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RESUMO

O reconhecimento de que determinados grupos de atomos, dentro de estruturas
moleculares, como responsaveis pelas respostas biologicas das drogas conduziu ao conceito
de farmacéforo, o qual foi utilizado nesse trabalho para planejar uma série de novas
substancias. Sua principal caracteristica ¢ a incorporacdo de substitui¢des bioisostéricas,
levando a combinagdo de dois farmacdforos diferentes em uma unica molécula.

Nesse sentido, sintetizamos os derivados 3-[3-(4-ARIL)-1,2,4-OXADIAZOL-5-IL]
ACIL-HIDRAZONA e 4-[3-(4-ARIL)-1,2,4-OXADIAZOL-5-IL] ACIL-
TIOSSEMICARBAZIDA, em que as por¢des 1,2,4-oxadiazol, acil-hidrazona e acil-
tiossemicarbazida sdo os farmacoforos de interesse, sendo relatados como portadores de um
largo espectro de atividades bioldgicas. As sinteses requereram quatro etapas, a partir de aril-
nitrilas simples, até a obten¢do de produtos estruturalmente complexos, os quais foram
obtidos com rendimentos excelentes e caracterizados por técnicas espectroscopicas.

Os compostos puros foram avaliados como antimicrobianos frente a diferentes tipos de
bactérias e leveduras, no intuito de verificar se a modificacdo estrutural conduzida fora capaz
de potencializar a ac¢do ja bem conhecida dos farmacoforos isolados. Os derivados tiveram sua
atividade antimaldrica testada, numa abordagem nova de suas caracteristicas farmacologicas.

Técnicas de modelagem molecular foram empregadas no estudo estrutural dos
derivados 3-[3-(4-aril)-1,2,4-oxadiazol-5-il] acil-3,4-metilenodiéxi-fenil-hidrazona e 3-[3-(4-
aril)-1,2,4-oxadiazol-5-il] acil-4-fluoro-fenil-hidrazona, a fim de verificar a existéncia da
relacdo isostérica entre o grupo acil-hidrazona e o heterociclo 1,3,4-oxadiazol, um outro
farmacéforo importante, bem como dar suporte tedrico aos resultados de ressonancia

magnética nuclear, relativos aos diasteredmeros (E) e (Z) possiveis para essas substancias.



ABSTRACT

The recognition that some groups of atoms, inside of molecular structures, as
responsible for the biological answers of drugs has conducted to the pharmacophore concept,
which has been used in this work to plan a new series of substances whose the main
characteristic is the incorporation of bioisosteric substitutions, giving new compounds with
two different pharmacophores in the molecule.

In this approach, we synthesized the derivatives 3-[3-(4-ARYL)-1,2,4-OXADIAZOL-
5-YL] ACYL-HYDRAZONE and 4-[3-(4-ARYL)-1,2,4-OXADIAZOL-5-YL] ACYL-
THIOSEMICARBAZIDE, in which the 1,2,4-oxadiazole, acyl-hydrazone and acyl-
thiosemicarbazide moieties are the pharmacophores of interesting, been associated to a broad
spectrum of biological activities. The synthesis was done in four steps, starting from simple
aryl-nitriles, until the obtainment of structurally complex products, which were available with
excellent yields and characterized by spectroscopic methods.

Pure compounds were evaluated for their antimicrobial activity against different kinds
of bacteria and yeasts to verify the action of the conducted structural modification on the
activity, waiting for its increasing as consequence of the combination of two well known
active pharmacophore. The antimalarial screening was included in this work as an attempt to
introduce a new series of prototype compounds acting against this sickness.

Molecular modeling techniques were employed in the structural studies of derivatives
3-[3-(4-aryl)-1,2,4-oxadiazol-5-yl] acyl-3,4-methylenedioxy-phenyl-hydrazone and 3-[3-(4-
aryl)-1,2,4-oxadiazol-5-yl] acyl-4-fluoro-phenyl-hydrazone, looking for an isosteric
relationship between the acyl-hydrazone group and the heterocycle 1,3,4-oxadiazole, another
important pharmacophore, as well as to explain the RMN'H data results for the (E) and (Z)

diastereisomeric ratio in the isolated products.
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M-1 — pico do ion molecular menos um préton

MH — meio liquido de Mueller-Hinton

MHA — meio s6lido Mueller-Hinton

g — grama

pg/mL — micrograma por mililitro

ng/mL — nanograma por mililitro

pL — microlitro

mg — miligrama

cm — centimetro

mg/cm’ — miligrama por centimetro quadrado

nm — nandémetro

UFC/mL — unidades formadoras de colonias por mililitro
SAB — meios liquido e s6lido de Sabouraud

pLDH - lactato deidrogenase do parasita

P.F. —ponto de fusdo

ICso — concentragdo da droga que inibe o crescimento de 50% do protozoario em estudo
AE — variacdo de energia

kcal/mol — quilocaloria por mol

MAOM — metileno-amindxi-metil

GABA, —receptor do tipo A do acido y-aminobutandico
GABA; — receptor do tipo B do acido y-aminobutandico
GABA( — receptor do tipo C do acido y-aminobutanoico
H-1 — receptor do tipo 1 da histamina

H-2 — receptor do tipo 2 da histamina

5-HT3; — receptor do tipo 3 da serotonina

5-HT4 — receptor do tipo 4 da serotonina

IC — isolado clinico

ATCC — American Type Culture Collection

BOD - biochemical oxygen demand

UFPE — Universidade Federal de Pernambuco

DQF — Departamento de Quimica Fundamental

NPPN — Nucleo de Pesquisas de Produtos Naturais
UFRJ — Universidade Federal do Rio de Janeiro
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1. INTRODUCAO

1.1. BIOISOSTERISMO E PLANEJAMENTO DE FARMACOS

O desenvolvimento da Quimica e da Farmacologia durante os ultimos 100 anos permitiu o
acimulo de conhecimentos sobre um grande numero de compostos, muitos dos quais com
aplicacdo clinica na cura ou tratamento de diversas doencas. Substincias portadoras de uma
determinada atividade farmacoldgica podem apresentar efeitos colaterais indesejados,
caracteristicas fisico-quimicas que dificultem sua biodisponibilidade ou mesmo possuir uma
estrutura que leve a efeitos adversos durante seu metabolismo, o que, muitas vezes, limita sua
utilizagdo como drogas de uso terapéutico, tornando-as desinteressantes do ponto de vista
farmacoldgico e econdomico. No entanto, reconhecer que tais drogas possuem a habilidade de
interagir com os sistemas vivos pode servir de base para estudos de modificacdo estrutural, o que
confere a estas moléculas a condi¢do de protdtipos. A busca por novos agentes bioativos pode se
projetar a partir desses compostos protdtipos, empregando como ferramenta principal o conceito
de bioisosterismo, de ampla exploracio no campo da Quimica Medicinal, a fim de realizar
modificagdes moleculares racionais dos compostos prototipos e melhorar sua atuagdo como
farmaco. Recentemente, Patani e LaVoie (1996) descreveram os principais sucessos obtidos a
partir dessa visdo das relacdes entre estrutura e atividade das drogas, evidenciando que as bases
da modificag¢do bioisostérica sdo bem mais intuitivas e qualitativas dos que aquelas usadas em
estudos de QSAR (Martin, 1981).

Embora, atualmente, o conceito de bioisosterismo seja complexo, ele surgiu ainda nos
primérdios do século XX com Langmuir (1919), que observou "as similaridades de vérias

propriedades fisico-quimicas" de grupos de atomos, radicais e moléculas. Langmuir comparou as
propriedades fisicas de uma série de moléculas como N, e CO, N,O e CO; e N3 e NCO e

encontrou certas relagdes qualitativas entre elas. Apds identificar 21 grupos de compostos com o

mesmo tipo de similaridades fisico-quimicas, ele cunhou o termo "iséteros". Com a Teoria do
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Octeto, Langmuir demonstrou que o nimero e o arranjo dos elétrons nos atomos ou moléculas
por ele estudados eram o mesmo. Portanto, isosteros foram inicialmente definidos como
compostos ou grupos de atomos que possuem o mesmo numero e arranjo de elétrons, além de
volumes moleculares e formas semelhantes. Os estudos de Langmuir forneceram os grupos de

isdsteros vistos no Quadro 1.

Quadro 1 - Grupos de Isosteros de Langmuir (1919)

GRUPO TOTAL DE ELETRONS ISOSTEROS
1 2 H-, He, Li"
2 10 0%, F, Ne, Na', Mg*", AI**
3 18 S*, CI', Ar, K*, Ca**
4 28 Cu', Zn**
J \2 \2
8 14 Na, CO, CN°
9 10 CH,, NH,"
10 22 CO,, N,O, N3, CNO
J \2 \2
20 58 MnOy, CrO4*
21 68 Se0,”, AsO4”

Em 1925, Grimm ampliou o conceito de isdsteros com a Lei de Deslocamento do Hidreto
de Grimm, na qual atomos colocados até quatro posi¢cdes antes de um gas inerte na Tabela
Periddica mudam suas propriedades pela unido com um a quatro atomos de hidrogénio, de tal
modo que se tornam pseudo-atomos, similares aos elementos dos grupos colocados uma a quatro
posicdes a sua direita (Grimm, 1925). Esta constatagdo veio a ter aplicagdo pratica na
modificagdo de varias moléculas. No Quadro 2, encontram-se os grupos de isosteros, segundo

Grimm, os quais ocupam cada uma das colunas verticais.
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Quadro 2 - Lei de Deslocamento do Hidreto de Grimm (Grimm, 1925)

C N Ne Na'
CH NH OH FH —
CH, NH, OH, FH,"
CH; NH; OH;'
CH, NH,
6 7 10 10 Total de Elétrons

Erlenmeyer (1932) estendeu o conceito da classificagdo de Grimm e redefiniu isosteros

como atomos, ions ¢ moléculas nas quais as camadas eletronicas periféricas podem ser

consideradas idénticas. Os isosteros de Erlenmeyer sdo mostrados no Quadro 3. As observagdes

de Langmuir conduziram Seiftriz (1948) a verificar uma similaridade bioldgica entre as moléculas

CO; e N;0, ambas atuantes como inibidoras do crescimento do fungo Physarum polycephalum.

Quadro 3 — Isosteros Baseados no Numero de Elétrons Periféricos (Erlenmeyer, 1932)

N* P S Cl CH
p* As Se Br BrH
S Sb  Te I IH
As" _— PH SH SH,
Sb* _— _—  PH, PH;
4 5 6 7 8 Total de Elétrons

O conceito de isosteros comegou a ser aplicado na modificagdo molecular de diversos

compostos e 0s ensaios bioldgicos mostraram que as respostas sofriam alteragdes de acordo com

o tipo de alteragdo introduzida na molécula protdtipo, levando Friedman (1951) a definir o termo

bioiséstero: "Atomos e moléculas que preenchem a mais ampla defini¢do de isdsteros e possuem

um tipo similar de atividade bioldgica, inclusive como antagonistas."

22



Planejamento Bioisostérico, Sintese ¢ Avaliagdo Farmacolodgica... dos Santos Filho, J. M.

Logicamente, este conceito de bioisostero ja estava suportado no conhecimento de que as
drogas atuavam principalmente por interacio com biomacromoléculas. Posteriormente, Alfred
Burger ampliou o conceito de bioisosteros como "compostos ou grupos de dtomos que possuem
praticamente iguais volumes e formas moleculares, distribuicdo eletrdnica aproximadamente
igual e que exibem propriedades fisicas similares" (Burger, 1991). O bioisosterismo evoluiu e
conduziu a diversas possibilidades de modificagdo molecular. Tanto que, em 1970, Burger havia
classificado os bioisdsteros em cldssicos e ndo-classicos (Burger, 1970), comportando uma série
de possibilidades para a modificagdo de uma droga protdtipo. As modificagdes bioisostéricas
classicas incorporam os conceitos da Lei de Deslocamento do Hidreto de Grimm (1925), os de
Langmuir (1919), e os de Erlenmeyer (1932) e implicam diferencas relativamente simples entre o
prototipo e os seus analogos. Um dos processos mais comuns de aplicacdo deste tipo de
bioisosterismo € o intercdmbio entre grupos monovalentes, com base na similaridade de volume e
caracteristicas eletronicas dos grupos substituintes. As substituicdes de hidrogénio por fltior tém
sido largamente aplicadas em diversos compostos € os resultados tém-se mostrado positivos.
Zhang e colaboradores (1994) sintetizaram duas séries de possiveis receptores benzodiazepinicos,
(1) e (2), e estudaram o efeito da substituicdo bioisostérica de H por F. Compostos com X = H

apresentaram poténcia maior que aqueles com X = F.

quN\/g o

L,
X

= g

A aplicagdo da Lei do Deslocamento do Hidreto de Grimm conduziu a obtengdo de um
grande numero de bioisdsteros de interesse clinico. Alguns trabalhos buscaram planejar uma série

de agentes colinérgicos capazes de penetrar a barreira hematocefalica e atuar com alta eficiéncia
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nos receptores muscarinicos do cértex, o que levou a constatacdo de que analogos do 1,2,4-
oxadiazoil-t-amina (3) s@o agonistas potentes dos sistemas de receptores neurologicos.
Modificagdes moleculares monovalentes na posicdo 3 do grupo oxadiazdlico mostraram que o
substituinte X=NH, (3c), o grupo mais lipofilico entre os estudados, fornece o composto mais
eficaz (Saunders & Freedman, 1989). No entanto, substituicdes monovalentes sdo relativamente
limitadas, uma vez que envolvem principalmente a alteragdo de propriedades lipofilicas. A
exploracdo de substitui¢cdes divalentes ¢ muito comum e alguns analogos obtidos sdo farmacos de
alto potencial terapéutico. Michne e colaboradores (1995) estudaram bioisdteros das
quinazolinedionas (4), ativos sobre o processo de resposta imune-inflamatdria conduzida pelas
células T do sistema imunoldgico, aplicando diferentes substituicdes de grupos isostéricos

divalentes classicos com resultados promissores para a atividade.

X (0]
N
0] 7 N

0

N CHs,

3: a(X=CHs;) CHz 4: a(X=NH)
b (X=Cl ) b(X=CHz )
¢ (X=NH, ) c(X=0)

Substitui¢des tri- e tetravalentes também sdo de interesse bioisostérico e tém gerado
diversas pesquisas, contudo, ¢ no campo das modificacdes bioisostéricas ndo-classicas que a
Quimica Medicinal tem tido seus maiores sucessos. Os bioisdteros obtidos por esse meio sao
capazes de reter ou melhorar a atividade bioldgica pela imitacdo de um arranjo estérico
especifico, pela alteracdo da intensidade de propriedades eletronicas ou por meio da mudanga de
qualquer outra propriedade fisico-quimica da molécula ou grupo funcional reconhecidamente

importante para a manifestacdo da atividade.
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Em principio, temos o exemplo da relagdo bioisostérica entre grupos ciclicos e ndo-
ciclicos, como ocorre com o grupo metileno-aminoxi-metil (MAOM) (5), bioisostero do grupo

fenil (6) e de outros grupos aromaticos, quando assume uma determinada conformacao.

S O
ke
S 6

A relagdo bioisostérica baseia-se na distribui¢do de densidade eletronica, essencial para a
interagdo com o sitio ativo do receptor envolvido, levando Macchia e colaboradores (1990) a
obterem o acido (E)-3-[(benzilideno-amino)oxi]propionico (7), um bioisostero do diclofenaco
(8), com atividade antiinflamatdria e poténcia idénticas as do prototipo. Estudos conformacionais

confirmaram que o bioisosterismo existe devido a estereoquimica desse acido.

Exemplos envolvendo bioisdsteros ndo-classicos se multiplicaram na literatura e muitos
compostos de origem natural passaram a servir de protdtipos para a obtengdo de farmacos ativos
por mimetizar seus efeitos. Entre eles, um dos mais importantes ¢ o acido y-aminobutandico
(GABA) (9), um importante neurotransmissor. O GABA atua nos receptores GABAA, GABAg e,
provavelmente, no GABA¢ (Bonano & Raiteri, 1993; Macdonald & Olsen, 1994; Krogsgaard-
Larsen et al., 1994) e serviu de modelo para a obtencdo de bioisosteros ativos como agonistas do
receptor GABA,.
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Krogsgaard-Larsen e colaboradores (1975) estudaram compostos andlogos ao GABA, de
conformacéo rigida, e encontrou o muscinol (10), um composto de origem natural, como um
poderoso agonista do receptor GABA,. Em trabalhos subseqiientes, este autor planejou e
sintetizou os bioisosteros tiomuscinol (11) e isomuscinol (12) (Krogsgaard-Larsen et al., 1979),

ambos ativos como agonistas, inaugurando um novo campo de pesquisas de bioisosteros

neurotransmissores.
OH
H,N 0
9
OH OH OH
H Nﬂ H Nﬂ vi(
2 0 2 3 HoN N/O
10 11 12

Casos menos elaborados de planejamento bioisostérico, porém, ndo menos importantes,
envolvem substitui¢des entre grupos funcionais, a fim de alterar os processos metabolicos dos
protdtipos (Larsen et al., 1967; Anand, 1979) ou melhorar as interacdes com os sitios ativos
(Clark et al., 1987; Subasinghe et al, 1993). Atualmente, o planejamento de substancias
protdtipos tem encontrado nos métodos computacionais um grande aliado, sobretudo devido ao
conhecimento do mecanismo de acdo farmacoldgico desejado. Esta é a abordagem fisiologica,
baseada no conhecimento real ou hipotético dos receptores e enzimas envolvidos no processo
bioldgico de interesse. Moléculas podem ser planejadas e sintetizadas para serem capazes de agir
sobre um determinado sitio ativo, entretanto, gragas a complexidade dos fenomenos que se ddo in
vivo, aquela substancia que teoricamente seria bem sucedida como agonista ou antagonista pode
resultar inativa. E neste momento que o bioisosterismo volta a exercer seu papel, possibilitando o
aumento da disponibilidade quimica e a descoberta de um analogo com atividade satisfatdria

(Barreiro & Fraga, 2001). Apesar de o Estado da Arte dos estudos tedricos em Modelagem
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Molecular de biomacromoléculas ser extremamente elegante e sofisticado, o bioisosterismo ainda

se mantém como ferramenta fundamental na busca por novas drogas.

