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RESUMO

A humanidade ao longo do tempo tratou suas enfermidades com preparacfes obtidas de
fontes naturais, através da observacdo dos efeitos terapéuticos. Com o surgimento da
industria farmacéutica, esse conhecimento empirico foi utilizado para o isolamento de
substancias com o uso de elucidacdo estrutural. Desde entdo, as abordagens focaram na
identificacdo de moléculas potentes e seletivas. Neste trabalho, foi sintetizada uma série de
derivados da nitrofurantoina, com andlises das atividades antimicrobiana, antitumoral e
toxicidade. Os mesmos foram sintetizados a partir da nitrofurantoina, a elucidacéo estrutural
foi realizada através da analise de RMN *H, e V. Com relagdo as atividades biolégicas, os
testes antimicrobianos foram realizados in vitro, frente aos microorganismos da colecdo do
Departamento de Antibidticos da UFPE. Os derivados demonstraram conservacdo da
atividade antimicrobiana, e em alguns casos possuiram atividade mais pronunciada que o
prototipo Nitrofurantoina. Com relacdo a atividade antitumoral, as amostras foram
submetidas a ensaios de citotoxicidade, realizados também no Departamento de Antibi6ticos
da UFPE. Algumas substancias apresentaram um percentual de citotoxicidade variando de
51-100% indicando que apresentam atividade para o potencial citotdxico. Contudo, 0s
derivados demonstraram certa conservacao e até elevada atividade bioldgica em comparacdo
com seu prototipo e podem ser considerados promissores protétipos a famacos.

Palavras - chave: Anticancer. Nitrocompostos. Nitrofurantoina. Alquilacéo.
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ABSTRACT

Mankind over time their diseases treated with preparations obtained from natural sources, by
observing the therapeutic effects. With the emergence pharmaceutical industry, this
empirical knowledge was used for isolation of substances with the use of structural
elucidation. Since then, the approaches focused on the identification of potent and selective
molecules. In this study, a series of derivatives was synthesized nitrofurantoin, with analysis
of the antimicrobial, and antitumor toxicity. They were synthesized from the nitrofurantoin,
the structural elucidation was performed by 1H NMR analysis and IR. With respect to
biological activity, antimicrobial tests were performed in vitro, compared with
microorganisms from the collection of the Department of Antibiotics UFPE. The derivatives
showed preservation of antimicrobial activity, and in some cases possessed more
pronounced activity than nitrofurantoin prototype. With respect to antitumor activity,
samples were submitted for cytotoxicity tests also performed in the Department of
Antibiotics UFPE. Some substances showed an cytotoxicity percentage ranging from 51-
100% indicating that present moderate activity for the cytotoxic potential. However, certain
derivatives conservation and demonstrated by high biological activity compared to a
prototype and can be considered a promising prototype famacos.

Key-words: Anticancer. Nitrocompounds. Nitrofurantoin. Alkylation.
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1.INTRODUCAO

A humanidade enfrenta grandes problemas na descoberta de novas drogas para sanar

principalmente falhas na terapéutica de infec¢des bacterianas e na quimioterapia do Cancer.

Atualmente a terapia antimicrobiana torna-se um desafio, devido ao uso abusivo dos
agentes antibacterianos, acarretando no desenvolvimento de resisténcia. Segundo Andrea
Massunari 2007, mortes associadas a infecgOes bacterianas variam de 12% a 81% no mundo
todo, dependendo das condicOes e particularidades dos tipos de pacientes e tratamentos
utilizados, observando-se que a elevacdo das taxas de mortalidade esta associada,
fundamentalmente, ao aumento do espectro de resisténcia dos patégenos (MASSUNARI et
al., 2005).

Devido a esses fatores a pesquisa por novos agentes antimicrobianos, torna-se uma
questdo de urgéncia médica. Desde a introducdo dos antimicrobianos naturais como as
penicilinas, bem como os semi-sintéticos em meados do século XX, a crescente ineficacia

desses agentes se tornou um desafio de satde publica (WHO ;1990) .

Farmacos ja utilizados na terapéutica como agentes antimicrobianos como a
Nitrofurantoina, tornam-se importantes alvos de pesquisa, visto que apresentam uma
atividade antibacteriana conhecida e possuem sitios que podem ser modificados para
melhoria de seu mecanismo de acdo, bem como diminuicdo da toxicidade. Desta forma,
novos derivados podem ser obtidos e avaliados com relacdo a acdo antimicrobiana podendo

se tornar importantes ferramentas no combate contra as infeccdes microbianas.

Com relacdo ao Cancer a problematica é outra, o tratamento é feito por meio de
Cirurgias, Radioterapias ou Quimioterapias. Os quimioterapicos ndo atuam exclusivamente
sobre as células tumorais, mas também em células sadias que estdo em constante renovagdo
tais como: medula dssea e células do tubo digestivo, o que torna o tratamento bastante

agressivo ao paciente.

Além disso, o desenvolvimento de resisténcia a drogas antineoplasicas levam a uma
falha na quimioterapia (CHUNG et al., 2003), pois algumas populacdes celulares acabam
por desenvolver uma nova codificacdo genetica apds exposicdo a elas. Com isso, constantes
pesquisas na industria farmacéutica visam obter drogas cada vez mais especificas e com

menos efeitos deletérios sobre o corpo. Neste contexto, a modificagdo molecular surge como

Marcia Izabel Freire de Souza
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uma importante ferramenta para elaboracdo de novos candidatos a farmacos antitumorais,

visando a diminuicédo de resisténcia e inibicdo significativa do crescimento do tumor.

Segundo Leonardo Vianna 2009, grandes vantagens sdo observadas com o
planejamento de novos farmacos a partir de outros pré-existentes (ALMEIDA ; 2009).
Dentre essas vantagens pode-se citar 0 mecanismo de acdo, reacGes adversas, acao
terapéutica e perfil farmacocinético que ja sdo conhecidas (FRIIS et al., 1996). Portanto, a
utilizacdo de antimicrobianos nitro-aromaticos como prototipos € bastante interessante para
o0 desenvolvimento de novas moléculas com potencial terapéutico para tornarem-se novos

agentes antimicrobianos.

O grupo nitro esta presente em uma variedade de substancias que apresentam
atividade antimicrobiana, como por exemplo: furazolidona, metronidazol, secnidazol,
tinidazol, cloranfenicol, nitrofurantoina,  nitrofural,  nitrofurazona, (atividade
antimicrobiana), Oxaminiquina (atividade esquistossomicida); benznidazol (BZN),
nifurtimox (atividade antichagésica), como também em outras classes terapéuticas (CHUNG
et al., 2003). .A utilizacdo do grupo nitro na obtencdo de novas moléculas apresenta uma
restricdo devido ao aumento da potencialidade de toxicidade do mesmo. No entanto, €
possivel diminuir esta toxicidade utilizando a estratégia de latenciacdo, na obtencao de pro-
farmacos (CHUNG et al., 2003).

E importante destacar que o melhor desempenho da atividade bioldgica pode ocorrer
com a introducdo de novos nitrocompostos, baseados em estruturas ja conhecidas e com
bioatividade comprovada, resultantes de modificacbes moleculares planejadas com base na
influéncia de propriedades fisico-quimicas que influenciam a atividade desta classe de
compostos (LENKE et al., 2008).

Portanto, o objetivo deste trabalho foi a sintese de nitrocompostos derivados da
Nitrofurantoina, visto que este composto apresenta uma agdo antimicrobiana j& reconhecida,
porém existem varios relatos na literatura sobre suas acdes toxicas, através da modificacdo

molecular.

Foram obtidos novos derivados N-alquilados, aminados e eterificados, tanto os
protétipos quanto os derivados foram avaliados quanto a sua toxicidade além da acédo

antimicrobiana e antitumoral, testes estes inéditos para 0s compostos em quest&o.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 Generalidades da Quimica Medicinal

A Quimica Medicinal envolve a invencdo, a descoberta, o desenho, a identificagdo e
a preparacdo de farmacos. Além do estudo e da interpretacdo de seu modelo de acéo ao nivel
molecular (IUPAC ; 2008).

O processo de descoberta e desenvolvimento de farmacos (P&D) é complexo, longo
e de alto custo, tendo suas raizes profundamente ligadas as inovagdes cientificas e
tecnoldgicas (SILVA ., 2013). A quimica medicinal, de reconhecido papel no processo de
P&D de farmacos, abrange diversas especialidades, tais como; quimica organica,

bioquimica, farmacologia, informatica, biologia molecular e estrutural, entre outras.

E incluido também nesse contexto, fatores relacionados a absorcao, a distribuicio e a
toxicidade de compostos (WERMUTH; 1998), (WERMUTH; 2008).

2.2 Evolucéo da Quimica Medicinal.

A humanidade ao longo do tempo tratou suas enfermidades e sintomas com
preparacdes obtidas de fontes naturais (vegetais, animais e minerais), onde se baseavam na
observacdo empirica dos efeitos terapéuticos destas preparaces originando a Medicina
tradicional (CALIXTO et al., 2008), (JALENCA,; 2013).

No final do século XIX surgiram as primeiras industrias farmacéuticas, que
utilizaram esse conhecimento empirico para o0 isolamento das substancias que eram
responsaveis pelos efeitos bioldgicos observados. Utilizaram para isso ferramentas de
elucidacdo estrutural (MORPHY et al, 2008), (COSTANTINO et al., 2013).

Posteriormente, passaram a utilizar ensaios in vivo em animais, para triagem dos compostos.

Nos anos subsequentes, surgiram dois conceitos que fundamentaram a descoberta da

ligagdo do farmaco com receptores especificos. O primeiro conceito foi introduzido por
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Fischer (1852-1919), denominado de complementaridade molecular ilustrado pelo modelo
“chave — fechadura”, e o segundo foi a teoria dos “receptores especificos”. Esses conceitos
combinados serviram de base para a identificagcdo, planejamento e desenvolvimento de
farmacos (SAMS; 2005), (MEDINA et al., 2013)

Por volta dos anos 50 e 60, surgiram as estratégias classicas de modificacdo
estrutural. Nos anos 60 e 70 ocorreu a determinacgédo da estrutura de proteinas, por difracao

de raios x e quimica computacional e modelagem molecular.

Com o surgimento da quimica combinatoria e da triagem robotizada de alto
rendimento, ocorreu um aumento no nimero de novas entidades quimicas testadas in silico e
in vitro em um curto espaco de tempo. Desde entdo, as abordagens empregadas pela

indUstria farmacéutica focaram na identificacdo de moléculas potentes e seletivas.

2.3 Planejamento de Farmacos.

Entre as inimeras atribuicdes da quimica medicinal estd o planejamento racional,
envolvendo a sintese ou isolamento de substancias, a identificacdo ou elucidacdo estrutural,
descricdo das moléculas desde sua constituicdo atbmica até suas caracteristicas estruturais e
interacdes com os diferentes sistemas biofase/bioldgicos; a compreensdo em nivel molecular
de processos bioquimicos, farmacoldgicos, toxicologicos e farmacocinéticos (AMARAL;
2002).

2.4 Ferramentas usadas para a modificacdo molecular.
Dentre as ferramentas usadas para a modificagdo molecular podemos citar:
2.4.1 Simplificagdo Molecular.

