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RESUMO

O processo inflamatério consiste em uma resposta biolégica de um organismo vivo
contra algum tipo de agressao fisica, biolégica ou quimica. A resposta inflamatéria
mediada por substancias denominada mediadores quimicos, um dos mediadores é
o &cido araquidénico e seus metabdlitos sdo responsaveis pelo processo
inflamatoério. A cascata do &cido araquidénico produz os principais mediadores da
inflamac&o como leucotrienos, tromboxanas e prostaglandinas. Os anti-inflamatérios
ndo esteroidais atuam na inibicdo da prostaglandina endoperdxido sintase ou ciclo-
oxigenase que sao enzimas responsaveis pela oxidacdo do acido araquiddnico que
apresentam duas isoformas: a PGHS-1, também conhecida como ciclo-oxigenase 1
(COX 1), configura-se uma enzima constitutiva por estar presente nos processos
fisiologicos e a PGHS-2, também conhecida por ciclo-oxigenase 2 (COX 2) e pode
ser induzida através do processo inflamatoério. Anti-inflamatorios altamente seletivos
para PGHS-2 foram desenvolvidos, entretanto, alguns deles apresentaram efeitos
adversos e foram retirados do mercado, tendo como exemplos 0s seguintes:
lumiracoxibe (Prexige®), etoricoxibe (Arcoxia®), parecoxibe (Bextra®), por entender
gue seus perfis de seguranca, incluindo as reacfes adversas cardiacas, hepaticas e
renais graves, superam a relagdo risco-beneficio no tratamento das indicagcfes
estudadas. Novos protétipos de farmacos anti-inflamatorios menos seletivos
passaram a ser desenvolvidos. Compostos contendo o grupo funcional éter de
oxima foram sintetizados em nosso grupo de pesquisa e seus perfis de atividade
anti-inflamatéria foram avaliados, apresentado resultados positivos que levaram a
continuidade destes estudos com o objetivo de confirmar e complementar as
atividades anti-inflamatérias ja identificadas. Depois de sintetizados e identificados
os éteres de oxima foram submetidos a novos ensaios in vivo confirmando suas
propriedades anti-inflamatorias, analgésicas e também foram identificadas atividades
na inibicdo de agregacdo plaquetaria. Os ensaios corroboraram para confirmar a
eficacia farmacoldgica dos compostos sintetizados pelo nosso grupo de estudo.
Neste trabalho também foi realizada a sintese de inéditos derivados de éteres de
oxima, que foram submetidos a analise por RMN'H e RMN*3C confirmando suas
estruturas e sua rota sintética.

Palavras-chave: Quimica Organica. Quimica Farmacéutica. Sintese Organica. Anti-
inflamatdrios. Eter de oxima.



ABSTRACT

The inflammatory process consists is a biological response in a living organism
against some kind of physical, biological or chemical attack. The inflammatory
response is mediated by substances called chemical mediators. One of the
mediators is arachidonic acid and its metabolites are responsible for the inflammatory
process. The arachidonic acid cascade produces the main inflammatory mediators
such as leukotrienes, prostaglandins and thromboxanes. Non-steroidal anti-
inflammatory drugs act by inhibiting prostaglandin endoperoxide synthase or
cyclooxygenase enzymes that are responsible for oxidation of arachidonic acid and
which have two isoforms: a PGHS-1, also known as cyclooxygenase 1 (COX-1)
which is a constitutive enzyme because of its presence in physiological processes
and PGHS-2, also known as cyclooxygenase 2 (COX-2) which can be induced by the
inflammatory process. Anti-inflammatory drugs highly selective for PGHS 2 have
been developed. However, some of them showed adverse effects and were
withdrawn from the market, the following being examples: lumiracoxib (Prexige ®),
etoricoxib (Arcoxia ®), parecoxib (Bextra ®), as it was thought that their safety
profiles, including serious adverse cardiac, hepatic and renal disease, outweighed
the risk-benefit in their intended applications. New prototype of less selective anti-
inflammatory drugs have been developed. Compounds containing the functional
group oxime ether were synthesized in our research group and their profiles of anti-
inflammatory activity were evaluated, and positive results were present leading to
continuation of these studies in order to confirm and complement the anti-
inflammatory activities already identified. Once synthesized and identified the oxime
ethers were subjected to further tests in vivo confirming their anti-inflammatory and
analgesic activities, and inhibiting actions on platelet aggregation have also been
identified. The tests corroborated to confirm the effectiveness of the pharmacological
compounds synthesized by our study group. In this work the synthesis of new
derivatives of oxime ethers was also carried out, which were subjective to analysis by
RMN *H and RMN *3C, confirming their structures and their synthetic route.

Key words: Organic Chemistry. Pharmaceutical Chemistry. Organic Synthesis. Anti-
Inflammatory. Oxime ether.
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1 INTRODUCAO

1.1 O PROCESSO INFLAMATORIO

O processo inflamatorio ocorre como resposta a lesdo celular e caracteriza-se por
um processo complexo, dindmico e multimediado, que pode se manifestar a partir de
varios tipos de fatores agressivos, tais como fisicos (queimadura, radiacdo, trauma),
biolégicos (micro-organismos, agentes imunoldgicos) ou quimicos (substancia
caustica) (SILVA, 2010). A inflamacé&o é necessaria para a eliminacdo ou reducéo de
agentes agressores ou agressdes no organismo humano e possibilita uma
subsequente restauracdo da homeostase (NAMAS, 2009). A reacdo inflamatéria
acontece em Varios niveis. Inicialmente, em nivel histopatolégico, ocorre em duas
fases consecutivas. A fase aguda é caracterizada por: 1. vasodilatacao arteriolar e
venular, com aumento da pressao hidrostatica na microvasculatura e fuga de liquido
para o intersticio (edema); 2. aumento da permeabilidade na microvasculatura por
contracdo celular no endotélio venular (fenestracdo), com escape protéico que
diminui a presséo oncoética vascular e favorece a formacéo do exsudato inflamatoério
na intimidade do tecido; 3. migracdo de polimorfonucleares (quimiotaxia) para o local
da injuria; 4. acumulo de macréfagos no sitio de lesdo nas 24 horas seguintes,
influenciado pela capacidade de adesdo de moléculas existentes em endotélio
vascular, leucocitos e plaquetas. A fase cronica proliferativa da resposta inflamatoria
se instala entre 36 e 48 horas apo6s o estimulo, caracterizando-se por migracao
leucocitaria, com predominancia de mondcitos, linfocitos, plasmacitos e fibroblastos.
Ocorrem, ainda, sinais de regeneracdo e reconstrucdo da matriz conjuntiva. Nos
processos inflamatoérios crénicos, os eventos descritos acima originam degeneracao
tecidual e fibrose (BRENOL, 2013). A inflamacdo crénica € caracterizada por seu
longo periodo e pela presenca de células mononucleares, e.g., macréfagos e
linfocitos. As inflamagbes agudas séo respostas rapidas do organismo a presenca
de bactérias piogénicas, resultando em acumulo de material necrotico. A inflamacéo
aguda pode evoluir para a crénica quando nao é realizado um tratamento adequado.
O processo inflamatério tem grande importancia para o restabelecimento do tecido

ou da célula lesada. Entretanto, esse processo pode induzir respostas excessivas
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desregulando varios sistemas, o6rgdos podendo acarretar um ciclo inflamatorio

vicioso que podera trazer danos ao organismo (NAMAS, 2009).

1.2 FARMACOLOGIA DA INFLAMACAO

Com a injuria tecidual o processo inflamatério ocorrera perfazendo alteracdes como
a mudanca da permeabilidade dos vasos sanguineos do local, seguido de acumulo
de células responséaveis pelo desencadeamento do processo inflamatério. As células
promoverao a liberacdo dos mediadores que dardo inicio a resposta inflamatoria que
promovera a destruicdo ou remoc¢ao do agente agressor. Posteriormente ocorrera a
limpeza e restauracdo da area anteriormente lesada (HANSON, 2005).

Os macrofagos e leucécitos polimorfonucleares recrutados pelos sitios de leséo
celular desempenham papel fundamental no desenvolvimento da inflamacéo
mediante a liberacdo de fatores sollveis de regulacdo da fase aguda denominados
citocinas ou interleucinas (interleucina 1 — IL1, interleucina 6 — ILes e fator de necrose
tumoral alfa — TNFq). Muitas das citocinas atuam como mediadores da inflamagéo
(SILVA, 2010).

Os principais mediadores do processo inflamatério sdo os seguintes: histamina,
serotonina, sistema complemento, cininas, sistemas de coagulacédo e os metabdlitos
do acido araquiddnico.

A histamina esta distribuida pela maioria dos tecidos do organismo e presente nas
granulacdes dos mastécitos na sua forma pré-formada, sendo liberada como
resposta a diversos estimulos (figura 1). E considerada como principal mediador da
fase imediata e exerce seus efeitos através da interagdo com trés diferentes
subtipos de receptores histaminicos (Hi, H2, Hs). Os efeitos resultantes da interacéo
com os receptores Hi sdo a contracdo da musculatura lisa dos brénquios, intestino e
atero, e aumento da permeabilidade dos capilares venosos. A interagdo com o
receptor H2 aumenta a secrecao de acido gastrico e de muco nas vias aéreas, e
ligando ao receptor Hs ocorre a alteracéo da sintese e liberagéo da histamina (RANG
et al, 2007).
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Figura 1 - Converséo da histidina (1) em histamina (2) pela L-histidina descarboxilase.

A serotonina é um mediador pré-formado e encontrado nas plaquetas e em células
enterocromafins. A liberacdo da serotonina das plaquetas é estimulada quando
ocorre agregacao plaquetaria ap6s contato com colageno, trombina. ADP, PAF (fator
de agregacdo plaquetaria). A liberacdo da serotonina promove aumento da
permeabilidade vascular, vasodilatacdo e contracdo da musculatura lisa.

O sistema complemento atuam tanto na imunidade inata quanto na imunidade
adquirida contra agentes microbianos; o sistema complemento promove aumento da
permeabilidade vascular, quimiotaxia, adesdo e ativacdo de leucdcitos e
opsonizacao.

O sistema de cininas gera peptideos vasoativos a partir de proteinas plasmaticas
chamadas de cininogénios, através da acdo de proteases (calicreinas). A ativacao
desse sistema resulta na liberacdo da bradicinina promovendo um aumento da
permeabilidade vascular, contragdo do musculo liso e vasodilatacéo.

O sistema de coagulacdo pode ser dividido em duas vias que convergem ha
formacao de trombina e fibrina. A trombina é a principal ligacdo entre o sistema de
coagulacdo e a inflamac&o. A trombina estimula adesdo plaquetaria, quimiotaxia,
producdo de prostaglandinas, producdo de PAF e alteragcbes no formato do
endotélio.

O acido araquidbnico (AA) € um acido graxo insaturado que se encontra na forma
esterificada nos fosfolipidios de membranas. Varios fatores podem influenciar a
liberacdo do AA da forma esterificada, como lesdes celulares, anticorpos, entre
outros (SCHAIBLE & SCHIMID, 1988). A cascata do acido araquiddnico (CAA)
(figura 2) é responsavel pela bioformacao de eicosandides, como as prostaglandinas
(PG), que sao metabolitos enddégenos que mediam diversos processos
fisiopatolégicos importantes como a resposta inflamatoria. A inibicdo seletiva de
enzimas da cascata do &cido araquidbnico representa um sitio de intervencao

terapéutica para o tratamento de doencas inflamatorias cronicas, como por exemplo,
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0 uso de anti-inflamatdrios n&do esteroidais (AINES) e do acido acetil-salicilico (AAS)
que atuam inibindo a ciclo-oxigenase (COX) ou prostaglandina endoperéxido-H
sintase (PGHS), complexo enzimatico envolvido na bioformacdo das
prostaglandinas. A biossintese da prostaglandina E2 (PGE2) que é responsavel por
contracbes musculares gastrointestinais, vasodilatacdo, estimulo de secrec¢fes
intestinais, secrecdo do &acido géstrico, entre outros, ocorre principalmente nos
macroéfagos. A prostaglandina D2, produzida nos mastécitos, tem como principais
acfes a modificacdo da liberacdo de hormdnios hipotalamicos, vasodilatacdo e
relaxamento de muasculos gastrointestinais (SILVA, 2010).