1.2. HETEROCICLOS E BIOATIVIDADE

As primeiras drogas conhecidas pelo homem foram de origem natural, encontradas
principalmente em plantas e usadas dentro das sociedades antigas como parte de seu arcabougo
socio-religioso. Por volta de 1830, o surgimento da Quimica Orgéanica como ciéncia tornou
imperiosa a elucidagdo das composi¢des quimicas dos diversos extratos usados na medicina
corrente (Brock, 1993). O esfor¢o ¢ a dedicacdo de quimicos e fisicos foram lentamente
revelando um mundo complexo de estruturas quimicas e abrindo as portas para uma amplia¢do
gigantesca do mesmo. Entretanto, um fato em especial atraiu a ateng¢@o dos cientistas: um grande
numero de substancias reconhecidamente bioativas em variadas situagcdes ou mesmo essenciais
para o bom funcionamento dos organismos vivos possuia em sua estrutura anéis heterociclicos.

Os alcaloides, de grande interesse comercial e que foram intensamente estudados, sdo um
dos exemplos mais representativos. Compostos como a quinina (13) e a pilocarpina (14)
representam bem este complexo conjunto de drogas, no qual os heterociclos nitrogenados

predominam (Mann, 1992).

%
H,C*~

H / _N
HO

CH30

N\

13 14
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Os mais diversos tipos de heterociclos foram encontrados nas estruturas de produtos
naturais, quer de origem vegetal, quer de origem animal e o estudo progressivo dos mecanismos
de interacdo entre estes compostos e as biomacromoléculas revelaram seu papel central na
manifestacdo da atividade. O pirrol (15), um dos mais simples anéis heterociclicos existentes, ¢
base da biossintese do sistema da porfirina (16), a qual, por sua vez, conduz a importantes
quelatos com metais (17), presentes na estrutura da hemoglobina (17a, Fe*"), da clorofila (17b,

Mg”") e da vitamina B, (17¢, Co™") (Gilchrist, 1992).

UNIDADE
PIRROL

N
H
15

Y/

16 17:a (Me =Fe?*)

b (Me =Mg?*)

¢ (Me =Co?*)

A serotonina ou 5-hidroxi-triptamina (5-HT) (18) também carrega em sua estrutura o anel
do pirrol e é um importante neurorregulador endégeno. A importancia do grupo triptamina para a
atividade sobre os receptores serotoninérgicos centrais é tdo grande que alguns alcaloides
agonistas daquele neurotransmissor guardam com ele uma relacdo bioisostérica ndo-classica,
como ocorre com a ibogaina (19), extraida da planta africana Tabernanthe iboga (Barreiro &

Fraga, 2001).
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T
o)

Produtos naturais de origem ndo-vegetal tém tido grande importincia para a Farmacologia
e a grande maioria deles tem sua atividade intrinsecamente ligada a presenca de um anel
heterociclico. Anteriormente relatamos o caso do muscinol (10), um bioisdstero ndo-classico
natural do GABA (9), cujo heterociclo ¢ o anel isoxazélico (20). O muscinol é obtido do
cogumelo Amanita muscaria e teve sua atividade neurotransmissora intensamente estudada por
Krogsgaard-Larsen e colaboradores (1981) através de métodos computacionais de simulagao,
sendo considerado atualmente um modelo farmaco-quimico para sintese de novos agonistas e
antagonistas de receptores GABA. O mesmo anel isoxazolico foi observado em dois antibioticos
de origem natural, a cicloserina (21) e a isoxazolina (22), obtidos a partir de microorganismos

(Martin et al., 1973).

HoN  OH H \C'
// \ Z—<\ "0,C
N / + N
O/ O//N NH3 H 9]
20 21 22

Todavia, o heterociclo de maior destaque e cuja estrutura ¢ mais determinante para a
atividade € o anel da P-lactama ou azetidinona (23), presente nas penicilinas. A primeira
penicilina foi descoberta por Sir Alexander Fleming (1929), a partir de suas observa¢des com o
fungo Penicillum notatum. Isolada, recebeu o nome de penicilina G (24), mas sua estrutura
quimica sé foi elucidada em 1943. Logo, com o conhecimento de outras penicilinas e de suas
estruturas, os estudos dos mecanismos de agdo ¢ de resisténcia bacteriana a esses antibioticos
mostraram que a [3-lactama € a responsavel pela resposta bioldgica observada. Outros antibidticos

-lactdmicos foram isolados, como a cefalosporina C (25), primeira representante da série, e as
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monobactamas (26), servindo de compostos protdtipos para inimeras modificagdes bioisostéricas
bem sucedidas, tendo como principio a manuteng¢do do heterociclo farmacoférico (23) (Hou &

Poole, 1971).

VAN
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A profusdo de heterociclos em produtos naturais bioativos inclui o aminoacido histidina
(27) e seu produto de descarboxilacdo enzimadtica, a histamina (28), ambas portadoras do anel

imidazdlico e essenciais para o bom funcionamento do organismo dos mamiferos.

/(N COoH [N
N»\/LNHZ NMNHZ
H H

27 28

Numerosos outros exemplos confirmam o papel fundamental dos heterociclos em drogas
naturais ou reguladores metabdlicos. O DNA e o RNA devem suas propriedades estruturais e
fisico-quimicas basicamente as fei¢des estruturais das bases pirimidinicas e purinicas. Os
aguicares cumprem seu papel energético e estrutural no organismo apenas sob a forma de
heterociclos oxigenados, quando assumem as configuracdes e conformagdes ideais para interagir

com as enzimas que os processam. Portanto, nada seria mais 16gico do que empregar esses anéis
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como base para modificagdes bioisostéricas, no intuito de produzir novas drogas, cada vez mais
eficientes. Esta abordagem tem sido bem sucedida em um numero relativamente restrito de casos,
comparativamente a grande quantidade de pesquisas conduzidas, mas isso ndo constitui um fator
de desestimulo. Contrariamente, os insucessos so alimentam mais pesquisas no mundo inteiro. O
planejamento racional de fdrmacos, usando conceitos de bioisosterismo, foi responsavel pela
sintese da cimetidina (29), um farmaco de uso terapéutico, agonista seletivo de receptores da
histamina (28), a qual funcionou como protétipo, e util no tratamento e na preven¢do da ulcera

gastrica (Brimblecombe et al., 1975).

A
N N.
/<N S/\/ Y Me
N
N Ch, CN
H

29

Brimblecombe e colaboradores sabiam que a histamina atua sobre dois tipos de
receptores, chamados de H-1 e H-2, e que este ultimo regula a acdo do autacoide sobre o trato
gastrico. O requerimento para a acdo seletiva da histamina sobre um ou outro receptor ¢ a forma
tautomérica assumida por ela (Figura 1). O tautobmero A possui configuragdo espacial e
disposicdo eletronica tais que o tornam agonista do receptor H-1, enquanto as fei¢des estruturais e

eletronicas do tautomero B o tornam ativo sobre o receptor H-2 (Black ez al., 1972).

H
{Njfv Nz <Illj(\/NHz
\ N

H

A B

Figura 1 — Tautdmeros da histamina
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Brimblecombe e colaboradores observaram que a forma tautomérica A ¢ favorecida pela

presenca de um grupo metil no anel imidazdlico (Figura 2).

H
/<N NH, N NH,
N — \< I\/
I C N C
H

H3 H3

A B

Figura 2 — Equilibrio tautomérico na histamina modificada

A partir dai, tendo como base o anel do imidazol, Brimblecombe e colaboradores (1975)
sintetizaram a cimetidina (29), contendo o grupo metil em C-5 do anel, para favorecer a forma
tautomérica desejada, um grupo tio-éter bioisostero do grupo amino e também influente sobre o
equilibrio e uma cadeia lateral de ciano-guanidina que forneceu as propriedades de solubilidade
adequadas a droga. A partir da cimetidina outros bioisosteros foram planejados e sintetizados,
introduzindo modifica¢des estruturais sobre o farmacoforo heterociclico (King & Sanger, 1988).

Devido ao grande ntimero de fatores que influenciam o comportamento de uma molécula
ao interagir com um organismo vivo, por mais simples que seja, casos como o da cimetidina e de
seus derivados ndo sdo uma constante, porém, sdo uma reafirmagdo da importancia dos
heterociclos e das relagdes bioisostéricas que eles guardam entre si, inspirando o planejamento de
novos compostos e sua avaliacdo diante das mais diversas possibilidades de atividade biologica

possivel.
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1.3. OXADIAZOIS COMO GRUPOS FARMACOFORICOS

Conforme visto anteriormente, os anéis heterociclicos sdo farmacdforos por exceléncia e
sua incorporagdo a um sem-numero de estruturas quimicas tem levado a bons resultados no
campo da Quimica Medicinal. O nucleo oxadiazolico despertou o interesse de diversos
pesquisadores, especialmente apos a década de 60, por possuir largo espectro de atividade
farmacologica. Estudos envolvendo oxadiazdis foram conduzidos por Palazzo e colaboradores
(1961), Jones e colaboradores (1965), Singh & Yadav (1977), Suman & Bahel (1979) e
Ramalingan e colaboradores (1981), entre outros, demonstrando a versatilidade dos derivados
oxadiazolicos como  antimicrobianos, antiespasmddicos,  antitussivos,  analgésicos,
antiinflamatorios, anestésicos locais e agentes ativos sobre o Sistema Nervoso Central (SNC).
Embora existam quatro isomeros dos oxadiazoéis (Figura 3), os anéis do 1,3,4- e 1,2,4-oxadiazol
tém sido mais intensamente explorados, pois sdo os responsaveis pelos melhores resultados

farmacologicos e por possuirem maior numero de bioisdsteros eficientes (Gilchrist, 1992).

N A7

N N7 N—N
L Lk X LN
O

1,2,3- 1,2,4- 1,2,5- 1,3,4-

Figura 3 — Isomeros do heterociclo oxadiazol

Dois compostos contendo o anel mesoidnico do 1,2,3-oxadiazol receberam atengdo
especial nos EUA e na antiga URSS durante a década de 70 devido a seu valor terapéutico: a
malsidomina (30), sintetizada em 1967 pela Takeda Chemical Industries do Japao e usada no
tratamento de doengas degenerativas do coracgdo, e o sidnocarb (31), um psicoestimulante do
SNC, foram comercialmente usados por alguns anos até serem substituidos por outras drogas
mais eficientes (Clapp, 1984). Por outro lado, o anel 1,2,5-oxadiazolico nunca deu origem a um

farmaco eficiente e de uso pratico, embora tenha sofrido diversas substitui¢cdes, resultando em
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derivados com discreta atividade bactericida, fungicida, anti-helmintica, reguladora do

crescimento de plantas, pesticida, vasodilatadora e neuroestimulante (Paton, 1984).

K\O Me

|
N < -CHCHzPh
B L\
EtO,CN” O PhNHOCN” 07
30 31

Em contrapartida, as pesquisas envolvendo os isomeros 1,3,4- e 1,2,4-oxadiazolicos
prosseguem intensas, pois suas potencialidades sdo reconhecidas pelos inimeros sucessos obtidos
no planejamento e sintese de moléculas que resultaram em farmacos uteis. O nucleo do 1,3,4-
oxadiazol tem fornecido derivados com atividade contra microorganismos resistentes as drogas ja
em uso. Hiremath e colaboradores (1984), Ladva e colaboradores (1996), Saad (1996), Patil &
Biradar (1999) e Holla e colaboradores (2000) propdem uma série de modificagdes estruturais
classicas e ndo-classicas, tendo o 1,3,4-oxadiazol como grupo farmacoforico fundamental, com
vistas a obten¢do de novos agentes antimicrobianos e tém relatado alguns resultados animadores.
Além disso, estudos sobre a atividade antiinflamatéria mostram derivados 2-amino-alquil/aril-5-
aril-1,3,4-oxadiazolicos (32) (Omar et al, 1996) e 5-p-acetamidofenil-oximetil-3-fenilamino-
1,3,4-oxadiazol (33) (Nargund et al, 1994) como exemplos de compostos planejados

bioisostericamente e cuja atividade os torna candidatos a testes clinicos avangados.

N—N
N—N PhNH/[<
Ar//< >\\NHR(Ar) °
O OCH, NHCOCH;
3

32 3

34



Planejamento Bioisostérico, Sintese ¢ Avaliagdo Farmacolodgica...

dos Santos Filho, J. M.

Somando-se a esses derivados encontramos aqueles obtidos a partir do grupo 1,2,4-

oxadiazolico como unidade fundamental para a manifestagdo da resposta bioldgica. Compostos

contendo esse anel tém sido relatados como portadores de uma diversificada gama de atividade

farmacologica. A Tabela 1 traz os mais efetivos e estudados desses derivados cuja importancia

maior estd em alimentar o interesse por esse isomero oxadiazolico como farmacoforo potencial.

Tabela 1 - Agentes quimioterapicos contendo o nucleo 1,2,4-oxadiazol (Clapp, 1984)

R4 Ro NOME COMERCIAL ATNVIDADE*
Ph (CH,)>NEt, Oxalamina de
Ph NH(CH,),NEt, Irrigor af
CH,CHPh, Libexin d
(CH2)2—N
Ph CHoNEt, ab
Ph
(CH2:—N ) ae
0-CgH4OH (CH),NEt, b,ce
-CgH4Cl
prers (CH2)3—N > ¢
p-C6H4CI H g
Ph (CH2)2N(C4Hg)2 a.c,e
NHSO,Ph CHs h
Ph CH,OOCNR; b,c.e
CH,NHNHCH; p-CeHaCHoNHNHCH3 [

*a,anestésico; b,analgésico; c,antiespasmaodico; d,antitussivo; e,antiinflamatério; f,vasodilatador;
g,anti-helmintico; h,antimicrobiano; i,antitumoral
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Mais recentemente, o 1,2,4-oxadiazol passou a integrar o grupo de bioisdsteros do GABA
(9), tendo o 3-amino-5-azabiciclo-octil-1,2,4-oxadiazol (3¢) (Saunders & Freedman, 1989)
surgido como prototipo para a sintese de novas séries de agonistas de receptores do cortex
cerebral. Street e colaboradores (1990) desenvolveram um grupo de bioisosteros do composto
(3c¢), substituindo o grupo azabicico-octil por outros N-biciclos ou N-heterociclos, mantendo a
por¢do oxadiazdlica, todos com alta eficiéncia e potentes como agonistas dos receptores
muscarinicos. Compostos analogos foram explorados por Showell e colaboradores (1991) e
Dunbar e colaboradores (1993). A partir de 1991 o anel 1,2,4-oxadiazoélico foi associado ao grupo
indolico como possivel antagonista do receptor 5-HT;, um dos responsaveis pela resposta
neurotransmissora da serotonina (5-HT) (18), a qual também possui no anel do indol seu grupo
farmacoforico. Os derivados 3-indoil-5-substituido-1,2,4-oxadiazol foram bem sucedidos e tém
perspectivas de aplicacdo no tratamento do cancer, especialmente aquele em que a posi¢do 5 é
ocupada pelo radical azabiciclo-octoil (34) (Swain et al, 1991). Como conseqiiéncia, novas
pesquisas foram iniciadas utilizando este tipo de substituicdo bioisostérica e, oito anos apds os
trabalhos de Swain e colaboradores (1991), Suzuki e colaboradores (1999) anunciaram um novo
bioisétero agonista seletivo do receptor 5-HT4, a (+)-(S)-2-cloro-5-metdxi-4-[5-(2-piperidil-
metil)-1,2,4-oxadiazol-3-il]anilina (35), no qual o grupo inddlico ndo estd presente, confirmando

a importancia do anel oxadiazdlico para a atividade observada.

° N Cl
N/ H,N Q
Ng—" H
EH;; OMe N—-O
34 35

Ao mesmo tempo, a relagdo bioisostérica do 1,2,4-oxadiazol com o radical éster presente

em muitos agonistas e antagonistas de receptores benzodiazepinicos € muscarinicos suscitou o
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planejamento, a sintese ¢ a avaliagdo de diversos derivados, cuja afinidade por esses receptores se
mostrou muito forte, colocando-os no rol de possiveis drogas para o tratamento do mal de
Alzheimer (Orlek et al., 1991; Andersen et al., 1994; Suzuki et al., 1999).

Gragas a essa versatilidade de ac¢des bioldgicas, o anel do 1,2,4-oxadiazol foi introduzido
como possivel inibidor dual das enzimas 5-lipoxigenase (5-LO) e cicloxigenase (CO), explorando
seu potencial bioisotérico com relagdo ao anel 1,3,4-tiadiazélico presente em muitos produtos que
exibem tal atividade (Unangst et al, 1992). Em tese, derivados 1,2,4-oxadiazolicos podem ser
empregados como substancias biologicamente ativas diante de uma vasta gama de situacdes, o

que torna sua sintese matéria de interesse de quimicos medicinais do mundo inteiro.

1.4. CADEIAS ACICLICAS COMO FARMACOFOROS

Cricchio e colaboradores (1975) constataram que o grupo hidrazona (36), incorporado a
posi¢do 3 da rifamicina SV (37), um antibidtico conhecido, contribuiu de forma positiva para a
atividade antimicrobiana do composto de partida. Assim, eles sugeriram que o substituinte
hidrazonico estaria associado a algum tipo de interagdo capaz de afetar a resposta biologica

apresentada pela rifamicina SV.

37



Planejamento Bioisostérico, Sintese ¢ Avaliagdo Farmacolodgica... dos Santos Filho, J. M.

A porcdo hidrazondnica é reconhecida como bioisostero ndo-classico do anel pirazdlico
(Figura 4), um grupo farmacoforico de importancia relevante. Em conseqiiéncias dessas
observacgdes, a hidrazona tem sido incorporada em um grande nimero de derivados com vistas a

obter novos analogos.