Consiste na modificacdo molecular ou otimizacdo de farmacos e/ou prototipos,
permitindo a obtencdo de novos anélogos ativos de estruturas mais simples em relacéo ao

prototipo como pode-se observar na Figura 1, Ex: cocaina —rocaina (CERA; 2004).

Marcia Izabel Freire de Souza



25

Figura 1. Modificacéo estrutural progressiva da cocaina.
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Fone: CERA; 2004.

2.4.2 Disjuncéo de anéis.

Moléculas com sistemas ciclicos, podendo ter os ciclos; abertos, expandidos,
contraidos, retirados ou modificados de diversas maneiras. A disjuncdo de anéis tem como
principal objetivo a simplificacdo progressiva em relacdo ao farmaco original, Figura 2. A
reorganizacdo de sistemas anelares pode ser realizada por fusdo ou dissociacdo desses
sistemas de anéis (CERA; 2004).

Figura 2. Dissociacdo de sistemas anelares fundidos, dissocia¢do do grupo benzénico

do sistema anelar fundido da estrutura do bemperidol resultando em espiroperidol

F/
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Fonte: CERA; 2004.
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2.4.3 Sintese de série homdlogas.

E a sintese de séries homologas, onde a principal diferenca entre as moléculas é a

introducao de um grupo metilénico, Figura 3.

Figura 3. Série de homolégos monoalquilados de 1-metil-1,2,3,4-

tetraidropiridilpirazinas (Agonistas de receptores muscarinicos)

F: OIMet, OEt, O-n-Prop, O-n-But,
(O-n-Pent, O-n-Hex, O-n-Hept

Fonte: CERA; 2004.

2.4.4 Bioisosterismo.

O bioisosterismo refere-se a compostos de subunidades estruturais e bioativos que
apresentam volumes moleculares, formas, distribuicdo eletrbnica e propriedades fisico-

quimicas semelhantes, capazes de apresentar propriedades bioldgicas similares.

Baseia-se, na trocas de determinados fragmentos moleculares, por exemplo, um
grupamento funcional por outro que apresentem propriedades fisico-quimicas similares
como a acidez, dentre outras (BARREIRO; 2001)

2.4.5 Hibridizagéo.

A hibridizacdo molecular é um termo definido sucintamente como uma juncéo de
fragmentos bioativos em uma estrutura molecular quimica Gnica. E uma estratégia classica
eficiente para o desenho de novos prototipos (MASSUNARI; 2005). Pode ser baseada na
jungdo de farmacos distintos (droga-droga), ou de grupos farmacoforicos de farmacos
distintos (farmacoférica). A nova molécula produzida passa a se chamar hibrido, o qual
frequentemente apresenta maior afinidade e eficacia que os compostos que Ihe deram origem
(NEPALLI; 2014).
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Um exemplo de hibridacdo do tipo droga-droga € a sintese do benorilato, um
farmaco anti-inflamatério, analgésico e antipirético, obtido mediante reacdo entre o
paracetamol (analgésico e antipirético) e o cloreto do &cido acetilsalicilico, Figura 4, um
derivado do acido acetilsalicilico (anti-inflamatério, analgésico e antipirético). A mesma
estratégia foi utilizada para obter outro hibrido com as mesmas agdes farmacoldgicas, o
acetaminossalol, sintetizado a partir do paracetamol e do &cido salicilico (KOROLKOVAS
et al 1988).

Figura 4. Estruturas quimicas do benorilato e acetaminossalol, hibridos obtidos por
hibridizacdo molecular do tipo droga-droga

Acido

i T I Acido Salicilico
Paracetamol Acetilsalicilico Paracetamol =777 2T

. Acetaminossalol
Benorilato

Fonte: KOROLKOVAS et al 1988 .

2.4.6 Latenciacao.

Transformacdo do farmaco em forma de transporte inativo que, in vivo, mediante reacdo
quimica ou enzimatica, libera a porcao ativa no local de acdo ou proximo dele. Uma das
formas latentes obtidas mediante este processo denomina-se pro-farmaco, Figura 5
(CHUNG; 1999).

Figura 5. Representacdo esquematica do conceito de pré-farmaco.

enzimadtica ou quitica

FARMACO A FARMACC + TRANSPORTADOR

] Biotransformacso

PRO-FARMACO 8| » PRO-FARMACO

Barraira

Fonte: CHUNG:; 1999.
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De acordo com Wermuth, 1984 os pré-farmacos podem ser classificados em:

a)Pro-farmaco classico;
b)Bioprecurssores;
c)Pro-farmacos mistos;

d)Farmacos dirigidos.

a)Pro-farmacos classicos:

Promovem a melhoria da atividade terapeutica por aumento de biodisponibilidade,
diminuicdo da toxicidade, prolongamento da acdo, aumento da seletividade, mediante a
escolha de transportador adequado. S&o menos ativos ou inativos quando comparados a

matriz e devem sofrer reacdo hidrolitica para liberar a porcéo ativa.

b)Bioprecurssores:

Diferentemente dos pré-farmacos, esse tipo de forma latente ndo apresenta
transportador. Constituem-se em moléculas resultantes de modificagdo molecular com a
formacdo de um novo composto que deve sofrer metabolizacdo, geralmente, pelo sistema

redox celular para transformar-se em metabolito ativo, Figura 6 (WERMUTH; 1996).

Figura 6. Convergdo in vivo de N-alquilaminobenzofenonas em derivados

benzodiazepinicos

o o8
X=H alprazolam 20

(19 X=Cl triazolam
Fonte: WERMUTH; 1996.
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.C)Pro-farmacos mistos:

Apresentam, a0 mesmo tempo, caracteristicas de pro-farmacos classicos e de bioprecursores.
Um exemplo é a utilizacdo dos esteres de trigomelina como transportadores de farmacos de
acao central (WERMUTH; 1996).

Estes atravessam a barreira hematoencefalica, sofrem acao do sistema redox celular,
tornam-se carregados ficam retidos no sistema nervoso central e ap6s hidrolise, liberam o

farmaco. Este sistema é chamado de sistema de liberacéo quimica, Figura 7.

Figura 7. Esquema de liberacdo quimica no sistema nervoso central.
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Fonte: (WERMUTH; 1996).

.d)Farmacos dirigidos:
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Os transportadores utilizados nesta forma latente sdo capazes de transportar 0s
farmacos seletivamente do local de administracdo até o sitio de acdo (receptores
especificos), (TROUET. O objetivo principal do famaco dirigido € minimizar as reagdes
adversas provocadas pela acdo inespecifica do farmaco em outros alvos, diminuindo, a

toxicidade.

Na aplicacdo de estratégias de planejamento de farmacos, os estudos dos processos
evolutivos de reconhecimento molecular em sistemas bioldgicos assumem grande
importancia, pois constituem as bases fundamentais para o entendimento de propriedades
como poténcia, afinidade e seletividade. Diante desse complexo paradigma, as ferramentas
biotecnologicas associadas aos métodos de quimica medicinal ganham papel destacado no

desenvolvimento de novas moléculas com atividade bioldgica (GUIDO et al., 2008).

2.4.7 Escolha de um protétipo a farmaco.

A descoberta dos primeiros compostos bioativos restrigia-se a curiosidade humana.
A falta de conhecimento especifico assossiava-se a “serendipidade”, palavra relacionada as
descobertas acidentais, resultando no conhecimento popular traduzido na etnofarmacologia,
usada ainda hoje como ponto de partida para a obtencdo de compostos ativos (WERMUTH,;
2008).

Nas ultimas décadas, houve uma revolucdo no processo de descoberta de farmacos.
O desenho de candidatos seria orientado pela compreensdo do sitio de reconhecimento
molecular da enzima central ou alvo envolvido na fisiopatologia. As vias disponiveis para o
planejamento de prot6tipos de farmacos, foram organizados por Wermuth em diferentes
abordagens (WERMUTH; 2008);

a)Desenho de anélogos;
b)Triagem sistematica;
c)Exploracdo de informagdes bioldgicas e farmacologicas;

d)Desenho sob medida.
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e Desenho de analogos.

Estratégia mais utilizada no planejamento de farmacos, uma vez que envolve menos
riscos de insucessos, pois parte de um farmaco j& bem estabelecido quanto aos perfis
farmacodindmicos e farmacocinéticos.

e Triagem sistemaética.

Consiste na avaliacdo de uma biblioteca de compostos de origem sintética ou natural
em promissores alvos disponiveis cuja tendéncia tem sido os modelos in vitro: ensaio de
ligacdo, quantificacdo de inibigdo enzimatica, atividade em 6rgédo ou células isoladas, entre
outros (WERMUTH; 2008).

e Exploracdo de informacdes bioldgicas.

Descoberta de novos compostos bioativos através da exploracdo de informacoes
bidlogicas oriundas da etnofarmacologia, fundamentada na medicina popular com a devida
avaliacdo clinica dos seus efeitos.

e Desenho sob medida.

Origina-se do desenho de um protétipo a partir de um ligante conhecido, ou ainda da
topografia do receptor, macromolécula central do processo fisiopatoldgico.
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2.5 Nitrocompostos como importantes prototipos.
2.5.1 Nitrocompostos Generalidades.

Diversas doencas como, por exemplo, a doenca de chagas, cancer e terapia
antimicrobiana possuem falhas na quimioterapia, deficiéncias da terapéutica atual. Fatos
estes que alertam para a sintese de novos compostos (PONTES; 2009). Alguns
nitrocompostos, candidatos potenciais a agentes terapéuticos, destacam-se como
antiparasitarios, antineoplasicos e antibacterianos, ressaltando a importancia desta classe de
compostos (REISDORFER; 2007).

Na década de 40 os nitrocompostos foram introduzidos na terapéutica, neste periodo,
diversos compostos dessa classe foram sintetizados e testados para varias doencas. Os
primeiros compostos nitroheterociclicos utilizados na quimioterapia foram os nitrofuranos.
Trés deles, o nitrofural (Nitrofurazona), a Furazolidona e a Nitrofurantoina (Figura 8), sdo
utilizados no tratamento de varios tipos de infeccdes bacterianas por mais de 50 anos
(BOSQUESI et al., 2009).

Figura 8. Estruturas quimicas da Nitrofurazona, Furazolidona e Nitrofurantoina.
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2.5.2 Atividade Biologica dos Nitrocompostos:

A atividade biologica dos nitrocompostos depende da presenca do grupo  nitro. A
reducdo do mesmo, devido-se a seu carater fortemente aceptor de elétrons, bem como pelo
efeito de ressonancia entre o nitrogénio e os dois atomos de oxigénio de sua estrutura (YAN
et al., 2005), (KOROLKOVAS et al., 1988). O efeito bioldgico, em alguns casos, pode
resultar também da interacdo desses compostos com receptores especificos da biofase, sem
que a reducdo catalitica do grupo nitro seja o elemento essencial da bioatividade do

composto.

A maioria dos nitrocompostos, com acdo antineoplasica, antiparasitaria e
antibacteriana apresenta o processo de biorreducdo enzimatica do grupo nitro como provavel
mecanismo de acdo (TOCHER; 1997), (VIODE et al., 1998), (MAYA et al., 2007). O que 0
torna um requisito imprescindivel para o desempenho da atividade bioldgica.

2.5.3 Mecanismo de Acdao.

O mecanismo de acdo dos nitrocompostos ainda ndo estd totalmente esclarecido.
Essas moléculas atravessam as membranas celulares através de difusdo passiva e essa
passagem aumenta devido a presenca de radicais livres que sdo produzidos pela biorreducéo

e desta forma desestabilizam a membrana celular.