Outra enzima oxidativa da cascata do acido araquiddnico envolvida na regulacdo de
respostas fisioldgicas € a 5-lipoxigenase (5-LO), que atua no acido araquidénicoA
levando a bioformacdo dos leucotrienos (LT's) (Figura 2). Os leucotrienos séo
subdivididos em LTC4, LTD4, LTE4 e LTB4, e apresentam, como principais funcoes, o
aumento de formacdo de muco e da permeabilidade vascular, entre outras. A
tromboxana-sintase (TXS), enzima citocromo Paso dependente que biotransforma a
PGH2 em tromboxana Az (TXA2), que pode causar vasoconstricdo, agregacao
plaguetaria e bronco constricdo e também representa um sitio de intervencéo
inibitéria com aplicacbes terapéuticas Uteis para o tratamento e prevencdo do
acidente trombo - isquémico. No endotélio vascular séo sintetizadas as prostaciclinas
(PGIl2), que tem como principais acfes a vasodilatacdo, inibicAo de agregacédo

plaguetéria e liberacdo de renina (LIMA et al, 2002).



17

Fosfolipidios

l

Acido Araquiddnico

Ciclooxigenase @
= 2

Endoperdxidos ]
Ciclicos

) &

5-Lipoxigenase

mibidores
da j-Lipoxigenase

-HPETE

LTA,

/\

LTC, LTB,

) vy p =|
(vasoconstrilos, I {‘I]J l }""‘":
{irombotico,
P VA SOCONSIR Lo
da agregagdo plaquetiria) AsgoonsTIien

hiperalaésicn, mibidor

PGF

(broncoconstritor)

PGD,

{vasodil atador,

PGE,

{vasodilatador,

LTD,

f

LTE,

pragacio  hiperalzésico)

antazonistas de

srostag landina

Figura 2 - Cascata do acido araquidénico
Fonte: (www.actafisiatrica.org.br/ detalhe_artigo.asp?id=92)
(consultado em 07/06/2013).

1.3 ACAO DA PROSTAGLANDINA ENDOPEROXIDO SINTETASE (PGHS)

Até inicio da década de 70, Vane e colaboradores estudaram o mecanismo de acao
dos anti-inflamatérios e verificaram que estes inibiam a enzima PGHS. Por esta
razdo os anti-inflamatorios aliviam a dor, reduzem a febre e sdo potentes anti-
inflamatorios, além de apresentarem efeitos colaterais qualitativamente similares,
promovendo irritacdo no trato gastrointestinal (VANE, 1971).

Entretanto, com os estudos de Vane nao se pode explicar por que farmacos com
propriedades anti-inflamatérias em doses semelhantes apresentavam acdes
terapéuticas nem sempre similares. No inicio da década de 90, uma segunda
isoforma da PGHS foi descoberta e a denominaram de PGHS-2 ou COX-2 (XIE et
al., 1991; HLA & NEILSON, 1992; MASFERRER et al., 1992, 1994). A isoforma 1 é
constitutiva e expressa em diversos tecidos. A segunda isoforma também &

constitutiva apresentado-se no cérebro, no endotélio (OLIVEIRA, 2007); entretanto a
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COX-2 também se expressa sob circunstancias especificas, apresentando um
aumento de até 80 vezes apds a inducdo, indicando seu envolvimento na
bioformacdo dos eicosandides responsaveis pela resposta inflamatoéria
(MARCHESLLI & BAZAN, 1996). A tabela 1 ilustra as caracteristicas diferenciais das
isoformas PGHS.

Existe uma sequéncia genética diferente entre as duas isoformas. O sitio de ligacao
do agente inibidor da isoforma COX-2 é estruturalmente cerca de 25% maior que o
da COX-1, apresentando também local de ligacdo secundario, além do sitio
catalitico, isso proporciona que alguns farmacos atuem na isoforma COX-2 em
concentracdes que apresentem efeitos minimos na COX-1.

No nivel molecular a isoforma COX-2 apresenta o0 aminoacido Val523 que permite a
ramificacdo da molécula; essa ramificacdo pode acomodar grupos analogos aos
inibidores COX-2, que sao estabilizados por ligagdo de hidrogénio com o aminoéacido
Arg513 (BAZAN, 2001). As principais diferengas entre as isoformas estédo

representadas na tabela 1.

Tabela 1 - Comparacao morfofisiolégica das isoformas da PGHS.

COX-1 COX-2
Peso Molecular (kDa) 71 71
Numero de aminoacidos 576 587
Tamanho do gene (Kb) 22 8,3
Localizacao Membrana Plasmatica Membrana Plasmatica,

Membrana Nuclear, Membrana
do Reticulo Endoplasmatico

Aminoacido no bolso lle 523/lle 434/His 513 Val 523/Val 434/Arg 513
catalitico
Aumento da expressao > 2 a4 vezes > 10 a 80 vezes
Tecidos de expressao Plaquetas, estomago, Sistema nervoso central,
figado, muasculo liso. endotélio, rim.

Fonte: (Oliveira,2007)
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1.4 FARMACOS ANTI-INFLAMATORIOS NAO ESTEROIDAIS (AINES)

A acdo terapéutica dos AINEs é devido a inibicdo da enzima prostaglandina
endoperoxido sintase (PGHS). Entretanto, com a inibicdo da PGHS, ndo ocorre a
biossintese da PGE-z, responsavel pela protecdo da mucosa gastrica, o que explica o
principal efeito colateral dos AINEs que sdo as lesGes gastricas. Os AINEs que
atuam na inibicdo da PGHS foram denominados de farmacos anti-inflamatoérios da 12
Classe, e alguns exemplares estéo ilustrados na figura 3 (WALLACE & CIRINO,
1994).
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Figura 3 - AINEs nao seletivos da PGHS.

Com a descoberta da forma induzida PGHS-2 nos locais onde se expressa a
inflamac&o, surgiu um novo alvo para intervencéo terapéutica, contribuindo para o
lancamento de novos farmacos, que sdo os Coxibes, que inibem seletivamente a
PGHS-2 (GANS et al. 1990). Esses farmacos, de fato vieram como uma inovacao na
terapéutica, pois diminuiram significativamente os efeitos colaterais, principalmente as
lesBes gastricas. Anos depois do lancamento mundial, os anti-inflamatorios Coxibes,

estavam presentes na lista dos farmacos mais vendidos no mundo (figura 4).
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Figura 4 - Estruturas dos coxibes.
Fonte: WONG et al. 2005.

Estruturalmente, os AINEs de primeira geracdo possuem um grupamento acido
carboxilico que pode interagir com o grupo guanidina da Arg-120, presente em
ambas as isoformas da PGHS. Entretanto, nos inibidores seletivos da PGHS-2, este
grupo funcional foi substituido por grupamentos farmacoféricos como as sulfonas, os
sulfoxidos e as sulfonamidas. Outra caracteristica estrutural presente nos Coxibes e
a presenca de dois anéis aromaticos ou sistemas de anéis aromaticos,
funcionalizados ou néo, separados por um elemento espacador, como um
heterodtomo ou sistemas ciclicos heteroarométicos ou né&o, contendo grupos
funcionais (LAGES et al. 1998) (figura 5).

7 | —— substituinte lipofilico

heteroatomo
anel heterocidico

> sistemas de anéis fundidos

Figura 5 - Requisitos estruturais para inibidores seletivos de PGHS-2.
Fonte: VELOSO, 2000.
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Na realidade os Coxibes realmente tornaram-se potentes farmacos na terapéutica,
principalmente quando é abordada a relacao risco-beneficio. Estudos na literatura no
periodo poOs-Coxibes corroboraram para este episédio. Sing e colaboradores
relataram que houve uma diminuicdo acentuada dos efeitos indesejados nos
pacientes que utilizavam AINEs por longos periodos, totalizando uma queda de 55%
de lesdes gastricas (SING et al. 2004). Entretanto, a partir de 2004 foram retirados
de circulacdo em ambito mundial, os anti-inflamatoérios Rofecoxibe, Valdecoxib e
Etoricoxib, devido a vinculacdo de problemas de saude como disturbios
cardiovasculares relacionados ao uso cronico desses medicamentos (ANVISA,
2008). Estudos posteriores indicaram que os farmacos seletivos da PGHS-2 séo
inibidores de prostaciclinas, que quando liberadas pelo endotélio atuam como
antitrombdtico. A tromboxana A2, enzima responsavel pela agregacdo plaguetaria
nos vasos sanguineos pode ser inibida pelos AINEs da 12 classe, fato este que nao
é observado pelos inibidores seletivos (SHI E KLOTS, 2008).
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2 JUSTIFICATIVA

O mercado mundial de farmacos tem apresentando um expressivo crescimento nos
altimos anos. Em 2004 teve uma venda global de US$ 620 bilhdes em venda e a
perspectiva para 2014 € de um valor que superara US$ 1 trilhdo como mostra o

gréafico a sequir (figura 6).
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Figura 6 - Venda global de medicamentos.
Fonte:(http://www.reports-research.com/ 168/d/2010/10/13/ bmi-global-
worldwide-  pharmaceutical-sales-to-exceed-us1000bn-within-five-years/
(consultado em 24/07/2012)).

Observa-se também no grafico da figura 6 que entre 2007 e 2011 diminuiu de
maneira consideravel o nimero de patentes.

O Brasil ocupou em 2010 a 72 posicdo em vendas, alcangcando o patamar de U$
31,00 bilhdes (http://saudeweb.com.br/24181/em-2015-brasil-deve-assumir-6-
posicao-no-mercado-farmaceutico) (adaptado).

Os AINEs atingiram em 2009, valor total de vendas de aproximadamente U$ 10
bilhdes onde U$ 3,7 bilhGes correspondem ao total de vendas de Coxibes, a classe
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de medicamentos mais prescrita em todo mundo (MENEZES, 2009). Estes valores
representam 1,74% do mercado farmacéutico em 2009.

Diante dessa situacdo e com a retirada de alguns farmacos anti-inflamatorios do
mercado que apresentaram efeitos colaterais cardiovasculares severos, torna-se
evidente a necessidade de avancos nas pesquisas objetivando a descoberta de
novas entidades quimicas que apresentem elevada eficacia, aumento de
biodisponibilidade e menores efeitos colaterais.

Neste contexto, familias de derivados de éteres de oxima foram planejadas e
sintetizados com diversos padroes moleculares (figura 7) e alguns desses novos
padrbes moleculares apresentaram atividades anti-inflamatérias relevantes (CHEN,
PRAVEEN RAO, KNAUS, 2006; EL-GAMAL et al., 2010; RAMALHO et al., 2009),
assim como outras atividades farmacoldgicas relatadas na literatura (MAKADIA et al,
2011; LIANG et al, 2010, SUN et al, 2010).
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Figura 7 - Eteres de oxima planejados como candidatos a farmacos anti-inflamatérios.

Estudos recentes realizados em nosso grupo de pesquisa identificaram uma nova
série de derivados de éteres de oxima, que apresentaram potencial atividade anti-
inflamatoria in vivo (DA SILVA, R.C. 2010). Os compostos sintetizados foram
submetidos a avaliagdo farmacoldgica, inicialmente em ensaios de nocicepcao
induzida por formalina (SANTOS, CALIXTO, 1997) e edema de pata induzido por

carragenina (HENRIQUEZ et al.; 1987) apresentando resultados satisfatérios
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(figuras 09 e 10 ) visando comparar a poténcia com AINEs classicos como a

indometacina.