=2

Figura 4 — Relagao isostérica entre o anel pirazélico e a por¢ao hidrazonica

Recentemente, estudos direcionados para a obtencdo de drogas antiinflamatorias nao-
esteroidais (NSAID) apontaram dois importantes derivados candidatos a protétipos. O BW-755c¢
(38), composto contendo o anel pirazolico parcialmente reduzido, mostrou ndo provocar as
complicagdes gastricas associadas as NSAID e serviu de base para o planejamento e sintese do
CBS-1108 (39), um bioisdstero ndo-classico do BW-755¢ (38), também ativo sobre a 5-LO e a
CO (Sincholle et al., 1985).

Silveira e colaboradores (1991), Mahy e colaboradores (1993), Todeschini ¢
colaboradores (1996) e Barja-Fidalgo e colaboradores (1999) exploraram os derivados
bioisostéricos contendo o grupo hidrazona na busca de novos produtos de interesse terapéutico.
Associagdes com o grupo acila (40) tém sido reportadas na obtengdo de substincias

hipoglicemiantes (Husain et al., 1983) e antimicrobianas (Sharma et al., 1984).
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O perfil antinociceptivo e o antiinflamatoério dos derivados acil-hidrazonicos foram
estudados por Leite e colaboradores (1999) e Figueiredo e colaboradores (2000), numa nova
abordagem de planejamento bioisotérico, através da combinagdo com outros farmacoforos , a fim
de avaliar os efeitos dessas associagdes sobre as respostas biologicas dos compostos finais.

O crescente interesse por drogas antimicrobianas e os poucos resultados positivos obtidos
a partir de derivados hidrazonicos suscitaram o planejamento e sintese de derivados contendo o
grupo acil-tiossemicarbazida (41), um grupo que possui relagdo estrutural com a porcdo acil-
hidrazénica (40). Estudos conduzidos por Srivastava e colaboradores (1981), Srivastava e
colaboradores (1989), Rollas e colaboradores (1996), Pandeya e colaboradores (1999) e
Varvaresou e colaboradores (2000) confirmaram as potencialidades dos derivados acil-
tiossemicarbazida como fungicidas e bactericidas em diferentes situacdes de substitui¢do com
cadeias alquilicas e/ou fenilicas. Em conseqiiéncia, muitos analogos contendo o grupo acil-
hidrazona t€ém sido modificados para conter a acil-tiossemicarbazida e assim verificar os seus

efeitos sobre microorganismos.
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OBJETIVOS

40



Planejamento Bioisostérico, Sintese ¢ Avaliagdo Farmacolodgica... dos Santos Filho, J. M.

2. OBJETIVOS

Partindo dos resultados obtidos por Leite e colaboradores (1999) na sintese e avaliagdo
bioldgica de novos derivados contendo os grupos 1,2,4-oxadiazol e acil-hidrazona, resolveu-se
sintetizar duas novas séries analogas e uma terceira série contendo a associacdo das porgdes
1,2,4-oxadiazol e acil-tiossemicarbazida (Figura 5).

Os novos compostos a serem obtidos serdo submetidos a avaliagdo de sua possivel acdo
antimicrobiana, uma vez que os grupos acil-hidrazona e acil-tiossemicarbazida tém sido
reportados como responsaveis por respostas positivas em outras moléculas que os contém. A
atividade antimalarica sera explorada pela primeira vez nesses tipos de substancias, a fim de
verificar sua possivel introdu¢do como prototipos na busca de novas drogas ativas contra o

Plamodium falciparum.

X =H, CHa, F, Cl, Br, OCH3, NO,

Figura 5 — Séries de derivados 1,2,4-oxadiazol-acil-hidrazona e 1,2,4-oxadiazol-acil-

tiossemicarbazida planejados biosiostericamente

Estudos de modelagem molecular serdo realizados para determinar as caracteristicas

estruturais dos derivados acil-hidrazonicos e, desse modo, verificar a existéncia de uma relagao
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1sostérica ndo-classsica entre esse farmacoforo aciclico e o anel 1,3,4-oxadiazolico, conforme
proposto na Figura 6, com base na conformac¢do e na configuragdo de mais baixa energia da
porg¢do acil-hidrazona. A avaliagdo da energia total (H;) dos isomeros (E) e (Z) possiveis para as
séries das acil-hidrazonas sera utilizada para auxiliar na compreensdo tedrica dos seus espectros

de RMN'H.

Figura 6 — Provavel relagdo isostérica ndo-classica entre o anel 1,3,4-oxadiazol

e o grupo acil-hidrazona
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METODOLOGIA SINTETICA
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3. METODOLOGIA SINTETICA

A sintese dos derivados planejados demandou 4 etapas, de acordo com o Esquema 1,

baseando-se no trabalho de Leite e colaboradores (1999).

Esquema 1 — Etapas de sintese dos derivados 1,2,4-oxadiazol acil-hidrazona e 1,2,4-oxadiazol

tiossemicarbazida

H N N H S
X=H (FTSCF)

o CHs (TTSCF)

o—/ Br  (BTSCF)
OCH; (MTSCF)

NO, (NTSCF)

o~~~

X X=H  (M1C2) X
CH; (M2C2) o
Br  (M5C2)
OCHj3 (M7C2) o /“\N/ H
NO, (M6C2) [ I X=H  (M15C3)
F  (M3C2) N H CH; (M16C3)
cl (M4C2) Br  (M19C3)
OH (M29C3) OCHjz (M20C3)
NO, (M21C3)
F F  (M17C3)
cl (M18C3)
X OH (M32C3)
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3.1. EQUIPAMENTOS

A remogao de solventes foi realizada em evaporador rotatdrio a pressdo reduzida.

Para a cromatografia em camada fina (CCF) foram empregadas ldminas de vidro de
2,5x7,5 cm cobertas com silica gel 60 PF,s4, contendo gesso, da marca Merck.

As separagdes por cromatografia em coluna foram efetuadas em coluna de vidro adaptada
para o método flash e foi utilizada silica gel 60 de tamanho de particula de 0,04-0,063 mm da
marca Vetec.

A visualizagdo de cromatogramas em CCF foi feita utilizando camara de revelagdo com
luz ultravioleta (UV).

A determinacdo dos pontos de fusdo empregou aparelho digital Quimis.

A espectroscopia de infravermelho (IV) foi conduzida em espectrofotometro Bruker de
feixe duplo, modelo IFS66, série FTIR, utilizando-se pastilhas de KBr (Departamento de
Quimica Fundamental — Universidade Federal de Pernambuco, DQF-UFPE).

Os espectros de massa (EM) foram obtidos em aparelho do tipo Finnigan GCQ Mat
quadripole Ion-Trap (DQF-UFPE) e AutoSpec Q EI Magnet (Nucleo de Pesquisa de Produtos
Naturais - Universidade Federal do Rio de Janeiro, NPPN-UFRJ), operando a 70eV, e as
amostras foram introduzidas por inser¢do direta. Os fragmentos foram descritos como relagao
entre as unidades de massa atomica e carga (m/z) e a abundancia relativa foi dada em
percentagem (%).

Os espectros de ressonancia magnética nuclear de prétons (RMN'H) foram obtidos
através de instrumento Varian Unit Plus 300MHz (DQF-UFPE), utilizando-se o tetrametil-silano
(TMS) como referéncia interna e dimetil-sulféxido deuterado (DMSO-ds) como solvente para as
amostras. Os valores de deslocamento quimico sdo referidos em parte por milhdo (ppm), em
relacdo ao TMS. As constantes de acoplamento (J) sdo reportadas em hertz (Hz). As areas dos
picos foram obtidas por integracdo eletronica e suas multiplicidades descritas como singleto (s),

dubleto (d), tripleto (t), multipleto (m) e duplo dubleto (dd).
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3.2. REAGENTES E SOLVENTES

Todos os reagentes utilizados foram da marca Aldrich, ao passo que os solventes tiveram

origens variadas, geralmente das marcas Vetec e Quimex.

e Benzonitrila

e 4-Toluil-nitrila

e 4-Bromo-benzonitrila

e 4-Metoxi-benzonitrila

e 4-Nitro-benzonitrila

¢ 4-Fluoro-benzonitrila

e 4-Cloro-benzonitrila

e 4-Hidrdxi-benzonitrila

e Carbonato de sodio

e C(loridrato de hidroxilamina
e Cloreto de metil-oxalila

e Hidrazina hidrato 55%

e Piperonal

e 4-Fuoro-benzaldeido

e Isotiocianato de fenila

e Etanol absoluto

e Tetra-hidro-furano (THF)
e Cloroférmio

e Hexano

e Dioxano

e Dimetil-sulfoxido (DMSO)
e Carvdo ativo

e Nitrogénio seco
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e Pentdxido de fosforo
e Xileno
e Dicloro-metano

e Silica gel para dessecador

3.3. SINTESE DE INTERMEDIARIOS

Na primeira etapa de sintese, 4-aril-nitrilas (42-49) foram postas a reagir com cloridrato
de hidroxilamina (50) em presenca de carbonato de sodio (51), em solug@o de etanol e agua 4:1,
sob refluxo por 4 horas (Srivastava, 1995), fornecendo os intermediarios 4-aril-amidoximas (52-
59), conforme o Esquema 2. A aril-amidoxima com X=OH foi sintetizada em condig¢des
diferentes, devido a sensibilidade da hidroxila ao meio aquoso e a temperatura. Foi usada como
solvente a mistura EtOH/H,O/THF 4:3:3, temperatura mais branda e refluxo de 2 horas, além de
atmosfera inerte, o que permitiu conduzir a sintese sem necessidade habitual de proteger o grupo
hidroxila da 4-hidroxi-benzonitrila empregada. Os derivados 52-59 foram isolados puros por
recristalizagdo em cloroformio e n-hexano com rendimentos médios de 70% e, apds serem
avaliados por cromatografia em camada fina, tiveram seus pontos de fusdo medidos e

comparados com aqueles listados na literatura (Eloy & Lenaers, 1962; Leite et al., 1999).

Esquema 2 — Equagdo de obtengdo de aril-amidoximas (52-59) a partir das aril-nitrilas (42-49)

correspondentes
EtOH/H,0 NH;
2X CN + 2 NH,OH-HCI+ Na,CO3 ——> 2X +H,0+ CO,+2 NaCl
refluxo
NOH
42-49 50 51 52-59
X = H, CH3, Br, OCHs, NO,, F, CI, OH
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Na seqiiéncia reacional, as aril-amidoximas (52-59) foram dissolvidas em THF seco e
postas a reagir com cloreto de metil-oxalila (60), sob refluxo e atmosfera inerte por 4,5 horas,
conforme metodologia de Leite e colaboradores (1999), modificada a partir de Santilli & Morris
(1979), fornecendo os intermediarios [3-(4-aril)-1,2,4-oxadiazol-5-il] carboxilato de metila (61-
68), segundo o Esquema 3. Apds remogdo total do solvente em rota-evaporador, os produtos
foram recristalizados em etanol, dando os intermedidrios heterociclicos de interesse com
rendimento médio de 60%. Os produtos obtidos foram avaliados por cromatografia em camada
fina e tiveram seus pontos de fusdo determinados, a fim de comparé-los com os dados descritos
na literatura, mostrando-se perfeitamente compativeis com o esperado (Eloy & Lenaers, 1964;

Leite e colaboradores, 1999).

Esquema 3 — Equacdo de obten¢do de derivados 1,2,4-oxadiazolicos (61-68) a partir das aril-

amidoximas correspondentes (52-59)

0]

(Pﬁ(”\OCHg,
(0] N N
« NFz ocn. TN
o cl 3 ol +HCI+ H,0

)
52-59 60 61-68

X = H, CHs, Br, OCHs, NO,, F, Cl, OH X

A reagdo dos ésteres oxadiazolicos (61-68) com hidrato de hidrazina (69), em solucdo de
etanol e sob resfriamento em banho de gelo por 2 horas, conduziu aos intermediarios-chave [3-(4-
aril)-1,2,4-oxadiazol-5-il] hidrazida (70-77), fundamentais para a obten¢do dos derivados 1,2,4-
oxadiazol-acil-hidrazona e 1,2,4-oxadiazol-acil-tiossemicarbazida planejados. O Esquema 4
mostra a equag¢do da reacdo envolvida, sendo os compostos (70-77) purificados por
recristalizacdo em etanol e agua e seus rendimentos médios de 90%. Apos submetidos a
cromatografia em camada fina, foram determinados seus pontos de fusdo e comparados com

valores da literatura (Eloy & Lenaers, 1964; Leite e colaboradores, 1999).

48



Planejamento Bioisostérico, Sintese ¢ Avaliagdo Farmacolodgica... dos Santos Filho, J. M.

Esquema 4 — Equacdo de obtengdo dos derivados 1,2,4-oxadiazol-hidrazida (70-77) a partir dos

¢ésteres oxadiazolicos (61-68)

0 0
?*'H‘\OCHs ?‘H‘\NHNHZ
Ne_ _N Ne_ _N
EtOH
+ NHyNH, ~50¢C + CH30OH
61-68 69 70-77
X X
X = H, CHs, Br, OCHs, NOs, F, CI, OH

3.4. SINTESE DE DERIVADOS 3-[3-(4-aril)-1,2,4-oxadiazol-5-il] acil-3,4-metilenodiéxi-

fenil-hidrazona

Esquema 5 — Equacdo de obtengdo de acil-hidrazonas por reagdo com piperonal (78)

0 0
Ny «H
?"H‘\NHNHz O ?‘Hll\l/
Ne N H O N N H
 _THEm, . HO
* O refluxo 2
0
70-77 78 L
X X

X = H, CH3, Br, OCHs, NO,, F, CI, OH

A metodologia de obtencdo das acil-hidrazonas foi planejada levando em consideragdo a

reacdo de condensagdo catalisada por acido comumente empregada (Leite et al., 1999). Nessas
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condigdes, as etapas mecanisticas da reagdo geral (Esquema 6) envolvem uma série de
protonagdes e ataques nucleofilicos em meio aquoso. Os rendimentos médios das reagdes giram
em torno de 70-75%. Considerando que o meio ¢ extremamente rico em agua, apds a formagao
do ion carbdnio na carbonila aldeidica, o ataque nucleofilico da hidrazida ¢ dificultado pela
hidratacdo do nucleo positivo. Essa hidratagcdo faz o rendimento cair. Além disso, a protonagao
acida pode ocorrer também sobre o par de elétrons da hidrazida que vai realizar o ataque
nucleofilico ou mesmo sobre a carbonila da hidrazida, contribuindo para uma menor eficiéncia da
rea¢do. Também ¢ fato conhecido que alguns aldeidos s@o especialmente susceptiveis a oxidacao
em condig¢des acidas, levando a formagao de subprodutos durante o refluxo.

Com o intuito de contornar esses problemas, resolveu-se conduzir a sintese em meio
predominantemente aprético de THF, esperando tornar o ataque do grupo amino da hidrazida a
carbonila do aldeido mais efetivo, o que, teoricamente, deveria aumentar o rendimento da reagao.
Introduziu-se também atmosfera inerte ao meio reacional para evitar a oxidagdo dos aldeidos por
reacdo com oxigénio do ar. Inicialmente, a unica variavel que foi controlada foi o tempo de
reacdo, o qual passou de 2,5 horas para 4 horas. Contudo, o rendimento médio obtido foi de 90%,
0 que motivou a adogdo dessa metodologia sem realizar outros experimentos envolvendo o
emprego de catalise dcida. O mecanismo da reacdo nas condi¢cdes usadas se mantém o mesmo,
pois o THF usado contém agua de hidratacdo, a qual libera prétons suficientes para iniciar o

processo, mas néo para provocar hidratagio extensiva dos fons carbonio formados.
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Esquema 6 — Mecanismo geral de condensacio entre aldeidos e hidrazidas em meio aquoso
acido

ETAPA 1: PROTONACAO DA CARBONILA ALDEIDICA
* OH
//o./\ ) COH |
—C_  + H C

R R—C+

) I

H H

H
ETAPA 2: ATAQUE NUCLEOFILICO DA HIDRAZIDA E ELIMINACAO

OH
O | /O h. ~
R’ [+ SR —» rc? HOH

NH-NH, NH-N—C—R
H H
R—C" l
— 0 N _ O N
NH—ll\j_clJ';_R <0 R1—C:/ (,OHZ
H H NH—ll\l—C—R
l H H
& H 1_0// «H
1 + —H+ 3 —N—
NHN=C ~ —— NHEN=C,
T TR R
H

Foi empregado 0,0024 mol de cada hidrazida (70-77), dissolvida em 10 mL de THF, para
reagir com 00,0024 mol de piperonal (78). O sistema foi fechado e a atmosfera interna foi
substituida por nitrogénio seco. A solucdo reacional foi refluxada por 4 horas e, apds este tempo,
a mistura foi resfriada e o solvente foi totalmente removido em rota-evaporador. O so6lido obtido
foi purificado em coluna cromatografica do tipo flash e recristalizado em dioxano e agua. As
propriedades dos derivados 3-[3-(4-aril)-1,2,4-oxadiazol-5-il] acil-3,4-metilenodidxi-fenil-

hidrazona sdo dadas na Tabela 2.
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3.,5. SINTESE DE DERIVADOS 3-[3-(4-aril)-1,2,4-0xadiazol-5-il] acil-4-fluoro-fenil-

hidrazona

Esquema 7 — Equagdo de obtencdo de acil-hidrazonas por reacdo com 4-fluoro-benzaldeido (79)

O

NHNH2
)KO\ THF/Nz + H-0
reﬂuxo 2
70-77

X =H, CHs, Br, OCH3, NO,, F, Cl, OH

A metodologia empregada foi a mesma definida para os derivados obtidos a partir da
sintese com piperonal, utilizando-se 0,0024 mol de cada hidrazida (70-77) para reagir com
0,0024 mol de 4-fluoro-benzaldeido (0,26mL). Apds 4 horas de refluxo sob atmosfera inerte, a
solugdo reacional foi resfriada e o solvente foi completamente evaporado em rota-evaporador. O
solido obtido foi purificado em coluna cromatografica do tipo flash e o produto foi recristalizado
em dioxano e agua, fornecendo os derivados 3-[3-(4-aril)-1,2,4-oxadiazol-5-il] acil-4-fluoro-

fenil-hidrazona como s6lidos amorfos, cujas caracteristicas sdo dadas na Tabela 3.
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3.6. SINTESE DE DERIVADOS 4-[3-(4-aril)-1,2,4-oxadiazol-5-il]  acil-1-fenil-

tiossemicarbazida

Esquema 8 — Equacdo de obtencdo de acil-tiossemicarbazidas por reagdo com isotiocianato de

fenila (80)

