustada através de leitura espectrofotométrica
(Leitz-Photometer 340-800), para 90% T (530 nm), correspondendo,
aproximadamente, a 10® UFC/mL (CLEELAND e SQUIRES, 1991 e BAWER
et al, 1996).

» Espécies fungicas: Candida albicans (ATCC 6258, ATCC 13803,
ATCC 90028, ATCC 76615), Candida krusei (ATCC 6258), Candida
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guilliermondii (LM 011), Candida tropicalis (LM 37, LM 759, LM 37),
Trichosporon inkin (LM 063, LM 067).

> Antimicrobianos sintéticos

Para o controle de atividade antifungica, foram usados discos de
cetoconazol (50 pg/mL) adquiridas do Centro de Controle e Produtos para
Diagnodsticos LTDA (CECON / SP).

4.6.4-Ensaios de atividade antifungica (metodologia)

Os ensaios de atividade antifingica foram realizados pelo método de
difusdo em meio sélido. Em placas de Petri (90 x 15 mm) descartaveis e
esterilizadas, foi transferido 1 mL da suspensao de cada microrganismo
devidamente padronizado pela Escala de Mc Farland. Em seguida, foram
adicionados 20 mL dos meios de culturas agar Sabourand Dextrose,
fundidos e resfriados a 45-50° C, para os referidos testes com as espécies
fungicas. Apds solidificacdao dos meios de culturas, foram depositados os
discos de papel de filtro (CECON /SP) embebidos com 20 pL de cada
composto mesoibnico. Foram feitos os controles com cetoconazol (50
Mg/mL) e com o0s microrganismos em meio de cultura isento de

antimicrobiano.

Todo o sistema de ensaio foi inoculado a 37° C / 24-72 horas para
as leveduras. Apds o periodo de incubagao, foi feito a leitura dos
resultados. Foi considerado positivo, o produto que inibiu o crescimento
dos microrganismos produzindo halos de inibicao igual ou superior a 10
mm de diametro (WOUNG-LEUNG, 1988). Os ensaios foram realizados em
duplicata e o resultado final foi determinado pela média aritmética dos

halos de inibicao.
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5.0- Resultados e Discussao

A seguir serao apresentados os progressos realizados em cada uma
das etapas sintéticas desenvolvidas neste trabalho. A apresentacao da
discussao e dos resultados obtidos sera feita em trés etapas distintas:
preparacdao dos compostos intermediarios, caracterizacdo dos compostos

mesoidnicos e ensaios farmacoldgicos, respectivamente.

5.1-Obtencao dos compostos intermediarios

5.1.1- Obtencgao do (*)-tetrahidrofurano-2-carboxilato de potassio

KOH, KMnO,

2 horas

OH o K¥

(3.8) B9 ©

A preparacao do (%)-terahidrofurano-2-carboxilato de potassio
intermediario para a obtengdo do cloreto de acido foi obtido pela oxidacdo
do alcool primario tetrahidrofurfurilico usando como agente oxidante o
permanganato de potassio em meio basico (BELKADI e OTHMAN, 2006).
Foram feitos trés experimentos com o intuito de melhorar o rendimento da
reacao variando as quantidades de reagentes (KOH, KMnQ4) e do tempo
reacional. A quantidade de alcool utilizado foi mantida constante nos trés

experimentos. Os resultados estao ilustrados na Tabela 5.1.
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Tabela 5.1: Oxidacao do alcool tetrahidrofurfurilico com permanganato de
potassio.

Experimento Concentragao Concentragao Rendimento (%) Tempo (h)
de KOH (mol/L) de KMnO4 (mol/L)
1 1,96 0,25 58 3
2 0,98 0,5 61 2
3 1,46 0,15 28 4

O melhor resultado obtido (experimento 2) foi aquele em que

utilizamos quantidades estequiométricas entre os reagentes.

No espectro na regiao de infravermelho do composto (3.9),
observaram-se duas bandas caracteristicas para o anion carboxilato, uma
em 1599 cm é bastante intensa e provém da deformacdo axial
assimétrica. A outra, mais fraca, é observada em torno de 1411 cm™ e
provém da deformacdo axial simétrica. No espectro de RMN '*C (DMSO-
ds, 50 MHz), observam-se cinco sinais, dos quais trés sdao de carbonos
secundarios, um de carbono primario e o outro de carbono quaternario de
acordo com a estrutura do carboxilato de potassio representada na Tabela
5.2. O espectro de RMN 'H (DMSO-ds, 200 MHz), revelou dois multipletos
na regiao de alifatico, um na faixa de 3,9-3,4 ppm para os prétons (H-5) e

(H-2) e o outro na faixa de 2,0 -1,6 ppm para os prétons (H-4) e (H-3).

5.2: Dados do espectro de RMN *3C (50 MHz) em (DMSO-ds) do composto
(3.9).

Carbono 3 3C (ppm)
4 3 1 176,0
2 o 2 79,5
5 1 -° 3 30
0
9 a4 25
| © 5 67
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5.1.2-Obtencao do (+)-2,2-dimetil-1,3-dioxalano- 4-carboxilato de

potassio
(@]
OH o~ K+
/—(\ KOH, KMnO, /—%J\
(3.6) 3.7)

A preparacao do carboxilato de potassio (3.7) foi conseguida com
rendimento de (78,4%) a partir da oxidacdao do solketal racémico (3.6),
utilizando permanganato de potassio como agente oxidante em meio
basico de acordo com a metodologia descrita por (BELKADI e OTHAN,
2006). O solketal racémico por sua vez, foi obtido apartir da reacao entre
a glicerina e cetona tendo o acido p-toluenosulfénico como catalizador e
cloroférmio como solvente (YU et al, 2003). A Unica dificuldade desta
reacao € a remocgao continua de agua que se forma no meio reacional,
para tanto, utiliza-se um aparelho Dean-Stark. Isto se faz necessario, uma
vez que, a reacdo de formagdo de acetais € reversivel, ou seja, na
presenca de dgua o acetal sofre hidrdlise regenerando o alcool e a cetona.
Abaixo no Esquema (5.1) segue um esboco mecanistico de formacao do
acetal catalizada por acido.

A (glicerina utilizada na sintese do solketal é uma substancia
extremamente barata, para se ter uma idéia em 1995 o valor era de US
$1,55/kg e atualmente esta entre US $ 0,5 a 1,0/ kg. Ela pode ser obtida
apartir da reacao de transesterificacdo de triacilglicerideos (dleos
vegetais) com metanol ou etanol. No Esquema (5.2) é esbocada uma rota
estratégica para a producao do carboxilato de potassio (3.7) tendo como

matéria prima triacilglicerideos (6leos vegetais).

Cledualdo Soares de Oliveira



Resultados e Discussao 59

RE— /H
——— _O +
(@) \V+

a formacdo do acetal ciclico

HO
0 o Yo——o—H }
+ HO
& ~ | HO
H—O0—S OH OH
g Adicdo nucleofilica da
primeira molécula de alcool

Tranferéncia de préton do acido
p-tolueno-sulfénico para o
oxigénio da carbonila

OH OH
) OHOH TX| _H o O—H
OH Om H20 | | 9%0@ Ll
— L1/~ .
Cétion oxdnio i +
muito reativo OH OH OH @H OH OH,
” Nesta etapa a remoc¢ado do préton do oxigénio
positivo leva a formacdo de um hemiacetal
/\ ﬁ
H -
— o}
A AT T
o} S HO—S
5 I
o Acetal ciclico o
Ataque nucleofilico intramolecular de (solketal)
uma segunda hidréxila de alcool leva

Esquema 5.1: Mecanismo proposto para a formacao de acetal catalizada por

acido.

o—°

R

(3-7)

(@]
O—(O +  3RIOH cat 3 Rlo—(
R Alcool R
(metanol ou etanol) .
R Esteres
O—( (Biodidel)
(@]
Triglicerideo
(Oleo vegetal)
KOH
~KMno,

OH OH OH

Glicerina

O

A

T

Solketal

Esquema 5.2: Rota sintética para a obtencdo do 2,2-dimetil-1,3 dioxalano-4-
carboxilato de potassio apartir de triglicerideos (6leos vegetais).
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No espectro de RMN '3C do composto 3.6 (DMSO-ds, 50 MHz),
observou-se seis sinais, dos quais dois sao de carbonos trihidrogenados
alifaticos do tipo sp® (C-6 e C-5), um é do carbono quaternario (C-4) que
aparece em campo mais baixo. Dois sao de carbonos dihidrogenados (C-3
e C-1) e o outro é de carbono monohidrogenado (C-2) de acordo com a
estrutura do solketal representada na Tabela 5.3. No espectro de RMN 'H
(DMSO-dg, 200 MHz), foi observado um tripleto com integral para 2H (H-
1) em 4,8 ppm, um duplo dupleto com integral para 2H (H-3) em 3,6
ppm, um multipleto com integral para 1H (H-2) em 4,0 ppm e dois
singletos intensos com integral para 3H cada (H-6 e H-5) em 0 1,29 e

1,24 ppm respectivamente.