~

W = OCH; (6a)
W = SO,CHs(6b)
W = SOCH3(6c)
W = Br (6d)

W = Cl (6€)

W = SCH; (6f)

Figura 8 - Representacdo esquematica dos éteres de oxima
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Figura 9 - Gréfico da atividade dos derivados éteres de oxima no ensaio de nocicep¢ao

induzida por formalina.
Fonte: DA SILVA, R.C. 2010.
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Figura 10 - Grafico da atividade dos derivados éteres de oxima no ensaio de nocicepcao
induzida por formalina.
Fonte: DA SILVA, R.C. 2010.

Esses resultados justificam a continuidade do estudo desta classe quimica (éter de
oxima), visando a identificacdo de um novo protétipo de farmaco anti-inflamatoério

eficaz e seguro.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

a) sintese dos derivados de éteres de oxima obtidos a partir do eugenol,

visando a obtencao de prototipos de farmacos anti-inflamatorios;

b) continuacdo dos estudos farmacoldgicos dos éteres de oxima que

apresentaram atividades anti-inflamatorias in vivo.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a)

b)

realizar ensaios farmacoldgicos para a determinacao da atividade analgésica
e complementacdo da atividade anti-inflamatéria utilizando os ensaios de
contor¢ces abdominais induzidas por acido acético e edema de pata de rato
respectivamente;

realizar ensaio farmacolégico para avaliacdo de atividade anti agregante
plaquetéria;

realizar sintese e identificacdo estrutural de novos compostos de éteres de

oxima monometilados.
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Os compostos éteres de oximas (6a-e) foram estruturalmente planejados utilizando

estratégias classicas da Quimica Medicinal onde foram considerados (figura 11):

a) padréao de dois anéis (ou sistema) aromaticos intercalados por um elemento

espacador, caracteristicos de farmacos anti-inflamatérios inibidores seletivos

de PGHS-2;

b) presenca de grupos (metilsulféxido e metilsulfona) existentes em farmacos

anti-inflamatérios;

c) presenca da funcdo éter de oxima como elemento espacador, que, no

valdecoxibe é representado por uma estrutura ciclica;

d) exclusédo do centro assimétrico de carbono a ao carbono oximico, tornando a

estrutura mais simples estereoquimicamente.

Mova série de éteres de oxdma 6 (a-f)

W =0CH; (6a) W = Br (6d)

W= S0,0H; (60) W= Cl(de)

W = S0CH; (fc) W= SCH(6
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Figura 11 - Planejamento estrutural dos novos éteres de oximas funcionalizados (6a-f).

Fonte: DA SILVA, 2010 (adaptado).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 ETAPA SINTETICA

Rotas sintéticas propostas para a obtencao dos éteres de oximas:

Analisando a rota sintética a seguir (figura 12), observa-se que o produto de partida
foi 0 eugenol, em seguida fez-se a metilacdo do mesmo (1). O préximo passo foi a
isomerizacao (2) seguida de ciclizacdo e formacdo do composto indandnico (3). O
composto (3) em uma das rotas foi metilado (4) e posteriormente transformado em
uma oxima (5) que, reagindo com haletos organicos produziu os éteres de oxima (6
a-f). Na outra rota sintética o composto (3) foi diretamente transformado em oxima
(7) que, reagindo com haletos organicos produziu os éteres de oxima

monometilados (8 a-e).
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Figura 12 - Esquema das rotas sintéticas para a obtencao das séries de derivados de
éteres de oxima planejadas.
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O material de partida escolhido foi o eugenol, encontrado no 6leo essencial do
cravo (Syzygium aromaticum) (COSTA, 2000). Para a sintese foi utilizado eugenol

purificado, frasco de 20mL, laboratério Maquira®.

5.1.1 Obtencédo do intermediario (1) (4-alil-1,2-dimetoxibenzeno)

O eugenol foi inicialmente submetido a uma reacdo de O-metilacdo, utilizando o
iodeto de metila em meio basico obtendo-se o intermediario 1 com um rendimento
de 95% (figura 13).

4 3
,-f’D EMEHE y c”"xn RMEH:
HaC E,C0,, CH, 2
| 2 3= 3
12k, ta,95% HaC
HOD e acetuarlla ’ g =
Eugenol Intermediario (1)

. J

Figura 13 - Obtencéo do intermediéario (1) (4-alil-1,2-dimetoxibenzeno).

A reacdo para obtencéo do intermediario 1 (4-alil-1,2-dimetoxibenzeno) consiste em
uma substituicdo nucleofilica bimolecular (SN2). Foi utilizado o solvente aprotico
polar acetona e o substrato foi o iodeto de metila. A reagéo foi feita em meio basico
(K2CO3) para favorecer o atague nucleofilico.

A analise do espectro na regido do infravermelho (figura 14) permitiu evidenciar a
presencas de bandas de éteres C-O-C (vas 1.251 cm™) e (vs 1.029 cm), sendo
estas as absor¢des mais importantes, além da auséncia da banda de OH (fendlica),

evidenciando que a reacgao foi bem sucedida.
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Figura 14 - Espectro na regido do infravermelho (KBr) do intermediario (1).

A andlise do espectro de RMN de H (figura 15) permitiu observar um sinal em &
3,33 ppm, referente ao grupo metilénico, dois sinais de grande intensidade em &
3,88 ppm (s; 3H) e em 3,86 ppm (s; 3H), respectivamente atribuidos aos hidrogénios

desblindados das metoxilas.
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Figura 15 - Espectro de RMN de 'H (CDCI3-400 MHz) do intermediario (1).

No espectro de RMN de 13C (figura 16) foram observados dois sinais em & 55,69
ppm e & 55.84 ppm atribuidos respectivamente as duas metoxilas, confirmando a

obtenc¢é&o do intermediario (1).
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Figura 16 - Espectro de RMN de 3C (CDCls-100 MHz) do intermediario (1).

5.1.2 Reacgéo de isomerizagao do 4-alil-1,2-dimetoxibenzeno (1)

4 N

o CH o CHs
~ =" KOH 3M ~
HaC BUOH H,C \
H3C 12h, A, 86% HsC
\o \o
& Intermediério (1) Intermediério (2) Y.

Figura 17 - Obtencdo do intermediario estirénico (2) (1,2-dimetoxi-4-(prop-1-
enil)benzeno.

Apés a obtencdo do intermediario (1) foi feita a isomerizacdo deste composto com
solugéao n-butanolica alcalina (KOH 3M), realizada em refluxo em uma temperatura
de 135°C por 12 horas obtendo o intermediario (2) com 95% de rendimento
(adaptado SANTOS, R. 2006).

Analisando o espectro de RMN de 'H (CDCls; 400-MHz) (figura 18) foi possivel de
observar um sinal em & 1,85 ppm (d; 1,33 Hz; 3H), referente a metila da cadeia
lateral, dois sinais em & 3,86 ppm (s, 3H) e & 3,84 ppm (s, 3H) respectivamente, que

foram atribuidos as metilas desblindadas (figura 18).
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Figura 18 - Espectro de RMN de 'H(CDCI3-400 MHz) do intermediario (2).

No espectro de RMN 3C (CDClz, 100-MHz) (figura 19) foi observado sinal um sinal
em & 18,3 ppm que foi atribuido a metila da cadeia lateral presente no produto

isomerizado (2).
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Figura 19 - Espectro de RMN de 3C (CDCls-100 MHz) do intermediario (2).

5.1.3 Obtencéao do intermediério (3) (5.6-dimetoxi-2-metilindan-1-ona)

Para a obtencdo do futuro éter de oxima foi feita a sintese de um derivado

indandnico seguindo a reacdo de Vilsmeier-Haack utilizando DMF e POCls,

s )

)DMFPOC, O |
U\/ 61, 110°C Rk 3 m@'
ii) NaOH, 7 mol L* H3C\O
12 h, t.a. 40%
J

Intermedlarlo )] Intermediario (3)
Figura 20 - Obtencéo do derivado 2,3-diidro-5.6-dimetoxi-2-metilindan-1-ona(3).

Mecanismo de reacdo para a formagdo do composto eletrofilico da reacdo de
Vilsmeier-Haack: O atomo de fésforo eletrofilico presente no POCIs sofre o ataque
nucleofilico do elétrons presentes no atomo de oxigénio presentes da

dimetilformamida (DMF), formando o intermediario como representado na figura 21.
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Em seguida o intermedidrio formado sofre o ataque nucleofilico dos elétrons pi
presentes no anel aromatico do intermediéario (2) (figura 21).

Em seguida o meio reacional foi colocado em agitacdo por 12 horas em meio
alcalino (WITTIAK, et al, 1974; SANTOS, R; 2006), com a obtencdo de um solido
amarelo com PF 138 -141 °C.

o Cl\i{
cl cl P
/’(k\‘\l'l/ o Sy S DO T pO,Cly
i F““| H k cl )\
B e e e
H N\/ M ‘

Figura 21 - Mecanismo de reacao (Vilsmeier-Haack).
Fonte:  (http:// www. organic-chemistry.org/  namedreactions/vilsmeier-
reaction.shtm, consultado em 24 de junho 2012) (adaptado).

A andlise do espectro na regido do infravermelho (figura 22) evidenciou presenca de
um estiramento axial em 1687 cm referente a carbonila indanoénica, confirmando a

efetividade da reagéo.
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Figura 22 - Espectro na regido do infravermelho (KBr) do intermediario (3).

A andlise do espectro de RMN *H (figura 23) permite observar sinais & 1,29 ppm &
1,31 ppm (s, 3H) atribuidos aos hidrogénios presentes na metila indanénica, dois
sinais referentes aos hidrogénios de metilas desblindadas em © 3.91 ppm (s; 3H) e
O 3.97 ppm (s; 3H). Os sinais d 6,87 ppm (s; 1H) e & 7,18 ppm (s; 1H) caracterizam

um sistema aromatico tetra-substituido intermediario (3).
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Figura 23 - Espectro de RMN de 'H (CDCls, 400 MHz) do intermediario (3).

No espectro de RMN de (figura 24) observaram-se sinais em 6 41,0 ppm e 6 208,19
ppm, que foram atribuidos ao carbono a a carbonila e a carbonila respectivamente.
Os deslocamentos de RMN H e '3C sdo coerentes e confirmam a formacédo do

intermediéario indanénico (3).
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Figura 24 - Espectro de RMN de 3C (CDCls, 100 MHz) do intermediario (3).
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5.1.4 Obtencao do 5,6-dimetoxi-2,2-dimetilindan-1-ona(4)

Depois de sintetizado o intermediario (3) foi realizada a C-alquilagéo. O hidrogénio o
carbonilico foi substituido pelo grupamento metila com a eliminacdo do centro

assimétrico (Figura 25).

o / o
Hsc/ Terc-BuOK, CH;l H3c/ CH,
CHs3
"o THF, 12h,ta,88%  HiC._ CH,
(0]

Intermediario (3) Intermediério (4
- @

Figura 25 - Obtencéao do intermediario (4)( 5,6-dimetoxi-2,2-dimetilindan-1-ona).

O terbutoxido de potassio (terc-BuOK) apresenta caracteristicas basicas
favorecendo a desprotonagdo do carbono o com a formagéo do ion enolato, em
seguida os elétrons © do ion enolato atacardo o carbono eletrofilico do iodeto de
metila promovendo uma substituicdo nucleofilica bimolecular (SN2) finalizando a
reacdo com formacdo do derivado indanbnico com as metilas geminais. O

mecanismo reacional esta representado na figura a seguir:

. T

/O 4

Oe
(e} } O.
’ 1D g
o~ . u ~

(0]

Figura 26 - Representacao esquematica da C-alquilagéo.

A andlise de RMN de H (figura 27) permitiu observar um sinal em ® 1,22 ppm (s,
6H) referente as metilas geminais e outro dois sinais em & 3,91 (s, 3H) e ® 3,96 ppm

(s; 3H) respectivamente, que foram atribuidos as metilas desblindadas dos

substituintes metoxilas do anel aromatico.
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Figura 27 - Espectro de RMN de 'H (CDClIs, 400 MHz) do intermediario (4).