Com o aumento da concentracdo intracelular de nitrocompostos, maior quantidade de
radicais livres é gerada, consequentemente, maior é o dano causado pelo estresse oxidativo
(TOCHER; 1997). De acordo com dados da literatura € consenso que 0 mecanismo de acdo
desta classe de compostos esta ligado ao processo de reducdo in vivo do grupo nitro e a
subseqliente interacdo dos produtos formados e de espécies reativas do oxigénio, com
biomoléculas essenciais de bactérias, fungos e parasitas (VIODE et al., 1998), (MAYA et
al., 2007), (EDWARDS; 1986), (KAPPUS; 1986).

2.5.4 Atividade Antimicrobiana e Antiparasitaria de Nitrocompostos.

Alguns nitroheterociclicos sdo metabolizados por fotobactérias (redutase) ligadas a
ferrodoxina pelo complexo piruvato (flavoproteina, NADPH e ferrodoxina), presente em
alguns microorganismos aerébios ou anaerébios (TOCHER; 1997), (ROLDAN et al., 1988).

No Trypanossoma cruzi, a reducéo do grupo nitro é feita por flavoenzimas, e a producéo de
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nitro radicais anionicos e perdxido podem inibir algumas enzimas que detoxificam os
radicais livres, como a tripanotiona redutase, ou mesmo interagir com o substrato desta
enzima, tornando o parasita suscetivel a acdo toxica destes radicais (VIODE et al., 1998),
(NUNES et al.,1995).

2.5.5 Atividade Antineoplasica e Mutagenicidade de Nitrocompostos.

Entre varias substancias quimicas que possuem carater mutagénico, 0s
nitrocompostos representam um grupo importante devido a presenca de dois grupos
potencialmente reativos como: 0 nitro na posigdo 5 e os substituintes (R) na posigdo 2 do
anel furanico (MCCALLA; 1983), (KOBIERSKA; 1994), (MECCA; 2002), (HIRAKU et
al., 2004).

O grupo nitro sofre reducdo enzimatica, resutando em radicais livres, em sistemas
bacterianos a reducdo do grupo nitro é feita por, no minimo, trés redutases. As reducgdes
resultam de reducbes em cadeia, formando espécies eletrofilicas que reagem com o DNA.
Com relacdo a atividade antineoplésica de nitrocompostos estes tem de modo controverso
despertado interesse na terapia antineoplésica, no tratamento de tumores solidos contendo
areas de hipoxia (HORROKS et al., 2003), (AL-MASOUDI et al., 2006).

Devido a baixa concentracdo de oxigénio intracelular, ocorre a formacéo de radicais
livres, originarios da biorreducdo dos nitrocompostos. Estes radicais livres possuem
potencial de reducdo menores que 0 observado para células normais, justificando assim a
acao citotoxica seletiva de células em hipoxia. Contribuindo assim para o planejamento de
novos farmacos antineoplasicos mais especificos em relacao a esta funcdo (KHLEBNIKOV
etal., 2002).

2.5.6 Nitrocompostos e planejamento molecular

Apesar de a literatura reletar a toxicidade de compostos nitrofuranicos, a utilizacdo
destes compostos na terapéutica ainda € presente e importante, muitas vezes, sendo eficaz
em doencgas negligenciadas (REISDORFER; 2007). Neste contexto, o emprego de
ferramentas de modulacéo da estrutura dos nitrocompostos, possibilitado o planejamento de
moléculas com melhor perfil farmacologico, € bastante promissor (REISDORFER; 2007).

Desta forma, a nitrofurantoina, possuindo em sua estrutura um anel nitrofuranico, torna-se
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uma excelente fonte de pesquisa para novos farmacos, uma vez que a modificagdo molecular
tanto da nitrofurantoina quanto da n-hidroxi-metil-nitrofurntoina, € algo inédito apesar de

serem utilizados ha tantos anos na terapéutica.
2.6 Hidantoinas
2.6.1 Hidantoinas: Generalidades

A hidantoina foi descoberta por Baeyer, em 1861, enquanto pesquisava as rea¢des do
acido urico e corresponde ao 2,4-diceto-tetra-hidro-imidazol Johnson e Chernoff prepararam
a 4-tio-hidantoina, a partir do tratamento da carbetoxi-aminoacetonitrila com H,S em meio
basico (BAEYER; 1965), (JOHNSON; 1992).

A primeira férmula estrutural da hidantoina foi sugerida por Kolbe, em 1870, tendo
sido modificada por Strecker, que, neste mesmo ano, propds uma nova férmula que é aceita
até hoje. A partir dessa época, 0 sistema anelar hidantoinico tem sido intensivamente

estudado tanto no tocante aos aspectos quimicos, quanto biolégicos (BAEYER; 1965).

Os derivados hidantoinicos destacam-se por apresentarem acdo biologica
diversificada, como antimicrobiana, anticonvulsivante e antiparasitaria. E digno de nota que
a hidantoina tem causado um grande impacto na indudstria farmacéutica, visto que varios
farmacos contendo este anel heterociclico sdo utilizados na clinica. Por exemplo, a 5,5-
difenil-hidantoina, denominada genericamente de fenitoina (Dilantin® USA), Figura 9, é
amplamente utilizada no mundo como o anticonvulsivante de escolha no tratamento das
crises epilépticas, especificamente de convulsbes parciais e ténico-clénicas, mas ndo nas
crises de auséncia. Sua atividade antiepilética é, principalmente, associada ao bloqueio dos
canais de sodio (ROGAWSKI; 1990).

Figura 9. Estrutura quimica da Fenitoina
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Farmacos contendo o anel hidantoinico, como os genéricos nifurfolina, nifurtoinol e
nitrofurantoina, apresentam propriedades antibacterianas e anti-sépticas. A nitrofurantoina,
mais utilizada como anti-séptico, devido a sua capacidade de inibir a desidrogenase
bacteriana, provocando a inibi¢cdo da sintese protéica, é amplamente comercializada em

diversos paises no mundo (Berkfurin®, Furadantin®, Nitrex®).

Figura 10. Estruturas quimicas da Nifurfolina e Nitrofurantoina.
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Além das importantes atividades bioldgicas apresentadas por moléculas derivadas da
hidantoina, varios outros aspectos relevantes acerca dessas substancias tém sido abordados
na literatura, cujo foco € dirigido para temas de grande interesse como a reatividade do anel

imidazolidinico, a aplicacdo de novas metodologias de sintese (MEUSEL; 2004).
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2.6.2 Reatividade quimica das Hidantoinas (N-alquilacéo)

As hidantoinas podem ser alquiladas na posi¢do 3 com haletos de alquila tanto em
solventes proticos como apréticos. Outros agentes alquilantes incluem dimetil sulfato e
diazometano. Hidantoinas mono-alquiladas em N1 podem ser obtidas por protecdo do
nitrogénio imida com um grupo amino metil, seguido da alquilagdo do nitrogénio da amida e
da remocéo do grupo protetor por hidrdlise alcalina suave (ORAZI; 1965). Alquilagdes em
N1 sdo conhecidas em compostos hidantoinicos substituidos na posi¢do 3, contudo, ocorrem

em condi¢des mais severas que aquelas em N3 (ORAZI; 1974).

2.6.3 Propriedades Bioldgicas das Hidantoinas

2.6.3.1 Atividade Antimicrobiana das Hidantoinas

Compostos contendo o sistema hidantoinico possuem propriedade antifingica e
antibacteriana: a iprodiona [3-(3,5-diclorofenil)-N-isopropil-2,4-dioxo-imidazolidina-1-
carboxiamida] (Figura 12), constitui o fungicida hidantoinico mais importante, inibindo ao
mesmo tempo a germinacdo de esporos e o crescimento de micélios de fungos (SAULL;
1972).

Figura 11. Estrutura quimica da Iprodiona
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Fonte: SAULI; 1972.

Em 1992, Lima e colaboradores, estudaram a atividade antimicrobiana de derivados
3-(4-cloro-benzil)-5-benzilidenoimidazolidinénicos e observaram, através da determinacéo
da Concentragdo Minima Inibitéria (CMI), que o derivado com o substituinte NO, em

posicdo 4 no grupo benzilideno, foi ativo contra Candida albicans e Neurospora crassa e
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também frente as bactérias Staphylococus aureus, Escherichia coli e Mycobacterium

smegmatis.

O composto 3-(4-cloro-benzil)-4-tioxo-5-arilazo-imidazolidin- 2-ona, foi sintetizado
e sua atividade microbiana foi avaliada, mostrando-se ativo frente ao Bacillus subtilis,
Bacillus anthracis e Serratia marcenscens, dentre outros microrganismos (BRANDAO et
al., 1997).

Em 1999, Albuguerque e colaboradores, sintetizaram e avaliaram a atividade
antimicrobiana de derivados 3-benzil-5-arilidenoimidazolidinénicos. Dez compostos foram
avaliados como potenciais agentes antimicrobianos frente a seis microrganismos
(Staphylococus aureus, Micrococus flavus, Bacillus cereus, Proteus vulgaris, Salmonella

enteritidis e Escherichia coli) e apresentaram uma CMI entre 32 e 128 pug/mL.
2.6.3.2 Atividade Esquistossomicida das Hidantoinas.

Luttermoser e Bond observaram que a 5,5-difenil-hidantoina e a 5-(p-clorofenil)-5-
metil-hidantoina apresentavam atividade frente a vermes adultos de Schistosoma mansoni

em ratos portadores da esquistossomose mansonica (LUTTERMOSER et al., 1954).

A 5-(2,4,5-triclorofenil)-hidantoina e a 1-(5-nitro-tiofeno-3-il)-imidazolidin-2-tiona
também possuem atividade esquistossomicida (ALBUQUERQUE et al., 1999). Benazet e
colaboradores, avaliaram a susceptibilidade in vivo do S. mansoni frente a derivados
imidazolidinénicos 3,5- dissubstituidos, tendo o composto 3-(4-cloro-benzil)-5-(4-
nitrobenzilideno)- imidazolidina-2,4-diona apresentado uma importante atividade
esquistossomicida in vitro (BENAZET et al., 1977).

Em 2005, Albuquerque e colaboradores, avaliaram a atividade esquistossomicida de
derivado tio-hidantoinicos e a mobilidade dos vermes (S. mansoni) foi reduzida apds 24 h de
contato com as drogas. Tambem foi observado que os compostos 3-benzil-5-(4-flGor-
benzilideno)-1-metil-2-tioxo-imidazolidin-4-onas demonstraram baixos niveis de toxicidade

qguando administrados em altas doses nos camundongos ( ALBUQUERQUE et al., 2005).

Diversas atividades bioldgicas sdo atribuidas ao nudcleo hidantoinico, recentemente,
outras atividades estdo sendo relacionadas a este heterociclo (antinflamatéria, (KNOW et al.,
2008) moduladora de colesterol HDL, (ELOKDAH et al., 2004) inibidora de agregacéo
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plaquetaria, (BARRACLOUGH et al., 1994) antiarritmica (DYLAG et al 2004), anticancer
(KUSHEV et al., 2003) e antiviral) (VERLINDEN et al., 2000).