Tabela 5.3: Dados do espectro de RMN *3C (50 MHz) em (DMSO-ds) do
composto (3.6).

Carbono S 3C (ppm)
1 1 621
3 2
/—(\OH 2 76,2
d \ 3 66,0
>< 4 108,1
4
6 : 5 26,7
(3.6) 6 25,4

No espectro de RMN '3C do composto 3.7 (DMSO-ds, 50 MHz),
observou-se seis sinais, dos quais dois sdao de carbonos trihidrogenados
alifaticos do tipo sp>® (C-6 e C-5), um é de carbono ndo hidrogenado (C-4),
um de carbono dihidrogenado (C-3) e o outro é do carbono
monohidrogenado (C-2) de acordo com a estrutura do carboxilato
representada na Tabela 5.4. O espectro de RMN 'H (DMSO-ds, 200 MHz),
revelou dois singletos intensos com integral para 3H cada (H-6 e H-5) em

0 1,38 e 1,29 ppm respectivamente.
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Tabela 5.4: Dados do espectro de RMN 13C (50 MHz) em (D»0) do
composto (3.7).

0 Carbono S 13C (ppm)
1 172,5
3 2 1" 2 86,6

3 66,8

(@] O

>< 4 111,6

4 5 26,4

6 5

6 25,1

5.1.3- Obtencao da 1,4-difeniltiosemicarbazida (3.2)

A utilizacdo de derivados de hidrazinas 1,4-dissubstituidas é um
método importante e o mais utilizado quando se quer preparar anéis
heterociclicos do sistema 1,2,4-triazol, bem como de compostos
mesoidnicos dos sistemas 1,3,4-tiadiazdlio-2-fenilaminida e 1,3,4-
triazolio-2-tiolato. Suas sinteses sdo bastantes praticas e rapidas de
serem executadas. A maneira mais facil de prepara-los é por meio da
reacao entre fenil-hidrazina e isotiocianato de fenila como mostra o
Esquema (5.3).

No nosso caso, logo apds a adicao da fenil-hidrazina ao isotiocianato
de fenila ambos diluidos em tolueno anidro, houve um leve aquecimento
no baldao reacional e em poucos minutos observou-se a formacgao de
precipitado dificultando o processo de agitamento, motivo pelo qual, o
refluxo a 90 °C durante duas horas foi necessario para solubilizar melhor a
mistura reacional. Usando esta metodologia o produto obtido na forma de
cristais e com rendimento de (91,9 %) e ponto de fusdo 174-175 °C,
mostrou-se bastante estdvel e ndo foi preciso recristaliza-lo

posteriormente.
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Ph—NH—NH, + S=C=N—Ph —»
‘—/

1,4-difeniltiosemicarbazida

H S')

+ JE—
Ph—NH—N—C<ZN—FPh

H

l

H

Ph—NH—-N—C—N—Ph
&

.

Esquema 5.3: Mecanismo da reacao entre

fenila.

fenil-hidrazina e isotiocianato de

No espectro de RMN !3C (DMSO-d¢, 50 MHz), observam-se nove

sinais, dos quais trés sao de carbonos n

ao hidrogenados e seis sao de

carbono sp?, as atribuicdes estdo representadas na Tabela 5.5.

Tabela 5.5: Dados do espectro de RMN *3C (50 MHz) em (DMSO-ds) do

composto (3.2).

Carbono S 13C (ppm)
1 —ee---
2 ______
10 4 o4 s w6 T 3 181,0
@I | I@ 2

12 N—N—C—N 8

P12 3 48 5 139,0
110 6 7 6, 6 125,1
(3.2) 7,7 127,8
8 124,9
9 148,0
10, 10’ 113,0
11, 11 129,0
12 119,8
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5.1.4- Obtencao do acido tereftalico

4.1)

o 0 o — (o]
Hy Hp 1) KOH ” / \ ”
%c —-C —oJ]—@—“—o%— _2) HiO" ’ Ho \ / OH
)

A obtencao do acido tereftalico apartir de residuos de poli(tereftalato
de etileno) constitui uma abordagem de reciclagem promissora no ambito
da pesquisa, uma vez que o crescente aumento destes residuos nos
ultimos anos nas grandes metrépoles tem incentivado as pesquisas com o
intuito de diminuir os residuos no meio ambiente. No Brasil, os
termoplasticos sintéticos representam 90 % do consumo e classificam-se
como: polipropileno; poli(tereftalato de etileno); polietileno e poli(cloreto
de vinila). Ha varias tecnologias de reciclagem destes residuos, mas todas
tém limitacOes e sdo, portanto, paliativas (SPINACER e PAOLI, 2005). O
tratamento de residuos poliméricos via degradacao térmica ou termo-
catalitica convertem esses residuos em fragdes liquidas que podem ser
utilizadas como combustivel ou destinadas ao setor petroquimico como
produtos de elevado valor agregado.

Para a obtencao do acido tereftalico utilizou-se como metodologia a
despolimerizacdo por hidrdlise, que consiste na reacdo com excesso de
agua na presenca de um catalizador (NaOH) e aquecimento, resultando na
recuperacao dos mondmeros de partida. Em vez de utilizarmos hidréxido
de sdédio e agua, preferiu-se usar hidroxido de potdssio e o alcool amilico
como solvente de acordo com a metodologia descrita no item 3.3.5
(capitulo III) (KAUFMAN et al, 1999). A reacao foi bem sucedida e
obtivemos o produto desejado como um soélido branco, levemente sollvel
em agua.

No espectro na regidao de infravermelho observou-se uma banda
intensa em 1686 cm™ proveniente da deformacdo axial de carbonila

(C=0) o que é consistente com o grupo carboxila conjugado com o anel
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aromatico, fazendo com que a absorcdo de carbonila apareca em
freqiiéncia um pouco mais baixa. A deformacdo axial de C-O foi observada
em 1291 cm™, enquanto que a deformacdo axial de OH foi obeservada em
3400 cm™.

No espectro de RMN *3C do composto 4.1 (DMSO-ds, 50 MHz)
representada na Tabela 5.6, observam-se apenas trés sinais devido a

simetria da molécula.

Tabela 5.6: Dados do espectro de RMN 3C (50 MHz) em (D,O) do
composto (4.1).

o 3 o Carbono S 13C (ppm)
1 171,2
2 1
2 136,2
HO OH 3 130,8
(4.1)

5.1.5-Obtencao do acido acetilsalicilico

O processo de otencdo do acido acetilsalicilico consistiu em tratar o
acido salicilico com anidrido acético, em presenca de acido sulfurico como
catalisador. Utilizando esta metodologia obteve-se o acido acetilsalicilico
com (78%) de rendimento na forma de cristais brancos e ponto de fusao
133-135 °C.

No espectro na regiao de infravermelho foram observadas duas
bandas de carbonila, uma em 1730 cm™ corresponde a absorcdo de C=0
do acido carboxilico e a outra em 1769 cm™ corresponde a absorcdo de
C=0 do éster.

No espectro de RMN !3C (DMSO-ds, 50 MHz), observou-se nove
sinais, dos quais quatro sao de carbonos nao hidrogenados (C-1, C-6, C-8
e C-9), quatro sdo de carbono sp? aromatico (C-2, C-3, C-4 e C-5) e um
de CHs, Tabela 5.7. O espectro de RMN 'H (DMSO-ds, 200 MHz) revelou
um sinal com integral para 3H em & 2,05 ppm e um multipleto na regiao
de aromatico na faixa de 8,0-7,2 ppm com integral para 4H.
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Tabela 5.7: Dados do espectro de RMN *3C (50 MHz) em (DMSO-ds) do
composto (4.3).

Carbono S 13C (ppm)
1 124,15
126,16
131,51
133,88
123,87
150,32
20,88
165,77
169,34

OCOONOOCNIPDWN

5.1.6-Obtencao dos cloretos de acidos

A preparacao dos cloretos de acidos para a etapa de ciclizagdo dos
derivados mesoidnicos constituiu uma etapa de fundamental importancia
para o desenvolvimento subseqlUente do projeto. Estes derivados de
acidos carboxilicos foram preparados seguindo os procedimentos usuais
encontrados na literatura (KENAR e KNOTHEK, 2008). Os agentes
halogenantes mais utilizados para preparar os cloretos de acidos sdao o
cloreto de tionila, o dicloreto oxalico, o tricloreto de fésforo, o pentacloreto
de foésforo e a trifenilfosfina em tetracloreto de carbono. Embora o cloreto
de tionila (p.e. 79 °C) seja 0 menos reativo dos reagentes citados e €&, por
isso, utilizado sempre em excesso, escolheu-se este reagente como
agente halogenante por se tratar de um reagente barato e, além disso, os
subprodutos da reacao sao gases, facilitando desta maneira a purificagao
dos cloretos de acidos quando necessario.

A reatividade do cloreto de tionila é aumentada pela adicdo de
quantidades cataliticas de dimetilformamida (DMF). Abaixo no Esquema
(5.4) segue um esboco mecanistico da reacao de preparacao de cloreto de

acila utilizando cloreto de tionila.
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Esquema 5.4: Mecanismo da reagao de um acido com cloreto de tionila.