—>
refluxo

70-77 80

X
X =H, CHs, Br, OCHs, NO,

7oy
N N
O‘H‘\N/ \”/
_N | |
N c” N N H S
s? THF/N, \I(
+
X

Os derivados acil-tiossemicarbazida foram sintetizados a partir do método descrito por
Albar e colaboradores (1996), modificado para oferecer melhores resultados de sintese, uma vez
que as condi¢des descritas levavam a obtengdo de diversos produtos observaveis por
cromatografia em camada fina (CCF). Na metodologia original, a sintese foi conduzida sob
refluxo e atmosfera comum, usando etanol como solvente. Os resultados de Albar e
colaboradores (1996) para o rendimento giraram em torno de 70% para os compostos
sintetizados. Durante a reproducdo da metodologia aplicada a serie planejada nesse trabalho,
observou-se a formagdo de uma grande quantidade de subprodutos e rendimento relativamente
baixo do produto principal. Apds um estudo das caracteristicas do reagente isotiocianato de
fenila, constatou-se sua instabilidade frente a umidade, ao oxigénio e a temperatura, o que sugeriu
uma explicag@o para a formagdo de tantos subprodutos observados. Assim, decidiu-se realizar a
sintese sob atmosfera de nitrogénio seco, THF também seco e temperatura ambiente. O produto

final foi obtido em melhor rendimento, mas, em contrapartida, o tempo de reagdo foi aumentado.
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Foi dissolvido em THF seco 0,0024 mol dos derivados-chave (70-77) e, em seguida, foi
adicionado 0,0024mol (0,30 mL) de isotiocianato de fenila (80) a solugdo. O sistema foi agitado
durante 10 horas sob atmosfera inerte e temperatura ambiente. Apds o término da reacdo, o
excesso de solvente foi evaporado e o sdlido obtido foi purificado por cromatografia em coluna
do tipo flash e recristalizado a partir de THF e hexano. Os produtos foram isolados como sélidos
cristalinos e t€ém suas caracteristicas mostradas na Tabela 4. O mecanismo da reagdo ¢ simples e
pode ser visto no Esquema 9. Nele, o 4tomo de nitrogénio da hidrazida que apresenta
caracteristica nucleofilicas mais pronunciadas ¢ o terminal, pois ndo esta ligado diretamente a
carbonila e ndo tem seu par de elétrons envolvido no mecanismo de ressonancia, podendo, assim,

atacar mais efetivamente o carbono eletréfilo que se forma no isotiocianato de fenila.

Esquema 9- Mecanismo de adicdo entre derivados 1,2,4-oxadiazol-hidrazidas (70-77) e

isotiocianato de fenila (80)

o O -
I S
o NHNH o) —_N-C
v om0
e -/
+ S& >
X X
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RESULTADOS E DISCUSSAO
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

A analise dos espectros de IV da série das 3-[3-(4-aril)-1,2,4-oxadiazol-5-il] acil-3,4-
metilenodioxi-fenil-hidrazonas forneceu bandas de absor¢do carateristicas para os diferentes
grupos funcionais presentes nas estruturas desses compostos. Os Espectros 1 a 8, vistos em
Anexo, apresentaram bandas na regido de 3300 cm™, relacionadas com as deformagdes axiais
simétrica e assimétrica do grupo N—H, a exce¢do do composto M29C3 no qual aparece um pico
na regido de 3260 cm’, aproximadamente, mais largo e mais intenso, caracterizando a
sobreposicdo das bandas do grupo O—H e do grupo N—H. Por volta de 1700 cm™ sdo observadas
absor¢des intensas devidas a deformagao axial do grupo C=0 da carbonila, enquanto que o grupo
C=N, presente tanto no anel oxadiazélico como na hidrazona, apresenta absor¢do na regido de
1597-1630 cm™, sendo, portanto, passivel de sobreposi¢do ou formacio de dois sinais muito
préximos. Bandas fracas nas regides de 2880-3100 cm™ indicam a presenca de vibragdes C-H em
éter alifatico ou em carbono olefinico, as quais se somam com os dados da Tabela 5 para
caracterizar os derivados  3-[3-(4-aril)-1,2,4-oxadiazol-5-i1] acil-3,4-metilenodidxi-fenil-

hidrazonas (Clapp, 1984; Crews et al., 1998).
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Tabela 5 — Principais absorcdes dos derivados 3-[3-(4-aril)-1,2,4-oxadiazol-5-il] acil-3,4-

metilenodioxi-fenil-hidrazona na espectroscopia de IV

o]
o— Y
N N H
O
o—/
X
Substituinte Princiiais absorgdes (cm™)

M1C2 H 3311 3068 2880 1706 1593 1257 882
M2C2 CH; 3313 3045 2911 1705 1591 1257 881
MS5C2 Br 3318 3023 2898 1708 1596 1261 883
M7C2 OCH; 3312 3009 2906 1708 1592 1256 881
M6C2 NO, 3304 3095 2920 1712 1591 1260 883
M3C2 F 3306 3045 2909 1704 1592 1261 882
M4C2 Cl 3307 3023 2909 1709 1596 1264 884
M29C3 OH 3260 3068 2902 1679 1598 1258 888

“C—H (N=C-H); °C—H (éter alifatico); Em anel de 1,2,4-oxadiazol e N=C—H

A série  3-[3-(4-aril)-1,2,4-oxadiazol-5-11] acil-4-fluoro-fenil-hidrazona apresenta
espectros de IV semelhantes aos andlogos anteriores, com exce¢do das bandas relacionadas ao
grupamento éter, ausentes nesse caso. Na Tabela 6, verificam-se os valores caracteristicos para
cada grupo funcional, tomados a partir dos Espectros 9-16. O composto M32C3 sofre um
alargamento da banda na regido do grupo N—H devido 4 presenca do grupo OH, o qual gera um

pico em torno de 3239cm™.
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Tabela 6 — Principais absor¢des de derivados 3-[3-(4-aril)-1,2,4-oxadiazol-5-il] acil-4-fluoro-

fenil-hidrazona na espectroscopia de IV

o
N H
P ol
N N H
F
X
Substituinte Princiiais absorgdes (cm™)

M15C3 H 3321 3011 1700 1601 1234 845
M16C3 CH; 3310 3011 1701 1604 1237 832
M19C3 Br 3314 3007 1703 1603 1242 833
M21C3 OCH; 3318 3013 1700 1610 1234 840
M20C3 NO, 3312 3013 1710 1609 1240 849
M17C3 F 3320 3013 1699 1606 1243 833
M18C3 Cl 3308 3039 1707 1605 1239 834
M32C3 OH 3316 3068 1694 1604 1234 840

“C—H (N=C-H); *Em anel de 1,2,4-oxadiazol e N=C—H

Os derivados 4-[3-(4-aril)-1,2,4-oxadiazol-5-il] acil-1-fenil-tiossemicarbazida apresentam
como absor¢des caracteristicas aquelas provenientes das deformagdes axiais simétrica e
assimétrica de seus grupos N—H, as quais produzem trés bandas intensas na regido de 3100-3300
cm™. Os demais grupos aparecem com absorgdes dentro das faixas esperadas, enquanto que o
grupo C=S se evidencia com absor¢des por volta de 1550 cm™, devidas a presenga do grupo
tioamida (Crews et al., 1998). Na Tabela 7, encontram-se os valores obtidos a partir dos

Espectros 17-21.
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Tabela 7 — Principais absor¢des dos derivados 4-[3-(4-aril)-1,2,4-oxadiazol-5-il] acil-1-fenil-

tiossemicarbazida na espectroscopia de IV

o i f
N N
0 N~
—1 VY
N N H S

X
Substituinte Principais absor¢des (cm™)

Composto X N-H C=0 C=N C=S Cc-0 N-O
FTSCF H 3302-3205 1683 1595 1549 1255 916
TTSCF CH; 3328-3155 1689 1620 1558 1261 913
BTSCF Br 3319-3187 1688 1620 1555 1247 905
MTSCF OCH; 3300-3163 1686 1622 1558 1252 909
NTSCF NO, 3329-3157 1690 1619 1559 1261 915

O passo seguinte consistiu em analisar os espectros de ressonancia magnética nuclear de
prétons (RMN'H) dos compostos obtidos. Os derivados 3-[3-(4-aril)-1,2,4-oxadiazol-5-il] acil-
3,4-metilenodidxi-fenil-hidrazonas apresentam espectros caracteristicos, com o proton ligado ao
nitrogénio da hidrazona, H-4, colocado em campo baixo, oy ~12,60 ppm, e pico levemente
alargado, devido a influéncia do momento de quadripolo do atomo de nitrogénio (Moussebois &
Oth, 1964). A vizinhan¢a do anel 1,2,4-oxadiazol afeta o comportamento dos protons do anel
fenilico a ele ligado, levando-os para regides de menor blindagem do que o normal. Com base no
Espectro 22 de RMN'H do composto MI1C2, observa-se que os prétons em orfo (H-3)
relativamente ao heterociclo sofrem o maior deslocamento, com 8y ~8,10 ppm. Analisando este
fator juntamente com a influéncia dos p-substituintes, pudemos diferenciar os prétons aromaticos
proximos ao 1,2,4-oxadiazol daqueles presentes na fenila ligada ao grupo hidrazona. Os grupos
CHs, F, Cl, Br e NO, produzem espectros basicamente idénticos ao Espectro 22, enquanto que os
grupos OCH3 e OH deslocam os prétons em meta (H-2) com relagdo ao 1,2,4-oxadiazol para
regides de campo mais alto no espectro (Silverstein et al., 1994). Os prétons H-5 e H-9 sdo
fundamentais para a caracterizagcdo dos dois isdmeros possiveis para cada membro da série. A
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partir dos trabalhos de Karabatsos & Taller (1963), o proton H-5 pode ser utilizado como
pardmetro no RMN'H para identificar os isémeros (E) e (Z). Presume-se que o sinal do
diasteredomero (E) ressona em campo mais baixo e com maior intensidade do que o do
diateredmero (Z), o qual tem deslocamento quimico e intensidade menores. Esse desdobramento
do sinal do préton H-9 se deve a mudanca do ambiente quimico produzida pela mudanca
estrutural de cada isdmero e é facilmente identificado nos espectros de RMN'H de compostos
contendo o grupo hidrazona. O préton H-9 gera dois sinais de caracteristicas idénticas aos do
proton H-5, confirmando a presenga da mistura isomérica na amostra. Constatou-se também que
os protons do anel fenilico (H-6, -7, -8) ligado a por¢do hidrazonica dessas substancias geram
sinais fracos na regido de dy ~7,00 ppm, fato este ndo observado em compostos analogos
anteriormente estudados (Leite ef al., 1999).

O fendmeno de duplicag@o de protons pela presenca de isomeros (E) e (Z) em hidrazonas
restringe-se apenas aqueles atomos de hidrogénio ligados direta ou indiretamente ao carbono da
ligagdo N=C, favorecido pelo envolvimento da dupla ligagdo com o fendmeno de ressondncia do
anel benzénico. No entanto, at¢ o momento, apenas a duplicagdo do préton H-5 havia sido
observada nos trabalhos conduzidos com hidrazonas e acil-hidrazonas. Como a mudanga de
ambiente quimico entre os isdmeros (E) e (Z) ndo representa uma alteracdo muito intensa, o
emprego de campos de até¢ 200 MHz ndo se mostrou capaz de resolver o efeito da configuragdo
para os demais prétons afetados por ele. Ao se aplicar um campo de 300 MHz, foi possivel, pela
primeira vez, confirmar o que j& se esperava teoricamente, gerando um conjunto de sinais
duplicados que, juntos, confirmam a estrutura proposta. A partir do proton H-4 da ligagdo N-H,
ndo se verifica qualquer efeito da configuragio sobre os sinais dos demais prétons no RMN'H.
Karabatsos & Osborne (1966) reforgaram estas observagdes por meio do estudo de hidrazonas
contendo o grupo CHj; no lugar do H na ligagdo N—H, confirmando que os prétons ndo sdo
afetados quer esteja presente o isdmero (E), quer o isdmero (Z).

A Tabela 8 mostra os sinais de deslocamento referentes aos distereomeros (E) e (Z) nessa
série.O isémero (E) representa a configuragdo mais estavel e ¢ aquela com maior participagdo na
mistura, enquanto que a Tabela 9 enfatiza a percentagem de cada isomero, calculada a partir da
integracdo dos picos gerados. Apenas os protons H-5 e H-9 sdo usados para diferencia-los,

enquanto todos os valores para os protons H-6, H-7 e H-8 sdo referentes ao composto em maior
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propor¢do. Os Espectros 23, 24, 25 e 28 apresentam pico com &y = 3,50 ppm referente ao

dioxano, solvente usado na recristalizagdo das amostras e ndo totalmente removido nesses casos.
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Planejamento Bioisostérico, Sintese ¢ Avaliagdo Farmacologica... dos Santos Filho, J. M.

Tabela 9 — Dados de RMN'H (300MHz) dos derivados 3-[3-(4-aril)-1,2,4-oxadiazol-5-il] acil-
3,4-metilenodidxi-fenil-hidrazonas, mostrando os valores dos sinais de H-5 ¢ H-9, em ppm,

responsaveis pela identificagdo dos isdmeros (E) e (Z) e suas respectivas percentagens na mistura

E Z
Composto | X |H-5(ppm)  H-9(ppm)| %* |H-5(ppm)|H-9(ppm)| %*“
MI1C2 H 8,54 6,11 86,0 b 6,02 14,0
M2C2 CH; 8,53 6,10 88,0 8,09 6,02 12,0
M5C2 Br 8,53 6,11 87,0 8,09 6,02 13,0
M7C2 | OCH; | 8,53 6,11 85,0 8,08 6,02 15,0
M6C2 NO, 8,55 6,11 90,0 8,08 6,02 10,0
M3C2 F 8,53 6,11 86,0 8,10 6,03 14,0
M4C2 Cl 8,53 6,11 88,00 b 6,03 12,0
M29C3 OH 8,51 6,10 91,00 8,07 6,02 9,0

“ Valores médios obtidos a partir das integragdes dos sinais de H-5 e H-9, quando disponiveis; ”
Valores mascarados pelos prétons aromaticos

Os espectros da série 3-[3-(4-aril)-1,2,4-oxadiazol-5-i1] acil-4-fluoro-fenil-hidrazona mostraram-
se similares aos dos andlogos obtidos a partir de reagdo com piperonal, inclusive com o proton H-
5 gerando dois sinais devido a presenca de isomeros na mesma regido anteriormente citada. O
isomero (E), responsavel pelo pico mais intenso, aparece em campo mais baixo, enquanto o seu
diasteredmero produz um sinal fraco em regido de campo mais alto, em consondncia com dados
experimentais ja relatados (Karabatsos & Oth, 1963; Karabatsos & Osborne, 1966; Leite ef al.,
1999). O atomo de fluor ligado ao anel benzénico nessas substancias provoca desdobramento
maior dos sinais dos prétons do anel, uma vez que ele acopla com esses protons na freqiiéncia de
trabalho. Os sinais dos protons fenilicos, nessa situacdo, sofrem uma duplicagdo com picos de
pouca intensidade, indicando que, a exemplo do H-5, eles sdo afetados pelas duas configuragdes
isoméricas. A Tabela 10 fornece os valores dos deslocamentos quimicos dos compostos dessa
série, com o H-5 identificando os isomeros (E) e (Z), enquanto a Tabela 11 estabelece a
percentagem de cada constituinte na mistura, a partir das integracdes obtidas nos Espectros 30-
37.
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Planejamento Bioisostérico, Sintese e Avaliagdo Farmacologica... dos Santos Filho, J. M.

Tabela 11 — Dados de RMN'H (300MHz) dos derivados 3-[3-(4-aril)-1,2,4-oxadiazol-5-il] acil-
4-fluoro-fenil-hidrazonas, mostrando os valores dos sinais de H-5, em ppm, responsdveis pela

identificag@o dos isdmeros (E) e (Z) e suas respectivas percentagens na mistura

: ;

M15C3 H 8,64 89,0 8,20 11,0
M16C3 CH; 8,62 89,0 8,18 11,0
M19C3 Br 8,63 91,0 8,19 9,0
M21C3 | OCH; 8,63 91,0 8,19 9,0
M20C3 NO, 8,64 87,0 8,20 13,0
M17C3 F 8,63 _ a _
M18C3 Cl 8,63 91,0 8,20 9,0
M32C3 OH 8,63 87,0 8,20 13,0

“ Valores mascarados pelos protons aromaticos

Os espectros de RMN'H dos derivados 4-[3-(4-aril)-1,2,4-oxadiazol-5-il] acil-1-fenil-
tiossemicarbazida possuem trés sinais gerados por protons em ligacdo N—H que os caracterizam
de forma definitiva. A partir da analise dos trabalhos de Albar e colaboradores (1996) ¢ Omar e
colaboradores (1996) foi possivel identificar cada um desses trés protons e confirmar as

estruturas dos compostos planejados. Na Tabela 12 encontram-se os valores obtidos a partir dos

Espectros 38-42.