2.6.4 Nitrofurantoina — Generalidades.

A Nitrofurantoina é um eficaz antibacteriano, utilizado em infec¢6es do trato urinario
cujo mecanismo de a¢do molecular ndo esté totalmente delineado (Figura 12) (CHARLES et
al., 1994). Foi introduzida na terapéutica em 1953, é conhecida pelo nome comercial de

Furadantin; corresponde quimicamente a N-(5-Nitro-2-Furfuriliena)-Amino-Hidantoina.

Figura 12. Estrutura quimica da Nitrofurantoina
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Fonte: CHARLES et al., 1994.

A Nitrofurantoina apresenta atividade contra bactérias Gram-positivas e Gram-
negativas, sendo bacteriostatica e bactericida contra a maioria das espécies de estafilococos
e estreptococos. Tem a mesma acdo contra a Escherichia coli e Aerobacter aerogenes. Este
composto € inativo frente a fungos e virus. Sendo utilizada para as infec¢des bacterianas das
vias urinarias também por via oral (HERRLICH; 1976). A Nitrofurantoina em baixas
concentracdes tem sido relatado previamente para inibir a sintese induzida de galactosidase e
galactoquinase em Escherichia coli e galactosidase em Klebsiella aerogenes (GRANT,;
1971), sem afetar a sintese total de proteinas. Em altas concentracBes, o tratamento
Nitrofurantoina inibe as enzimas do ciclo do acido citrico, bem como DNA, RNA e sintese
de proteinas totais por um mecanismo pensado para envolver a reacao dos eletrofilos gerado
na sequéncia da reducdo bacteriana de Nitrofurantoina com sitios nucleofilicos em

macromoléculas bacterianas (FOYE et al., 1995).
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2.6.4.1 Quimica da Nitrofurantoina

A Nitrofurantoina € um agente antimicrobiano sintético que tem sido utilizado na
terapeutica por mais de 50 anos. A nitrofurantoina é historicamente preparada pela reacao de
sulfato de 1 aminohidantoina com o 5 nitro-2-furaldeido diacetato (MERK; 2006). Esse
composto apresenta em sua estrutura tres grupos funcionais, que garantem a nitrofurantoina
uma interessante atividade bioldgica, esses grupos farmacoféricos sdo: Grupo Azometinico,

Anel Nitrofuranico e Anel imidazolinico.

Compostos nitrofuranicos utilizados como antibacterianos apresentam em comum o grupo
azometinicos (-CH=N) ligado ao carbono 2 do anel 5-nitrofuranico, resultando em
sinergismo farmacoldgico entre estas duas subestruturas (KOROLKOVAS; 1988),
(TOCHER; 1997), (ULMAR; 1968), esses grupos funcionais podem ser observados na
Figura 13.

Figura 13. Estrutura quimica da Nitrofurantoina com detalhe no grupo azometinico.
/ \ N I Grupo Azometinico
NO, O /L/\/:O
O/ NH

Segundo Massunari, 0 grupo nitro presente na estrutura da nitrofurantoina, Figura 14, ligado

ao anel furanico, atravez de sua reducéo, funciona como aceptor de elétrons, perturbando o
fluxo fisioldgico de elétrons, inibindo enzimas envolvidas no metabolismo do piruvato,
processo essencial para a producdo de energia celular (ULMAR; 1968), (ASNIS et al.,
1951), (GREEN; 1948), (SPILBERG; 1981).

Figura 14. Estrutura quimica da Nitrofurantoina com detalhe no grupo nitro.

Grupo Nitro / \
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O anel imidazolinico, Figura 15, por sua vez, tem sido relatado na literatura como
potencializador da atividade antibacteriana e anti-septica da Nitrofurantoina, uma vez que
também esta presente em estruturas de moléculas que apresentam tais mecanismos de acao.
O anel imidazolinico possui alta reatividade o que impulsiona o interesse pela aplicacdo de

novas metodologias de sintese

Figura 15. Estrutura quimica da Nitrofurantoina com detalhe no anel Imidazolinico.

NO ﬂél\l\

O Anel Imidazolinico

2.6.4.2 AplicacBes Farmacoldgicas da Nitrofurantoina

O mecanismo de acdo da Nitrofurantoina de um modo geral envolve a reducdo do
grupo Nitro por enzimas, originando intermediarios reativos (SPIELBERG; 1981). As
bactérias reduzem os compostos Nitrofuranicos de uma forma mais rapida que as células
humanas, pois células mais evoluidas possuem mecanismos bioquimicos que desativam a
acao de moléculas reativas. Desta forma, a Nitrofurantoina possui uma maior seletividade
para a acdo bacteriostatica para a maioria das espécies bacterianas susceptiveis, em
concentragdes abaixo de 32 pg/ml (RANG; 2001), (GOODMAN; 2000).

Em estudo para determinacdo de tratamento adequado para infecgbes complicadas do
trato urinario, foi relatado que a Nitrofurantoina tem utilidade limitada no estabelecimento
de infeccBes urinarias graves e deve ser reservada como opcao de tratamento alternativo
para infeccbes menores do trato urinario por cerca de 1 a 4 semanas com base na situagédo

clinica.
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2.6.4.3 ImplicacBes no uso da Nitrofurantoina.

Segundo Leonardo Viana 2009, a Nitrofurantoina apresenta diversos efeitos
colaterais nas concentracBes terapéuticas e consequentemente, possui limitacfes na sua
aplicacdo. Por se tratar de um farmaco rapidamente eliminado e ndo atingir a concentragdo

necessaria no plasma, seu uso € limitado na ac&o antimicrobiana sistémica.

A Nitrofurantoina é usada preferencialmente no combate a infec¢Bes urinarias, pois
cerca de 40% é eliminado sob a forma inalterada na urina, com meia vida plasmatica de

apenas 0,3 a 1 hora.

Os efeitos adversos causados por este farmaco incluem toxicidade hepatica, além de
casos graves de hepatite cronica,®? pulmonar (hipersensibilidade e fibrose pulmonar),
leucopenia, anemia hemolitica, disfun¢Ges neuroldgicas e neuropatias, desmielinizagdo e
degradacdo de nervos motores e sensitivos, além de atrofia muscular. Alguns dos efeitos
adversos sdo atribuidos a metabdlitos toxicos reativos (RANG; 2001), (GOODMAN; 2000).

2.6.4.4 Fototoxicidade da Nitrofurantoina

A fototoxicidade da Nitrofurantoina(NFT ) ja foi documentada contra diversos tipos
de bactérias Gram positivas e Gram negativas, aerébicas ou anaerdbicas (CULLOTA et al.,
1992), (STAMLER et al., 1992), como também , sua acdo foto alérgica em pacientes (
HENEGOUWN; 1991). Devido ao seu amplo espectro de atividade antimicrobiana, a NFT
também tem sido utilizada na alimentacdo animal como aditivo para prevenir ou tratar varias
infeccBes gastro-intestinais (BARBOSA et al., 2007), ( MOTTER et al., 2007). Sua
citotoxicidade esta relacionada a reducdo enzimatica por seu grupo nitro com formacéao de

espécies reativas de Oxigénio e Nitrogénio (MARTINEZ; 1995).

Uma desvantagem os derivados de nitrofuranos é que vérios dentre eles, sdo
carcinogénicos. Dentre o0s mais importantes estdo a Furazolidona, Nitrofurazona,
Furaltadona, Nifursol. Entretanto, a Organizacdo Mundial de Saude (OMS) excluiu a NFT
da categoria de compostos poencialmente cancerigenos, por apresentar evidéncias limitadas

dos efeitos carcinogénicos, tanto em animais quanto em humanos (WHO; 1990).

Em estudo realizado por Gustavo Parra 2010, a Nitrofurantoina foi analizada quanto
a sua dinamica de fotodecomposicéo e a liberacdo de radical NO™ em solugoes aquosas em
funcdo do ambiente , tendo em vista a anélise da sua potencialidade para aplicacdo em
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fotoquimioterapia de diversas doencas, inclusive o cancer. Neste estudo pode-se constatar

que a fototoxicidade da NFT é devido a presenca do grupo nitro (PARRA,; 2010).
2.6.5 N-Hidroxi-Metil-Nitrofurantoina: Generalidades
2.6.5.1 Latenciacdo de Farmacos.

A latenciacdo de farmacos foi proposta, em 1959, por Harper, e consiste,
basicamente, na transformacdo do farmaco em forma de transporte inativo, que, in vivo,
mediante reacdo quimica ou enzimatica, libera a por¢do ativa no local de acdo ou préximo
dele. O desenvolvimento de pré-farmacos tem como objetivo resolver diversos problemas
relacionados aos farmacos, como baixa biodisponibilidade, toxicidade, falta de seletividade
e instabilidade, entre outros (ETTMAYER; 2004).

2.6.5.2 Hidroximetilacéo.

A hidrosolubilidade pode ser aumentada mediante diminuicdo das ligacGes de
hidrogénio intra e/ou intermoleculares , uma vez que estas conduzem a estruturas mais

arranjadas, mais dificilmente solubilizadas em meio aquoso (BUNDGAARD; 1985).

Derivados hidroximetilados de famacos acidos, como amidas, permitem o aumento da
hidrossolubilidade e se constituem em intermediarios para ésteres, com o objetivo de obter
derivados mais hidrofilicos que o composto original (BUNDGAARD; 1985). Neste contexto
surgiu o Nifurtoinol, pr6 farmaco da Nitrofurantoina criado para melhorar as questdes

relacionadas a hidrossolubilidade da mesma (Figura 16).

Figura 16. Estrutura quimica do nifurtoinol (N-Hidroxi-Metil-Nitrofurantoina).

O
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O derivado N-(hidroximetilado) da Nitrofurantoina, (Nifutoinol) é um antibacteriano,
utilizado no tratamento de infec¢Bes do trato urinario. A N-hidroxi-metil Nitrofurantoina é

um pro-farmaco de elevada biodisponibilidade. Sua maior atividade antibacteriana pode ser
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devido a liberacdo do formaldeido (CH,O) proximo do local de acdo, neste caso o trato
urinario, durante o processo de biotransformacéo, como observado na figura 17 (TESTA et
al., 2003).

Figura 17. Mecanismo proposto para a acdo de compostos N-Metil Hidroxilados
(LARSEN et al., 2003).

O 0
Farmaco— Ka  Farmaco{ 4+ H'
NH~ — NH-~
OH O-
IFa’nrmaco—/<O K, 0 . /O + CH.O
NHA ) Farmaco—< 4 CH,0 — Farmaco— 2
A\)-\ - — NH' NH2
)

Outros farmacos hidroximetilados foram sintetizados com esse intuito, exemplo disso € a
hidroximetilacdo da Nitrofurazona, realizada por Chung e colaboradores (CHUNG et al.,
2003), (CHUNG et al., 2005), que obtiveram e avaliaram in vitro o derivado da
Nitrofurazona, o hidroxi-metil-Nitrofurazona (NFOH-121), Figura 18, sintetizado em meio
alcalino de acordo com o método de Yananoaka e colaboradores (YAMOAKA et al., 1983) .

Figura 18: Estrutura quimica da hidroxi-metil-Nitrofurazona.