A andlise do espectro de RMN de 3C (figura 28) do intermediario (4) foram
observado sinal em & 28,56 ppm que foi atribuidos as metilas geminais, além de um
sinal em & 211,07 ppm referente a carbonila indanbnica. Estes valores de
deslocamento quimico sdo coerentes com a proposta estrutural, confirmando o

intermediario indanonico bismetilado.
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Figura 28 - Espectro de RMN de 3C (CDClIs, 100 MHz) do intermediario (4).

5.1.5 Obtencdo do intermediario oximico (5) (1-hidroxi-5,6-dimetoxi-2,2-

dimetilindan-1-imine)

O derivado obtido apresentou-se na forma de dois diasterisomeros (observados em
cromatografica em camada delgada (CCD) e depois confirmados nos posteriores
métodos analiticos) na forma de um sélido marrom (PF 113-116 °C ) em 99% de
rendimento (figura 29) (GOPALSAMY, A; 2006 adaptado).

(— o \
T,
M
o MH,OH-HC LA ONa a
Hae” T CHa - e = Ha
| MeOHH,O (2:2) |
HaC._ - CHa 48k, £5°C, 99% HaC. e Ha
u] ’ n
\ Intermediéario (4) Intermediario (5) Y,

Figura 29 - Obtencédo do intermediario (5).

Para a obtencao do intermediério (5), reagiu-se o intermediario (4) com cloridrato de
hidroxilamina (NH20H.HCI) em solucdo hidrometandlica na presenca de acetato de
sédio um sal basico que tem a finalidade de favorecer o atague nucleofilico da

hidroxilamina ao carbono carbonilico para que ocorra a reacéo de adi¢cao nucleofilica
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com a producdo dos diasterisomeros (E/Z) oximicos como representado no

mecanismo de reacgéo a seguir:

NH20H

N

- o ~oeph ook -

Figura 30 - Mecanismo de rea¢ao para obtencao da oxima.

O espectro na regido do infravermelho (figura 31) ndo apresentou a carbonila

indandnica (vas 1687 cmt) que estava presente nos compostos anteriores (03 e 04).

Foi observada também presenca de bandas de O-H (uas 3.467 cm™) e C=N (Uas

1.601 cm™).
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Figura 31 - Espectro na regido do infravermelho (KBr) do intermediario (5).

A andlise do espectro de RMN H (figura 32) evidenciou um sinal em ® 1,35 ppm (s,

6H) referente as metilas geminais a a carbonila e outro dois sinais em 0 3,94 e 3,93
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ppm (s, 6H) que foram atribuidos as metilas desblindadas dos substituintes metoxilas
do anel aromatico. Na regido dos aromaticos foram observado dois sinais em 0
8,02(s,1H) e 7,28(s, 1H) ppm caracterizando, através da integracdo dos sinais

presentes no RMN, a presenca de dois diasterisdmeros Z/E na proporcédo 10:8.
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Figura 32 - Espectro de RMN 'H (400MHz, CDCIs) do intermediario oximico (5).

O efeito anisotrépico encontrado em isébmeros de oximas foi observado nos
intermediarios 5Z e 5E (figura 33). Esse efeito ocorre devido a interagcdo do
hidrogénio aromatico com os pares de elétrons do oxigénio (KARABATSOS, G. J;
HIS, N; 1967).
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Figura 33 - Proposta do efeito anisotropico dos pares de elétrons do oxigénio.

44

Observando o espectro de RMN 13C (figura 34) nota-se a presenca de um sinal em &

28,56 ppm que foi atribuido as metilas geminais, além de sinais em & 55,90 ppm e &

55,80 ppm que foram atribuidos as metoxilas aromatica. A auséncia do sinal na

regido de carbonila e a presenga de um sinal em & 165,78 ppm que foi atribuido ao

carbono iminico, confirma a estrutura da oxima (5).
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Figura 34 - Espectro de RMN de 3C (CDCls-100 MHz) do intermediario (5).
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ApoOs a sintese do intermediario (5) (1-hidroxi-5,6-dimetoxi-2,2-dimetilindan-1-imine),

procedeu-se reacfes de acoplamento com haletos aromaticos e outros derivados

benzilicos para a obtencéo dos diferentes éteres de oxima.
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Dois haletos aromaticos j& haviam sido sintetizados previamente pelo nosso grupo

de pesquisa. S&o os seguintes:

Cl Cl

Br Cl

1-clorometil-4-bromobenzeno 1-clorometil-4-clorobenzeno

Figura 35 - Representacdo de haletos aromaticos.

5.1.6 Sintese dos cloretos de benzila

Os compostos aromaticos foram sintetizados com o intuito de, posteriormente, fazer
a reacao de acoplamento com o intermediario (5) para a obtencdo dos éteres de
oxima.

A sintese de haletos foi conduzida através da reducdo de aldeidos aromaticos que
foram inicialmente convertidos em alcodis e posteriormente foram transformados

cloretos de benzila.

5.1.7 Obtencéao de alcoois a partir de aldeidos

Os agentes redutores geralmente utilizados sdo LiAlH4 e NaBHa4. Escolheu-se o
NaBH4, um agente redutor brando, meio alcalino e a temperatura ambiente o que a
facilita o isolamento (GABRIEL, A. J. A; et al; 2000, adaptado).
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O alcool (7) foi obtido em 98% de rendimento, como um sdlido branco (PF 40-43 °C).
Este derivado foi obtido com 98% de rendimento através da reducdo do 4-

tiometilbenzaldeido, na forma de um sddio branco PF (41-42°C).

[#]
= OH
NaBH4MaOH
= MeOH/H, O =
‘ J 10 mim, t.a.
w W
W = SCH: (7)
W = OCH3 (8)
OH
" H o ! H H Na
| J ] o
HR}E!‘{_,H DH\“::H3 HR\:E!’;__,H
| — ) |
H D“x

Figura 36 - Reducéo dos aldeidos (7) e (8) nos alcodis correspondentes.

Observando o espectro na regiao do infravermelho (figura 36) pode-se detectar a
banda de hidroxila referente ao comprimento (uas 3.331,07 cm™) sugerindo que a
reacado de reducdo de aldeido em alcool foi bem sucedida. Além da auséncia da
banda de C=0 de aldeido do material de partida. Produzindo assim o intermediario

(7) (1-(hidroximetil)-4-(met6xi)benzeno).
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Figura 37 - Espectro na regido do infravermelho (KBr) do intermediario (7).

Obtencdo do 1-(hidroximetil)-4-(tiometil)benzeno (8) - derivado obtido com 98% de
rendimento através da reducdo do 4-bromobenzaldeido, na forma de um soélido
branco PF (69-70°C).

Observando o espectro na regido do infravermelho (figura 38) detectou-se uma
banda em uas 3.325,28 cm referente a hidroxila sugerindo a efetividade da reacéo

de reducédo do respectivo aldeido.
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Figura 38 - Espectro na regido do infravermelho (KBr) do intermediario (8).

5.1.8 Obtencé&o de haletos a partir dos alcoois obtidos

Depois de obtidos os alcoois foram transformados em cloretos reagindo com cloreto
de tionila (SOCI2),

= N

50C1
‘ T CHCL, T
= 00-07% -
W Wy
W = SCH; (9)

\ W = OCHs (10 )

Figura 39 - Formacao de cloretos a partir de &lcool.
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Observando os espectros na regidao do infravermelho (figura 40 e 41) a seguir
observou-se a auséncia da banda na regido da hidroxila, confirmando a efetividade

da reacédo para a obtencao dos cloretos.
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Figura 40 - Espectro na regido do infravermelho (KBr) do intermediario (9).

1-(clorometil)-4-(tiometil)benzeno (9)

Este intermediario foi obtido em 90% de rendimento, na forma de um 6leo viscoso

marrom claro.
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Figura 41 - Espectro na regido do infravermelho (KBr) do intermediario (10).

1-(clorometil)-4-(metoxi)benzeno (10)

500

50

Este intermediario foi obtido em 93% de rendimento, na forma de um 6leo viscoso

amarelo claro.



5.1.9 Obtencédo dos éteres de oxima

HO
"
N
o / °,
~
HsC CHs p-w-haletos de benzila / N
o
HaC CH, DMSOMH,0 82  ,, .~ cH
~o KOH, t.a. s :
H,C CHg
(5) o

(6 a-f) a-f) /

Figura 42 - Esquema representativo da sintese dos éteres de oxima.
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Apés obtido o intermediario oximico (5), o mesmo foi submetido a reacdes de

acoplamento com os haletos de benzila com o intuito de formacéo dos éteres de

oxima (figura 43).

Foi utilizado o solvente aprotico DMSO em meio béasico para favorecer a

desprotonacdo da hidroxila oximica e favorecer a reagcdo que consiste em uma

substituicdo nucleofilica bimolecular (SN2). O mecanismo de
representado a seqguir:
HO—ILN
0 / — d
~ o d ‘\ "
~ DMSO/H20 %, - o /
° ~
\O

Figura 43 - Mecanismo de reacao da reacao de acoplamento.

reacdo esta

Todos os produtos foram purificados por cromatografia em coluna com solucéo

hexano/diclorometano (7/3).
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Na tabela a seguir estdo representadas as quatro reacdes de acoplamento para a
producéo dos derivados (6 a-f) de éteres de oxima produzidos a partir da reacao do

intermediario (5) com os haletos.



Tabela 2 - Representacédo esquematica de obtencao dos éteres de oxima.
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Oxima

Haleto

Eter de Oxima

o //
< m%
HsC. CHz
\O

Intermediario (5)

0 /
- mwg
H3C CH3
\O

Intermediario (5)

Cl

_0

HaC

1-(clorometil)-4-
(metoxi)benzeno (9) .

Cl

Br
1-(clorometil)-4-
(bromo)benzeno.

HyC—©

o
.
N
0 /
HyC CH,
o

1(Z/E)-5,6-dimetoxi-2,2-dimetil-
inda-1-one O-(4-metoxilbenzil)

oxima (6a).

Br
o
,
N

o J
- m%
HsC CHy

\O

1(Z/E)-5,6-dimetoxi-2,2-dimetil-
indan-1-ona O-(4-bromobenzil)

oxima(6d).

Reacdo com 87% de
rendimento, obtencdo de um
so6lido marrom (PF 68-72 °C).

Reacdo com 85% de
rendimento, obtencédo de um
Oleo amarelo.



Tabela 2, conclusao
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Oxima Haleto Eter de Oxima
Cl
: Q
HO
%N

o J g
Hee” CHy ~’1'N
HC_ CHs wo° J o Reacédo com 93% de rendimento,

° & ’ ’ obtenc&o de um 6leo amarelo.

HaC_ CHy
(]

Intermediario (5)

Intermediario (5)

1-(clorometil)-4-(cloro)benzeno.

Cl

S
H,C”

1-(clorometil)-4-(tiometil)benzeno

(12).

1(Z/E)-5,6-dimetoxi-2,2-dimetil-
indan-1-ona O-(4-clorobenzil)
oxima(6e).

e
| )
[e]
kS
N
. )
Hac CH3
\O

1(Z/E)-5,6-dimetoxi-2,2-dimetil-

indan-1-ona O-(4-tiometilbenzil)

oximay(6f).

Reacg&o com 93% de rendimento,
obtengéo solido amarelo. (PF 63-65
°C).
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O
\r,l‘

H;C CHj

HaC CH,
N i

Figura 44 - Representacao do éter de oxima (6a).

Analisando o espectro na regido do infravermelho do éter de oxima (6a) (figura 45)
observou-se ausencia da banda referente a hidroxila, um estiramento axial em vas
1247 cm referente a ligacdo C-O, vas 1600 cm? refente a ligacdo C=N, vas 1035

cmreferente ao N-O e o estiramento 1035 cmdo grupo O-CHs.
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Figura 45 - Espectro de infravermelho (KBr) do éter de oxima (6a).
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Observando os espectros de RMN dos compostos sintetizados foi possivel identificar
muitos pontos relevantes sobre a efetividade da sintese, dentre os quais pode-se
destacar do carbono 14 tanto no RMN 'H quanto RMN *3C.