Os cloretos de acidos preparados com seus respectivos rendimentos

estao representados na Figura 5.1.
O

ES/O\H/ c(|)>_©_<: /_Hk “

<

Cloreto de 2-acetoxi-benzoila  Dicloreto de tereftaloila Cloreto de (+)-2,2-dimetil-
1,3-dioxalano-4-carbonil

Rendimento (65%, 8 h) Rendimento (9217%1 6h) Rendimento (76,4%, 14h)
(4.5) (4.6) 4.7)

o O,N
O o)

" .
%&fgﬁﬁ;g;ﬁﬁ?hldm Cloreto de 5-nitro-2-furoila

Rendimento (27,6%, 7h) Rendimento (73,3%, 3 h)
(4.8) (5.0)

Figura 5.1: Cloretos de acidos sintetizados para a etapa de ciclizagdo dos
derivados mesoidnicos.

A preparacao do cloreto de acido (5.0) foi feita de acordo com o
procedimento usual (BERGER et al, 1997), adicionando-se o cloreto de

tionila em excesso ao correspondente acido juntamente com duas gotas
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de dimetilformamida para aumentar a reatividade do cloreto de tionila.
Aqueceu-se a mistura reacional a uma temperatura ndo superior a 70 °C e
nao foi preciso um sistema de agitagao, visto que , trabalhamos com
pequenas quantidades. Este experimento foi realizado em capela devido a
liberagao de gases (HCl e SO,) utilizando aparelhagem seca e com
protecdao contra umidade, foi obtido rendimento satisfatério como pode ser
visto na Figura 5.1.

Para a obtencao dos cloretos de acidos (4.5), (4.6), (4.7) e (4.8) o
mesmo procedimento foi seguido, mas utilizamos um solvente inerte tal
como diclometano (DCM) para solubilizar o acido e facilitar o processo de
agitacdo. O cloreto de acido (4.5) também pode ser obtido utilizando
cloroféormio anidro como solvente e uma pequena quantidade catalitica de
cloreto de aluminio como descrito por (KHIALIKOV et al, 2006). Devido ao
fato de alguns acidos carboxilicos serem sensiveis a acidos inorganicos,
tais como: Aacido 2,2-dimetil-1,3-dioxalano-4-carboxilico e acido
terahidrofurano-4-carboxilico (Figura 5.2), os seus respectivos cloretos de
acidos (4.7) e (4.8) nao foram obtidos diretamente dos acidos
correspondentes, mas sim de seus sais de potassio. Na literatura,
encontram-se varios trabalhos em que se preparam cloretos de acidos
diretamente de seus carboxilatos de potassio.

(EARLE et al, 1996) e (GOUBERT et al, 2007), relataram a sintese do
cloreto de acido (4.7) em bons rendimentos utilizando a metodologia
representada no Esquema (5.5). Em nosso trabalho, substituimos o
cloreto de oxalila que é muito mais reativo, mas é também muito mais
caro, pelo cloreto de tionila. O éter foi substituido pelo DCM e a piridina
pelo DMF, assim obtivemos um rendimento satisfatério (76,4 %) para o
composto (4.7) e um rendimento baixo (27,6 %) para o composto (4.8).
Essa diferenca exorbitante pode ser explicada pelo tempo em que cada
reacao foi deixada em agitacdo magnética 14h para o primeiro e apenas 7

horas para o segundo.
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Esquema 5.5: Metodologia para a obtencdo de cloretos de acidos.

O
OH
OH
OXO

acido-tetrahidrofurano-4-carboxilico acido - 2,2-dimetil-1,3-dioxalano-4-carboxilico

O

Figura 5.2: Férmulas estruturais dos acidos 2,2-dimetil-1,3-dioxalano-4-
carboxilico e tetrahidrofurano-4-carboxilico.

5.2-Metodologia Geral para a preparacao dos derivados
mesoionicos dos sistemas 1,3,4-tiadiazolio-2-aminida e 1,3,4-
triazolio-2-tiolato

De acordo com nossa linha de pesquisa, ou seja, sintese de
compostos mesoidnicos com bioatividade, idealizamos a sintese de novos
compostos heterociclicos mesoionicos dos sistemas 1,3,4-triazélio-2-
tiolato e 1,3,4-tiadiazdlio-2-aminida ambos na forma de acidos
conjugados utilizando como intermediarios substratos de facil obtencdo e
baixo custo. Para tanto, fizemos uso da reacao de anidroacilagao da 1,4-

difeniltiosemicarbazida com cloretos de acidos, Esquema (5.6).

Cledualdo Soares de Oliveira



Resultados e Discussao 69

Esta metodologia é exaustivamente utilizada entre os pesquisadores
que trabalham com esta classe de compostos, sendo o0s produtos
formados dependentes das condicdes reacionais. A vantagem de utilizar
este caminho sintético € que o rendimento da reacdo geralmente é
quantitativo e pelo fato dos reagentes serem disponiveis e de baixo custo.
Portanto, trata-se de uma metodologia bastante eficaz e simples de

executar.

Ph cl”

+

\

S N—N
Phl—H—NH—ﬂ—NH—PhZ R / )\
I|\IH

(1) S

®) 2 @ e

B + () «——

0 (©) 1
i \ Ph\ . e
Cl

|
N——N
R )\
(2) N SH
Ph?
R = Radical alquila ou arila 4)

(a) 1,4-dioxano, temperatura ambiente e condi¢des anidras
(b) 1,4-dioxano, temperatura ambiente e 5% de agua
(c) 1,4-dioxano, teperatura ambiente e piridina

Esquema 5.6: Reacao de anidroacilagdao da 1,4-difeniltiosemicarbazida com

cloretos de acidos.

No Esquema (5.6), ilustra-se a reagao entre 1,4-
difeniltiosemicarbazida (1) e cloretos de acidos (2) em diferentes
condicbes reacionais, sendo a reagao de anidroacilagdao mais favorecida
quando se usa cloretos de arilas do que cloretos de alquilas. O composto

mesoidnico pertencente ao sistema 1,3,4-tiadiazdélio-2-aminida (3), tanto
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pode ser obtido em condicdes anidras, reacao (a), como em condicoes
umidas, reacao (b). Sendo, portanto, o produto cinético da reacgao.
Enquanto que o mesoidnico pertencente ao sistema 1,3,4-triazdlio-2-
tiolato (4) é o produto termodinamico da reacdao, sendo obtido quando se
faz uso de condigOes anidras e na presenca de piridina, reagao (c), uma
vez que nestas condicdes, o mesoidnico 1,3,4-tiadiazélio-2-aminida
inicialmente formado, isomeriza-se ao correspondente mesoibnico 1,3,4-
triazélio-2-tiolato (MACIEL et al, 1998). Em condicdes umidas, obtem-se
uma mistura dos dois isOmeros. Para a obtencdo dos novos derivados
mesoidnicos sintetizados neste trabalho obtidos com sucesso e bons
rendimentos (Tabela 5.8) utilizamos a metodologia descrita no Esquema
(5.6).

Tabela 5.8: Compostos mesoidnicos obtidos por meio da reacdo de
anidroacilacao da 1,4-difeniltiosemicarbazida.

Compostos mesoidnicos PF (°C) Rendimento (%)
MI-01-CL 273-275 96
MI-02-CL 172-74 59
MI-03-CL 261-262 66,7
MI-04-CL 276-278 64
MI-05-CL 253-254 73,3
MI-06-CL 305-307 88,4
MI-07-CL" 351-353 93,3

" J4 é conhecido na literatura (ECHEVARRIA et al, 1995).

Foram sintetizados sete compostos mesoidnicos, dos quais seis sdo
compostos inéditos (MI-01-CL, MI-02-CL, MI-03-CL, MI-04-CL, MI-05-CL e
MI-06-CL) e um ja é conhecido na literatura (MI-07-CL). Embora
tenhamos convicgdao no sucesso da sintese do composto (MI-06-CL), nao
foi possivel neste momento elucidar sua estrutura em virtude do mesmo
ser insoluvel em boa parte dos solventes deuterados, impossibilitando
desta maneira a obtengao de seus espectros de RMN. Obteve-se apenas
um composto pertencente ao sistema 1,3,4-triazélio-2-tiolato quando
fizemos uso da reacdao (c) do Esquema 5.6, enquanto todos os outros
compostos foram obtidos pertencendo ao sistema 1,3,4-tiadiazodlio-2-

Cledualdo Soares de Oliveira



Resultados e Discussao 71

aminida quando utilizamos a reacao (a) do Esquema (5.6). Os compostos
(MI-04-CL e MI-05-CL) foram obtidos pela modificacao estrutural na
cadeia lateral dos compostos (MI-07-CL e MI-01-CL) respectivamente de

acordo com o Esquema 5.7.