O
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O derivado mostrou-se bastante promissor, pois a atividade do NFOH-121 foi
evidente tanto nas tripomastigotas quanto nas amastigotas, quando comparadas ao
Benznidazol, usado como droga padrdo. Com as amastigotas, o Benznidazol apresentou um
percentual de 81,1% de inibi¢do do crescimento, enquanto que com o derivado NFOH-121
foi de 99,6 e 100%, nas doses de 5 ¢ 10 uM. Neste mesmo ensaio, na dose de 5 uM, a
Nitrofurazona inibe 97,2%. Estes mesmos autores revelaram que o composto NFOH-121
atua como um pro-farmaco da Nitrofurazona, apresentando menor potencial mutagénico em
relacdo & mesma (CHUNG et al., 2003).
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Baseados na boa atividade relatada para derivados hidroximetilados, nosso grupo de
pesquisa decidiu investigar a acdo da N-hidroxi-metil-Nitrofurantoina, bem como o de seus

derivados eterificados, em comparativo com os derivados N-alquilados da Nitrofurantoina.
2.6.5.3 N-Alquilagdo dos Derivados da Nitrofurantoina.

A N-Alquilacdo de compostos organicos apresenta-se como uma das solugdes em se
melhorar a lipofilia de derivados semicarbazénicos, tendo em vista que, a alta polaridade de
farmacos pode dificultar suas atividades em organismos bioldgicos.

A N-alquilagdo também se mostrou eficaz para obtencdo de derivados da Ftalimida,
as Ftalimidas fazem parte das imidas ciclicas, que igualmente a Nitrofurantoina possuem o

grupo - CO-N(R)-CO-, sendo R um atomo de hidrogénio, grupo alquila ou grupo arila.

Inmeras moléculas derivadas da Ftalimida, através de processos como a N-
alquilacdo, mostraram-se  bastante  promissoras com relacdo as  atividades;

anticonvulsivantes, antibacteriana, antitumoral e analgésica (CECHINEL et al., 2003).

D. J. Brondani, 2007, descreveu um método seletivo para N%alquilagdo em
derivados semicarbazonicos, utilizando meio aprético e controle cinético. Até entdo, os
métodos de N-alquilacdo em derivados semicarbazénicos sé eram regioseletivos para a
porcio -NH, (N*-alquilagdo) do grupamento amida, sendo comum a ocorréncia de

overalquilacdes (N? N*-alquilacdo). O esquema geral da sintese encontra-se abaixo:

Esquema 01: Rotas de sintese para N-alquilacdo de semicarbazonas.

O
3 ( N\'T'/U\'T'_H
K2CO3/r.t. .
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Fonte: BRONDANI ; 2007.
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A rota de sintese usada neste estudo foi baseada neste método, uma vez que esta
metodologia resultou em moléculas com feitos farmacologicos bastante interessantes. A
estrutura da Nitrofurantoina permite a realizacdo deste tipo de modificacdo estrutural, desta
forma utilizamos a N-alquilacdo regioseletiva para a sintese de novos derivados N-

alquilados da Nitrofurantoina.

Contudo, dentre as vias apresentadas para a escolha de um protétipo mais eficiente e
mais seguro. O desenho de analogos foi a técnica escolhida para o trabalho em questdo, onde
um farmaco ja é bem conhecido na terapéutica, nitrofurantoina, porém com sérios problemas
de biodisponibilidade, foi submetido a uma série inédita e com promissoras atividades
bioldgicas, conservando a acdo antimicrobiana e apresentando de forma inédita atividade

antitumoral.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral.

Sintetizar e avaliar bioldgicamente derivados n-alquilados e eterificados da
nitrofurantoina, visando a obtencdo de compostos ativos contra o Cancer, de forma pioneira,
e de menor toxicidade que os farmacos utilizados atualmente na quimioterapia da doenga,

além de avaliacdo da acdo antimicrobiana desses derivados.

3. 2 Objetivos Especificos.

¢ Sintetizar derivados alquilados e eterificados da nitrofurantina e purificar esses novos
compostos propostos;

e Caracterizacgdo fisico-quimica de todos os derivados, e elucidacéo estrutural através de
técnicas de Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio (*H-RMN), Carbono (**C-
RMN), Infravermelho (1V) e Espectroscopia de Massa (EM).

¢ Avaliacdo da citotoxicidade em macréfagos através de ensaios in vitro, para avaliacéo
do potencial Antitumoral;

e Avaliacdo da atividade Antimicrobiana dos derivados.
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4. METODOLOGIA: OBTENCAO DOS NOVOS DERIVADOS .

As Hidantoinas, como anteriormente citadas, possuem em suas estruturas o anel
Imidazolinico, que possui uma alta reatividade quimica, proporcionando a aplicacdo de

novas metodologias de sintese e desta forma, a obtencéo de novos derivados.

Duas metodologias foram utilizadas para a obtencéo dos derivados, inicialmente com
base na N2-Alquilagdo regioseletiva para derivados semicarbazonicos, proposto por
Brondani et al 2007, foram obtidos os derivados alquilados, além de usar também como
nova proposta de sintese de amino metil derivados da nitrofurantoina baseados na
metodologia de Metin et al 2013 e Moore et al 1946, utilizadas na obtencdo de derivados da
Ftalimida, foram sintetizados os novos derivados da Nitrofurantoina, uma vez que a

estrutura da mesma proporciona a aplicacéo desses tipos de modificacOes estruturais .

4.1 Procedimento Geral Para Obtencao de Derivados N-alquilados da Nitrofurantoina:

Os métodos propostos sdo simples, viaveis Ja desenvolvidos em nosso laboratdério e

bem documentado na literatura.

A obtencdo dos derivados N-alquilados da NFT foi de forma semelhante ao realizado
para os derivados da NFTOH. A reagdo procedeu com a NFT com adicdo do Haletos
correspondentes em meio basico. A rota sintética utilizada pode ser observada no esquema
2.

Esquema 2. Rota sintética para a obtencdo dos derivados da Nitrofurantoina.

O (0]
- /|L haleto de alqui - I 1
- quila AN
O‘N’v@\//N N~ 'NH > O\N+ﬂ\//N N7 ON-R

A ° N\
K o DMF 60 °C o 5

1=

R, : Propila, Butila, Pentila, Pentenila
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4.2 Obtencao da N-Hidroxi-Metil Nitrofurantoina:

Para a obtencdo do N-Hidroxi-Metil Nitrofurantoina foi utilizado a nitrofurantoina
com aldeido formico a 35%, em temperatura de 100°C, por 1h, o esquema reacional pode

ser observado no esquema 3.

Esquema 3. Rota Sintética para a obtencdo do N-hidroxi-metil-Nitrofurantoina.

o) 0
] | formaldeido 35% |
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4.3 Procedimento Geral Para Obtencdo de Derivados da N-hidroxi-Metil
Nitrofurantoina;

Foi utilizado o nifurtoinol , com diferentes Haletos de alquila e K,COj3 utilizado
como base. Para a obtencdo do derivado éter da NFTOH, as reacdes foram aquecidas a 60°C

com duracdo média de 18 horas, sendo monitoradas por CCD, esquema 4.

Esquema 4. Rota sintética para obtencdo dos derivados do N-hidroxi-metil-
Nitrofurantoina.
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R Butil, Pentil, Penteno.

4.4 Procedimento geral para a obtencéo dos derivados Amino aril da Nitrofurantoina.

Baseados na metodologia descrita por Moore et al 1946 e Metin et al 2013, que

retrata a aminagdo em ftalimidas, utilizamos uma mistura de etanol/formol ( 1:1) com um
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equivalente da anilina substituida em questdo, em baldo de fundo redondo, sob agitacdo em
temperatura ambiente por uma hora, posteriormente era adicionado um equivalente da
Nitrofurantoina e a reag¢do continuava sob temperatura ambiente Owernight, como pode ser

observado no esquema 5.

Esquema 5: Rota sintética para obtengdo dos derivados amino aril.
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Avaliacao das atividades biologicas

5 INTRODUCAO.

Apos a obtencdo dos derivados da Nitrofurantoina, estes foram submetidos a anélise
de suas atividades bioldgicas. Os testes realizados foram; determinacdo da citotoxicidade,

bem como, avaliacdo da atividade antibacteriana e antitumoral.

5.1 Metodologia da Avaliacdo da Atividade Antibacteriana dos Derivados da

Nitrofurantoina.

Para a andlise da atividade antibacteriana dos derivados da Nitrofurantoina foram

utilizados o método de difusdo em discos de papel e a determinacédo da CMI e CMB.

5.2 Método de difusédo em discos de papel.

Neste método, os discos contendo concentraces conhecidas dos compostos
sintetizados foram colocados na superficie de uma placa de &gar, onde uma suspensao
padronizada dos microorganismos em teste foi inoculada. As suspensdes dos micro-
organismos testes foram padronizadas através da escala de McFarland com turbidez
correspondente a 0,5, equivalente a 1 a 2 x10° unidades formadoras de col6nias por
mililitros (UFC/mL).

Discos de papel contendo apenas o solvente dimetil-sulféxido (DMSO), foram
utilizados como controles negativos. As placas foram levadas a estufa durante 24h e 48h a
temperatura de 30°C e 37°C e ap0s o periodo de incubacdo mediram-se os halos de inibicdo
em milimetros (mm). O halo de inibig&o foi considerado a area sem crescimento detectavel a
olho nu. A zona média de inibicdo para Nitrofurantoina (antibiotico) foi utilizada como valor
de referéncia. Os experimentos foram realizados em triplicata, e repetidos se os resultados

apresentassem alguma divergéncia (BAUER et al., 1966).
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5.3 Metodologia da determinacdo da CMI e CMB dos Derivados da Nitrofurantoina.

Para os ensaios de CMI e CMB, foi utilizada a técnica de macrodiluicdo em meio
liquido, onde a partir de uma solugdo-mae com concentracao de 1,25mg/mL dos compostos
em andlise, solubilizados em dimetil-sulfoxido (DMSO), foram realizadas dilui¢es seriadas
em placa multipogos, para obtencdo das concentracde desejadas. Foram adicionados 10 pL
da suspencdo bacteriana, previamente padronizadas atraves da escala McFarland, nos pogos

contendo as concentracdes desejadas dos compostos em andlise.

As placas contendo bacterias foram incubadas a 37°C por 24h, e as contendo fungo,
foram incubadas por 48 horas e, em seguida examinados para visualizacdo da presenca ou
auséncia de organismos de cultivo, pocos contendo apenas DMSO também foram avaliados.
Os valores de CMI foram obtidos a partir da menor concentragdo dos compostos onde nao

foi observado qualquer crescimento de bactérias.

Os valores da CMB foram medidos através da inoculacao dos caldos utilizados para
determinacdo da CMI. Os valores de CMB foram observados a partir do crescimento da
diluicdo subsequente. Os valores da CMI e da CMB, foram expressos em pg/mL
(ETTMAYER et al., 2004).

5.4 Citotoxicidade in vitro dos Derivados da Nitrofurantoina

A atividade citotoxica foi realizada através do método do MTT brometo de 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio (ALLEY; 1988), (MOSSMAN; 1983) .