As figuras a seguir (figura 46 e 47) representam o0 composto (6a) com seus
espectros RMN 'H e 13C com as tabelas comparativas dos sinais apresentados nos

espectros com os respectivos hidrogénios e carbonos.
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o s M
HeC” 26 "N\ _cH
24 ” | 2< 10
H,C 7 5 / CH
322\0/ \6/ ™~ 13
21
Composto 1 6 9 10e 11 14 16 e 17 19e 20 22 24 26
6a 2.76(s) | 6.7() | 7.79(5) | L.2(s) | 5.05(s) | 7.32(dd) | 7.18(dd) | 3.64(s) | 3.8(5) | 3.70(9)
J=852 | J=8,20

1
4 He =0
: 9, :
-5 " o 4
-
T \r' & '
4 0 o (3
Y li
5 o
. 3 H;C'f Hy
Myt tHy O
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6.0 55 20 45 40 35 30 25 20
Chermical Shift (ppm)

Figura 46 - Composto (6a), sinais do espectro RMN !H e tabela comparativa.
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NG N T 13
21
Composto 1 2 3 4,5,6,7,8,9 10e11 14 15,16,17,18,19,20 22e24 26
6a 41,98 45,84 165,18 129,29;151,26; 28,16 131,32;124,95; 55,44, 54,64

106,77;147,29;
150,34;111,24

113,21;158,82;
113,21;124,95

Figura 47 - Composto (6a), sinais do espectro RMN 13C e tabela comparativa.
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/ Br \
(@)
",
/N
0]
H3C CH
O %

Figura 48 - Eter de oxima (6d).

Analisando o espectro na regido do infravermelho (figura 49) do derivado (6d)
observou-se um estiramento axial em vas 1276 cm™ referente a ligagdo C-O, vas

1600 cm™ refente a ligagdo C=N, vas 1072 cm referente ao N-O.
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Figura 49 - Espectro na regido do infravermelho (KBr) do éter de oxima (6d).
As figuras a seguir (figura 50 e 51) representam o0 composto (6d) com seus

espectros RMN 'H e 3C com as tabelas comparativas dos sinais apresentados nos

espectros com os respectivos hidrogénios e carbonos.
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Figura 50 - Composto (6d), sinais do espectro RMN *H e tabela comparativa.
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Figura 51 - Composto (6d), sinais do espectro RMN 13C e tabela comparativa.
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H3C/ CHj

HyC CH,

Figura 52 - Representacao do éter de oxima (6e).

Analisando o espectro dna regido do infravermelho (figura 53) do derivado 6e
observou-se um estiramento axial em vas 1276 cm™ referente a ligagdo C-O, vas

1600 cm refente a ligacdo C=N, vas 1014 cm referente ao N-O.Andlise de RMN H
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Figura 53 - Espectro na regido do infravermelho (KBr) do éter de oxima (6e).

As figuras a sequir (figuras 54 e 55)representam o0 composto (6e) com seus
espectros RMN 'H e 3C com as tabelas comparativas dos sinais apresentados nos

espectros com os respectivos hidrogénios e carbonos.
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Figura 54 - Composto (6e), sinais do espectro RMN *H e tabela comparativa.
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Figura 55 - Composto (6€e), sinais do espectro RMN 12C e tabela comparativa.
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Figura 56 - Eter de oxima (6f)

N

Analisando o espectro na regido do infravermelho (figura 57) do éter de oxima 6f
observou-se um estiramento axial em vas 1276 cm referente a ligagdo C-O, vas
1625 cm! refente a ligagdo C=N, vas 1010 cm referente ao N-O, vas 1435 referente

a ligacao S-CHs.
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Figura 57 - Espectro na regido do infravermelho (KBr) do éter de oxima (6f).



As figuras a seguir (figura 58 e 59) representam
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0 composto (6f) com seus

espectros RMN *H e 13C com as tabelas comparativas dos sinais apresentados nos

espectros com os respectivos hidrogénios e carbonos.
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Figura 58 - Composto (6f), sinais do espectro RMN H e tabela comparativa.
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Figura 59 - Composto (6f), sinais do espectro RMN 13C e tabela comparativa.
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5.1.10 Reagbes com o composto 6f

Nessa etapa reacional foram feitas duas diferentes reacdes de oxidacdo do
grupamento metilsulfeto. Para essa transformacao observou-se duas opcgdes viaveis
de oxidantes: o periodado de sédio (NalOs) e o &cido metacloroperbenzdico
(AMCPB). Analisando a literatura especifica pode-se concluir que os oxidantes
(NalO4 e AMCPB) poderiam levar o metilsulfeto aos dois estados de oxidacao
(metilsulfona e metilsulféxido). Para chegar aos dois diferentes produtos deve-se
alterar a temperatura, o tempo de reacdo e a concentracdo dos oxidantes (LEY,
1990 e LUZZIO,1998). Através da analise dos espectros na regido do infravermelho
dos produtos obtidos concluiu-se que, para essa reacdo, foi mais preciso fazer a
oxidacdo parcial (transformacédo de metilsulfeto e metilsulféxido) com o AMCPB e a

oxidacao total (transformacgéo de metilsulfeto e metilsulfona) com o NalOa.

5.1.10.1. Transformacéao do metilsulfeto em metilsulfoxido

Apés a obtencdo e caracterizacdo do éter de oxima (6f) foi feita a oxidacdo do

grupamento metilsulféxido. Obtendo os éteres de oxima (6b) e (6c¢).

~

B )

Hie—S He—S

o / AMCPB o /N
Hoe” CHy CHCL, e CHy
He eH, 0°C, 41, 90% o ‘ o,
\_ 6" (6¢) -

Figura 60 - Representacdo esquematica da obtencao do éter de oxima (6c).

\ /
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S

/N
£

Figura 61 - Mecanismo de reacdo da oxidacdo do grupamento metilsulfeto em

metilsulfoxido.
Fonte:(http://www.masterorganicchemistry.com/2011/06/17/reagent-friday-m-cpba-meta-
chloroperoxybenzoic-acid) (adaptado, consultado em 02/06/2013).

Analisando a espectometria na regiao do infravermelho (figura 62) do éter de oxima
6¢ observou-se um estiramento axial em vas 1276 cm™ referente a ligacdo C-O, vas

1600 cm refente a ligacdo C=N, vas 1014 cm* referente ao N-O, estiramento v
1076 refente & SOCHs.
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Figura 62 - Espectro na regido do infravermelho (KBr) do éter de oxima (6c).
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Figura 63 - Composto (6c), sinais do espectro RMN !H e tabela comparativa.
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Figura 64 - Composto (6c), sinais do espectro RMN 13C e tabela comparativa.
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5.1.10.2 Transformacéo do metilsulfeto em metilsulfona (6b)

Através de uma nova oxidacdo do metilsulfeto presente no éter de oxima (6f)

conseguiu-se obter o éter de oxima (6b) com a presenca da metilsulfona.

~

s \S/
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o o
. Y
[ /
o Nalo, 0
Hsc/ CHy MeOH HSC/ CHy
HsCo CHy t.a, 3 h, 82% H3C\n CHj,
\_ 609 (6b) Y,

Figura 65 - Representacdo esquematica da sintese do éter de oxima (6b).



74

OQ/O
O/A/ \07 N+a
-
\'s

-NalO,

s=—%

X
\ — /l/§O /)I o Na

Figura 66 - Mecanismo de reagdo de oxidagdo do grupamento metilsulfeto em

Fonte:

metilsulfona.

(http://www.masterorganicchemistry.com/2011/10/21/reagent-friday-sodium-periodate)

(adaptado, consultado em 02/06/2013)
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Analisando o espectro na regido do infravermelho do éter de oxima (6¢) (figura 67)
observou-se um estiramento axial em vas 1276 cm referente a ligagdo C-O, vas
1600 cm refente a ligacdo C=N, vas 1014 cm* referente ao N-O, estiramento v

1149 e 1317 cm™ refente & SO2CHs.
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Figura 67 - Espectro na regido do infravermelho (KBr) do éter de oxima (6b).
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Figura 68 - Composto (6b), sinais do espectro RMN *H e tabela comparativa.
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5.2 SINTESE DE UMA NOVA SERIE DE COMPOSTOS DE ETERES DE XOIMA
MONOMETILADOS

5.2.1 Obtencéao do intermediario (7) a partir do intermediario (3)

A partir do intermediéario (3) fez-se uma nova rota sintética, transformando em uma
oxima inédita (intermediario (7)).

Para a obtencao do intermediério (7), reagiu-se o intermediario (3) com cloridrato de
hidroxilamina (NH20H-HCI) em solu¢cdo metandlica na presenca de acetato de sadio.
O derivado obtido apresentou-se na forma de dois diasterisomeros na forma de um
sélido marrom (PF 63-66 °C ) com 95% de rendimento (Figura 70) (GOPALSAMY,
A; 2006 adaptado).

4 T )

) M
0 s ]
CHy NH,OH-HCL&sONa  HaC
o CHE TR B0 FHSC CHa
¥ 4g) 65 o, 95% ™0
\ Intermediario (3) Intermediario (7} /

Figura 70 - Obtencéo do intermediario (7).

Observando o espectro RMN *H (figura 71), observam-se sinais & 3,91 ppm e 3,89
ppm que foram atribuidos aos hidrogénios presentes nas metoxilas, o sinal 6 1,26

ppm evidenciando a metila. O sinal 6 2,03 ppm foi atribuido ao hidrogénio da

hidroxila oximica.
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Figura 71 - Espectro RMN *H (CDCls, 400MHz) intermediario (7).
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Observando o espectro de RMN 3C (Figura 72) observa-se sinais § 18,46 ppm que

foi atribuido a metila presente na estrutura, os sinais 55,93 e 56,04 foram atribuidos

aos carbonos presentes nas metoxilas.
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Figura 72 - Espectro RMN 13C (CDCI3z 100MHz) do intermediario (7).
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5.2.2 Obtencéo de uma nova série de éteres de oxima monometiladas.

ApoOs a obtencdo da oxima (intermediario (7)) promoveu-se a reacao de acoplamento

dessa oxima com trés diferentes haletos organicos representados no esquema a

sequir.
/ o BI\
W W=l
/ =5CH,
0
HO
& &Y
Ha / noC
. 3
halemtos beredla - CHs
DMSO/H.0; KOH, t & H3Cmo

\'i @ (% a-e) /

Figura 73 - Esquema representativo da reacdo de acoplamento com os haletos
organicos.

As reacg0Oes foram feitas em solucdo DMSO/H20 (8:2) em meio basico (KOH), onde
foi adicionado o intermediario (7) para ocorrer a desprotonacdo e em seguida foram
adicionados os haletos. Como representado na tabela 3.

Os produtos obtidos também apresentaram-se na forma de diasterisomeros E/Z que
foram identificados inicialmente por cromatografia em camada delgada como os
derivados dimetilados. Os hidrogénios presentes no carbono 9 presentes nos RMN
'H apresentaram-se mais desblindados entre 7,5 e 7,9ppm e menos desblindados

7,0 e 7,3ppm como representados nas figuras a seguir.
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Tabela 3 - Representacdo esquematica de obtencdo dos éteres de oxima
monometilados.

Intermediario (7) narrom

Br
HO Z: 2
AN
/N
o
e
H3C CH O\
3
HaC o /N Reag&o com 75% de
o Br HsC” rendimento,
CHj obtengdo de um dleo
H3C\O

1-(clorometil)-4-
(bromo)benzeno 5,6-dimetoxi-2,metil-indan-1-ona O-(4-
(10). bromobenzil) oxima(8a)

HO

m ij O‘N Reag&o com 85% de
o / rendimento,
Intermediario (7) HaC” m - obtengédo de um dleo
HaC. 3

1- (cIorometlI) -4- marrom.
(cloro)benzeno (11).