\+ o
1) KOH/EtOH N—N
/4 )\NH 2) ph——cocl /Q )\ )k

p

MI-07-CL MI1-04-CL
Ph - Cl
\ + Cl \N+_N
N—N 1) KOH/EtOH
/ >\ 2) Ph——NCS )\ )k
S T 3) HCI
FsC oh
MI1-01-CL MI-05-CL

Esquema 5.7: Modificagdo estrutural dos compostos mesoidnicos MI-01-CL e
MI-07-CL.

Ainda foi feito duas tentativas de sintese dos compostos (MI-08-CL e
MI-09-CL, paginas 51 e 52) usando ambas as condicdes reacionais
descritas pelas reacdes (a) e (c) do Esquema 5.6, as quais nao foram bem
sucedidas, estes resultados indicam que a reacdao de anidroacilacdo da
1,4-difeniltiosemicarbazida é preferencial quando se faz uso de cloretos de
arilas. A formagcdo destes sistemas heterocicliclos é condizente com os
mecanismos propostos nos esquemas (5.8) e (5.9).

Embora tenhamos proposto a formacdao de um equilibrio entre as
estruturas tautomeéricas (a) e (b) no Esquema (5.8) como produtos finais,
ainda nao ha evidéncias espectroscopicas convicentes que confirmem suas
existéncias. Apesar de que, este equilibrio seja bastante comum para
anéis heterociclicos 1,2,4-triazol como demonstrado por (TARRAGO et al,
1990). Acredita-se, contudo, que a estrutura tautomerica (a) seja o
tautdmero predominante, uma vez que, se a estrutura tautomérica (b)

existisse em equilibrio com o tautébmero (a) deveria-se esperar mudancas
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significativas nos deslocamentos quimicos de RMN °C dos carbonos do

anel heterociclico. Nos nossos estudos de caracterizagdo dos novos
compostos mesoidnicos nao foi verificado nenhuma mudanca que nos

levasse a acreditar na existéncia de tal equilibrio, contudo ndao descatamos

tal idéia.
0 07) Ph
Ph H H
R + \'N_N/ } |+ /
N — > R Ny
Cl H >:s ( | >=s
Cl JH
HN ( HN
Ph | N\ Ph
/ l
|
cl
+0 F|)h H /—\ Ph
N K\ / H (@) H
| + s - Cl N\ + N—N
7 R . | R >:S
H/N Z HN
Ph N
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HO N/ H 0 /
\ N
R N—H T T N\ —
H\—'N+ N
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S S
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Esquema 5.8: Mecanismo proposto para a obtencao de cloridratos mesoi6nicos

1,3,4-triazdlio-2-tiol.
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Esquema 5.9: Mecanismo proposto para a obtencdo de cloridratos mesoibnicos
de 1,3,4-tiadiazolio-2-fenilaminida.

5.3-Caracterizacao dos cloridratos mesoionicos sintetizados por
RMN de 'H e '3C e IV

Na literatura atual sobre compostos mesoidnicos, encontram-se
varios trabalhos que tratam de suas propriedades espectroscépicas (RMN
'H e 13C), Contudo, a maioria destes trabalhos estd em revistas do Leste
Europeu, cujo acesso €& normalmente muito dificil. Tratando-se dos

compostos mesoidnicos pertencentes ao sistema 1,3,4-triazélio e 1,3,4-
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tiadiazdlio, 1,3-tiazdlio e 1,3-diazdlio seus estudos de RMN de 'H e 13C sdo
bastante difundidos no meio académico, e sdo, portanto de facil acesso,
contando com uma grande contribuicao de pesquisadores brasileiros que
tem de maneira significatica contribuido para a elucidagdo estrutural desta
classe de compostos com excelentes publicacdes em revistas de alto fator
de impacto.

As atribuicdes dos deslocamentos quimicos dos hidrogénios e
carbonos dos espectros de RMN 'H e 13C dos novos derivados mesoifnicos
MI-01-CL, MI-02-CL, MI-03-CL, MI-04-CL, MI-05-CL, puderam ser
confirmados através de comparacdo com estruturas ja conhecidas na
literatura do mesmo sistema heterociclico mesoidnico, tanto do sistema
1,3,4-triazdlio-2-tiolato bem com do sistema 1,3,4-tiadiazélio-2-aminida.
Para tanto, utilizamos como padrdao comparativo os compostos
representados nas Tabelas 5.9, 5.10 e 5.11.

(ECHEVARRIA et al, 1995) sintetizou e caracterizou seis derivados
mesoidnicos, dos quais trés pertencem ao sistema 1,3,4-tiaziazdlio-2-
aminida e trés ao sistema 1,3,4-triazdlio-2-tiolato. Os deslocamentos

quimicos de RMN 13C estdo sumarizados na Tabela 5.9.

Tabela 5.9: Deslocamentos quimicos de RMN *3C (DMSO-ds, 50,3 MHz)
de alguns compostos mesoidnicos para os carbonos do anel heterociclico”.

Ph _
\ CI
N—N
2 /\ ./ )\
Ph
Composto 1a 1b 1c 2a 2b 2c
R H OCHs3 NO; H OCHs3 NO;
C(2) 160,7 162,9 162,2 169,8 169,9 170,4
c(5) 164,7 164,1 162,1 148,2 149,6 146,9

E3 7 . ~
Os deslocamentos quimicos estao em ppm.
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Na tabela 5.10, encontra-se os deslocamentos quimicos do cloreto de
1,4-difenil-5-(5-nitro-2-furanil)-1,3,4-triazdlio-2-tiol (4.1) sintetizado e
caracterizado por Athayde-Filho e colaboradores, isbmero do composto
mesoidnico MI-03-CL sintetizado neste trabalho (ATHAYDE-FILHO et al,
1996).

Tabela 5.10: Deslocamentos quimicos de RMN *3*C (DMSO-dg) do cloreto
de 1,4-difenil-5-(5-nitro-2-furanil)-1,3,4-triazélio-2-tiol.

Carbono S 13C (ppm)
13 12 2 167,8
5 146,5
6 141,8
7 108,7
8 114,5
9 152,7
10 133,8
11, 11’ 125,7
12, 12 130,6
, 13 127,7
16 16 14 136,6
17 15, 15 132,3
(4.1) 16, 16’ 130,6
17 127,7

Estudos de RMN !°C, realizados por (MACIEL et al, 1991) com o
cloridrato mesoidnico 1,3,4-tiadiazdlio-2-aminida (4.2), apresentou
deslocamento quimico de C-2 em torno de 162,2 e para C-5 em torn
o de 163,1 ppm, Tabela 5.11.
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Tabela 5.11: Deslocamentos quimicos de RMN 13C (DMSO-ds) do cloreto
de 4-fenil-5-(4-nitrofenil)-1,3,4-tiadiazélio-2-fenilaminida.

Carbono 3 13C (ppm)
o o 2 162,2
5 163,1
g W 6 133,5
N Lo - 16 7,7 128,8
Y N 55 7 8, 8’ 124,9
- / \ 9 155,9
)2\ 16 10 138,4
o0 e 11, 11/ 123,8
, H 12, 12 131,4
‘ 13 126,0
(4.2) 14 138,6
15, 15’ 117,9
16, 16 128,8
17 125,4

5.3.1- Caracterizacao do cloridrato mesoionico MI-01-CL

Espectro na regido de Infravermlho (KBr, cm™)

No espectro de infravermelho observou-se uma banda média larga
em 3425 cm’l, devido ao estiramento da fenilamina exociclica. A
deformacéo axial da ligagdo C-N exociclica foi observada em 1330 cm’?, a
absorcdo em 3059 cm™ corresponde a deformacdo axial da ligacdo C-H de
aromatico. Enquanto que a deformacgdes axiais das ligagdes C=C dos anéis
benzénicos ocorrem em 1610 e 1566 cm™ sobrepondo as deformades

axiais do anel heterociclico. (Espectro 8.1, pagina 111).

Espectro de RMN 3C (DMSO-d¢, 50 MHz)

A informacao mais importante que podemos ter de um espectro de
13C de compostos mesoidnicos é a presenca dos carbonos do anel

heterociclico. A estrutura do composto MI-01-CL pode ser elucidada
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comparando os dados obtidos com os da literatura ja existentes
(ATHAYDE-FILHO et al, 1996, ECHEVARRIA et al, 1995 e MACIEL et al,
1991).

No espectro de RMN 13C APT (Espectro 8.2, pagina 111) de MI-01-CL,
observou-se 15 sinais, dos quais oito sao de carbonos monohidrogenados
de aromaticos do tipo sp?, seis de carbonos ndo hidrogenados do tipo sp?
e um correspondendo ao grupo CFs. Estudos realizados por Lira mostrou
que o sinal do carbono do grupo CFs aparece como trés quartetos distintos
devido ao acoplamento '*C-!°F (LIRA, 2004). A expansdo do espectro
(Espectro 8.3, pagina 112) permitiu reconhecer os sinais de quartetos
correspondentes aos acoplamentos de °C-!°F, cujas constantes de
acoplamento a uma ligagdo Jcr = 336,8 Hz, duas ligagdes 2Jcr = 32,25 Hz
e trés ligacdes *Jcr = 3,45 Hz foram atribuidas ao acoplamento de (C-F)
em & 123,96, (C-9) em & 132,22 e (C-8, 8) em 126,04 ppm
respectivamente. Os dois sinais de carbonos mais desblidados em 162,48
e 161,18 ppm foram atribuidos aos carbonos do anel heterociclico (C-5) e
(C-2) respectivamente. Assim, comparando os dados obtidos com os
dados das Tabelas (5.9) e (5.11) pode-se propor para o composto MI-01-

CL o sistema 1,3,4-tiadiazélio-2-fenilaminida.