As linhagens de células utilizadas serdo NCI-H292 (carcinoma mucoepidermoide de
pulmdo humano) e HEp-2 (carcinoma de laringe humana) mantidas em meio de cultura
DMEM, HL-60 (leucemia promielocitica aguda) e MCF-7 (cancer de mama humano)
mantidas em meio de cultura RPMI 1640. Os meios foram suplementados com 10 % de soro
fetal bovino e 1 % de solucdo de antibidtico (penicilina e estreptomicina). As células foram

mantidas em estufa a 37 °C em atmosfera imida enriquecida com 5 % de CO,,
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As células NCI-H292, MCF-7, HEp-2 e HL-60 (3 x 10° células/mL) foram
plaqueadas em placas de 96 pocos e incubadas por 24h. Em seguida as amostras dissolvidas
em DMSO (1%) foram adicionadas aos pog¢os em concentracdo final de 25 pg/mL. O
farmaco doxorrubicina (5 pg/mL ) foi utilizado como padrdo. Apds 72 h de reincubacéo foi
adicionado 25 puL de MTT (5 mg/mL) e depois de 3 h de incubagdo, o meio de cultura com o
MTT serdo aspirados e 100 pL de DMSO foi adicionado a cada poco. A absorbancia foi

medida em um leitor de microplacas no comprimento de onda de 560 nm.

Os experimentos serdo realizados em quadruplicata e a percentagem de inibicéo foi
calculada no programa GraphPad Prism 7.0. demo.

Uma escala de intensidade foi utilizada para avaliar o potencial citotdéxico das
amostras testadas. Amostras com atividade (95 a 100 % de inibicdo), com atividade
moderada (inibicdo de crescimento celular variando de 70 a 90%) e sem atividade (inibicédo
de crescimento menor que 50 %), (RODRIGUES; 2014).

Os produtos (0.195 — 25 ug/mL) que apresentaram atividade moderada ( > 70% de
inibicdo) em duas linhagens aderidas e uma linhagem em suspensdo foram submetidos a
determinacdo da concentracdo que inibe 50 % do crescimento em relagdo ao controle
negativo (Clsp). A doxorrubicina (0.009 - 1.25 pg/mL) é utilizada como padrdo. A Clsy € 0s
respectivos intervalos de confiangca (IC 95%) foram calculados a partir da regressao nédo

linear no programa GraphPad Prism 7.0. demo.
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 Estrutura dos derivados obtidos.

58

Os derivados foram obtidos através de uma metodologia simples, sdo rea¢fes baratas e com

pouco tempo reacional. O principal problema enfrentado nesta reacdo foi a retirada do DMF,

pois 0 mesmo apos sucessivas extracdes permanecia no meio reacional.

Para os derivados

aminados, os mesmos foram obtidos de forma satisfatoria, Figura 19.

Figura 19. Estrutura dos derivados obtidos.
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ApoOs a sintese dos derivados N-alquilados,

eterificados e aminados da

nitrofurantoina, Figura 19, foi iniciada a sintese de novos derivados utilizando anidridos, tais

como; anidrido succinico, acético, ftalico e maléico. Entretanto, devido a instabilidade dos

reagentes, obteve-se éxito apenas na obtencéo do derivado a partir do anidrido acético.

Foi iniciada também a segunda etapa de sintese onde procuramos condensar a

Nitrofurantoina com a semicarbazida e a tiosemicarbazida, para posteriores alquilacdes. Para

esta etapa foi testada inicialmente a reagcdo da Nitrofurantoina com o bromo acetaldeido-
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dietil-acetal para posterior hidrdlise, objetivando a obtencdo de uma funcéo aldeido, para
favorecimento da condensacdo com a semicarbazida bem como com a tiossemicarbazida. No
entanto, o resultado da hidrolise ndo foi satisfatorio, pois ocorreu a degradagdo do composto,
devido a quebra do anel ftalimidico.

6.2 Elucidacéo Estrutural

Os produtos, foram submetidos a elucidacdo estrutural em por RMN *H, e IV, testes

estes realizados no Departamento de Quimica Fundamental (DQF).

6.3 Analises de Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio (RMN *H):

De acordo com os dados obtidos nos espectros de RMN™, dos compostos derivados
da Nitrofurantoina, observam-se alguns picos que confirmam a estrutura molecular

planejada para esses compostos.

A Nitrofurantoina possui um pico caracteristico em torno de 11,48 ppm, que pela
multiplicidade (Singleto) e deslocamento ja citado, corresponde ao hidrogénio x, Figura 20.
Este pico desaparece nos espectros dos compostos derivados da mesma, confirmando que a

modificacdo ocorre no nitrogénio do anel imidazolinico.

Figura 20: Estrutura quimica da Nitrofurantoina com destaque no hidrogénio X. Espectro da
Nitrofurantoina 1
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Figura 21: Espectro de RMN de *H da Nitrofurantoina 1.
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Na regido de 1 a 3 ppm no espectro da Nitrofurantoina, ndo existem picos de absorg&o.
Porém nos espectros dos derivados aparecem picos que variam de 0,86 ppm a 2,60 ppm,
picos estes que decorrem dos prétons existentes nas cadeias alquilicas introduzidas nas
moléculas de Nitrofurantoina.
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Figura 22: Estrutura quimica da N-propil-Nitrofurantoina.
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Para o espectro da substancia 10, podemos verificar a ocorréncia da modificacéo
estrutural devido ao desparecimento do hidrogénio X, presente na Nitrofurantoina e o
aparecimento de picos na regido de 0.871ppm a 3.429 ppm, referentes aos hidrogénios do

grupo propil adicionado a cadeia.

Marcia Izabel Freire de Souza

63



64

Figura 24: Estrutura quimica da N-Metileno-anilina-Nitrofurantoina.

Figura 25: Espectro de RMN de H da N- Metileno-Anilina.

Marele Fralrs

hmcatrs Wr1E
Solicliades W, EINE1-40
FasearaEii

amgle Humsn
Dats Solilactad omi
gl daar )00 - v
Arehive dlreetery:
Banle ALESISET
Flaritas w3kl dd.1n
Falss Seresnpe: FROTOM dedpull b

Solwant | S
Bmcs oollsryed oni Apr 33 2014 €

Tamp. 13.0 © 7 390,01 K

CRATATA L

malam, delay 1,008 swe

Falas 45,0 deavees h.lr

Aeg. WLme 1T et

widun AH4T,T =
16 reparizicas I

oRrmvE  El. IFRL.MO6EE3 mE
£ -
| | 1

BATL FROCRES
T osine I
Toral tiss 0 mis 43 ssc l
| 1]
I |
I !
[ I i

i1 |. .!l-ll | |
VR '\-...._,.._.__.,_..-—’\-—"'\-._._.JI\-_ J'k.____.._

9.8 %.5 9.0 8.5 8.0 7.% 7.0 6.5 60 5.5 5{! 4.5 4.0 2.5 3.0 3.5 2.0 1.% 1.0 e

A modificacdo na estrutura 26 também foi confirmada, com o desaparecimento do
hidrogénio Hx, bem como o aparecimento de picos na regido de 6.634ppm a 7.038 ppm,

referentes a insercdo da anilina a estrutura da nitrofurantoina.
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6.4 Analise de espectrofotometria de absor¢do no Infravermelho (1V)

Apo6s a andlise dos espectros de Infravermelho, algumas bandas de
absorcdo sdo comuns a todos 0s compostos, como as bandas que comprovam a
presenca de carbonilas acopladas, carbonilas estas que estdo presentes no anel
imidazolinico, além de bandas que sdo caracteristicas da presenca do grupamento
nitro ligado a anel aromatico. As bandas de absor¢do que configuram as diferentes
caracteristicas estruturais dos compostos, devido as modificacGes ocorridas para a

obtencdo dos mesmos, podem ser melhores observadas ao analisar 0s espectros a
sequir.
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Figura 26: Espectro de IV da Nitrofurantoina
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A principal banda que diferencia a Nitrofurantoina dos demais compostos é

observada em 3287.22 cm™, referente ao N-H presente na nitrofurantoina, essa banda esta
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ausente nos derivados da mesma, confirmando a modifica¢do ocorrida no nitrogénio do anel

imidazolinico, como pode ser observado no espectro do derivado 10.
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Figura 27: Espectro de IV da N- propil-Nitrofurantoina 10.
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Para o espectro da subtancia 10, podemos observar o aparecimento de bandas de
deformacéo axial C-H e CH2, (3160.41/2974.21 cm™), respectivamente, confirmando desta

forma a modificagéo estrutural.
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Figura 28: Espectro de 1V da N-Metileno-Anilina-Nitrofurantoina 25.
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Para a substancia 25, confirmamos a modificagdo pela presenca de bandas na regiéo
de 2845.34 cm™, referente a deformac&o axial de CH,, bem como o aparecimento de bandas
em 1597 e 1504.80 cm™, tipicas de deformacéo axial c-c do anel aromatico.
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7 RESULTADOS E DISCUSSAO
7.1 Resultado e Discussao da Atividade Antimicrobiana.

Para os compostos  sintetizados, obtemos os seguintes resultados para 0 método de

difusdo em discos de papel, Tabela 01.

Tabela 01. Determinacdo da ZMl, dos derivados sintetizados.

Cepas 02 86 224 396 416 1007
Substancias

1 36 38 31 21 14 0
2 41 41 33 24 17 21
3 21 35 0 0 12 19
4 19 31 12 0 0 17
5 31 35 14 13 13 22
6 25 35 14 12 16 22
7 23 34 12 13 15 22
8 38 36 14 11 14 17
9 15 20 30 0 0 19
10 20 21 0 0 0 0
11 33 34 25 19 0 25
12 27 28 0 0 0 0
13 39 36 26 18 11 23
14 29 27 19 10 0 0
15 15 18 14 0 0 0
16 33 27 29 21 0 0
17 0 0 0 0 0 0
18 0 0 0 0 0 0
19 25 21 16 16 11 10
20 0 0 0 0 0 0
21 20 17 12 12 10 17
22 0 0 0 0 0 0
23 0 0 0 0 0 0
24 0 0 0 0 0 0
25 0 0 0 0 0 0

Tabela 01. Determinacdo da ZMI, dos derivados sintetizados. 02- Stafhylococcus aureus, 86- Bacillus subtilis,
224- Escherichia coli, 396- Klebsiela pneumoniae, 416- Pseudomonas aeruginosa, 1007- Candida albicans.(-)
N&o testado.

apresentaram atividade antimicrobiana para as cepas testadas, curiosamente 0S compostos
18, 20, 22-25, apresentam como principal semelhanga estrutural o fato de possuirem uma

amina secundaria resultante da substituicdo empregada, o que pode estar intimamente
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relacionado a este resultado. O composto 17 que também ndo apresentou atividade

antimicrobiana e possui diferentemente na sua estrutura um grupamento éster.

Por outro lado, compostos como 19, 21, apesar de também possuirem amina
secundaria, apresentaram atividade, o fato é que estas ultimas apresentam outros grupos
funcionais em seus radicais que podem ser os responsaveéis pela acdo observada, como
amina terciaria na substancia 19 e presenca do furano para o 21. Para 0s demais compostos,
tomando como padrdes a substancia 1 (nitrofurantoina) e substancia 2 (nifurtoinol), observa-

se que 0s compostos sintetizados mostraram-se ativos.

substancias 3 e 4, que apresentam um radical butil e pentil respectivamente, mostraram-se
ativas para bactérias Gram positivas 02- Staphylococcus aureus e 86 Bacillus subtilis, além
do fungo 1007- Candida albicans, porém essa atividade foi inferior ao protétipo 1. O
mesmo ocorre para a substancia 5 que possui um radical pentenil, porém ela também
apresentou atividade para a bactéria alcool-acido resistente 71- Mycobacterium smegmatis,
porém menor que o padrdo. Provavelmente a presenca da dupla ligacdo na estrutura resultou

no diferente resultado.