68



ZHT L=[ ‘ZHT L=( (w) (w) ®) (®) Q) ZHO'6=( ZHO 6=(

Me1°L TEL-EY'L  TELEYL 01°01 $8%6 LYTT (P88 (p)se’s — ‘ON dDSIN
® (w) () (s) (s) (s ZHO 6= ZHO 6= (s)
81°L TELSY'L  TEL-SYL 666 786 6V 11 (P)€o8 (P)L1L 98°¢ ‘HOO  JADSIN
ZHT L=[ ‘ZHS L=( (w) () (®) (s (s) ZHL'8=( ZHp 8=(
Ms1°L TELYYL  TELYYL 10°01 €86 vS 11 (P)2o8 (P)ss°L — ag d0SLd
ZHT L=[ ‘ZHY 8= (w) (wr) ®) (®) (s ZH1'8=( ZH1‘8=( (s)
Ms1°L TELLEL  TELLEL 00°01 786 ISTI (P)86°L (P)erL T ‘HD ADSLL
ZHT L= ‘ZHT L= (w) () (s) (s) (s (pp) (w) (w)
Me6r1°L TELEYL TELEYL L0°01 L8°6 8S°11 608 €9°L-S9°L €9°L-S9°L H ADSLd
wdd) Q
l
X
4 4
€ €
8 14
Y 5 5o
8 Z\:/Z\Z O
L _ _
H H o)
9 [

BPIZBQIEOTIIASSON-[TUSJ- [ -[10® [[I-G-JOZBIPeX0- T [-([LIe-)-¢ |- SOPBALISP SOp (ZHINOOE) H,NIAY 9P soped — TT ePYEL




Planejamento Bioisostérico, Sintese ¢ Avaliagdo Farmacologica... dos Santos Filho, J. M.

A caracterizacdo das trés séries sintetizadas foi concluida com a analise de seus
espectrogramas de massa. Os picos do ion molecular para cada um dos derivados foram
observados com maior ou menor intensidades, confirmando as estruturas propostas.

A fragmentag¢do dos compostos 3-[3-(4-aril)-1,2,4-oxadiazol-5-il] acil-3,4-metilenodioxi-
fenil-hidrazona e 3-[3-(4-aril)-1,2,4-oxadiazol-5-il] acil-4-fluoro-fenil-hidrazona mostrou picos
em concordancia com os trabalhos de Selva e colaboradores (1972, 1974), os quais estudaram os
mecanismos de quebra das estruturas de 1,2,4-oxadiazois dissubstituidos sob impacto eletronico e
constataram que o mecanismo envolve 1,3-retroadicdo do heterociclo. As rupturas desse
heterociclo propostas pelos autores foram observadas nas duas séries sintetizadas, com clivagens
caracteristicas e compativeis, além da presenga de fragmentos contendo o grupo nitrila e 6xido de
nitrila observados por Diirtist & Diiriist (1992). Quebras envolvendo as ligagdes CO-N e N-N
com rearranjos simultdneos de hidrogénio produzem picos fundamentais nos espectrogramas
desses analogos (Kingston & Tannembaum, 1970).

Os espectrogramas da série 3-[3-(4-aril)-1,2,4-oxadiazol-5-il] acil-3,4-metilenodioxi-
fenil-hidrazona possuem como picos mais intensos aqueles oriundos de clivagens em torno das
ligagdes dos grupos CO—-N e N-N. Os fragmentos m/z 147 e m/z 134 sdo normalmente os mais
intensos e rupturas em torno do anel 1,2,4-oxadiazol geram picos de intensidade baixa. Na Figura
7 encontram-se as fragmentagdes propostas para o composto M1C2, estando toda a série
submetida ao mesmo tipo de modelo. A Tabela 13 traz os valores dos principais fragmentos
gerados para cada composto com suas respectivas intensidades, relacionando-os com o tipo de

quebra observada na Figura 7, a partir dos Espectros 43-50.
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dos Santos Filho, J. M.

Figura 7 - Fragmentacdo do composto 3-(3-fenil-1,2,4-oxadiazol-5-il) acil-3,4-metilenodioxi-

fenil-hidrazona (M1C2)
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Planejamento Bioisostérico, Sintese ¢ Avaliagdo Farmacoldgica... dos Santos Filho, J. M.

Os derivados 3-[3-(4-aril)-1,2,4-oxadiazol-5-il] acil-4-fluoro-fenil-hidrazona
apresentaram um padrdo de fragmentacdo na espectrometria de massa idéntico a serie analoga
anterior, porém, com duas particularidades: primeiro, o pico do ion molecular ¢ pouco intenso,
sendo observado o ion M-1, as vezes mais intenso, resultante da perda de um atomo de
hidrogénio pelo nitrogénio ligado a carbonila; segundo, os picos mais intensos, desta feita,
normalmente envolvem fragmentacdes do anel 1,2,4-oxadiazol, ao contrario do que aconteceu
nos derivados acil-hidrazona do piperonal. O pico base de todos os compostos, a exce¢do de
MI15C3, € resultante de um rearranjo de McLafferty envolvendo a por¢do acil-hidrazona. O
mecanismo das fragmentacdes nesse caso (Figura 8) € basicamente o mesmo observado na Figura
7 e foi desenvolvido para o derivado M15C3. Todos os picos seguem um mesmo padrdo nos
Espectrogramas 51-58 e estdo compilados na Tabela 14, seguindo a seqiiéncia de quebras

propostas.

73



Planejamento Bioisostérico, Sintese ¢ Avaliagdo Farmacoldgica...
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Figura 8 - Fragmentacdo do composto 3-(3-fenil-1,2,4-oxadiazol-5-il) acil-4-fluoro-fenil-
hidrazona (M15C3)
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Planejamento Bioisostérico, Sintese ¢ Avaliagdo Farmacologica... dos Santos Filho, J. M.

Por fim, analisaram-se os espectrogramas de massa dos derivados 4-[3-(4-aril)-1,2,4-
oxadiazol-5-il] acil-1-fenil-tiossemicarbazida, fornecendo fragmentagdes tanto do anel 1,2,4-
oxadiazol como da por¢do tiossemicarbazida, todas produzindo picos importantes para a
identificagdo estrutural dessas substancias. Quebras envolvendo o anel heterociclico ocorrem por
dois mecanismos distintos, ambos envolvendo 1,3-retroadi¢do (Selva ef al., 1972, 1974; Diiriist &
Diiriist, 1992). Fragmentos de composi¢do ArN=C=N-H, resultantes de um rearranjo apods a
clivagem do heterociclo, podem ser observadas também por meio da ruptura de ligagdes N-N e
rearranjos de hidrogénio. As rupturas de ligagdes CO—N, CH-N e N-N geram picos intensos a
m/z 135 e m/z 93, caracteristicos para fenil-tiossemicarbazida (Lynch & McClenaghan, 2000).
Uma clivagem interessante ocorreu entre a ligagcdo da carbonila com o heterociclo, gerando um
pico a m/z 145 para o composto FTSCF, e picos correspondentes nos demais membros da série,
em func¢do do substituinte X. O esquema de fragmentagdes de FTSCF sob impacto eletronico €
visto na Figura 9 e serve de modelo para todos os demais derivados. Na Tabela 15 foram
descritos os valores de cada fragmento com base na Figura 9 e no tipo de substituinte X presente,

de acordo com os Espectrogramas 59-63.
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Figura 9 - Fragmentagio do composto 4-(3-fenil-1,2,4-oxadiazol-5-il) acil-1-fenil-
tiossemicarbazida (FTSCF)
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AVALIACAO BIOLOGICA
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5. AVALIACAO BIOLOGICA

O esfor¢o mundial na busca de novas drogas capazes de agir sobre os sistemas bioldgicos
e reduzir a incidéncia das mais diversas enfermidades sobre a humanidade encontra nesse
trabalho mais uma contribui¢do para o avanco da Quimica Medicinal. A combinagdo do grupo
1,2,4-oxadiazol com as porg¢des acil-hidrazona e acil-tiossemicarbazida estabeleceu as relagdes
bioisostéricas que nortearam o planejamento e a sintese dos 21 novos derivados estudados. Dessa
forma, foi possivel ampliar o espectro de substancias disponiveis para o estudo da atividade
antimicrobiana, tendo em mente que os trés grupos tém sido relatados como farmacdforos
responsaveis por esse tipo de resposta biologica exibida em outros compostos nos quais eles sdao
constituintes estruturais. Ampliando o carater inovador dessa pesquisa, foi introduzida uma nova
frente de estudo, a avaliagdo da atividade antimaldrica dos derivados 3-[3-(4-aril)-1,2,4-
oxadiazol-5-il] acil-3,4-metilenodioxi-fenil-hidrazona, 3-[3-(4-aril)-1,2,4-oxadiazol-5-il] acil-4-
fluoro-fenil-hidrazona e 4-[3-(4-aril)-1,2,4-oxadiazol-5-i1] acil-1-fenil-tiossemicarbazida.

O foco central dos ensaios antimicrobianos consistiu em avaliar o resultado que adviria da
combina¢do do grupo 1,2,4-oxadiazol com a acil-hidrazona e com a acil-tiossemicarbazida, os
quais, conforme visto anteriormente, estdo associados a resposta antimicrobiana de substancias
que os contém em sua estrutura. O planejamento bioisostérico das trés séries estudadas nesse
trabalho baseou-se na perspectiva de que esses compostos, por possuirem simultaneamente em
sua molécula dois farmacdforos ativos contra microorganismos, conduziriam a substancias
antimicrobianas especialmente potentes. Esse ¢ um conceito recente dentro do bioisosterismo e
tem guiado o esfor¢o desprendido em diversos trabalhos, na expectativa de que possa dar origem
a novos protdtipos aplicaveis no combate de uma série de doengas.

Por outro lado, a introducdo dos derivados 1,2,4-oxadiazol-acil-hidrazona e 1,2,4-
oxadiazol-acil-tiossemicarbazida como substancias antimalaricas resultou de uma parceria com o
Laboratorio de Quimica Medicinal da Universidade do Mississipi, Estados Unidos, cuja equipe
vem buscando encontrar novas substancias-prototipo no combate ao P. falciparum. Nesse

sentido, deseja-se avaliar o efeito de moléculas que ndo possuam os classicos grupos
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farmacoforicos ativos contra o protozodrio, cujas incontaveis modificagdes estruturais ja dao

sinal de esgotamento no efetivo controle da doenga.

5.1. ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

5.1.1 EQUIPAMENTOS E VIDRARIA

e Balanca analitica E. Mettler

e Balanca semi-analitica modelo P115, Kern

e Autoclave Fanem

e Estufa incubadora para BOD modelo 347F, Fanem

e Potenciometro B395, Micronal

e (Camera de fluxo laminar vertical modelo PA 410, Pachane
e Forno microondas modelo Giropratic, Panasonic

e Estufa de cultura modelo 002 CB, Fanem

e Micropipeta automatica P 100, Gilson Medical Eletronics
e Pipetas graduadas de 10 e 25 mL

e Parotitona

e Tubos de ensaio rosqueados

e Placas de Petri de 9,0 cm de didmetro

e Erlenmeyers de 125, 250 e 500 mL

e Baldes de fundo chato de 250 e 500 mL

e Baldes volumétricos de 10 mL

e Provetas de 100 e 1000 mL
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5.1.2. MEIOS DE CULTURA E DROGAS

e Meio de cultura Mueller-Hinton
o Agar-dgar

e Meio de cultura peptona de carne
e D(+)-glicose

e Solugdo de HCI IN

e Tetra-hidro-furano (THF)

e Ciprofloxacina Bayer-Pharma

e Ciclo-heximida Sigma

e Derivados 3-[3-(4-aril)-1,2,4-oxadiazol-5-il] acil-3,4-metilenodiéxi-fenil-hidrazona

Derivados 3-[3-(4-aril)-1,2,4-oxadiazol-5-il] acil-4-fluoro-fenil-hidrazona

Derivados 4-[3-(4-aril)-1,2,4-oxadiazol-5-il] acil-1-fenil-tiossemicarbazida

5.1.3. PREPARACAO DOS MEIOS DE CULTURA

O meio de Mueller-Hinton-agar (MHA) foi preparado segundo as especificagdes do

fabricante, transcritas abaixo:

Meio Mueller-Hinton....eeseecsseeccssece. 21g/1000mL de agua

AQAr-48aTvecueereerreesressnessessaesaeesnenens 15g/1000mL de agua

O meio liquido Mueller-Hinton (MH) segue a mesma propor¢do, retirando-se o agar.
Apbs dissolverem-se os sdlidos em agua destilada estéril, as suspensdes foram levadas a fervura

em microondas, sob poténcia média baixa, para promover sua homogeneizagdo completa. Em
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seguida, os meios foram transferidos para erlenmeyers tamponados e esterilizados em autoclave
sob pressdo de 1 atmosfera e temperatura de 121°C por 15 minutos.
O meio solido de Sabouraud (SAB) foi preparado também de acordo com as

recomendagdes do fabricante:

Peptona de carneueeesseccsseecsssecssseccssesees 10g/1000mL de 4gua
D(4)-gliCOSCurerecssessrecsresssescsessessescsene 20g/1000mL de agua
AQAr-48aTvererreerreesaessesssessaesaesnesanesnene 17g/1000mL de dgua

O meio SAB liquido foi obtido com a exclusdo do 4gar na formulagdo. Antes de promover
a homogeneizagdo e esterilizagdo do meio SAB, seu pH foi ajustado a 6,5 com HCI IN, valor
ideal para favorecer o crescimento das leveduras. A esterilizagdo seguiu os mesmos parametros

usados para o meio MH.

5.1.4 METODOLOGIA DO TESTE ANTIMICROBIANO

O ensaio de susceptibilidade antimicrobiana foi realizado pelo método classico de Bauer e
colaboradores (1966), no qual discos de papel de filtro, impregnados com solugdo de
concentracdo conhecida das drogas a serem avaliadas, sdo depositados sobre a superficie umida
de um meio de cultura apropriado, onde foi previamente semeado o microorganismo de interesse.
A base do método consiste na difusdo da substancia que se encontra no disco pela superficie do
agar, radialmente, e o resultado da atividade € observado como uma regido circular na qual ndo
ocorreu crescimento do microorganismo devido a agdo da droga sobre ele. A medida do didmetro
do chamado halo de inibigdo do crescimento indica o poder antimicrobiano da droga.

Inicialmente, o ensaio foi conduzido com bactérias e foi observado seu comportamento
ante os derivados 3-[3-(4-aril)-1,2,4-oxadiazol-5-il] acil-3,4-metilenodioxi-fenil-hidrazona, 3-[3-
(4-aril)-1,2,4-oxadiazol-5-il] acil-4-fluoro-fenil-hidrazona e 4-[3-(4-aril)-1,2,4-oxadiazol-5-il]

acil-1-fenil-tiossemicarbazida. Algumas das cepas usadas foram isoladas de pacientes da clinica
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médica e outras estdo presentes na colegdo do Departamento de Antibidticos da Universidade
Federal de Pernambuco. Nesta metodologia foram incluidas também duas leveduras comumente
associadas a processos infecciosos. O Quadro 4 relaciona todos os microorganismos submetidos

ao teste, incluindo as condi¢des de tempo e temperatura para o crescimento dos mesmos.

Quadro 4 - Relag@o de microorganismos submetidos ao ensaio de Bauer e colaboradores (1966)

e condi¢des de crescimento

Temperatura Tempo de

Microorganismo Caodigo Tipo de crescimento crescimento

(‘0 (h)

Staphylococcus aureus IC* 155 Bactérias

Bacillus cereus DAUFPE® 11  Gram-positivas 37 24

Mycobacterium phlei ATCC® 11758 Bacilos Alcool-

Mycobacterium smegmatis IC11 acido 37 72

Mycobacterium fortuitum IC 05 Resistentes

Escherichia coli DAUFPE 224 Bactérias

Pseudomanas aeruginosa DAUFPE 39  Gram-negativas 37 24

Candida albicans DAUFPE 1007

Candida krusei DAUFPE 1002 Leveduras 30 24

“Isolado clinico; °Colecdo de culturas do Dept’. de Antibidticos da UFPE; ‘American Type
Culture Collection

O primeiro passo consistiu em inocular cada bactéria em meio liquido de Mueller-Hinton
(MH) estéril, para promover o crescimento de uma cultura adequada ao trabalho. Os meios foram
incubados nas condigdes especificadas no Quadro 4.

A preparagdo das solugdes dos derivados 1,2,4-oxadiazol acil-hidrazona e 1,2,4-oxadiazol
acil-tiossemicarbazida foi feita utilizando tetra-hidro-furano (THF) como solvente. A

concentracdo final das solugdes foi de 2560 pg/mL. A partir delas, foram retiradas aliquotas de
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20 uL de cada, com o auxilio de uma micropipeta, as quais foram depositadas em discos de papel
de filtro de 6 mm de didmetro e peso 30 mg + 4 mg/cm?, de forma que cada disco contivesse 51,2
ng do composto a ser testado. O padrdo antibidtico usado para bactérias foi uma solugdo de
ciprofloxacina a 1280 pg/mL, da qual também foram tomadas aliquotas de 20uL para impregnar
os discos necessarios para a realizagio do teste. Discos contendo apenas THF foram usados como
padrdo de controle. Todos os discos de papel foram secos em estufa a 30°C por 24 horas ¢
guardados em placas de Petri, a fim de garantir a remogao total dos solventes.

A preparacgdo das placas de Petri contendo o meio sélido de Mueller-Hinton (MHA) foi
realizada previamente. Para cada microorganismo foram necessarias trés placas de 9,0 cm de
didmetro, sendo depositados 18 mL do meio fundido em cada uma. Durante a solidificagdo do
meio, as placas foram mantidas sob luz UV por 15 minutos e incubadas em estufa BOD por 24
horas para detectar qualquer contaminag@o. Em seguida, foram armazenadas em refrigerador,
onde permaneceram por, n0 maximo, uma semana.

Ap6s o desenvolvimento das culturas das bactérias nos tubos de ensaio, foi preparada uma
suspensdo padrdo de cada uma delas, transferindo pequenas aliquotas de cultura para tubos de
ensaio contendo agua destilada estéril, até que se observasse uma turbidez da suspensido
bacteriana semelhante a turbidez padrao do tubo 0,5 da escala de McFarland. Nessas condi¢des, a
populagdo microbiana foi padronizada em cerca de 10° unidades formadoras de coldénia por
mililitro (UFC/mL). Todos esses processos foram conduzidos em capela de fluxo laminar,
proximo a chama do bico de Bunsen. A técnica asséptica ¢ fundamental para o sucesso do teste.