Espectro de RMN 'H (DMSO-ds, 200 MHz)

Os espectros de RMN 'H de compostos mesoifnicos que ndo tem
hidrogénios ligados ao anel heterociclico ndo contribui muito para a
elucidacao estrutural desta classe de compostos. Contudo, os compostos
mesoidnicos do sistema 1,3,4-triazdlio-2-tiolato na forma de &cido
conjugado apresentam uma absorgao de pequena intensidade em torno de
4,0-3,5 ppm atribuida a ligagcdo S-H exociclica, enquanto que os
compostos mesoionicos do  sistema 1,3,4-tiadiazdlio-2-aminida
apresentam uma absorcao em torno de 12 ppm atribuida a ligacdo N-H
exociclica. No espectro de RMN 'H do composto mesoiénico MI-01-CL

(Espectro 8.4, pagina 112), apresentou um multipleto na regidao de
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aromaticos de 8,0-7,1 ppm com integral para 14H e um singleto de pouca
intensidade em 12,69 ppm com integral para 1H caracteristico do grupo
exociclico NH. A absorcdo bastante intensa em torno de 3,5 ppm
atribuimos ser da agua presente em todos os compostos mesoidnicos
como agua de absorcdo, o sinal do (DMSO-dg¢) ocorre em 2,5 ppm. Na
tabela 5.12 estd sumarizado as atribuicdoes feitas para cada carbono e

hidrogénio.

5.12: Dados dos espectros de RMN 'H (200 MHz) e *C (50 MHz) em
(DMSO0O-dg) de MI-01-CL. Os deslocamentos quimicos estdo em (ppm) e
as constantes de acoplamento (J) em Hz.

Carbono 5(3C) 5('H)
5(ppm)
2 161,18 -
5 162,48 -
6 131,23 -
7,7 131,66 7,77 d(2H)
8,8 Hz
== 8,8 126,04 q 8,0 d(2H)
] 3)cF=3,45 Hz 8,8 Hz
9 132,22 q -
2)r=32,25 Hz
o 10 137,32 -
® 11, 11 124,11 7,69 dd(2H)
o / , 8 Hz
P 12, 12 131,55 7,61 t(2H)
(MI-01-CL) 56 Hz
13 129,88 7,16 t(1H)
7,3 Hz
14 138,32 -
15, 15’ 118,36 no
16, 16 131,32 7,44 t(2H)
5,8 Hz
17 129,50 7,68 t(1H)
2,6 Hz
CF3 123,96 q -

13c¢=336,8 Hz

NH 3,57 s(1H)

Cledualdo Soares de Oliveira



Resultados e Discussao 79

5.3.2- Caracterizacao do cloridrato mesoionico MI-02-CL

Espectro na regido de Infravermlho (KBr, cm™)

A absorcdao da ligacdo S-H exociclica é bem caracteristica para os
compostos mesoidnicos do sistema 1,3,4-triazdlio-2-tiol e ocorre em torno
de 2770 cm™. O espectro de infravermelho do composto mesoidnico MI-
02-CL apresentou uma absorcao de deformacdo axial da ligagcdo S-H em
2763 cm™. A absorcdo da deformacdo axial da ligacdo C-H aromatico foi
observada em 3062 cm™ e as absorgdes em 1589 e 1529 cm™ para as
absorcdes de estiramento de C=C aromatico. A absorcao de carbonila de
éster foi observada em 1741 cm™, enquanto que a deformacdo axial da

ligacdo C-O ocorreu em 1205 cm™ (Espectro 8.6, pagina 113).

Espectro de RMN !3C (DMSO-ds, 50 MHz)

No espectro de RMN !3C a 50 MHz (Espectro 8.7, pagina 114) de MI-
02-CL, observou-se 18 sinais, dos quais dez sdao de carbonos
monohidrogenados de aromaticos do tipo sp?> e um de carbono
trihidrogenado do tipo sp?, seis sdo de carbonos ndo hidrogenados do tipo
sp? e um correspondendo ao grupo C=0. A determinagdo da estrutura do
composto MI-02-CL como pertencendo ao sistema 1,3,4-triazélio-2-
tiolato foi verificada pela presenca dos dois sinais do anel heterociclico em
165,54 e 147,70 ppm atribuidos aos carbonos (C-2) e (C-5)
respectivamente que estd em boa concordancia com os dados da

literatura mostrados nas tabelas (5.9) e (5.10).

Espectro de RMN 'H (DMSO-des, 200 MHz)

No espectro de RMN 'H do composto mesoidénico MI-02-CL (Espectro

8.10, pagina 115), apresentou um multipleto na regido de aromaticos de
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7,9-7,1 ppm com integral para 14H e dois singletos, um em 3,57 ppm
com integral para 1H refere-se ao grupo SH exociclico e o outro em 2,24
ppm com integral para 3H corresponde ao grupo metila do éster. A tabela

5.13 sumariza as atribuicOes feitas para cada carbono e hidrogénio.

Tabela 5.13: Dados dos espectros de RMN 'H (200 MHz) e 3C (50 MHz)
em (DMSO-ds) MI-02-CL.

Carbono 3(130) 3('H)
5(ppm)
2 165,54 -
5 147,70 -
6 124,00 -
7 150,10 -
. 7 122,91 7,95 d(1H)
1,6 Hz
12 12 8 119,12 7,91 d(1H)
1,4 Hz
8 117,00 7,46 t(2H)
8,6 Hz
9 133,76 7,64 dd(1H)
0,6 Hz
10 138,51 -
11, 11 123,72 7,69 dd(2H)
8 Hz
12, 12 131,31 6,92 t(1H)
8,4 Hz
(MI-02-CL) 13 128,41 no
14 138,59 -
15, 15’ 125,15 7,68 d(1H)
2,4 Hz
16, 16 130,67 no
17 126,03 7,33 t(1H)
5 Hz
CHs 20,78 2,24 s(3H)
C=0 168,75 -
SH - 3,57 s(1H)

Cledualdo Soares de Oliveira



Resultados e Discussao 81

5.3.3- Caracterizacao do cloridrato mesoionico MI-03-CL

Espectro na regido de Infravermlho (KBr, cm™)

O espectro de infravermelho do composto mesoibnico MI-03-CL
apresentou uma absorcdo em 3444 cm™ da ligacdo N-H exociclica, as
absorcdes em 3147 e 3053 cm’!, referem-se a deformacdo axial da
ligacdo C-H aromatica e C-H do anel furanico respectivamente. As
absor¢cBes em 1574 e 1537 cm™ sdo atribuidas ao estiramento de C=C
aromatico, enquanto que a banda de absor¢do em 1620 cm™ é atribuida a
deformacdo da ligacdo C=N do anel heterociclico. As absorcoes em 812 e
754 cm™! referem-se as deformagdes angulares fora do plano da ligacdo

C-H de aromatico (Espectro 8.12, pagina 116).

Espectro de RMN !3C (DMSO-ds, 50 MHz)

No espectro de RMN 3C APT (Espectro 8.13, pagina 117) de MI-03-
CL, observou-se 14 sinais, dos quais oito sao de carbonos
monohidrogenados de aromaticos do tipo sp? e seis sdo de carbonos ndo
hidrogenados do tipo sp? (Tabela 5.14). A estrututa correta do composto
MI-03-CL pode ser determinada comparando os dados obtidos com os
dados da literatura mostrados nas Tabelas 5.9 e 5.11. Os dois sinais do
anel heterociclico em 165,96 e 160,47 ppm atribuidos aos carbonos (C-5)
e (C-2) respectivamente sao condizentes com o sistema 1,3,4-tiadiazolio-

2-aminida.

Espectro de RMN 'H (DMSO-d¢, 200 MHz)

No espectro de RMN 'H do composto mesoidénico MI-03-CL (Espectro

8.16, pagina 118), apresentou um multipleto na regido de aromaticos de
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7,93-6,67 ppm com integral para 12H e um singleto em 13,18 ppm com

integral para 1H referente ao grupo NH exociclico.

Tabela 5.14: Dados dos espectros de RMN *H (200 MHz) e 3C (50 MHz)
em (DMSO-ds) de MI-03-CL.