205 ©

Intermediario (7)

5,6-dimetoxi-2,2-metil-indan-1-ona O-
(4-clorolbenzil) oxima(8b)

Reacgdo com 89% de
rendimento,
obtengdo de um 6leo

O-')
/N amarelo.
1- (cIorometlI) -4- _0O
(tiometil)benzeno HsC CH;,
(12). HaC

5,6-dimetoxi-,2-metil-indan-1-ona O-
(4-tiometilbenzil) oxima(8c)

As figuras a seguir (figura 74,75,76,77,78 e 79) representam 0S CcOmMpostos
(8a,8b,8c) com seus espectros RMN H e 3C com as tabelas comparativas dos

sinais apresentados nos espectros com 0s respectivos hidrogénios e carbonos.
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5.2.3 Reag0es de transformacdo do composto 8c

Nessa etapa reacional foram feitas duas diferentes reacdes de transformacéao do

grupamento metilsulfeto:

5.2.3.1 Transformacédo do metilsulfeto em metilsulféxido

ApdOs a obtencdo e caracterizacdo do éter de oxima (8c) foi feita a reacdo de

oxidacdo para a obtencdo do grupamento metilsulfoxido. Obtendo os éteres de

oxima (8d).
/ CHs CHs
5 = b
AN CFB/CH.Cl,
—h" D
1, 0°C, 3937 ZﬁN
0 J 0 i
-
Ha ™™ HaC
CHs
HEC ~ HSC '\-\\_\O
(2d)

0
\\ (&)

~

/

Figura 80 - Esquema representativo da obtencédo do composto (8d).

As figuras a seguir (figura 80,81) representam
espectros RMN H e 3C com as tabelas comparativas dos sinais apresentados nos

espectros com os respectivos hidrogénios e carbonos.

0s composto (8d) com seus
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5.2.3.2 Transformagé&o do metilsulfeto em metilsulfona

Através de uma nova oxidacdo do metilsulfeto presente no éter de oxima (8c)

conseguiu-se obter o éter de oxima (8e) com a presenca da metilsulfona

|::H3 CHa

HaICl4
IJ“C Sh

Y
o s

{5c) {Ze)

Figura 83 - Esquema representativo para a obtencédo do composto (8e)

As figuras a seguir (figura 84,85) representam 0s composto (8e) com seus
espectros RMN H e 3C com as tabelas comparativas dos sinais apresentados nos

espectros com os respectivos hidrogénios e carbonos.
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5.3 ENSAIOS FARMACOLOGICOS

5.3.1 Avaliacédo farmacolégica da atividade anti-inflamatoria

Os ensaios para a determinacdo de possiveis atividades anti-inflamatorias foram
feitos em duas diferentes instituicbes: No Departamento de Fisiologia e
Farmacologia do Centro de Ciéncias Médicas da Universidade Federal Fluminense
sob a supervisédo da Profa. Dra. Fernanda Carla Ferreira de Brito e no Departamento
de Ciéncias Fisiologicas do Instituto de Ciéncias Biomédicas da Universidade

Federal de Alfenas coordenado pela pds-doutoranda Dra. Fabiana Vilela.

5.3.1.1 Ensaio de contor¢fes abdominais induzidas por acido acético

No teste de contor¢do abdominal o &cido acético (0,6%) foi administrado por via
intraperitoneal (ip) uma hora apdés a administragdo dos compostos teste. Apds a
injecdo desse agente nociceptivo em ratos ou camundongos, observam-se
respostas que consistem em uma sequéncia de contor¢cdes e extensbes do
abdbémen, algumas vezes acompanhada por tor¢cdes do tronco e extensdo dos
membros posteriores do animal (WHITTLE, 1964).
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Figura 86 - Avaliacdo farmacologica dos derivados sintetizados no ensaio de contor¢des
abdominais induzidas por acido acético. Avaliacdo do efeito dos compostos
éteres de oxima nas contor¢des abdominais induzidas por acido acético
0,IN em camundongos suicos. Valores expressos como média + erro
padrdo da média (n = 10-12 animais), Teste “t” de Student, *p<0,05 quando
comparado com grupo controle.

Os compostos 6b, 6¢c, 6d, 6e, 6f apresentaram uma reducdo do numero de
contorcdes quando comparado com o grupo controle. Como esperado a

indometacina também exerceu o mesmo efeito (figura 86).
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5.3.1.2 Anédlise do IDso no teste de edema de pata induzido por carragenina

A avaliacdo do IDso analisou a dose necessaria para a inibicdo de 50% da atividade
anti-inflamatoéria dos compostos sintetizados.

A analise do IDso foi feita com o objetivo de complementar os estudos de atividades
anti-inflamatorias ja realizados pelo nosso grupo de estudo e também para comparar

com os teste de inibicdo de contor¢cdes abdominais induzidas por acido acético.

&+ fa (D56 15umolfKg)

- fb (ID5=1.13 pmolfKg)

-+ f (IDgp=7 45 pmolikg )

*  fd  (IDsp=0.36 pmollKg )

+  fg (IDsg=1.10 prmaolikg )

= i (IDgp=0.76 pmollkKg )
80 & |NDO (1Dgp=1.89 umolikg |
m-

Edema {ul)
5 8 8

1 1;.'! 1!:’Iﬂ
Dose [pmollKg)

Figura 87 - Grafico ID so com os éteres de oxima sintetizados. Os resultados obtidos
foram analisados utilizando um software GraphPad versédo 5.0 e expressos
como média + erro padrao da média (EPM). Para o calculo da IDso foi
realizada regressao néo linear.

Analisando o grafico apresentado (figura 87) observa-se que os compostos 6b, 6d,
6e, 6f tiveram um IDso inferior ao IDso padrao utilizado (indometacina). Este resultado
reforca o resultado de inibicdo das contor¢des induzidas pelo acido acético destas
substéancias, indicando um grande poder anti-inflamatorio.

Foi observado que os compostos que possuem menor IDso (6b, 6d, 6e e 6f) foram os

compostos que apresentaram maior inibicdo no numero de contor¢des abdominais.
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Comparando os ensaios de inibicdo de contor¢des abdominais induzidas por acido
acético e a analise do IDso no teste de edema de pata induzido por carragenina
verifica-se que 0s compostos que produziram maior inibicdo das contorcdes

abdominais foram os que possuiram menor IDso, como mostrado na tabela abaixo:

Tabela 4 - Tabela comparativa entre as atividades dos compostos para 0s ensaios de
contor¢cbes abdominais e andlise de IDso.

Substancia N° Contor¢bes Abdominais IDso(pmol/kg)
Controle 52,73 -
Indometacina 33,82 1,89
6b 18,33 1,13
6d 12,70 0,36
6e 20,54 1,10
6f 16,75 0,76

Analisando os ensaios pode-se observar que 0s compostos presentes na tabela
acima apresentaram atividades analgésicas e anti-inflamatérias quando comparados

ao controle e a indometacina.

5.3.1.3 Avaliacdo do efeito dos compostos éteres de oxima na agregacao

plaquetaria

Farmacos com atividades anti-inflamatoérias e analgésicas, como os salicilatos,
possuem também atividade anti-agregante plaquetaria. O acido acetilsalicilico (AAS)
inibe irreversivelmente a enzima cicloxigenase impedindo a formacao de tromboxano
A2(TXA2) nas plaquetas ativadas no processo de coagulagdo (HAMILTON, 2008).
Por essa razdo foram feitos 0s ensaios para verificar a possivel atividade anti-
agregante plaquetaria dos éteres de oxima sintetizados. Outra classe de farmaco
representada pelo clopidogrel possui mecanismo de acéo diferenciado do acido
acetilsalicilico, pois inibe seletivamente a ligacdo do difosfato de adenosina (ADP)
promovendo a inibicdo da agregacao (GOODMAN, 2010).

Observando esses dois mecanismos distintos de acdo foram utilizados dois
agonistas de agregacao plaguetaria para a avaliacdo: o colageno e o ADP.

O colageno é o componente mais trombogénico da matriz subendotelial. Ele
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se liga a seus receptores especificos na superficie plaguetaria, para promover a
adesao, ativacao e agregacdao plaquetéria no local da lesao vascular (SURIN, 2007).
O difosfato de adenosina (ADP) foi reconhecido como indutor da agregacao
plaguetéaria no inicio da década de 1960. Embora seja um fraco agonista plaquetario,
ele exerce uma fungcéo chave na agregacao plaquetéria porque, uma vez secretado
dos granulos densos, amplifica a ativacdo plaquetaria induzida por outros agonistas,
inclusive pelos agonistas fracos como: serotonina, epinefrina e quimiocinas
(GACHET, 2001).

A avaliacdo do efeito dos compostos éteres de oxima na agregacao plaquetéria foi
induzida por colageno 5 ug/mL e ADP 5 uM em ratos Wistar.

Todos os ensaios foram utilizados os compostos nas concentragdes 100 uM e 300
HM.

Tabela 5 - Resultados sobre a inibicdo da agregacdo plaquetaria induzida por ADP ou

colageno.
~ ADP 5uM Colageno 5ug/mL
Grupo Concentragao N (%inibicao) (%%inibicao)
DMSO 100 uM 5 - -
300 uM 5 - -
3 100 uM 5 23,7 -14,6
300 uM 5 8,3 16,6
6a 100 uM 5 36,0 15,9
300 uM 5 8,7 33,5*
6b 100 uM 5 23,7 7,3
300 uM 5 7,9 42,1*
6C 100 uM 5 -6,8 -10,7
300 uM 5 57 50,6*
6d 100 uM 5 -3,2 -8,2
300 uM 5 10,0 32,5*
6e 100 uM 5 -9,0 -9,4
300 uM 5 3,7 219
6f 100 uM 5 23,7 14,4
300 uM 5 7,3 34,7*

Avaliacdo do efeito dos compostos éteres de oxima na agregacao plaquetéria induzida
por colageno 5 uyg/mL e ADP 5 uM em PRP de ratos wistar. Valores expressos como
média * erro padrdao da média (n = 5), teste “t” de student, *p<0,05 quando comparado
com grupo controle.

O composto 3, na concentragao de 300 puM, apresentou uma inibicdo de 16% frente
ao colageno e na concentracdo de 100 uM apresentou uma inibicdo de 23,7% frente
ao agonista ADP. O composto 6a na concentracdo de 100 pM apresentou uma

inibicdo de agregacao plaquetaria de 36% frente ao agonista ADP e apresentou uma
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inibicdo de 33,5% na concentracdo de 300 uM frente ao agonista coldgeno. O
composto 6b apresentou uma inibicdo na concentragdo de 300 uM de 42,1% frente
ao colageno e na concentracédo de 100 uM uma inibicdo de 23,7% frente ao agonista
ADP. O composto 6¢ apresentou uma inibicdo mais significativa na concentracao de
300 uM promovendo uma inibicdo de 50,6% de agregacdo frente ao coladgeno. O
composto 6e apresentou na concentragdo de 300 uM uma inibicdo de 21,9% frente
ao agonista colageno e o composto 6f apresentou na concentracdo 300 uM uma
inibicdo de 34,7% frente ao colageno.

O composto 6a apesar de ndo ter apresentado reducao significativa do niumero de
contor¢cdes abdominais em camundongos apresentou atividade de inibicdo de
agregacao plaquetaria na concentracdo de 300 uM frente ao agonista de agregacao
plaquetaria colageno e uma inibicdo de 36% na concentracdo 100 pM frente ao
agonista ADP.

Os compostos 6b, 6d e 6f apresentaram inibicdo da agregacéo plaguetéaria frente ao
agonista colageno, significativa inibicdo das contorcbes abdominais quando
comprados ao controle no ensaio de contorcbes abdominais induzidas por acido
acético e IDso de pequeno valor quando comparados aos grupos controle no teste de
edema de pata induzido por carragenina.
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6 CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

Os ensaios farmacoldgicos realizados confirmaram a acdo anti-inflamatéria e
analgésica.