Por fim, com o auxilio de um swab umedecido com a suspensdo padronizada do
microorganismo, foi realizado um semeio uniforme sobre a superficie do meio sélido MHA. Em
cada placa foram depositados quatro discos contendo compostos diferentes. As placas foram
incubadas e os resultados foram lidos pela formag¢do de halo de inibi¢do de crescimento em torno
do disco. Cada teste foi realizado em tréplica a fim de garantir a exatidao do resultado.

A mesma técnica foi seguida no teste para leveduras, permutando apenas os meios usados.
O crescimento das leveduras foi realizado em meio liquido de Sabouraud (SAB) e as placas
foram preparadas com o meio sélido Sabouraud. O crescimento das leveduras exigiu, nesse caso,
que o pH dos meios de cultura fossem ajustados para 6,5 com solugdo de HCI IN. O padrao

antibiotico usado no ensaio para leveduras foi uma solucdo de ciclo-heximida a 1280 pg/mL,
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com a qual foram preparados discos contendo 20 pL dessa solug@o. Cada ensaio foi repetido trés

VEZES.

5.1.5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os derivados 3-[3-(4-aril)-1,2,4-oxadiazol-5-il] acil-3,4-metilenodidxi-fenil-hidrazona, 3-
[3-(4-aril)-1,2,4-0xadiazol-5-il] acil-4-fluoro-fenil-hidrazona e 4-[3-(4-aril)-1,2,4-oxadiazol-5-i1]
acil-1-fenil-tiossemicarbazida mostraram-se inativos frente a todos os microorganismos
utilizados neste experimento.

Esse resultado sugere que, nas condi¢cdes do ensaio, a associagdo entre os grupos 1,2,4-
oxadiazol/acil-hidrazona e 1,2,4-oxadiazol/acil-tiossemicarbazida conduziu a moléculas
incapazes de interagir com as biomacromoléculas presentes nas membranas celulares e/ou no
interior das células microbianas, levando a um efeito inverso daquele esperado quando do
planejamento dessa nova estratégia de modificag@o bioisostérica. Ndo se pode generalizar que o
tipo de associacdo bioisostérica proposta € ineficaz, pois o teste ¢ apenas preliminar. Além disso,
a influéncia dos grupos disponiveis para substituicdo nas por¢des hidrazona e tiossemicarbazida
necessita ser estudada de forma mais completa, uma vez que a inclus@o de anéis heterociclicos ou
de cadeias aciclicas ndo foi avaliada, at¢ o momento, o que pode conduzir a mais estudos de
modificagdo molecular capazes de surtir o efeito desejado contra microorganismos. Os ensaios
antimicrobianos foram conduzidos nas dependéncias do Laboratério de Bioquimica e Fisiologia
de Microorganismos do Departamento de Antibidticos da Universidade Federal de Pernambuco,
sob a orientagdo da professora doutora Eulédlia de Azevedo Ximenes.

A metodologia de Bauer e colaboradores, embora util, ndo fornece subsidios para uma
analise mais criteriosa e seria ideal realizar testes de atividade in vitro por métodos enzimaticos,
os quais podem indicar em que etapa do desenvolvimento dos microorganismos as substancias
podem atuar. O problema da baixa solubilidade em agua dos derivados 1,2,4-oxadiazol-acil-

hidrazona e 1,2,4-oxadiazol-acil-tiossemicarbazida também necessita ser avaliado, uma vez que
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interfere diretamente na resposta bioldgica. Para tanto, seria necessario realizar modificagdes

isostéricas com a inclus@o de grupos capazes de aumentar a solubilidade dos compostos.

5.2. ATIVIDADE ANTIMALARICA

5.2.1. METODOLOGIA DO TESTE ANTIMALARICO

O ensaio antimalarico in vitro foi conduzido segundo a metodologia de analise da enzima
lactato desidrogenase do parasita (pLDH), desenvolvida por Makler e colaboradores (1993) e
realizado no Laboratério de Quimica Medicinal da Universidade do Mississipi, Estados Unidos,
sob a orientagdo do professor doutor Mitchel Avery. Nesse teste foram avaliadas as
concentragdes inibitdrias dos compostos sobre duas linhagens de Plasmodium falciparum
geneticamente modificados: as cepas cloroquina-sensiveis D6-Serra Leoa e as cepas cloroquina-
resistentes W2-Indochina. As culturas dos parasitas foram mantidas em suspensdo de eritrécitos
dos tipos A, AB ou O e soro, segundo a metodologia de Trager e Jenson (1976).

A primeira etapa do teste consistiu em preparar uma suspensdo de 1-2% de hemadcias
humanas do tipo A normal (2% de hematdcritos) com soro humano do tipo A. As suspensoes
foram disponibilizadas em triplicata e distribuidas em 96 cavidades de microplacas, contendo 0,2
mL por cavidade. A atividade antimaldrica dos compostos foi testada em trés diferentes
concentragdes padronizadas pelo método usado: 4760, 1587 e 528,8 ng/mL. Os meios de cultura
foram inoculados com as cepas de P. falciparum e as substancias sob investigagdo foram
adicionadas ao meio e incubados a 37°C por 48 horas em atmosfera contendo 3% de O,, 6% de
CO, e 91% de N,.

Apos a incubagdo, as culturas foram cuidadosamente postas em suspensdo aquosa €
aliquotas de 10 uL foram retiradas para o teste de atividade da pLDH, sendo transferidas para
outra microplaca contendo 96 cavidades. A cada cavidade foram adicionados 20 uL de uma
mistura 20:1 de azul de nitro-tetrazélio e etossulfato de fenazina (Img/mL e 0,05 mg/mL,
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respectivamente). A reducdo do nitro-tetrazélio ao sal de azul formazan pela enzima (Esquema

10) foi acompanhada durante 10 minutos em espectrofotometro a 650 nm.

dos Santos Filho, J. M.

H
/
O,N—C=N LDH O,N—C=N—N
| 4+ >N—FPh it Npn
N=N\ REDUCAO N=N\
Ph Ph
NITRO-TETRAZOLIO AZUL DE FORMAZA!
(INCOLOR) (AZUL)

Esquema 10 — Reagdo de reducdo enzimatica do nitro-tetrazolio a azul de formazan

A variacdo de coloracdo durante a leitura depende da quantidade de pLDH produzida pelo

protozoario na incubagdo. Assim, caso a substancia avaliada seja ativa, a quantidade de pLDH

produzida pelos clones devera ser reduzida, provocando mudanga na intensidade da coloragdo

observada. Os resultados da andlise espectrofotométrica foram analisados pelo método Log-

Logit, usando o software Softmax™ (Molecular Devices), o qual converte diretamente os dados

para valores da concentragdo inibitoria de crescimento de 50% dos protozoarios (ICsp),

mostrando em que concentragdo a droga apresenta atividade biologica. O Esquema 11 mostra o

fluxograma do teste antimalarico.
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96 CAVIDADES
0,2 mL/CAVIDADE

1587 ng/mL INCUBACAO

528,8 ng/mL 370C/ 48 h
3% 0,
6% CO,
MEIO DE CULTURA 1-2% P. fulei 91% N,
HEMACIAS A + SORO A CLONE sza ;;’;KLEOA
CULTURA DE TECIDOS -
CLONE W2-INDOCHINA
y
SUSPENSAO
AQUOSA
10 MINUTOS Iglg 10 pL/CAVIDADE /> &
——
L
AZUL FORMAZAN E ESPECTROFOTOMETRO
(AZUL) ! 650 nm ,
[Tj AZUL DE NITRO-TETRAZOLIO AZUL DE NITRO-TETRAZOLIO
R (INCOLOR) ETOSSULFATO DE FENAZINA
20:1 (10uL)
A
\J
S ICs5o

PROGRAMA LOG-LOGIT

COMPUTADOR

Esquema 11 — Esquematizagdo do teste antimalarico

5.2.2. RESULTADOS E DISCUSSAO

O parametro de atividade antimalarica para o teste estabelece o valor da concentragdo da
droga em 4760 ng/mL como o limite maximo permitido para considera-la ativa contra as duas

linhagens de P. falciparum usadas. O teste ¢ estatistico e mede a 1Cs, levando em consideragdo
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também o fato de que a droga sé podera ser usada nos pacientes em doses limitadas. Como os
protozoarios sdo organismos eucariontes, seus processos metabolicos celulares sdo semelhantes
aos das células do hospedeiro, portanto, as drogas usadas no tratamento da malaria tém efeitos
adversos também para os pacientes e devem ter suas concentragdes restritas no organismo.
Valores de concentracdo que oscilem ligeiramente em torno desse limite sdo aceitos como
indicativos de que a droga esta no limiar da atividade/inatividade e indicam compostos para os
quais modificagdes estruturais podem ter sucesso na melhoria de sua resposta bioldgica. As
drogas usadas como padrio antimalarial foram a cloroquina e a artemisinina, antimalaricos

classicos. Para os 21 derivados testados, os resultados estdo compilados na Tabela 16.
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Tabela 16 - Atividade antimalarica para os derivados 3-[3-(4-aril)-1,2,4-oxadiazol-5-i1] acil-3,4-
metilenodioxi-fenil-hidrazona, 3-[3-(4-aril)-1,2,4-oxadiazol-5-il] acil-4-fluoro-fenil-hidrazona e

4-[3-(4-aril)-1,2,4-oxadiazol-5-il] acil-1-fenil-tiossemicarbazida

Concentracio Inibitéria a 50% (ng/mL)
0]
x Wes
N _N.
MI1C2 H Inativo Inativo
M2C2 CH; Inativo Inativo
M3C2 F Inativo Inativo
M4C2 Cl Inativo Inativo
M5C2 Br Inativo Inativo
Me6C2 NO, Inativo Inativo
M7C2 OCHj; Inativo Inativo
M29C3 OH Inativo Inativo
F
X o
N—O Il-l H
M15C3 H Inativo Inativo
M16C3 CH; + 4760 + 4760
M17C3 F Inativo Inativo
M18C3 Cl Inativo Inativo
M19C3 Br Inativo + 4760
M20C3 NO, Inativo Inativo
M21C3 OCH; Inativo Inativo
M32C3 OH Inativo Inativo
[0] H H
X\Q\(N% /1!1 111
N
T T
FTSCF H Inativo Inativo
TTSCF CH; Inativo Inativo
BTSCF Br Inativo Inativo
NTSCF NO, Inativo Inativo
MTSCF OCH; Inativo Inativo
| Composto | P.falciparum (D6-SerraLeoa) | P. falciparum (W2-Indochina) |
Cloroquina 17 135
Artemisinina 17 7
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Apenas os derivados 3-[3-(4-toluil)-1,2,4-oxadiazol-5-il] acil-4-fluoro-fenil-hidrazona
(M16C3) e 3-[3-(4-bromo-fenil)-1,2,4-oxadiazol-5-il] acil-4-fluoro-fenil-hidrazona (M19C3)
apresentaram resposta biologica contra o protozodrio, situando-se no limiar da
atividade/inatividade. Embora esse resultado represente baixa atividade, ele aponta no sentido de
que novas modifica¢cdes moleculares baseadas nesses derivados possivelmente podem conduzir a
respostas biologicas melhores. A manutencdo da associacdo dos grupos 1,2,4-oxadiazol e acil-
hidrazona no planejamento e sintese de novos derivados pode ser estudada mais amplamente, a
fim de verificar seu papel nas pesquisas de novos agentes antimalaricos. As substituigcdes
envolvendo os ligantes X podem ser conduzidas especialmente para alterar a solubilidade dos
derivados, quer através do emprego de novos grupos mais hidrofilicos, quer pela mudanga de
suas posi¢des no anel. O atomo de flior presente em toda a série também pode ser substituido por
outros grupos isosteros e os resultados dessas substituicdes podem ser estudados para
compreender o mecanismo pelo qual os derivados (M16C3) e (M19C3) forneceram os resultados

observados.
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6. ESTUDO COMPUTACIONAL

6.1. METODOLOGIA COMPUTACIONAL

Em vistas a avaliar a estabilidade relativa entre os isdmeros configuracionais (E) e (Z),
além dos isomeros conformacionais obtidos pela rotagdo em torno da ligagdo N—N (Figuras 10 e
11) para os compostos 3-(3-fenil-1,2,4-oxadiazol-5-i1) acil-3,4-metilenodioxi-fenil-hidrazona
(M1C2) e 3-(3-fenil-1,2,4-oxadiazol-5-il) acil-4-fluoro-fenil-hidrazona (M15C3) (Quadro 5),
calculos de orbitais moleculares ab initio a nivel Hartree-Fock (Levine, 1991), utilizando o
conjunto de fungdes de base 3-21G** (Dobbs & Hehre, 1987), foram realizados com o programa
Gaussian 94 (Frisch et al., 1995) para obter a geometria otimizada dos derivados. Esta etapa foi
realizada pelo colaborador externo deste trabalho, o professor Jodo Bosco Paraiso da Silva do

Departamento de Quimica Fundamental da UFPE.

6.2. RESULTADOS E DISCUSSAO

A otimiza¢do da geometria conduziu a quatro estruturas de minimo de energia para cada
um dos compostos (M1C2) e (M15C3). Inicialmente, determinou-se a configuragdo mais estavel,
em termos dos isdmeros (E) e (Z), sendo, em seguida, avaliado o comportamento dos
conformeros obtidos pela tor¢do em torno da ligagdo N—N do grupo acil-hidrazona. Dessa forma,
os isdmeros conformacionais obtidos foram nomeados como syn ou anti, em fun¢do do angulo de
torgio @, sendo a conformagdo syn atribuida a ¢ = 0° e a conformagio anti, relacionada com ¢ =

180°, conforme observado no Quadro 5.
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Quadro 5 - Nomenclatura dos conférmeros 3-(3-fenil-1,2,4-oxadiazol-5-il) acil-
3,4-metilenodiéxi-fenil-hidrazona (M1C2) e 3-(3-fenil-1,2,4-oxadiazol-5-il) acil-
4-fluoro-fenil-hidrazona (M15C3), segundo o angulo de tor¢éo ¢

O
< H
o~ Y
N. N H' Y
Y =
o)
OJ F
M1C2 M15C3
Torg¢do @ (N-N) Conformero
~0° syn
~180° anti

Os isomeros do composto (MI1C2) sdo mostrados na Figura 10, evidenciando sua
perspectiva espacial, a fim de tornar mais claras as razdes estéricas e eletronicas que concorrem

para definir suas estruturas e a estabilidade relativa das mesmas.
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(E)-syn

(E)-anti (Z)-anti

Figura 10 — Geometrias otimizadas pelo método ab initio RHF/3-21G** para os isomeros

(E) e (Z) do derivado 3-(3-fenil-1,2,4-oxadiazol-5-il) acil-3,4-metilenodioxi-fenil-hidrazona

Os resultados dos célculos obtidos para os diasteredomeros de (M1C2) sdo dados na Tabela
17 ¢ auxiliam na compreensio da relagio isomérica (E)/(Z) observada nos espectros de RMN'H

dos compostos dessa série, relatados na Tabela 9.
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Tabela 17 - Valores da energia total e variagdo de energia relativa (AE) para os conféormeros do

composto 3-(3-fenil-1,2,4-oxadiazol-5-il) acil-3,4-metilenodidxi-fenil-hidrazona (M1C2)

Conformero | Energia Total (Hartree) | AE (kcal/mol)®

(E)-syn -1161,4312544 0

(E)-anti -1161,4268815 2,74
(Z)-syn -1161,4146573 10,41
(Z)-anti -1161,4205517 6,72

* Valor relativo, tomando o conférmero (E)-syn como referencial (1 Hartree = 627,51
kcal/mol)

Os célculos para a energia total definem os conférmeros (E)-syn e (E)-anti como os mais
estaveis energeticamente, pois possuem os valores mais baixos de energia. Os dois conformeros
(E) sdo planos, favorecendo a ressonancia na estrutura como um todo, ao passo que os dois
conformeros (Z) possuem estruturas ndo-planares, limitando a extensdo da ressondncia na
molécula. Também se torna evidente que as estruturas planares reduzem as interagdes estéricas
entre os grupos de atomos, enquanto os conformeros (Z) possuem geometrias que aproximam
grupos volumosos entre si, sobretudo no caso de (Z)-syn, aumentando a energia total. Desse
modo, pode-se tomar a energia associada a geometria de (E)-syn como referéncia, i. e., atribuir a
ela valor zero de energia relativamente as demais estruturas e, assim, realizar uma comparagao
mais objetiva de suas estabilidades relativas. Constatou-se que os dois conformeros (Z) estdo em
valores energéticos bem maiores, logo, s3o menos estaveis que os isdmeros (E). Isso pode
justificar parcialmente os espectros de RMN'H da série, nos quais as percentagens do isémero
(Z) chegam a, no méximo, 14,5% da mistura isomérica.

Em termos de isdbmeros conformacionais, pode-se notar na Tabela 17 que os conféormeros
(E)-syn e (E)-anti diferem em cerca de 2,74 kcal/mol, favorecendo a forma (E)-syn, que possui
interagdes eletronicas responsaveis pela redugdo de sua energia total. A mais importante delas
provém de uma ligagdo de hidrogénio intramolecular prevista entre o atomo de oxigénio da
carbonila, C=0, e o hidrogénio da ligagdo N=C—H, os quais estdo a distancia calculada de 2,130

A, valor tipico para a interacdo de hidrogénio. Contrariamente, o conférmero (E)-anti possui os
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atomos de hidrogénio das ligagdes H-N—N e N=C—H orientados para o mesmo lado e situados a
uma distancia tal que conduz a expectativa de haver entre eles uma repulsdo mutua. Uma
importante evidéncia experimental de que a ligacdo de hidrogénio do isomero (E)-syn ocorre foi
observada nos espectros de RMN'H. Ao ser analisado o comportamento dos prétons H-5 e H-9
na série das 3-[3-(4-aril)-1,2,4-oxadiazol-5-il] acil-3,4-metilenodidxi-fenil-hidrazonas, constatou-
se que os dois protons produzem um par de sinais referentes a cada um dos isdmeros. Porém, os
sinais produzidos pelo proton H-5 sdo separados entre si por um valor médio de deslocamento de
d = 0,44 ppm, enquanto o proton H-9 gera dois sinais separados por um valor médio de & = 0,08
ppm. Essa diferenga de comportamento pode ser relacionada a formagao da ligagdo de hidrogénio
no isomero (E)-syn, o que promoveria uma maior desblindagem do proton H-5 nessa espécie em
relagdo ao mesmo préton no isdmero (Z). Como o fendmeno ndo se repete no proton H-9, a
separacdo de seus dois sinais fica dependendo basicamente das diferencas de ambiente quimico
experimentadas por ele.