Carbono 3(*3C) 3(*H)
5(ppm)
2 160,47 -
5 165,96 -
6 139,26 -
7 106,31 6,73 d(1H)
N N 2,8 Hz
8 120,69 7,44 d(1H)
2,8 Hz
9 150,69 -
10 137,56 -
11, 11’ 124,43 7,57 d(1H)
8,4 Hz
o 12,12’ 132,54 7,12 t(2H)
. 7,6 Hz
13 130,49 7,74 t (1H)
® oA 14 138,10 A
(MI-03-CL) 15, 15’ 118,50 6,66 d(2H)
3,0 Hz
16, 16’ 129,49 no
17 125,68 6,73 t(1H)
6,8 Hz
NH - 13,2 s(1H)

5.3.4- Caracterizacao do cloridrato mesoionico MI-04-CL

Espectro na regido de Infravermlho (KBr, cm™)

O espectro de infravermelho do composto mesoionico MI-04-CL
apresentou como caracteristica uma absorcdao de intensidade média em
1668 cm™' (banda de amida I). A deformacdo axial da ligagdo C-H

aromatica em 3061 cm™ e a deformacdo axial da ligagdo C=C do anel
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benzénico em 1570-1495 cm™. Deformagdo angular fora do plano da
ligacdo C-H ocorre em 754 e 605 cm™. A absorcdo forte em 1328 cm™

refere-se ao estiramento da ligacdo C-N (Espectro 8.18, pagina 119).

Espectro de RMN 3C (DMSO-d¢, 50 MHz)

No espectro de RMN 3C APT (Espectro 8.19, pagina 120) de MI-04-
CL, observou-se 19 sinais, dos quais doze sao de carbonos
monohidrogenados de aromaticos do tipo sp?, seis sdo de carbonos n3o
hidrogenados do tipo sp? e um refere-se ao sinal da carbonila da amida.
Os dois sinais do anel heterociclico em 164,41 e 160,02 ppm atribuidos
aos carbonos (C-5) e (C-2) respectivamente, sao condizentes com o
sistema 1,3,4-tiadiazdlio-2-aminida, o sinal em 169,77 ppm foi atribuido a

carbonila de amida.

Espectro de RMN 'H (DMSO-d¢, 200 MHz)

No espectro de RMN 'H do composto mesoiénico MI-04-CL (Espectro
8.22, pagina 121), apresentou apenas um multipleto na regido de
aromaticos de 7,7-7,1 ppm com integral para 20H, Tabela 5.15.

A atribuicdo correta de todos os sinais do espectro de !3C do
composto MI-04-CL pode ser feita comparando os dados obtidos com os
dados das Tabelas 5.9 e 5.11.
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Tabela 5.15: Dados dos espectros de RMN 'H (200 MHz) e *3C (50 MHz)

em (DMSO-dg) de MI-04-CL.

Carbono 5('3c) 5('H)
6(ppm)
2 160,41 -
5 164,02 -
6 123,00 -
7,7 129,44 7,42 d(2H)
7,4 Hz
v 8,8 131,40 no
, > 9 129,40 no
W 10 137,67 -
11, 11 123,92 7,63 d(2H)
2,2 Hz
PN 12,12 130,10 7,55 m(2H)
2 13 127,41 7,54 sl (1H)
| " 14 138,48 -
50 15, 15 118,27 7,68 d(2H)
2,8 Hz
16 0 16, 16’ 131,36 7,61t(2H)
17 1,1 Hz
(MI-04-CL) 17 129,25 7,16 t(1H)
7,4 Hz
18 141,28 -
19,19 130,08 7,71 d(2H)
1,8 Hz
20,20 128,45 no
21 128,14 7,51 t(2H)
4,4 Hz
C=0 169,77 -

5.3.5- Caracterizacao do cloridrato mesoionico MI-05-CL

Espectro na regido de Infravermlho (KBr, cm™)

O espectro de infravermelho do composto mesoionico MI-05-CL

apresentou como caracteristica uma banda de absorcdao larga em 3454

cm™ referente & deformacdo axial da ligacdo NH exociclica e uma banda

em 1611 cm™ (banda de amida II). A deformacdo axial da ligagdo C-H

aromatica ocorre em 3060 cm™, enquanto que a deformacdo axial de C=C
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dos anéis benzénicos ocorrem em 1569 e 1517 cm™. Na regido de 896-
696 apresentam bandas de absorcao de deformacao angular da ligagao C-
H fora do plano dos anéis aromaticos. As duas bandas de absorcao fortes
em 762 e 696 cm’! sdo tipicas de anel aromatico monosubstituido,
enquanto que a banda de absorgdo forte em 846 cm™ é tipica de anel
aromatico p-dissubstituido. A deformacao axial de C-N ocorre em 1325
cm™l. A identificagdo da absorcdo de deformacdo da ligacdo do grupo
tiocarbonila (C=S) é frequentemente dificil e incerta, (Espectro 8.24,

pagina 122).

Espectro de RMN !3C (DMSO-ds, 50 MHz)

No espectro de RMN !3C APT (Espectro 8.25, pagina 123) de MI-05-
CL, observou-se 20 sinais, dos quais onze sao de carbonos
monohidrogenados de aromaticos do tipo sp? e nove s3o de carbonos ndo
hidrogenados, sendo oito sinais de carbono ndo hidrogenado do tipo sp? e
um de carbono do tipo sp>. Os dois sinais do anel heterociclico em 162,50
e 161,22 ppm atribuidos aos carbonos (C-5) e (C-2) respectivamente, sao
condizentes com o sistema 1,3,4-tiadiazdélio-2-aminida, o sinal em 170,04
ppm foi atribuido a carbonila de tioamida. Foram observados
acoplamentos de 3C-!°F como sinais de quartetos pertencentes ao grupo
p-trifluormetil. A expansdo do espectro (Espectro 8.28, pagina 124)
permitiu reconhecer o0s sinais de quartetos correspondentes aos
acoplamentos de °C-'°F. As constantes de acoplamento a uma ligagdo Jcr
= 291,6 Hz, duas ligacbes %Jcr = 32,2 Hz e trés ligacdes 3Jcr = 3,43 Hz
foram atribuidas ao acoplamento de (C-F) em & 123,5, (C-9) em & 132,22
e (C-8, 8) em 126,02 ppm respectivamente estdo em concordancia com
os da literatura (LIRA, 2004).

Espectro de RMN 'H (DMSO-des, 200 MHz)

Cledualdo Soares de Oliveira



Resultados e Discussao 86

No espectro de RMN 'H do composto mesoiénico MI-05-CL (Espectro
8.29, pagina 125), apresentou um multipleto na faixa de 8,0-7,1 ppm com
integral para 19H e um singleto em 3,56 ppm com integral para 1H que
atribuimos ser da ligacao N-H da tioamida, Tabela 5.16.

A atribuicdo correta de todos os sinais do espectro de '*C do
composto MI-05-CL pode ser feita comparando os dados obtidos com

aqueles das Tabelas 5.9 e 5.11.

Tabela 5.16: Dados dos espectros de RMN 'H (200 MHz) e *3C (50 MHz)
em (DMSO-dg) de MI-05-CL.

Carbono 5(3C) 5('H)
5(ppm)
2 162,22 -
5 162,50 -
6 129,94 -
7,7 129,87 7,4 d(2H)
11 Hz
8,8 126,08 q 7,9 d(2H)
=0 3] = 3,43 Hz 8,4 Hz
\Q\x 9 132,22 q -
N 2
\ 0 - 20 J=32,2Hz
Toadwt s 10 137,30 -
D/( )z\ )k /@” 11, 11 124,10 7,77 d(2H)
6 ° s N N” 18 o 8Hz
Nt e 12, 12° 131,58  7,61m(2H)
‘ 15 15 13 129,20 7,48 sl(2H)
16 16 14 138,31 -
17 15, 15’ 118,37 no
(MI-05-CL) 16, 16 128,90 7,44 t(2H)
5,8Hz
17 125,54 7,68 t(1H)
2,6Hz
18 135,62 -
19, 19’ 125,10 7,7 d(2H)
6 Hz
20, 20 131,30 7,16 t(2H)
7,6Hz
21 129,40 7,42 sl(1H)
C=S 170,04 -
CF3 123,50 q -
1J=291,6 Hz
NH - 3,56 s(1H)
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5.3.6- Caracterizacao do cloridrato mesoionico MI-07-CL

Espectro na regido de Infravermlho (KBr, cm™)

O espectro de infravermelho do composto mesoionico MI-07-CL
apresentou como caracteristica uma banda de absorcdao larga em 3418
cm™! referente & deformacdo axial da ligagdo N-H exociclica e uma banda
em 1612 cm™ de deformacdo axial do anel heterociclico. A deformacgédo
axial da ligacdo C-H aromdtica ocorre em 3055 cm™, enquanto que a
deformacdo axial de C=C aromatica ocorre em 1561 e 1489 cm™. Na
regiao de 719 e 598 apresenta bandas de absorcao do estiramento
angular da ligacdao C-H fora do plano, caracteristicas de anéis benzénicos

monosubstituidos, (Espectro 8.31, pagina 1126).

Espectro de RMN 3C (DMSO-d¢, 50 MHz)

No espectro de RMN 13C a 50 MHz (Espectro 8.32, pagina 126) de MI-
07-CL, observou-se 14 sinais, dos quais nove sao de carbonos
monohidrogenados de aromaticos do tipo sp” e cinco sdo de carbonos n3o
hidrogenados do tipo sp?. Os dois sinais do anel heterociclico em 164,18 e
160,61 ppm atribuidos aos carbonos (C-5) e (C-2) respectivamente sao

condizentes com o sistema 1,3,4-tiadiazdlio-2-aminida.