O composto 14 que apresenta um radical sec-butil, foi ativo para as cepas, 02, 224,
396 e 86, porém esta ultima superior ao padrdo. Os compostos 10 e 12, que apresentam
radicais propil e propenil respectivamente, foram ativos para a 02 e 86, com atividade
inferior ao padréo. A substancia 16 apresentou halos superiores aos halos apresentados pelo

prototipo, frente as cepas 86 e 224.

Para o fungo Candida albicans, apenas as substancias 11, 13, 19 e 21, apresentaram

atividade diferentemente da nitrofurantoina que ndo apresenta a¢do para 0 mesmo.

resultados; o derivado 17 que apresenta o radical acetoxi, ndo foi ativo, possivelmente por
sofrer hidrolise no local de acdo. Para o composto 15 que apresenta radical sec-butoxi, o
mesmo foi ativo para 02, 86, e 224 porém com halos inferiores aos protétipo. O composto
11 que apresenta o radical propoxi, foi ativo frente a 02, 86, 224, 396 e 1007, com halos
inferiores ao prototipo. Ao ser comparado com o composto 3 que apresenta o radical propil,
observa-se que seus halos sdo superiores, sugerindo que a eterificagdo aumentou a atividade

para este composto.
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As substancias 6, 7, 8 e 13, foram 0s mais promissores, onde a substancia 13 com
radical propenox foi ativa para todas as cepas testadas, com destaque para sua acao frente as
cepas 02 e 86, halos superiores a da nitrofurantoina 1. As substancias 6, 7 e 8, que
apresentam radicais butox, pentox e pentenox respectivamente, foram ativas para todos 0s
microorganismos testados, onde o melhor resultado foi frente a cepa 71-Mycobacterium
smegmatis com halos de até 55 cm, sendo assim superiores aos protdtipos 1 e 2 que
apresentaram halos de 29 cm e 34 cm respectivamente. A substancia 8 também apresentou
halo superior a nitrofurantoina frente ao 02- Staphylococcus aureus.

Ao fazer um comparativo entre os derivados que foram alquilados e seus respectivos
eterificados, com excecdo dos compostos 14 e 15 onde o composto alquilado 14, teve acao
superior ao eterificado, a eterificacdo aumentou consideravelmente a acdo dos compostos
eterificados. Sugerindo que a presenca do espacador metileno e a funcéo éter, favorece a
acdo dos compostos uma vez que dentre todos os derivados sintetizados na série 0s éteres

foram os mais ativos.

Os compostos que apresentaram halos de inibicdo superior a 25 mm, foram
submetidos a determinacdo do CMI (Concentragdo Minima Inibitéria) e CMB

(Concentracdo Minima Bactericida), paras as cepas onde a atividade foi mais pronunciada.
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Tabela 2. Determinacdo da CMI e CMB dos compostos (em pg/mL).

Linhagens
02 86 224 396 1007
Amostras CMI CMB CMI CMB CMI CMB CMI CMB CMI CMB

1 135 375 3.75 7.5 - - - - - -
2 375 75 75 15 - - - - - -
3 75 15 375 75 - - - - - -
4 75 15 135 375 - - - - - -
5 75 15 135 375 - - - - - -
6 75 15 375 75 - - - - - -
7 07 375 375 07 - - - - - -
8 75 15 375 75 - - - - - -
11 - - 75 15 375 75 - - 15 30
12 75 15 - - - - - - - -
13 - - 75 15 375 75 75 15 - -
14 - - - - 30 60 - - - -
16 - - 375 75 18 375 375 75 - -
19 - - 15 30 - - - - 375 715

Tabela 2. Determinacdo da CMI e CMB dos compostos (em pg/mL). 02- Stafhylococcus aureus, 86- Bacillus
subtilis, 224- Escherichia coli, 396- Klebsiela pneumoniae, 1007- Candida albicans.(-) N&o testado.

Na tabela 2, se pode observar o resultado da CMI e CMB para os derivados que

apresentaram halos de inibi¢cdo maiores que 25cm.

Para o 02- Staphylococcus aureus a substancia 7 demonstrou melhor resultado,
apresentando CMI e CMB, menor que o protétipo 2. Para o 86-Bacillus subtilis, os
derivados 4, 5, 6 e 7 apresentaram bons resultados, com CMI e CMB menores que 0S
padrdes, as substancias 3, 11, 13, 16 com CMI e CMB iguais aos seus respectivos

prototipos.
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Ao analizar as moléculas sintetizadas desta série, verifica-se na tabela 3, que os

derivados da Nitrofurantoina apresentam atividade antitumoral.

Tabela 3- Percentual de inibicdo do crescimento celular (IC%).

Resultados da Atividade Antiproliferativa e Citotoxica
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3,6
08
7.8
2.1
0,0
0,6
0,0
0
15
37
2,09

HL-60
95,6
94,1
92,8
95,0
92,7
73,7
90,1
11,4

100
90,8
40,2
87,3
36,9
58,1
73,7
97,8
14,2
62,5
44,9
94,3
46,3

0,0
10,5
35,7
92,1

92,01

SD
1,4
3,4
1,5
2,2
1,3
5,8
3,0
0,0
0
1,9
0,3
4,9
0
1,6
1,4
0,2
0,0
2,7
3
1,6
1
0
1,9
4
0,8
2,63

Tabela 3- Percentual de inibigdo do crescimento celular (IC%) das amostras em trés linhagens tumorais
testadas na dose Unica de 25 pg/mL. DX= Doxorrubicina (Padrao).
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Os compostos obtidos nesse trabalho, sofreram trés tipos de modificacdes;
alquilacdo, eterificacdo e aminacdo, resultando em trés grupos distintos de farmacos.
Tomando por base essa diferenga estrutural dos compostos, os resultados foram analizados
primeiro fazendo o comparativo entre as moleculas que possuem caracteristicas estruturais
semelhantes e posteriormente os melhores de cada grupo foram comparados de forma geral

levando em consideracéo suas diferencas estruturais.

Os primeiros derivados obtidos foram os alquilados (2, 3, 4, 5, 9, 10, 12 e 14), e as

células da linhagem HL 60 foram as mais sensiveis a acdo dos mesmos, onde todos 0s
compostos alquilados demostraram atividade anti proliferativa, seja de forma moderada ou
com muita atividade bioldgica, com percentuais de inibicdo variando de 58,1% para a

substancia 14 até o valor de 100% para a substancia 9.

Com relacdo a linhagem NCIH 292, alguns resultados merecem destaque, como 0s
dos compostos ( 3, 4, 7), onde o percentual de inibicdo foram de 78,4%, 74,6%, 78,6%,
respectivamente, para a substancia 9, esses valores foram ainda melhores, onde 0 mesmo
apresentou cerca de 100% de inibicdo, valores que superaram o percentual do padréo

Doxorrubicina que possui um percentual de 94,15%.

Outra linhagem submetida aos ensaios a MCF-7 também foi sensivel aos derivados,
onde compostos como o 3, 4, 9 e 10, apresentaram muita atividade, com percentuais que
variavam de 70% a 100%, onde o padrdo utilizado Doxorrubicina apresenta cerca de 74,77
de inibicdo. As substancias 14 e 16, também apresentaram atividade superior oa padrao se
tratando da linhagem Hep-2, onde as mesmas obtiveram cerca de 81,4% e 80,6%

respectivamente, enquanto o padrédo apresentou 79,34%.

Ao fazer a mesma comparagdo com os derivados eterificados 6, 7, 8, 11, 13, 15 e 17,

observa-se que para a linhagem HL60, os derivados 6, 7 e 15 foram 0s que tiveram 0s
melhores percentuais, 78,6%, 76,8% e 80,4% respectivamente, onde a droga padrédo
apresentou cerca de 74,77%. A substancia 7 também apresentou inibicdo de 78,6% para
NCI-292, com relagdo a Hep-2 se destaca a substancia 15 com inibi¢do de 81,9%, superior

ao padréo com 79,39% de inibigé&o.

Partindo para o grupo dos aminados (18-25), nota-se uma diminuicédo significativa na
atividade antitumoral onde os valores obtidos estdo na faixa de 75,1% da substancia 8 para a
Hep-2, de 94,3% para a HL 60 da substancia 20, cerca de 87,9% da substancia 22 para a

Marcia Izabel Freire de Souza



75

Hep-2. Merecido destaque para a substancia 25 que apresentou atividade para trés linhagens
diferentes (89,5%, 83,4% linhagens Hep-2, MCF-7e HL-60

respectivamente.

e 92,1%) para as

Ao fazer uma andlise geral dos trés grupos destacam-se pela atividade

antiproliferativa as seguintes substancias; 3, 4, 7, 9, 12 e 25, e dentre essas as que
apresentam menor toxicidade sdo a 12 e 25 com percentual de inibicdo para a RAW de
19,9% e 66,9% respectivamente, valores estes menores que o do padrdo para a mesma célula

que € de 96,51%. Os compostos que apresentaram melhor Atividade foram submetidos a

analise do percentual do crescimento celular (1Csp).

Tabela 4. Percenual de inibigdo de 50% do crescimento celular.

RAW Hep-2 NCIH-292 MCF-7 HL60
1 12,8 5.8 0.9 nao 7,9
10.9 - 47-71 06-1.2 6.4-9.8
14.9
3 2,2 8.3 8.2 1.98 2.4
19-26 76-9.2 7.3-9.3 1.7-29 19-29
4 3.4 16.5 4.5 1.3 6.0
3.0-3.8 14.9 - 34-6.1 1.0-1.6 5.2-6.9
18.2
6 13.1 nao ndo 11.3 14.3
11.6 - 9.1-14.1 12.6 -
14.8 16.2
7 F nao 19.0 7.4 12.3
16.3-22.2 6.5-8.3 104 -
14.5
10 7.2 nao ndo 3.4 4.8
6.29 - 8.2 2.7-4.2 3.9-5.8
15 F F F 14.6 4,3
12.1 - 3.3-5.7
17.6
25 ndo 12.5 6,7 17.0 7,7
10.5 - 54-8.3 14.8 - 59- 99
14.9 19.7

Tabela 4. Percenual de inibigdo de 50% do crescimento celular.

Apos o calculo do ICsp, 0 resultado foi utilizado para determinacdo do indice de
seletividade. O indice de seletividade pode indicar a seletividade de um composto entre uma

linhagem neoplasica e uma normal, indicando o potencial uso deste composto em testes
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clinicos. Assim, neste estudo, o IS corresponde a divisdo entre o valor da ICsy de cada
composto-teste na linhagem de células normais RAW e o valor da IC50 de cada composto
na linhagem de células neoplésicas. (1IS=IC50 RAW / IC50 células neoplésicas). Foi
considerado significativo um valor de IS maior ou igual a 2,0, ou seja, este valor significa
que o composto € duas vezes mais ativo na linhagem de células neoplasicas do que em
células normais (RAW) (HOUGHTON et al., 2007).

Tabela 5. Indice de Seletividade (1S).

Indice de Seletividade (1S)

HEP-2 NCIH-292 MCF-7 HL-60
1 2,20 14,2 - 1,62
3 0,26 0,26 1,11 0,91
4 0,20 0,75 1,7 2,61
6 - - 1,15 0,91
10 - - 2,11 1,50
doxorrubicina 1 3 3 5

Tabela 5. Indice de Seletividade (1S).