Apos a otimizacdo da geometria do composto 3-(3-fenil-1,2,4-oxadiazol-5-i1) acil-4-
fluoro-fenil-hidrazona (M15C3), constatou-se, conforme esperado, que seus quatro isomeros
mais estaveis apresentam a mesma distribui¢do espacial observada para (M1C2). A Figura 11

fornece as geometrias dos dois diasteredmeros (E) e (Z) e seus dois conformeros mais estaveis.
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(E)-syn (Z)-syn

(E)-anti (Z)-anti

Figura 11 — Geometrias otimizadas pelo método ab initio RHF/3-21G** para os isdmeros (E) e

(Z) do derivado 3-(3-fenil-1,2,4-oxadiazol-5-il) acil-4-fluoro-fenil-hidrazona

Os dados obtidos a partir dos calculos realizados para (M15C3) (Tabela 18) fornecem um
padrdo de comportamento semelhante ao observado para (M1C2). Portanto, esses resultados de
otimizacdo das estruturas sugerem que o esqueleto carbdnico, i. €., a forma espacial dos atomos
pesados nas séries 3-[3-(4-aril)-1,2,4-oxadiazol-5-il] acil-3,4-metilenodioxi-fenil-hidrazona e 3-
[3-(4-aril)-1,2,4-oxadiazol-5-i1] acil-4-fluoro-fenil-hidrazona ¢ essencialmente a mesma,

99



Planejamento Bioisostérico, Sintese ¢ Avaliagdo Farmacolodgica... dos Santos Filho, J. M.

independente do substituinte Y usado (Quadro 5). Ainda, baseando-se nas observagdes de Leite e
colaboradores (1996), que destacou ser o substituinte X ( i. e., X = H, CHs, Br, OCHj3, NO,, F,
Cl, OH) de pouca influéncia sobre as caracteristicas estruturais na série das acil-arilaldeido
hidrazonas (Figura 5), podemos inferir que as geometrias de todas as acil-hidrazonas obtidas
nesse trabalho seguem um padrdo configuracional e conformacional semelhante ao de (M1C2) e

(M15C3), independente de X.

Tabela 18 - Valores da energia total e variagdo de energia relativa (AE) para os conféormeros do

composto 3-(3-fenil-1,2,4-oxadiazol-5-il) acil-4-fluoro-fenil-hidrazona (M15C3)

Conféormero | Energia Total (Hartree) | AE (kcal/mol)®

(E)-syn -1073,2208160 0
(E)-anti -1073,2166914 2,59
(Z)-syn -1073,2041507 10,46
(Z)-anti -1073,2104888 6,48

* Valor relativo, tomando o conféormero (E)-syn como referencial (1 Hartree = 627,51
kcal/mol)

A geometria mais estavel obtida a partir desses calculos mostra o grupo acil-hidrazona
assumindo uma configuragdo espacial tal que o relaciona estruturalmente com o anel 1,3,4-
oxadiazol, conforme foi proposto no tépico 2 (Figura 6), contribuindo, assim, para reforcar a
hipotese de esses dois grupos guardarem entre si uma possivel relacdo Dbioisotérica.
Anteriormente, foi exposto que tanto a por¢do acil-hidrazona quanto o heterociclo 1,3,4-
oxadiazol apresentam respostas biologicas comuns em alguns casos, porém, o resultado teérico
ndo se faz suficiente para impor uma afirmagdo definitiva nesse sentido, uma vez que o
comportamento real sofre uma série de influéncias que ndo sdo consideradas no tratamento
tedrico. Apenas cabe aqui ressaltar que, sendo a forma (E)-syn energeticamente mais provavel, é
possivel que a porg¢do acil-hidrazona (assumindo configuragdo espacial semelhante a encontrada

nos derivados estudados nesse trabalho) também seja biologicamente preferida para interagir com
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as biomacromoléculas. E provavel, também, que alguns dos sitios ativos onde esse grupo aciclico
atua sejam os mesmos que tém afinidade pelo anel 1,3,4-oxadiazdlico. Baseando-se nisso, uma
série de modificacdes bioisostéricas podem ser planejadas e o compostos obtidos podem

apresentar respostas biologicas para diferentes finalidades.
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CONCLUSOES
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7. CONCLUSOES

A metodologia de sintese empregada na obtencdo dos derivados 1,2,4-oxadiazol-acil-
hidrazona e 1,2,4-oxadiazol-acil-tiossemicarbazida, modificada a partir de metodologias citadas
na literatura, mostrou-se eficiente, fornecendo produtos com rendimentos superiores a média
comumente relatada nesse tipo de reacdo para a obten¢do dos andlogos de interesse, além de
reduzir o nimero de subprodutos finais, o que simplificou a purificacdo das substancias.

A caracterizagio dos derivados acil-hidrazona por espectroscopia de RMN'H mostrou que
as duas séries sdo obtidas como uma mistura dos isomeros (E) e (Z), mesmo apds a purificagdo
dos compostos por cromatografia em coluna flash. Ao mesmo tempo, evidenciou a importancia
do trabalho a 300 MHz, pois forneceu dados que, pela primeira vez, comprovaram o efeito das
diferencas de ambiente quimico sobre outros prétons da estrutura, além do préton do grupo
N=C-H hidrazonico, o qual tem sido classicamente relatado. Os espectrogramas de massa
forneceram subsidios para a proposta de novos mecanismos de fragmentagdo, além de tornar
claro o comportamento regular dos compostos dentro de cada série.

O estudo biologico conduzido para as trés séries de substancias mostrou que, ao contrario
do esperado, a associagdo dos grupos 1,2,4-oxadiazol/acil-hidrazona e 1,2,4-
oxadiazol/tiossemicarbazida, associados a atividade antimicrobiana, levou a auséncia de atividade
inibitéria nos 21 compostos estudados. Esse resultado, entretanto, ¢ preliminar e seria adequado
estender as pesquisas com o uso de outras técnicas, a fim de se obter dados mais conclusivos.
Também a investigacdo do potencial antimalarico das trés séries revelou serem elas ineficazes
contra o protozoario P. falciparum. No entanto, os derivados M16C3 e M19C3 exibiram uma
resposta biologica que, embora pouco expressiva, sugere a possibilidade de que modificagdes
estruturais mais especificas podem dar origem a substancias eficazes contra a malaria.

Os derivados acil-hidrazonicos tém sido intensamente estudados na busca de novos
compostos prototipos de farmacos analgésicos, antiinflamatérios e antitromboticos (Barreiro ef
al., 2002), tornando os compostos obtidos nesse trabalho candidatos a estudos farmacologicos

futuros.
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O estudo tedrico das geometrias dos derivados acil-hidrazona mostrou-se em
concordancia com as propor¢des isoméricas de (E) e (Z) obtidos a partir dos espectros de
RMN'H, indicando o isémero (E) como predominante na mistura, exatamente como foi
constatado nas Tabelas 9 e 11. A determinagdo dos conformeros (E)-syn como mais estaveis
refor¢ou a possibilidade de haver uma relagdo isostérica entre a por¢a@o acil-hidrazona e o anel do
1,3,4-oxadiazol, o que pode ser explorado em futuros planejamentos bioisostéricos.

As caracteristicas estruturais das trés séries permitem que elas sejam empregadas como
ponto de partida para novos estudos, sobretudo no ambito de sua atividade, pois incorporam

conceitos modernos de modificagdo estrutural, orientados para a busca de novas drogas.
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Espectro 1 - LV. da 3-(3-fenil-1,2,4-oxadiazol-5-il) acil-3,4-metilenodidxi-fenil-hidrazona
M1C2)
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Espectro 2 - 1.V. da 3-[3-(4-toluil)-1,2,4-oxadiazol-5-il] acil-3,4-metilenodioxi-fenil-hidrazona
M2C2)

120



Planejamento Bioisostérico, Sintese e Avaliagdo Farmacolégica... dos Santos Filho, J. M.

;-iE;NXfWﬂH\qrvrlkl{nﬁhﬁw |

2 Ginnn:

v REfdgse63adEaEinanial

T T T T g T T
mmmmmn&aﬁ' ran;:r:glm|M!M|mmw

Espectro 3 - LV. da 3-[3-(4-bromo-fenil)-1,2,4-oxadiazol-5-i1] acil-3,4-metilenodioxi-fenil-
hidrazona (M5C2)
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Espectro 4 - 1LV. da 3-[3-(4-metoxi-fenil)-1,2,4-oxadiazol-5-i1] acil-3,4-metilenodioxi-fenil-

hidrazona (M7C2)
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Espectro 5 - 1V. da 3-[3-(4-nitro-fenil)-1,2,4-oxadiazol-5-i1] acil-3,4-metilenodioxi-fenil-
hidrazona (M6C2)
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Espectro 6 - L1.V. da 3-[3-(4-fluoro-fenil)-1,2,4-oxadiazol-5-il] acil-3,4-metilenodioxi-fenil-
hidrazona (M3C2)
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Espectro 7 - LV. da 3-[3-(4-cloro-fenil)-1,2,4-oxadiazol-5-i1] acil-3,4-metilenodioxi-fenil-
hidrazona (M4C2)
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Espectro 8 - L.V. da 3-[3-(4-hidroxi-fenil)-1,2,4-oxadiazol-5-i1] acil-3,4-metilenodioxi-fenil-
hidrazona (M29C3)
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Espectro 9 - I.V. da 3-(3-fenil-1,2,4-oxadiazol-5-il) acil-4-fluoro-fenil-hidrazona (M15C3)
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Espectro 10 - I.V. da 3-[3-(4-toluil)-1,2,4-oxadiazol-5-il] acil-4-fluoro-fenil-hidrazona (M16C3)
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Espectro 11 - L.V. da 3-[3-(4-bromo-fenil)-1,2,4-oxadiazol-5-il] acil-4-fluoro-fenil-hidrazona
(M19C3)
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Espectro 12 - 1.V. da 3-[3-(4-metoxi-fenil)-1,2,4-oxadiazol-5-i1] acil-4-fluoro-fenil-hidrazona
(M21C3)
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Espectro 13 - LV. da 3-[3-(4-nitro-fenil)-1,2,4-oxadiazol-5-il] acil-4-fluoro-fenil-hidrazona

(M20C3)
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Espectro 14 - 1.V. da 3-[3-(4-fluoro-fenil)-1,2,4-oxadiazol-5-i1] acil-4-fluoro-fenil-hidrazona
(M17C3)
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Espectro 15 - L.V. da 3-[3-(4-cloro-fenil)-1,2,4-oxadiazol-5-i1] acil-4-fluoro-fenil-hidrazona

(M18C3)
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Espectro 16 - 1.V. da 3-[3-(4-hidroxi-fenil)-1,2,4-oxadiazol-5-il] acil-4-fluoro-fenil-hidrazona

(M32C3)
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Espectro 17 - I.V. da 4-(3-fenil-1,2,4-oxadiazol-5-il) acil-1-fenil-tiossemicarbazida (FTSCF)
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Espectro 18 - I.V. da 4-[3-(4-toluil)-1,2,4-oxadiazol-5-il] acil-1-fenil-tiossemicarbazida (TTSCF)

128



Planejamento Bioisostérico, Sintese e Avaliagdo Farmacolégica... dos Santos Filho, J. M.

g 1|
Abagd / | :
iy \f g\“ﬁﬁ [

Dy P P T

Bepigevecaiss & A4

E“ ,,,,,,,,,,,,,

T T T
mmmmm:mm:mmg1mlmLMmem
Eawrunber cn

I?ll\.l
1II.F' L]

Espectro 19 - 1.V. da 4-[3-(4-bromo-fenil)-1,2,4-oxadiazol-5-il] acil-1-fenil-tiossemicarbazida
(BTSCF)
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Espectro 20 - I.V. da 4-[3-(4-metoxi-fenil)-1,2,4-oxadiazol-5-i1] acil-1-fenil-tiossemicarbazida

(MTSCF)
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Espectro 21 - LV. da 4-[3-(4-nitro-fenil)-1,2,4-oxadiazol-5-il] acil-1-fenil-tiossemicarbazida
(NTSCF)
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Espectro 22 - RMN'H da 3-(3-fenil-1,2,4-oxadiazol-5-il) acil-3,4-metilenodidxi-fenil-hidrazona
M1C2)
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Espectro 22 - RMN'H da 3-(3-fenil-1,2,4-oxadiazol-5-il) acil-3,4-metilenodidxi-fenil-hidrazona
M1C2)
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Espectro 22 - RMN'H da 3-(3-fenil-1,2,4-oxadiazol-5-il) acil-3,4-metilenodidxi-fenil-hidrazona
M1C2)

6.107

Espectro 22 - RMN'H da 3-(3-fenil-1,2,4-oxadiazol-5-il) acil-3,4-metilenodidxi-fenil-hidrazona

(M1C2)
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Espectro 22 - RMN'H da 3-(3-fenil-1,2,4-oxadiazol-5-il) acil-3,4-metilenodidxi-fenil-hidrazona

(M1C2)
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Espectro 22 - RMN'H da 3-(3-fenil-1,2,4-oxadiazol-5-il) acil-3,4-metilenodioxi-fenil-hidrazona

(M1C2)
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Espectro 22 - RMN'H da 3-(3-fenil-1,2,4-oxadiazol-5-il) acil-3,4-metilenodioxi-fenil-hidrazona
(MI1C2)
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Espectro 23 - RMN'H da 3-[3-(4-toluil)-1,2,4-oxadiazol-5-il] acil-3,4-metilenodiéxi-fenil-

hidrazona (M2C2)
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Espectro 23 - RMN'H da 3-[3-(4-toluil)-1,2,4-oxadiazol-5-il] acil-3,4-metilenodioxi-fenil-

hidrazona (M2C2)
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2.412

Espectro 23 - RMN'H da 3-[3-(4-toluil)-1,2,4-oxadiazol-5-11] acil-3,4-metilenodioxi-fenil-
hidrazona (M2C2)
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Espectro 23 - RMN'H da 3-[3-(4-toluil)-1,2,4-oxadiazol-5-11] acil-3,4-metilenodioxi-fenil-
hidrazona (M2C2)
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Espectro 23 - RMN'H da 3-[3-(4-toluil)-1,2,4-oxadiazol-5-11] acil-3,4-metilenodioxi-fenil-

hidrazona (M2C2)
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Espectro 23 - RMN'H da 3-[3-(4-toluil)-1,2,4-oxadiazol-5-11] acil-3,4-metilenodioxi-fenil-

hidrazona (M2C2)
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Espectro 24 - RMN'H da 3-[3-(4-bromo-fenil)-1,2,4-oxadiazol-5-il] acil-3,4-metilenodioxi-fenil-

hidrazona (M5C2)

Aawrizio
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Pulse Sequence: sipul
slueat: omin
Tema. 50,0 € 7 423,10 K
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Espectro 24 - RMN'H da 3-[3-(4-bromo-fenil)-1,2,4-oxadiazol-5-il] acil-3,4-metilenodioxi-fenil-

hidrazona (M5C2)
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Espectro 24 - RMN'H da 3-[3-(4-bromo-fenil)-1,2,4-oxadiazol-5-il] acil-3,4-metilenodiéxi-fenil-

hidrazona (M5C2)
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Espectro 24 - RMN'H da 3-[3-(4-bromo-fenil)-1,2,4-oxadiazol-5-il] acil-3,4-metilenodioxi-fenil-

hidrazona (M5C2)
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Espectro 24 - RMN'H da 3-[3-(4-bromo-fenil)-1,2,4-oxadiazol-5-i1] acil-3,4-metilenodioxi-fenil-
hidrazona (M5C2)
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Espectro 25 - RMN'H da 3-[3-(4-met6xi-fenil)-1,2,4-oxadiazol-5-il] acil-3,4-metilenodioxi-fenil-

hidrazona (M7C2)
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Espectro 25 - RMN'H da 3-[3-(4-metoxi-fenil)-1,2,4-oxadiazol-5-il] acil-3,4-metilenodidxi-fenil-
hidrazona (M7C2)
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Espectro 25 - RMN'H da 3-[3-(4-metdxi-fenil)-1,2,4-oxadiazol-5-il] acil-3,4-metilenodioxi-fenil-

hidrazona (M7C2)
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Espectro 25 - RMN'H da 3-[3-(4-metoxi-fenil)-1,2,4-oxadiazol-5-il] acil-3,4-metilenodioxi-fenil-

hidrazona (M7C2)
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Espectro 25 - RMN'H da 3-[3-(4-metoxi-fenil)-1,2,4-oxadiazol-5-il] acil-3,4-metilenodioxi-fenil-
hidrazona (M7C2)
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Espectro 26 - RMN'H da 3-[3-(4-nitro-fenil)-1,2,4-oxadiazol-5-il] acil-3,4-metilenodioxi-fenil-

hidrazona (M6C2)
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Espectro 26 - RMN'H da 3-[3-(4-nitro-fenil)-1,2,4-oxadiazol-5-i1] acil-3,4-metilenodioxi-fenil-

hidrazona (M6C2)
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Espectro 26 - RMN'H da 3-[3-(4-nitro-fenil)-1,2,4-oxadiazol-5-i1] acil-3,4-metilenodioxi-fenil-
hidrazona (M6C2)