Espectro de RMN 'H (DMSO-des, 200 MHz)

No espectro de RMN 'H do composto mesoidnico MI-07-CL (Espectro

8.34, pagina 127), foi observado um multipleto na regido de aromaticos
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de 7,8-7,1 ppm com integral para 15H e um singleto em 12,57 ppm com
integral para 1H que atribuimos ser da ligacdo N-H exociclica, Tabela
5.17.

A atribuicdo correta de todos os sinais do espectro de '*C do
composto MI-07-CL pode ser feita comparando os dados obtidos com os
dados das Tabelas 4.9 e 4.11.

Tabela 5.17: Dados dos espectros de RMN 'H (200 MHz) e **C (50 MHz)
em (DMSO-dg) de MI-07-CL.

Carbono 5(130) 3(H)

6(ppm)
2 160,61 -
== 5 164,18 -
6 123,10 -
7,7 129,49 7,42 d(2H)
7,4 Hz
8, 8 126,08 no
9 129,84 no
10 137,63 -
N 11, 11 124,00 7,63 d(2H)
A© 2,2 Hz
12, 12 133,12 7,55
N o1 m(2H)
(MI-07-CL) 13 130,10 no
14 138,38 -
15, 15’ 118,33 7,68 d(2H)
2,8 Hz
16, 16’ 131,38  7,61t(2H)
1,1 Hz
17 129,23 7,16 t(1H)
7,4 Hz
NH - 12,5 s(1H)

5.4-Discussao dos estudos bioldgicos

Considerando que os compostos mesoidnicos sao mundialmente
conhecidos por suas excelentes atividades bioldgicas (item 3.6, pagina 22)

e devido a grande possibilidade dos novos compostos mesoionicos
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sintetizados neste trabalho, pertencentes aos sistemas 1,3,4-triazélio-2-
tiolato e 1,3,4-tiadiazélio-2-aminida todos na forma de cloridratos
apresentarem atividade, resolvemos disponibilizar os novos compostos
heterociclicos mesoidnicos sintetizados para alguns grupos de pesquisa na
area farmacoldgica, com o intuito de se descobrir novas atividades para

estes compostos.

5.4.1-Atividade antifingica dos cloridratos mesoionicos

No estudo (item 4.6.1, pag 52) foram utilizados cinco compostos
mesoidnicos para os testes de atividade antifungica, (MI-01-CL), (MI-02-
CL), (MI-03-CL), (MI-04-CL) e (MI-05-CL), Figura 5.3, todos na forma de

cloridratos obtidos a partir das sinteses descritas no item 4.5 pagina 45.
Ph 0
+ CIT
\l/\l—l\\l /“\o Phi+ ci-
N—N
S)\N/Ph [ )\
|l| [ij SH

Ph

FsC \ +CI”
N—N S
(M1-01-CL) /i )\ /[]\ H Ph
7
e S '}1 ’?' (MI1-02-CL)
3
_ Ph  Ph
Ph_, cl (M1-05-CL) Ph i}
/ )\ Ph N—N o)
APy A
) d S ! Ph™ Ng” SN Spn
ON (mi-03-cL) H |
2 (MI-04-cL) Ph

Figura 5.3: Estruturas dos cloridratos mesoidnicos testados na avaliacdo de
atividade antifungica.

A atividade antifungica destes compostos foi verificada pelo método
de difusao em meio sélido e os resultados obtidos frente as onze espécies
fungicas, estao representados na Tabela 5.18. As suspensdes das
amostras testadas foram preparadas em DMSO, ficando cada amostra

com uma concentragao de 1,0 mg/ml.

Cledualdo Soares de Oliveira



Resultados e Discussao 90

Os halos de inibicao (HI) foram medidos apds um tempo de
incubagao para os microrganismos. Foi considerado positivo, o produto
gue inibiu o crescimento dos microrganismos produzindo halos de inibigao

(HI) igual ou superior a 10 mm de diametro.

Tabela 5.18: Resultados da avaliacao da atividade antifingica (em mm)
de compostos mesoidnicos contra leveduras, em meio solido.

Compostos (MI) Microrganismos’

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
MI-01-CL 8 O 10 O 0 8 0 0 7 0 0
MI-02-CL 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
MI-03-CL 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
MI-04-CL 12 10 12 O 0 0 0 0 8 0 0
MI-05-CL 12 14 14 O 0 0 0 0 12 0 0
Controle do + 4+ + + + o+ o+ + + o+ o+

Microrganismo

Controle com 18 18 17 20 0 O O 10 12 12 14
Cetoconazol

*(1=C. albicans (ATCC 6258); 2=C. albicans (ATCC 13803); 3=C. albicans
(ATCC 90028); 4=C. albicans ( ATCC 76615); 5=Candida Krusei (ATCC
6258); 6=Candida guilliermondii (LM 011); 7=Candida tropicalis (LM 32);
8=Candida tropicalis (LM 37); 9=Candida tropicalis (LM 759);
10=Trichosporon inkin (LM 063); 11=Trichosporon inkin (LM 067).

Na avaliacdo da atividade antifingica dos compostos mesoidnicos, os
resultados obtidos mostram que os mesoidnicos (MI-02-CL) e (MI-03-CL),
nao foram eficientes para inibirem o desenvolvimento dos microrganismos
testados. Mas, partes das espécies de leveduras mostraram sensibilidade
frente a alguns compostos (Tabela 5.18). Assim, os compostos (MI-01-
CL), (MI-04-CL) e (MI-05-CL), inibiram o crescimento de C. albicans, onde
a média dos halos de inibicao foi entre 10 a 14 mm de diametro. O
composto (MI-05-CL) foi o mais ativo dos compostos avaliados, inibindo
quatro dos onze microrganismos testados. O composto MI-05-CL com halo
de inibicao de 14 mm frente a C. albicans (ATCC 13803 e ATCC 90028) foi
apenas 22,2% menos potente do que o padrao cetoconazol. A cepa C.
tropicalis (LM 759) mostrou-se sensivel ao composto (MI-05-CL), o qual
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foi tdo potente quanto o cetoconazol produzindo halo de inibicao de 12
mm. As espécies C. guilliermondii, C. krusi e T. inkin apresentaram-se
resistentes aos compostos estudados.

Analisado os resultados obtidos no presente estudo e comparando os
compostos (MI-01-CL), (MI-04-CL) e (MI-05-CL), o composto mesoidnico
(MI-01-CL) foi o menos eficaz dos compostos analisados, inibindo apenas
o crescimento de C. albicans (ATCC 90028) com halo de inibicao de 10
mm, sendo, portanto, 41,2% menos potente do que o padrao cetoconazol

gue apresentou halo de inibicao de 17 mm.

5.4.2-Atividade antibacteriana dos cloridratos MI-02-CL e MI-03-
CL

Ensaios Bacteriolégicos

Para os ensaios de atividade antibacteriana foram utilizadas trés
linhagens de bactérias, AS-1199B que superexpressa 0 gene norA
codificador da proteina NorA de efluxo do norfloxacino e outras drogas
(KAATZ et al, 1993) e (KAATZ e SEO, 1995), RN4220 a qual possui o
plasmideo que carrega o gene codificador da proteina de efluxo para
macrolideos e IS-58 a qual possui a proteina de efluxo TetK tetraciclina.

Bomba de efluxo sdo proteinas integrantes da membrana plasmatica
bacteriana e que tem sido responsabilizada por diversos casos de
resisténcias a drogas, as quais sao expelidas para fora da célula
(PIDDOCK, 2006). Modificadores da atividade antibidtica € um termo
usado para substancias que modulam ou mesmo reverte a resisténcia
bacteriana a certos antibidticos. Logo, disponibilizamos os compostos
mesoidnicos 1,4-difenil-5-(2-acetil-fenil)-1,3,4-triazdlio-2-tiol (MI-02-CL)
e 4-fenil-5(5-nitro-2-furanil)-1,3,4-tiadiazodlio-fenilaminida (MI-03-CL) ao
professor José P. Siqueira-Junior coordenador do Laboratério de Genética

de Microrganismos do Departamento de Biologia Molecula (UFPB) para se
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avaliar efeito modulador da resisténcia a drogas usando uma linhagem de
Staphylococcus aureus portadora de bomba de efluxo.

Inicialmente foi verificado a ativiadade anti-estafilocdcica dos
compostos mesoidnicos em que a concentragdo minima inibitdria (CIM) foi
definida como a menor concentragdao que inibia completamente o
crescimento bacteriano. Foi observado que somente o composto MI-03-CL
apresentou atividade anti-estafilococica relevante (Tabela 5.19)

apresentando CIM de 64 ug/ml para as trés linhagens utilizadas.