Os ensaios para a avaliacdo da possivel agdo anti-agregante plaquetaria dos éteres
de oxima sintetizados demonstrou uma significativa inibicdo de agregacdo dos
compostos 6a, 6b, 6¢, 6d e 6f na concentracdo de 300 uM frente ao agonista
coldgeno e do composto 6a na concentracdo de 100 uM frente ao agonista ADP.
Testes adicionais deverdo ser realizados com outros agonistas de agregacao
plaguetaria como o acido araquidénico e usando como controle farmacos de
referéncia como o acido acetilsalicilico e o clopidogrel com o objetivo de estabelecer
de maneira confiavel seus possiveis mecanismos de acao.

A confirmacdo das atividades anti-inflamatérias e analgésicas abre perspectivas
para o prosseguimento e aprofundamento dos estudos desses compostos; como
ensaios para avaliar as atividades desses compostos em animais de maior porte.

Os compostos (6a, 6b, 6¢, 6d e 6f) ainda estdo sendo testados para comprovar
outros diferentes efeitos anti-inflamatérios e analgésicos. Quando o0s testes
finalizarem nosso grupo de estudo se concentrara na publicacdo de seus resultados.
Nosso grupo de estudo sintetizou e padronizou uma nova série de éteres de oxima,
abrindo perspectiva para sintetizar uma maior quantidade para submeté-los a

ensaios farmacoldgicos para a analise de seu possivel potencial anti-inflamatorio.
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7 PARTE EXPERIMENTAL

7.1 GENERALIDADES

Todas as etapas sintéticas foram feitas no Laboratorio de Fitoquimica e Quimica
Medicinal (LFQM) da Universidade Federal de Alfenas (UNIFAL-MG).

Os espectros de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) unidimensional foram
registrados em um espectrometro da marca Bruker AVANCE-400 do Instituto de
Quimica da Universidade Federal de S&o Carlos (UFSCAR) operando a 400 MHz
para hidrogénio (RMN de 'H) e 100 MHz para carbono (RMN de 13C). As amostras
foram solubilizadas em solvente deuterado (CDCIs), utilizando como referéncia
interna o TMS (Tetrametilsilano). Os valores de deslocamento quimico sdo dados
em ppm (parte por milhdo) e as constantes de acoplamentos J em Hertz (Hz). As
areas dos picos foram obtidas por integracao eletrénica.

Espectros na regido do infravermelho (V) foram registrados em aparelho da marca
Shimadzu modelo Prestig-21 acoplado a um microcomputador munido de software
IR solution, do LABIQ (Laboratério Interdisciplinar de Quimica) da Universidade
Federal de Alfenas (UNIFAL-MG). As andlises foram feitas em pastilhas de brometo
de potassio (KBr) e as absor¢des expressas em nimeros de ondas (cm™).

A medida da faixa de fusdo foi obtida em graus Celsius (°C) e determinada em
equipamento Marte (PFM II). A amostra foi triturada e empacotada em tubo capilar
para registrar o valor de temperatura da primeira evidéncia visivel até a completa
fus@o ou decomposicéo do soélido. A determinagéo foi feita em triplicata.

Para cromatografia em camada delgada (CCD) foram utilizadas cromatofolhas de
silica gel, UV254, na espessura de 0,2 um e em suporte de aluminio, nas dimensdes
necessarias para cada caso e utilizando n-hexano/acetato de etila como mistura de
eluente, variando-se a proporgao.

As visualizagbes das substancias foram realizadas em lampada de U.V nos
seguintes comprimentos de onda: 254-365 nm.

Para a remocé&o dos solventes, utilizou evaporador rotatério da marca (lka®-Werke,
modelo HB4 basic e/ou Heidolph, modelo Laborata 4000) em banho-maria com
temperatura inferior a 50 °C.
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Os solventes e reagentes utilizados foram de grau P.A, e quando se fez necessario

houve uma secagem de solventes, conforme o método abaixo:

a) N,N-Dimetilformamida (DMF): agitacdo por 48 horas juntamente com uma
mistura 50:50 (m/m) de sulfato de sédio (Na2S0a4) e sulfato de magnésio
(MgSOa4), ambos anidros;

b) tetrahidrofurano (THF): refluxado exaustivamente com soédio metalico e

benzofenona sendo destilado posteriormente.

7.2 OBTENCAO DO 4-ALIL-1,2-DIMETOXIBENZENO (1)

4 )
Haﬁfn | HMCH} o, CH.I HchDDMEH’
a 1 HalC
o i 12k, ta, 95% ~, e
Eucenaol Dertvado (1)
\ : J

Figura 88 - Obtencéao do intermediario (1) (4-alil-1,2-dimetoxibenezeno).

Em um baldo monotubulado de 250 mL foram adicionados eugenol (6 g, 36,36
mmol), K2COs (15,45 g, 111,9 mmol) e CHal (15,75 g, 110,8 mmol) em acetona (55
mL) a temperatura ambiente por 12 horas. Decorrido este tempo, adicionou-se agua
(50 mL) ao meio reacional, que em seguida foi lavado com diclorometano (4 x 15
mL). A fase organica foi lavada com solucdo saturada de NaCl, seca com Na2SO4
anidro, filtrada e concentrada em evaporador rotatorio sobre pressdo reduzida,
fornecendo um Gleo caramelo em 92% de rendimento. (BEZERRA-NETO, 2006).
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7.3 ISOMERIZACAO 4-ALIL-1,2-DIMETOXIBENZENO

-
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Figura 89 - Obtencdo do intermediario estirénico (2) (1,2-dimetoxi-4-(prop-1-
enil)benzeno.

Em um baldo monotubulado de 250mL acoplado a um condensador, foram
adicionados 5,989 (33,34mmol) de (1), 25mL de solucdo KOH/n-BuOH 3M em uma
temperatura de 125°C por 12h. Decorrido o tempo, foram adicionados 50mL de agua
ao meio reacional, sem seguida, foi feita a neutralizacdo com solucao 20% (v/v) de
HCI. Feita a neutralizacdo, a solugcdo foi colocada em um funil de separacao e
extraida com diclorometano (4 x 25mL); em seguida a fase organica foi lavada com
solucdo saturada de NaCl, seca com Naz(SOa), filtrada e seca em rotavapor . O
produto final foi um 6leo viscoso marrom claro com 95% de rendimento (SANTOS,
R; 2006).

7.4 OBTENCAO DO DERIVADO INDANONICO: 2,3-diidro-5.6-dimetoxi-2-
metilindan-1-ona (3)

4 N

o
Hg:fo Sy e ©13 D DMF, POCY ch,fo S
| 60, 110°C | s
Hﬁxo L i) MaOH, 7 molL-1 HGCxD e
(2) 121yt 40% (3)

J

Figura 90 - Obtencéo do intermediério (3) (5.6-dimetoxi-2-metilindan-1-ona).

A reacao foi feita utilizando um baldo bitubulado de 100mL acoplado a um
condensador em atmosfera de nitrogénio , em seguida foram adicionados DMF
anidro (8,2mL) e o POCIs (2,10mL) em banho de gelo sobre agitacdo. Esperou-se 30

minutos até a solucao ficar com uma coloracdo caracteristica (salméo), em seguida
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foi adicionado 5,67g (31,77mmol) de (2) e elevada a temperatura até 118 ©C
mantendo sob agitacdo por 6 horas. Apds o meio reacional foi transferido para um
baldo de 500mL contento agua e gelo; em seguida o pH do meio foi elevado para 10
através de solucdo NaOH 7M e mantido sobre agitacdo por 12 horas em
temperatura ambiente. Decorrida as 12 horas o pH do meio foi neutralizado com
solugdo de HCl 20%. Posteriormente a fase organica foi lavada com solucdo
saturada de NaCl e seca com Na2SOa4 anidro, filtrada e concentrada em rotavapor. O
produto obtido foi purificado em coluna cromatografica flash eluida em solucéo
(hexano/acetato 30%) fornecendo um residuo sélido amarelo com P.F 138 — 141°C,
com 28% de rendimento (SANTOS, R; 2006).

7.5 OBTENCAO DO 5,6-DIMETOXI-2,2DIMEILINDAN-1-ONA (4)

4 ] N
u] ] Jﬂ::.r
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Mot P "TIF, 2h te, @Y% e P CH
3 (4)
¥ y,

Figura 91 - Obtencéo do intermediario (4) ( 5,6-dimetoxi-2,2-dimetilindan-1-ona).
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Em um baldo de 100mL foram adicionados 2,72g (24,12mmol) de terc-BuOK
solubilizados em 50mL de tetraidrofurano, em seguida foram colocados 1,83g
(8,89mmol) de (3), apds 30 minutos, foram adicionados 4,59 (32,16mmol) de iodeto
de metila (CHsl); a reagdo permaneceu em agitagdo magnética por 12 horas em
temperatura ambiente. Passado o tempo reacional, o solvente (THF) foi retirado em
rotavapor com pressdo reduzida, obtendo um residuo sélido ao qual foram
adicionados 70mL de agua. Em seguida o pH foi ajustado para 7 com solucdo 20%
(v/v) de HCI, em seguida o residuo foi lavado com solucédo saturada de NaCl e seca
com NazSO04s, filtrada e concentrada em rotavapor a pressdo reduzida. O residuo
obtido foi purificado em coluna cromatogréfica flash onde foi utilizado eluente
(hexano/acetato 30%) fornecendo um soélido branco (4) com faixa de fusdo 92-94°C
com rendimento de 92%. Foi obtido 1,8g(8,18mmol) de (4) (Figura 74) (RANU, B. C;
JANA, U; 1999 adaptado).

7.6 OBTENCAO DO INTERMEDIARIO OXIMICO (5)

4 Ho )

?N
o NH,OH- HC1icONa .
Hat™ T CHy — - S Ha
| MeCH/H,D (2:2) |
Hat = CHa  agpesec os, Ml e Ha
o
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Figura 92 - Obtencdo do intermediario (5) (1-hidroxi-5,6-dimetoxi-2,2-dimetilindan-1-
imine).
Em um baldo monotubulado de 100mL foram adicionados o derivado (4)
(1,89g;8,18mmol), AcONa (5,259, 62,5mmol), NH20H.HCI (4,52g; 62,5mmol), 20mL
de solugcdo MeOH/H20 (8.2, v/v). O balédo foi adaptado a um condensador de refluxo
e colocado para agitacdo magnética por 48 horas a uma temperatura de 65°C.
Decorrido o tempo reacional adicionou-se 40mL de agua ao meio reacional. Em
seguida, a mistura foi transferida para um funil de separacdo e extraida com
diclorometano (4 x 15mL). A fase orgéanica foi lavada com solucéao saturada de NacCl,
seca com Na2SOs4 anidro, filtrada e o solvente eliminado em rotavapor. O residuo
sélido foi purificado em coluna cromatogréfica flash utilizado-se eluente
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hexano/acetato (30%) o que forneceu um solido de coloracdo marrom com um
rendimento de 97% (GOPALSAMY,A; 2006 adaptado).

7.7 PROCEDIMENTO GERAL PARA A PREPARACAO DOS ALCOOIS
BENZILICOS (7 E 8)

/ /,,0 OH \

NaBH,/MNaOH

| T MeOH/MH, 0 S
L 10 titm, t.a. =
kil W= SCH, 7D W

\ W= Br(g) ‘/

Figura 93 - Reducéo do grupamento aldeido.

Em um baldo monotubulado de 50 mL foram adicionados o respectivo aldeido (1,97
mmol), NaBH4 (0,11 g; 2,95 mmol) solubilizado em MeOH (5 mL) e em seguida
NaOH (2 mL) (20% m/v). Apés analise por CCD e verificagdo do fim da reacéo,
adicionou-se agua (30 mL) ao meio reacional, que em seguida foi extraido com
diclorometano (4 x 15 mL). A fase organica foi lavada com solucdo saturada de
NaCl, seca com Na2SOa4 anidro, filtrada e concentrada em evaporador rotatério
(GABRIEL, A. J. A; et al; 2000 adaptado).