]
B.852
8.815

7,253
7.231
7,027

7.333
fins
258

8.022

T — . - r - T T T T
12 11 10 3 5 7 ppm

Espectro 26 - RMN'H da 3-[3-(4-nitro-fenil)-1,2,4-oxadiazol-5-il] acil-3,4-metilenodioxi-fenil-
hidrazona (M6C2)
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Espectro 27 - RMN'H da 3-[3-(4-fluoro-fenil)-1,2,4-oxadiazol-5-il] acil-3,4-metilenodioxi-fenil-

hidrazona (M3C2)
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Espectro 27 - RMN'H da 3-[3-(4-fluoro-fenil)-1,2,4-oxadiazol-5-il] acil-3,4-metilenodioxi-fenil-

hidrazona (M3C2)
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Espectro 27 - RMN'H da 3-[3-(4-fluoro-fenil)-1,2,4-oxadiazol-5-il] acil-3,4-metilenodioxi-fenil-
hidrazona (M3C2)
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Espectro 27 - RMN'H da 3-[3-(4-fluoro-fenil)-1,2,4-oxadiazol-5-il] acil-3,4-metilenodioxi-fenil-
hidrazona (M3C2)
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Espectro 28 - RMN'H da 3-[3-(4-cloro-fenil)-1,2,4-oxadiazol-5-il] acil-3,4-metilenodioxi-fenil-

hidrazona (M4C2)
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Espectro 28 - RMN'H da 3-[3-(4-cloro-fenil)-1,2,4-oxadiazol-5-il] acil-3,4-metilenodioxi-fenil-

hidrazona (M4C2)
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Espectro 28 - RMN'H da 3-[3-(4-cloro-fenil)-1,2,4-oxadiazol-5-il] acil-3,4-metilenodioxi-fenil-

hidrazona (M4C2)

Espectro 28 - RMN'H da 3-[3-(4-cloro-fenil)-1,2,4-oxadiazol-5-il] acil-3,4-metilenodioxi-fenil-

hidrazona (M4C2)
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Espectro 28 - RMN'H da 3-[3-(4-cloro-fenil)-1,2,4-oxadiazol-5-il] acil-3,4-metilenodioxi-fenil-

hidrazona (M4C2)
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Espectro 28 - RMN'H da 3-[3-(4-cloro-fenil)-1,2,4-oxadiazol-5-il] acil-3,4-metilenodioxi-fenil-

hidrazona (M4C2)
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Espectro 28 - RMN'H da 3-[3-(4-cloro-fenil)-1,2,4-oxadiazol-5-il] acil-3,4-metilenodioxi-fenil-
hidrazona (M4C2)
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Espectro 29 - RMN'H da 3-[3-(4-hidroxi-fenil)-1,2,4-oxadiazol-5-il] acil-3,4-metilenodioxi-fenil-

hidrazona (M29C3)
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Espectro 29 - RMN'H da 3-[3-(4-hidréxi-fenil)-1,2,4-oxadiazol-5-i1] acil-3,4-metilenodioxi-fenil-
hidrazona (M29C3)
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Espectro 29 - RMN'H da 3-[3-(4-hidréxi-fenil)-1,2,4-oxadiazol-5-il] acil-3,4-metilenodioxi-fenil-
hidrazona (M29C3)
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Espectro 29 - RMN'H da 3-[3-(4-hidroxi-fenil)-1,2,4-oxadiazol-5-i1] acil-3,4-metilenodioxi-fenil-
hidrazona (M29C3)
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Espectro 29 - RMN'H da 3-[3-(4-hidréxi-fenil)-1,2,4-oxadiazol-5-i1] acil-3,4-metilenodioxi-fenil-

hidrazona (M29C3)
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Espectro 30 - RMN'H da 3-(3-fenil-1,2,4-oxadiazol-5-il) acil-4-fluoro-fenil-hidrazona (M15C3)
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Espectro 30 - RMN'H da 3-(3-fenil-1,2,4-oxadiazol-5-il) acil-4-fluoro-fenil-hidrazona (M15C3)
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Espectro 30 - RMN'H da 3-(3-fenil-1,2,4-oxadiazol-5-il) acil-4-fluoro-fenil-hidrazona (M15C3)
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Espectro 31 - RMN'H da 3-[3-(4-toluil)-1,2,4-oxadiazol-5-il] acil-4-fluoro-fenil-hidrazona
(M16C3)
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Espectro 31 - RMN'H da 3-[3-(4-toluil)-1,2,4-oxadiazol-5-il] acil-4-fluoro-fenil-hidrazona
(M16C3)
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Espectro 31 - RMN'H da 3-[3-(4-toluil)-1,2,4-oxadiazol-5-il] acil-4-fluoro-fenil-hidrazona
(M16C3)
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Espectro 31 - RMN'H da 3-[3-(4-toluil)-1,2,4-oxadiazol-5-il] acil-4-fluoro-fenil-hidrazona
(M16C3)
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Espectro 32 - RMN'H da 3-[3-(4-bromo-fenil)-1,2,4-oxadiazol-5-il] acil-4-fluoro-fenil-hidrazona
(M19C3)
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Espectro 32 - RMN'H da 3-[3-(4-bromo-fenil)-1,2,4-oxadiazol-5-il] acil-4-fluoro-fenil-hidrazona

(M19C3)
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Espectro 32 - RMN'H da 3-[3-(4-bromo-fenil)-1,2,4-oxadiazol-5-il] acil-4-fluoro-fenil-hidrazona
(M19C3)
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Espectro 32 - RMN'H da 3-[3-(4-bromo-fenil)-1,2,4-oxadiazol-5-il] acil-4-fluoro-fenil-hidrazona
(M19C3)
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Espectro 33 - RMN'H da 3-[3-(4-metoxi-fenil)-1,2,4-oxadiazol-5-il] acil-4-fluoro-fenil-hidrazona

(M21C3)
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Espectro 33 - RMN'H da 3-[3-(4-metoxi-fenil)-1,2,4-oxadiazol-5-il] acil-4-fluoro-fenil-hidrazona

(M21C3)
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Espectro 33 - RMN'H da 3-[3-(4-met6xi-fenil)-1,2,4-oxadiazol-5-il] acil-4-fluoro-fenil-hidrazona
(M21C3)
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Espectro 33 - RMN'H da 3-[3-(4-met6xi-fenil)-1,2,4-oxadiazol-5-il] acil-4-fluoro-fenil-hidrazona
(M21C3)
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Espectro 33 - RMN'H da 3-[3-(4-metoxi-fenil)-1,2,4-oxadiazol-5-il] acil-4-fluoro-fenil-hidrazona
(M21C3)
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Espectro 34 - RMN'H da 3-[3-(4-nitro-fenil)-1,2,4-oxadiazol-5-il] acil-4-fluoro-fenil-hidrazona
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Espectro 34 - RMN'H da 3-[3-(4-nitro-fenil)-1,2,4-oxadiazol-5-il] acil-4-fluoro-fenil-hidrazona

(M20C3)
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Espectro 34 - RMN'H da 3-[3-(4-nitro-fenil)-1,2,4-oxadiazol-5-il] acil-4-fluoro-fenil-hidrazona
(M20C3)
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Espectro 34 - RMN'H da 3-[3-(4-nitro-fenil)-1,2,4-oxadiazol-5-il] acil-4-fluoro-fenil-hidrazona
(M20C3)
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Espectro 34 - RMN'H da 3-[3-(4-nitro-fenil)-1,2,4-oxadiazol-5-il] acil-4-fluoro-fenil-hidrazona
(M20C3)
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Espectro 35 - RMN'H da 3-[3-(4-fluoro-fenil)-1,2,4-oxadiazol-5-il] acil-4-fluoro-fenil-hidrazona
(M17C3)
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Espectro 35 - RMN'H da 3-[3-(4-fluoro-fenil)-1,2,4-oxadiazol-5-il] acil-4-fluoro-fenil-hidrazona
(M17C3)
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Espectro 35 - RMN'H da 3-[3-(4-fluoro-fenil)-1,2,4-oxadiazol-5-il] acil-4-fluoro-fenil-hidrazona
(M17C3)
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Espectro 36 - RMN'H da 3-[3-(4-cloro-fenil)-1,2,4-oxadiazol-5-il] acil-4-fluoro-fenil-hidrazona

(M18C3)
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Espectro 36 - RMN'H da 3-[3-(4-cloro-fenil)-1,2,4-oxadiazol-5-il] acil-4-fluoro-fenil-hidrazona

(M18C3)
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Espectro 36 - RMN'H da 3-[3-(4-cloro-fenil)-1,2,4-oxadiazol-5-il] acil-4-fluoro-fenil-hidrazona
(M18C3)
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Espectro 36 - RMN'H da 3-[3-(4-cloro-fenil)-1,2,4-oxadiazol-5-il] acil-4-fluoro-fenil-hidrazona
(M18C3)
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Espectro 36 - RMN'H da 3-[3-(4-cloro-fenil)-1,2,4-oxadiazol-5-il] acil-4-fluoro-fenil-hidrazona
(M18C3)
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Espectro 37 - RMN'H da 3-[3-(4-hidroxi-fenil)-1,2,4-oxadiazol-5-il] acil-4-fluoro-fenil-
hidrazona (M32C3)
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Espectro 37 - RMN'H da 3-[3-(4-hidroxi-fenil)-1,2,4-oxadiazol-5-11] acil-4-fluoro-fenil-
hidrazona (M32C3)
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Espectro 37 - RMN'H da 3-[3-(4-hidroxi-fenil)-1,2,4-oxadiazol-5-il] acil-4-fluoro-fenil-
hidrazona (M32C3)

Espectro 37 - RMN'H da 3-[3-(4-hidroxi-fenil)-1,2,4-oxadiazol-5-il] acil-4-fluoro-fenil-
hidrazona (M32C3)
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Espectro 38 - RMN'H da 4-(3-fenil-1,2,4-oxadiazol-5-il) acil-1-fenil-tiossemicarbazida (FTSCF)
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Espectro 38 - RMN'H da 4-(3-fenil-1,2,4-oxadiazol-5-il) acil-1-fenil-tiossemicarbazida (FTSCF)
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Espectro 38 - RMN'H da 4-(3-fenil-1,2,4-oxadiazol-5-il) acil-1-fenil-tiossemicarbazida (FTSCF)
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Espectro 39 - RMN'H da 4-[3-(4-toluil)-1,2,4-oxadiazol-5-il] acil-1-fenil-tiossemicarbazida
(TTSCF)
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Espectro 39 - RMN'H da 4-[3-(4-toluil)-1,2,4-oxadiazol-5-il] acil-1-fenil-tiossemicarbazida
(TTSCF)
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Espectro 39 - RMN'H da 4-[3-(4-toluil)-1,2,4-oxadiazol-5-il] acil-1-fenil-tiossemicarbazida
(TTSCF)
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Espectro 39 - RMN'H da 4-[3-(4-toluil)-1,2,4-oxadiazol-5-i1] acil-1-fenil-tiossemicarbazida
(TTSCF)
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Espectto 40 - RMN'H da  4-[3-(4-bromo-fenil)-1,2,4-oxadiazol-5-il]  acil-1-fenil-
tiossemicarbazida (BTSCF)
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Espectro 40 - RMN'H da  4-[3-(4-bromo-fenil)-1,2,4-oxadiazol-5-il]  acil-1-fenil-

tiossemicarbazida (BTSCF)
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Espectro 40 - RMN'H da  4-[3-(4-bromo-fenil)-1,2,4-oxadiazol-5-il]  acil-1-fenil-
tiossemicarbazida (BTSCF)
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Espectro 41 - RMN'H da  4-[3-(4-metoxi-fenil)-1,2,4-oxadiazol-5-il]
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Espectro 41 - RMN'H da 4-[3-(4-metdxi-fenil)-1,2,4-oxadiazol-5-i1]

tiossemicarbazida (MTSCF)
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Espectro 41 - RMN'H da  4-[3-(4-metoxi-fenil)-1,2,4-oxadiazol-5-il]  acil-1-fenil-
tiossemicarbazida (MTSCF)

Espectro 41 - RMN'H da  4-[3-(4-metoxi-fenil)-1,2,4-oxadiazol-5-il]  acil-1-fenil-
tiossemicarbazida (MTSCF)
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Espectro 42 - RMN'H da 4-[3-(4-nitro-fenil)-1,2,4-oxadiazol-5-il] acil-1-fenil-tiossemicarbazida
(NTSCF)
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Espectro 42 - RMN'H da 4-[3-(4-nitro-fenil)-1,2,4-oxadiazol-5-il] acil-1-fenil-tiossemicarbazida

(NTSCF)
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Espectro 42 - RMN'H da 4-[3-(4-nitro-fenil)-1,2,4-oxadiazol-5-il] acil-1-fenil-tiossemicarbazida
(NTSCF)
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Espectro 43 - Espectro de massa. da 3-(3-fenil-1,2,4-oxadiazol-5-il) acil-3,4-metilenodidxi-fenil-
hidrazona (M1C2)
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Espectro 44 - Espectro de massa da 3-[3-(4-toluil)-1,2,4-oxadiazol-5-il] acil-3,4-metilenodioxi-
fenil-hidrazona (M2C2)

185



Planejamento Bioisostérico, Sintese ¢ Avaliagdo Farmacologica... dos Santos Filho, J. M.

iBackground Subtract T NGCONDATANMC 284 Date: 04/27/01 15:45:2¢
Comment ; AMOSTRA MELC2 MAURICIO
Avarage of: 79 to 83 Minus: 51 to 55 100% = 10782085
100% 147 i
1 o
H
| “ |
H
O—JO
SMP
BKG_ Br i
134
414
190
152
104
T T 94 gg 125 it 354
I,711_[Il|ll h J IR I ll.lmII |IJ-‘| it ‘ll ?S.ZI .3]:5_ — 381 L
40 b0 B0 100 170 140 160 180 200 220 240 250 230 300 320 341] 360 380 400 420

Espectro 45 - Espectro de massa da 3-[3-(4-bromo-fenil)-1,2,4-oxadiazol-5-i1] acil-3,4-
metilenodioxi-fenil-hidrazona (M5C2)
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Espectro 46 - Espectro de massa da 3-[3-(4-metoxi-fenil)-1,2,4-oxadiazol-5-il] acil-3,4-
metilenodioxi-fenil-hidrazona (M7C2)
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Espectro 47 -
metilenodioxi-fenil-hidrazona (M6C2)
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Espectro de massa da 3-[3-(4-nitro-fenil)-1,2,4-oxadiazol-5-il] acil-3,4-

Espectro 48 - Espectro de massa da 3-[3-(4-fluoro-fenil)-1,2,4-oxadiazol-5-il] acil-3,4-

metilenodioxi-fenil-hidrazona (M3C2)
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Espectro 49 - Espectro de massa da 3-[3-(4-cloro-fenil)-1,2,4-oxadiazol-5-i1] acil-3,4-
metilenodioxi-fenil-hidrazona (M4C2)
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Espectro 50 - Espectro de massa da 3-[3-(4-hidroxi-fenil)-1,2,4-oxadiazol-5-il] acil-3,4-
metilenodioxi-fenil-hidrazona (M29C3)
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Espectro 51 - Espectro de massa da 3-(3-fenil-1,2,4-oxadiazol-5-il) acil-4-fluoro-fenil-hidrazona

(M15C3)
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Espectro 52 - Espectro de massa da 3-[3-(4-toluil)-1,2,4-oxadiazol-5-11] acil-4-fluoro-fenil-

hidrazona (M16C3)
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Espectro 53 - Espectro de massa da 3-[3-(4-bromo-fenil)-1,2,4-oxadiazol-5-il] acil-4-fluoro-fenil-

hidrazona (M19C3)
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Espectro 54 - Espectro de massa da 3-[3-(4-metdxi-fenil)-1,2,4-oxadiazol-5-il] acil-4-fluoro-

fenil-hidrazona (M21C3)
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Espectro 55 - Espectro de massa da 3-[3-(4-nitro-fenil)-1,2,4-oxadiazol-5-il] acil-4-fluoro-fenil-

hidrazona (M20C3)
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Espectro 56 - Espectro de massa da 3-[3-(4-fluoro-fenil)-1,2,4-oxadiazol-5-i1] acil-4-fluoro-fenil-

hidrazona (M17C3)

191



Planejamento Bioisostérico, Sintese ¢ Avaliagdo Farmacologica... dos Santos Filho, J. M.

I Background Subtract & \GCQ\DATA\J-U.&CB Date: 05/24/00L 15:37:2¢
Camment : AMOSTRA M18C3 HMAURICIO
Average of : €6 to 70 Minus: 38 to 42 100% = 14515489
100% 223

oy
R

137

238 258 278

301 315

T 1
40 60 B0 100 120 140 1e0 180 200 220 240 260 B0 300 320 3;0

Espectro 57 - Espectro de massa da 3-[3-(4-cloro-fenil)-1,2,4-oxadiazol-5-il] acil-4-fluoro-fenil-
hidrazona (M18C3)
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Espectro 58 - Espectro de massa da 3-[3-(4-hidréxi-fenil)-1,2,4-oxadiazol-5-i1] acil-4-fluoro-
fenil-hidrazona (M32C3)
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Espectro 59 - Espectro de massa da 4-(3-fenil-1,2,4-oxadiazol-5-il) acil-1-fenil-tiossemicarbazida

(FTSCF)
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Espectro 60 - Espectro de massa da 4-[3-(4-toluil)-1,2,4-oxadiazol-5-il] acil-1-fenil-
tiossemicarbazida (TTSCF)
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Espectro 61 - Espectro de massa da 4-[3-(4-bromo-fenil)-1,2,4-oxadiazol-5-il] acil-1-fenil-
tiossemicarbazida (BTSCF)
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Espectro 62 - Espectro de massa da 4-[3-(4-metdxi-fenil)-1,2,4-oxadiazol-5-il] acil-1-fenil-
tiossemicarbazida (MTSCF)
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Espectro 63 - Espectro de massa da 4-[3-(4-nitro-fenil)-1,2,4-oxadiazol-5-11] acil-1-fenil-
tiossemicarbazida (NTSCF)

195