Tabela 5.19: Atividade antimicrobiana dos cloridratos mesoidnicos
Compostos Mesoionicos-CIM (ug/ml)

Linhagens MI-02-CL MI-03-CL
[S-58 (TetK) >512ug/ml 64 ug/mli
RN-4220 (MrsA) >512ug/ml 64 ug/mli
SA-1199B (NorA) >512pg/mli 64 ug/mi

Para a avaliagdo do composto mesoidénico MI-03-CL como modulador
da resisténcia, a CIM de (Tetraciclina, Eritromicina e Norfloxacina) foram
determinadas na presenca do composto mesoidnico numa concentracao
subinibitéria (Tabela 5.20).

Tabela 5.20: Atividade Moduladora do cloridrato mesoidonico MI-03-CL.

Composto Mesoionico-CIM(ug/ml)

Linhagens/Antibiodtico - MI-03-CL | + MI-03-CL (16ug/ml)"
I1S-58 (TetK)/ Tetraciclina 32 1(32)™
RN-4220 (MrsA)/ Eritromicina 256 64(4)
SA-1199B (NorA)/ Norfloxacina 64 64

" trés experimentos realizados

“* entre parénteses, os fatores de reducdo da (CIM)
(-) na auséncia do composto mesoidnico

(+) na presenca do composto mesoidnico

Na Tabela 5.20, verifica-se que na auséncia do composto mesoionico

no meio de cultura, a CIM de Tetraciclina, Eritromicina e Norfloxacina

Cledualdo Soares de Oliveira



Resultados e Discussao 93

foram 32, 256 e 64 pg/ml respectivamente, na presenca do composto
mesoidnico a CIM da tetraciclina observada foi de 1ug/ml (reducdao de
32X) e a CIM da Eritromicina foi observada de 64ug/ml (reducao de 4X),
enquanto que a Norfloxacina nao teve nenhuma redugao observada.

Os resultados observados mostram a relevancia da avaliacdo do
composto mesoidnico MI-03-CL como inibidor putativo de bomba de

efluxo, ou seja, potencial adjuvante de antibidticos.
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6.0-Conclusbes e Pespectivas

6.1-Conclusoes

» A metodologia de sintese utilizada mostrou-se bastante eficaz a

preparacdo dos cloridratos mesoiénicos.

» Foram sintetizados e caracterizados cinco heterociclicos inéditos
pertencentes a classe dos compostos mesoibnicos, sendo quatro do
sistema 1,3,4-tiadiazo6lio-2-aminida e um do sistema 1,3,4-triazo6lio-

2-tiolato.

» Os novos compostos heterociclicos mesoiénicos foram obtidos com

rendimentos entre 59 a 96 %o.

» As estruturas quimicas dos novos compostos heterociclicos
mesoidnicos foram elucidadas por meio de técnicas espectroscopicas

de RMN *H e *3C uni (1D) e infravermelho.

» Estudos microbiolégicos mostraram que os compostos MI-01-CL, MI-
04-CL e MI-05-CL apresentaram atividade contra algumas espécies
de leveduras. Sendo o composto MI-01-CL o mais ativo, inibindo 4
das 11 espécies de leveduras testadas. Contra a C. tropicalis (LM

759) foi tdo potente quanto o cetoconazol.

» O ensaio antibacteriano mostrou que o0 composto MI-03-CL
apresentou atividade anti-estafilocécica relevante e uma substancia
moduladora de bomba de efluxo, apresentando potencialidade como

um adjuvante de antibidticos.
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6.2-Pespectivas

» Realizar um screening farmacoldgico para avaliar as potencialidades
biolégicas dos novos compostos heterociclicos mesoidnicos

sintetizados.

» Realizar estudos de RMN em estado sélido para melhor caracterizar

o composto MI-06-CL.

» Realizar estudos da Relacdo Estrutura Atividade (SAR) dos novos

derivados mesoidnicos.

» Avaliar a reatividade quimica do composto MI-01-CL como nucledfilo
nas reacdes de substituicdo nucleofilica bimolecular (Sy2) e adicdo
nucleofilica-eliminagdo com alguns substratos, tais como: haletos de

alquila e cloretos de acidos.

» Realizar estudos termoanaliticos e cinéticos dos compostos

heterociclicos mesoidnicos.
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Espectro 8.1: Espectro de IV de MI-01-CL em KBr.
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Espectro 8.2: Espectro de RMN **C APT de MI-01-CL (DMSO-ds, 50 MHz).
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Espectro 8.3: Expansdo do espectro de RMN *3C APT de MI-01-CL
(DMSO-ds, 50 MHZz) na regido de 135 a 112 ppm.

[ — T T~ R BT - - B~ I I

12688
T
B4
I
9
4
ti
i
0
6
T
4
6

RN A s o

3385
2500

L]

— 5000

wLf ——-"t—

ppm (1]

0.0

Espectro 8.4: Espectro de RMN *H de MI-01-CL (DMSO-dg, 200 MHZ).
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Espectro 8.5: Expanséo do espectro de RMN *H de MI-01-CL (DMSO-d,
200 MHz).
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Espectro 8.6: Espectro de IV de MI-02-CL em KBr.
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Espectro 8.7:
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Espectro de RMN *3C APT de MI-02-CL (DMSO-dg, 50 MHz).
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Espectro 8.8: Expansdo do espectro de RMN **C APT de MI-02-CL
(DMSO-ds, 50 MHZz) na regido de 136 a 114 ppm.
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Espectro 8.9: Expansdo do espectro de RMN *3C APT de MI-02-CL
(DMSO-ds, 50 MHz) na regido de 173 a 116 ppm.
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Espectro 8.10: Espectro de RMN *H de MI-02-CL (DMSO-des, 200 MHZ).
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Espectro 8.11: Expanséo do espectro de RMN *H de MI-02-CL (DMSO-ds,
200 MHz) na regiao de 8,2 a 6,7 ppm.
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Espectro 8.12: Espectro de 1V de MI-03-CL em KBr.
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Espectro 8.13: Espectro de RMN *C APT de MI-03-CL (DMSO-dg, 50

MHZz).
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Espectro 8.14: Expanséo do espectro de RMN *°C APT de MI-03-CL
(DMSO-ds, 50 MHz) na regido de 134 a 104 ppm.
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Espectro 8.15: Expanséo do espectro de RMN **C de MI-03-CL (DMSO-
ds, 50 MHz) na regido de 174 a 133 ppm.
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Espectro 8.16: Espectro de RMN *H de MI-03-CL (DMSO-dg, 200 MHz).
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Espectro 8.17: Expanséo do espectro de RMN *H de MI-03-CL (DMSO-de,
200 MHz) na regiao de 8,1 a 5,8 ppm.
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Espectro 8.18: Espectro de 1V de MI-04-CL em KBr.
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Espectro 8.20: Expanséo do espectro de RMN *°C de MI-04-CL (DMSO-

ds, 50 MHz) na regido de 135 a 117 ppm
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Espectro 8.21: Expanséo do espectro de RMN **C APT de MI-04-CL
(DMSO-ds, 50 MHZz) na regido de 184 a 116 ppm.
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Espectro 8.22: Espectro de RMN *H de MI-04-CL (DMSO-ds, 200 MHZ).
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Espectro 8.23: Expanséo do espectro de RMN *H de MI-04-CL (DMSO-ds,
200 MHz) na regiao de 8,5 a 6,3 ppm.
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Espectro 8.24: Espectro de IV de MI-05-CL em KBr.

Cledualdo Soares de Oliveira



Espectros 123

T T T T T T T T T T T T T T T T
190 100 30 0
pem {t1)

Espectro 8.25: Espectro de RMN *C APT de MI-05-CL (DMSO-dg, 50
MHZz).
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Espectro 8.26: Expanséo do espectro de RMN *3C APT de MI-05-CL
(DMSO-ds, 50 MHZz) na regido de 174 a 115 ppm.
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Espectro 8.27: Expanséo do espectro de RMN **C APT de MI-05-CL

(DMSO-ds, 50 MHz) na regido de 133 a 116 ppm.
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Espectro 8.28: Expanséo do espectro de RMN *3C APT de MI-05-CL
(DMSO-ds, 50 MHZz) na regido de 133 a 114 ppm.
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Espectro 8.29: Espectro de RMN *H de MI-05-CL (DMSO-dg, 200 MHz).
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Espectro 8.30: Expanséo do espectro de RMN *H de MI-05-CL (DMSO-ds,
200 MHz) na regiao de 8,5 a 6,6 ppm.
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Espectro 8.31: Espectro de 1V de MI-07-CL em KBr.
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Espectro 8.32: Espectro de RMN **C APT de MI-07-CL (DMSO-ds, 50 MHz).
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Espectro 8.33: Expansdo do espectro de RMN *3C APT de MI-07-CL
(DMSO-ds, 50 MHZz) na regido de 162 a 118 ppm.
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Espectro 8.34: Espectro de RMN *H de MI-07-CL (DMSO-dg, 200 MHz).
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Espectro 8.35: Expansdo do espectro de RMN *H de MI-07-CL (DMSO-ds,
200 MHz) na regiao de 8,3 a 6,8 ppm.
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