Alcool 4-(tiometil) benzilico (7)

Este derivado foi obtido em 98% de rendimento, pela redugcdo do 4-

tiometilbenzaldeido, na forma de um solido branco (P.F 40-43 °C).

Alcool 4-bromobenzilico (8)

Este derivado foi obtido em 95% de rendimento, pela reducdo do 4-

bromobenzaldeido, na forma de um solido branco (P.F 75-78 °C).
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7.8 PROCEDIMENTO GERAL PARA PREPARACAO DOS HALETOS BENZILICOS
(9, 10, 11, 12)
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Figura 94 - Cloracgéo da hidroxila

Em um baldo monotubulado de 50 mL foram adicionados (1,97 mmol) dos
respectivos alcoois solubilizados em cloroférmio (5 mL). Em seguida, adicionou-se
SOCI2 (3 mL) e 0 meio reacional permaneceu a temperatura ambiente. Apos analise
por CCD e verificacdo do fim da reacdo, adicionou-se cuidadosamente solucéo
saturada de NaHCOs ao baldo reacional e, em seguida, a mistura foi extraida com
cloroférmio (4 x 15 mL). A fase organica foi lavada com solugdo saturada de NacCl,
seca com Na2SO4 anidro, filtrada e concentrada em evaporador rotatério sobre
pressao reduzida (SHINKALI, S; et al; 1985 adaptado).

1-(clorometil)-4-(tiometil)benzeno (9)

Este derivado foi obtido em 90% de rendimento, na forma de um 6leo viscoso

marrom claro.

1-(clorometil)-4-(metoxi)benzeno (10)

Este derivado foi obtido em 93% de rendimento, na forma de um 6leo viscoso

amarelo claro.



108

1-(clorometil)-4-(bromo)benzeno (11)

Este derivado foi obtido em 92% de rendimento, na forma de um 6leo viscoso

amarelo claro.
1-(clorometil)-4-(cloro)benzeno (12)
Este derivado foi obtido em 97% de rendimento, na forma de um 6leo viscoso

amarelo claro.

7.9 OBTENCAO DOS ETERES DE OXIMA
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Figura 95 - Obtencédo dos éteres de oxima.

Em um baldo monotubulado de 50mL foram adicionados 100mg (0,42mmol) da
oxima (5), DMSO/H20 (8:2) 15mL e KOH (0,1g, 2,77mmol) colocados em agitacao
magnética por 30 minutos. Decorrido o tempo foram adicionados os respectivos
haletos. As reacdes duraram entre 3 e 24 horas. Apés dos produtos fez-se a

purificacdo por cromatografia em coluna (hexano/acetado(7:3)).
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7.10 OBTENCAO DO INTERMEDIARIO (7)

Para a obtencado do intermediario (7), foi utilizado um baldo de 100mL, neste reagiu-
se 130mg do intermediario (3) com 2,5g de cloridrato de hidroxilamina (NH20H-HCI)
em solu¢cdo metandlica na proporcdo (8:2) onde foi adicionado 3,2g acetato de
sodio. Essa reacao teve a duracédo de 48h.

O derivado obtido apresentou-se na forma de um sélido marrom (PF 63-66 °C) com
95% de rendimento (figura 96) (GOPALSAMY, A; 2006 adaptado).

4 HO_ )

\
0 /N
o 0
CHy” NH20H-HCI/ACONa _ HaC o
CH3 ™ MeOH/H20(8:2) HaC 3
CH3 o 3 N
~0 48h, 65°C, 95% 0
\_ Intermediério (3) Intermediario (7)

Figura 96 - Obtencéo do intermediéario (7) (1-hidroxi-5,6-dimetoxi-2-metilindan-1-imine).

7.11 PROCEDIMENTO PARA OBTENCAO DOS ETERES DE OXIMA
MONOMETILADOS:

TW=Er
i =1

W=E5CH;

H 01\' VL'N

H,C
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DMSO/H20;KOH, ta. HaCo
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Figura 97 - Representacdo esquematica da adicao do haleto de alquila a oxima

Usou-se para reagdo um baldo de 100ml onde foi adicionado 0,02g do
intermediario 7, 10mL de solucdo de DMSO (8:2) com 0,1g de KOH e deixado em

agitacdo por 1 hora. Em seguida os haletos foram adicionados. As reacdes foram
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feitas a temperatura ambiente e duraram entre 6 e 48horas. Depois de comprovado
o término da rea¢do com cromatografia em camada delgada foi feito o isolamento do
produto através da adicdo de 50mL de solucéo saturada de NaCl, em seguida essa
solucéo foi lavada com acetato de sédio (6x10ml). Em seguida a fase organica foi
seca com MgSOa. Todos os produtos obtidos foram purificados em cromatografia em

coluna.

7.12 PROCEDIMENTO PARA OBTENCAO DO COMPOSTO 5,6-DIMETOXI-2-
METILINDAN-1-ONEO-[4(METILSULFONIL)BENZIL] OXIMA (8C)

NaIOA/MeOH

ta. 4h 93%

o _ o
- s

(8h) (8c)

Figura 98 - Representacao da oxidacéo total do grupamento tiometil em sulfona.

Em um baldo de 50mL foram adicionados 0,025g do composto 8b, 10mL de metanol
e 0,0449g de periodato de sodio (NaiOa4), a solucao ficou a temperatura ambiente sob
agitacdo por 4 horas, depois de identificado o término da reagdo por cromatografia
em camada delgada adicionou-se 30mL de solucdo saturada de NaCl, que em
seguida foi extraida com diclorometano (6x10mL) (BEZERRA-NETO, 2006). Em
seguida a fase organica foi seca com MgSO4, 0 produto posteriormente foi purificado
por cromatografia em coluna. O produto obtido foi um sdlido branco PF (54°C-57°C).
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7.13 PRODEDIMENTO PARA OBTENCAO DO 5,6-DIMETOXI-2-METILINDA-1-
ONEO-[4-(METILSULFINIL)BENZIL] OXIMA (8D)
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Figura 99 - Representacdo da transformacdo do metilsulfeto em sulfoxido.

Em um baldo de 50mL, foram adicionados 0,025g do composto 8b, 10mL de
diclorometano em banho de gelo (0°C). Em seguida foi adicionado 0,015g do &cido
metacloroperbenzéico (AMCPB) e o sistema ficou sob agitacdo pro 3 horas até ser
observada o término da reacdo por cromatografica em camada delgada. Apos
finalizada a reacdo adicionou-se vagarosamente solucdo saturada de bicarbonato de
sédio (NaHCOg3), afim de neutralizar um possivel excesso do acido. Em seguida a
solucéo foi lavada com diclorometano (6x10mL) e a fase orgéanica seca com MgSOQOeu.
O produto obtido posteriormente foi purificado por cromatografia em coluna
perfazendo um rendimento de 93% (JANUZ,J.M; et al:1998). O produto obtido trava-
se de um solido amarelo claro PF (42°C-45°C).

7.14 METODOLOGIAS PARA OS ENSAIOS FARMACOLOGICOS
7.14.1 Metodologia utilizada para o ensaio de contor¢gdes abdominais induzida

por acido acético

Os testes foram feitos em camundongos albinos de ambos os sexos (18-25g) (n=10,

para cada grupo experimental) sdo submetidos a um pré-tratamento por via oral
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(VO) com as substancias teste (dose de screening = 100 pmol/kg), dissolvidas em
etanol 10% com 10% de Tween 80 (veiculo) e 80% de &gua. No teste de contor¢éo
abdominal o acido acético (0,6%) (WHITTLE, 1964) €& administrado por via
intraperitoneal (ip) uma hora apds a administracdo das substancias teste. Dez
minutos apds a administracdo de acido acético, o numero de contor¢des por animal
é registrado durante 20 minutos. Animais controle recebem um volume igual de
veiculo. A atividade analgésica é expressa como uma porcentagem de inibicdo de

contor¢des, quando comparado com o grupo controle.

7.14.2 Metodologia utilizada para ensaio de IDso para teste de edema de pata

induzido por carragenina

Apds 60 minutos dos tratamentos com as diferentes doses das substancias teste, o
edema de pata foi induzido pela injecado de carragenina (400 pg/pata) como agente
inflamatério no volume de 20uL, que foi aplicada na regidao plantar da pata posterior
direita dos animais. Apés trés horas da administracéo da carragenina, a pata na qual
a inflamacdo foi induzida foi imersa até a regido tibio-tarsica na cuba do
pletismografo e o edema foi medido de acordo com a alteracdo do volume na cuba
(VELOSO et al., 2012). A IDso foi estimada neste experimento utilizando diferentes
doses das substancias testes e do farmaco padrao (1, 3, 10, 30 e 100 pmol/Kg)
(VIEGAS et al., 2008).

7.14.3 Metodologia utilizada para avaliacdo da agregacao plaquetéaria ex vivo

A atividade antiagregante plaquetaria dos compostos foi determinada ex vivo pelo
meétodo de Born e Cross (BORN G. V. R. e CROSS M. J. 1963) em plasma rico em
plaguetas (PRP) citratado de ratos, monitorada em um agregdbmetro Chrono-log
modelo 560-CA. Esse método consiste no monitoramento da agregacao plaquetéria
através da transmitancia, onde um feixe de luz, de comprimento de onda igual a

240nm, atravessa a suspensdo de plaquetas. O aparelho é calibrado para que o
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PRP corresponda a 0% de transmitancia, e o plasma pobre em plaquetas (PPP)
corresponda a 100% de transmitancia. Quando as plaquetas se encontram em sua
forma discoide, em repouso, essa suspensao € opaca e a transmitancia € dita zero.
No momento em que se da a agregacdo plaquetaria, formam-se os agregados
plaguetarios, permitindo a passagem de luz através da suspensao plaquetaria,
aumentando quantitativamente a transmitancia, proporcionalmente ao processo de
agregacdo. Os registros da agregacdo plaquetaria serdo obtidos através de um
programa Aggrolink, verséo 5.2 (Chrono-Log Corporation).

Os agonistas sdo mantidos a 0°C durante os experimentos. A agregacao plaquetaria
€ registrada até atingir a reversao da agregac¢ao ou por 3 minutos apos ter atingido a
agregacdo maxima. As curvas de agregacdo sao obtidas em duplicata para cada
tratamento. A agregacéao plaguetaria é expressa em porcentagem de agregacao.
Ratos machos Wistar pesando entre 250 a 350g foram utilizados para a obtencdo de
sangue, através de puncao cardiaca. O sangue foi coletado em solucao aquosa de
citrato trissédico 3,8%, na proporcao de 9 volumes de sangue para 1 volume de
citrato. O PRP foi obtido por centrifugacéo por 12 minutos a 1200 rpm, a temperatura
ambiente. O PPP foi obtido por centrifugacdo do sedimento a 3000 rpm, por 10
minutos a mesma temperatura. O PRP foi utilizado até trés horas apds sua
obtencao, pois ap0s esse periodo as plaquetas perdem sua capacidade maxima de
agregacado. Os agonistas utilizados foram difosfato de adenosina (ADP), na faixa de
concentracdo entre 1uM e 20 uM e colageno na faixa de concentracdo entre 1ug e
20pg/mL. Os compostos foram administrados por via oral na concentragdo de
100pM e 300uM. Todos os resultados foram analisados estatisticamente pela
analise da variancia (ANOVA) one way para um nivel de significancia de *p<0,05 e
testamos a significancia estatistica das diferencas entre os grupos pelo teste de
Dunnett (*p<0,05). Os resultados sdo expressos em média * erro padrdo da média
utilizando-se o programa GRAPH PAD PRISM versao 5.0 (GraphPad Prism Software
Inc., San Diego, CA).
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