Verifica-se que compostos 1, 4 e 10 apresentaram um indice de seletividade
significativo (Tabela 5), isto é¢, um valor maior ou igual a 2,0, o que significa que o
composto € duas ou mais vezes mais ativo na linhagem de células neoplasicas do que em
células normais (RAW) (HOUGHTON et al., 2007).

A atividade antitumoral apresentada pelos derivados corrobora com as pesquisas que
afirmam a presenca de atividade antitumoral em nitrocompostos. Essa atividade deve-se
provavelmente a reducdo ocorrida no radical nitro, que resulta em espécies radicalares
ativadas in situ, as quais por sua vez, induzem a formacdo de radical hidroxila, que pode
levar a modificacbes do DNA, o que leva a inibicdo da sintese de acidos nucléicos e a
quebra de fita simples e duplas do DNA. Segundo Reisdorfer et al, a maioria dos
nitrocompostos com agdo antineoplasica, antiparasitaria e antibacteriana apresentam o

processo de biorreducdo enzimatica do grupo nitro como provavel mecanismo de acéo.

De acordo com dados da literatura € consenso que 0 mecanismo de acéo desta
classe de compostos estd ligado ao processo de reducdo in vivo do grupo nitro e a
subsequente interacdo dos produtos formados, a partir desta reacdo com biomoléculas

essenciais de bactérias, fungos e parasitas (TOCHER; 1997).
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8. PARTE EXPERIMENTAL

8.1 Materiais e Métodos.

8.1.1 Cromatografias.

As cromatografias em camada delgada (CCD) foram conduzidas em placas de Silica
Gel 60 F254 da MERCK de 0,25 mm de espessura. A leitura das mesmas foi realizada

através de radiagdo de ultravioleta (UV) no comprimento de onda (1) de 254 nm.

8.1.2 Pontos de Fusao.

Os pontos de fusdo foram medidos no equipamento digital FISATON MOD. 430D.

8.1.3 Espectroscopia de IV, RMN *H e RMN *C.

Os espectros de IV moram obtidos em espectrofotometro BRUKER [FS-66, em
discos de KBr. Os espectros de RMN *H e RMN *3C, foram obtidos em um equipamento
UNITYplus-300 MHz-VARIAN e UNITYplus-400 MHz-VARIAN, utilizando-se DMSO-
d6 como solvente. Os deslocamentos quimicos (d) foram reportados em ppm, utilizando
tetrametilsilano como referéncia interna, as constantes de acoplamento foram indicadas em
Hz.
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8.1.4 Equipamentos.

e Bomba de vacuo TECNAL TE 058;

e Estufa;

e Evaporador rotativo;

e Placas de agitacdo e aquecimento FISOTON 752 A;
e Vidraria geral;

e Capela com exaustéo;

e Balanca analitica BEL 220;

e Balanca semi-analitica BEL Marc 500 C;
e Espectrofotdmetro (Biorad 3550);

e Fusidmetro FISATOM MOD. 430 D;

e Freezer,

e Espatulas e pincas metalicas;

Marcia Izabel Freire de Souza

79



80

8.1.5 Reagentes e Solventes.

¢ Nitrofurantoina; e Furfurylamina

e Formol 35%; e Butilamina

e Carbonato de potéassio e 1,2-Amino-Etil-Piperazina
e Bromo-Propano e 4-Amino-metil-piridina

e 2- Bromo -Butano e 4-2-Amino-etil-Morfolina
e Bromo-Acetaldeido e Anilina

e Anidrido Acético e Epicloridrina

e Cloreto de alila e Semicarbazida

e Acetato de Etila e Tiossemicarbazida

e 3- Morfolino-Propilamina e HCI

e 2-Amino-Metil-Piperidina e N-Hexano

e Ciclohexilamina

e Dimetil-formamida (DMF)

e Dimetil-suféxido (DMSO)

e Agua Destilada

e Metanol

e Meio de cultura Muller-Hinton
e Timidina Tritiada

e Soro Bovino Fetal
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9 PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS

9.1 Sintese e Caracterizacgao estrutural

Composto 2: N-hidroxi-metil-Nitrofurantoina

% o /L/\

U“L«

Em um baldo de fundo redondo com capacidade para 100 ml, foi adicionado
0,001 mols do reagente Nitrofurantoina, adquirido comercialmente. Em seguida
acrescentou-se cerca de 5 ml do Aldeido Formico a 35%. Esta mistura foi submetida a
aquecimento de 100° C sob agitacdo durante lhora. Ap6s esse tempo a reacao terminou
e foram realizadas trés extragdes com Butanol/agua. Em seguida a fase organica foi
evaporada e para a completa purificacdo foi realizada a separacdo por coluna
cromatografica, apos a separacdo o produto extraido foi evaporado obtendo-se cristais

amarelos.
Caracterizacao
o F.M: CyNsOgHs
e P.M: 268g

e Solido Amarelo Claro; Rendimento: 81, 25% Rf:0,18 P.F: 191-193°C

e RMN:

Multiplicidade Deslocamento quimico Integracdo Acoplamento
Dubleto 4.062 2H 6,39Hz
Singleto 4.460 2H -
Tripleto 6.542 1H 6.79Hz
Dubleto 7.199 1H 3.99Hz
Dubleto 7.785 1H 3.99Hz
Singleto 7.867 1H -
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Bandas do IV(Cm-'):( OH: 3526.68cm™) (C=0, 1783.23cm™/1728.93cm™); (NO,,
1352.28cm™); (C-N de NO,, 809.49cm™).

Composto 3: N-butil-Nitrofurantoina.

Em baldo de fundo redondo com capacidade para 100 ml, foi adicionado
0,00068 mols do reagente Nitrofurantoina 1. Em seguida foi adicionado 0,00072 mols
do reagente Bromo butano, adquirido comercialmente, o solvente utilizado foi 0 DMF.
A esta mistura foi adicionado quantidade equimolar do Carbonato de Potassio,
deixando-se sob agitacdo e aquecimento de 6°C por 24 horas. Ap6s o termino da reacao,
foram realizadas trés extragdes, a primeira com dicloro-metano e as demais com acetato
de etila/agua. Apos as extracBes, o produto foi evaporado para a retirada do solvente,
devido a permanéncia de DMF o mesmo foi submetido a separacdo por coluna

cromatografica obtendo o produto na forma de cristais marron claro.

Caracterizacéo:
e F.M:C12N4OsH14
e P.M: 2949
e Solido Marron Claro; Rendimento: 60%; Rf: 0,78 (7:3 Acetato/Hexano)

e P.F: 172-174°C
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e RMN:
Multiplicidade Deslocamento Integracao Acoplamento
quimico

Tripleto 0.892 3 7.19 Hz
Multipleto 1.298 2 -
Multipleto 1.540 2 -
Tripleto 3.466 2 6.99Hz
Singleto 4.407 2 -
Tripleto 7.164 1 1.99Hz
Tripleto 7.785 1 1.99Hz
Singleto 7.858 1 -

Bandas do IV(Cm-'): (C=0, 1775.52cm™/1721.41cm™); (NO,, 1347.50cm™); (C-N de
NO,, 814.92cm™).

Substancia 4: N-pentil-Nitrofurantoina

Em baldo de fundo redondo com capacidade para 100 ml, foi adicionado
0,00068 mols do reagente Nitrofurantoina. Em seguida foi adicionado 0,00072 mols
do reagente Bromo pentano, adquirido comercialmente, o solvente utilizado foi o0 DMF.
A esta mistura foi adicionado quantidade equimolar do Carbonato de Potéssio,
deixando-se sob agitacdo e aquecimento de 60°C por 24 horas. Ap0s o0 termino da

reacdo, foram realizadas trés extracGes, a primeira com dicloro-metano e as demais com
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acetato de etila/dgua. Apos as extracdes, o produto foi evaporado para a retirada do
solvente, devido & permanéncia de DMF o mesmo foi submetido a separacao por coluna

cromatogréafica obtendo o produto na forma de cristais marron escuro.
Caracterizagao:

e F.M:Ci3N4OsHjs

e P.M: 308g

e Solido amarelo Claro; Rendimento: 65%; Rf: 0,73 (7:3 Acetato/Hexano)

e P.F:150-153°C

e RMN:
Multiplicidade Deslocamento Integracéo Acoplamento
quimico

Tripleto 0.864 3 6.79 Hz
Dubleto 1.293 4 13.59Hz
Tripleto 1.556 2 6.39Hz
Singleto 4.412 2 -
Dubleto 7.168 1 3.19Hz
Tripleto 3.455 2 6.39Hz
Singleto 7.869 1 -
Singleto 7.783 1 -

Bandas do IV(Cm-"): (C=0, 1773.36cm™/1765.8cm™); (NO,, 1369.98 cm™); (C-
N de NO,, 825.06 cm™); (C-N, 743.54).
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Substancia 5 : N-1-pentenil-Nitrofurantoina

Em baldo de fundo redondo com capacidade para 100 ml, foi adicionado
0,00002 mmols do reagente Nitrofurantoina. Em seguida foi adicionado 0,00014 mmols
do reagente Bromo penteno, adquirido comercialmente, o solvente utilizado foi o0 DMF.
A esta mistura foi adicionado quantidade equimolar do Carbonato de Potassio,
deixando-se sob agitacdo e aquecimento de 60°C por 24 horas. Ap6s o termino da
reacao, foram realizadas trés extracOes, a primeira com dicloro-metano e as demais com
acetato de etila/agua. Apos as extracdes, o produto foi evaporado para a retirada do
solvente, devido a permanéncia de DMF o mesmo foi submetido a separacao por coluna

cromatografica obtendo o produto na forma de cristais amarelo claro.
Caracterizacéo

o F.M: C13N405H14

P.M: 306g

Sélido Amarelo escuro; Rendimento: 77.82%; Rf: 0.80 (7:3Acetato/Hexano)

P.F: 140-145°C

e RMN:

Multiplicidade Deslocamento quimico Integragao Acoplamento
Quarteto 1.640 2H 14,69;7.49 Hz
Multipleto 2.036 2H -

Tripleto 3.471 2H 13.79;6.89Hz
Singleto 4.396 2H -
Multipleto 5.015 2H -
Multipleto 5.810 1H -
Dubleto 7.167 1H 3.89Hz
Dubleto 7.796 1H 3.89Hz
Singleto 7.860 1H -
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Substancia 6: N-butoxi-metileno-Nitrofurantoina

0
S N/,LN/\O/\/\

o LN

6 O

Em bal&o de fundo redondo com capacidade para 100 ml, foi adicionado 0,0026
mols do reagente N-hidroxi-metil-Nitrofurtoina 2 obtida anteriormente em nosso
laboratério. Em seguida foi adicionado 0.00059 mols do reagente Bromo butano,
adquirido comercialmente, o solvente utilizado foi o DMF. A esta mistura foi
adicionado quantidade equimolar do Carbonato de Potassio, deixando-se sob agitacdo e
aquecimento de 60°C por 24 horas. Apds o termino da reacdo, foram realizadas trés
extracBes, a primeira com dicloro-metano e as demais com acetato de etila/agua. Apos
as extracdes, o produto foi evaporado para a retirada do solvente, devido a permanéncia
de DMF o mesmo foi submetido a separacdo por coluna cromatografica obtendo o

produto na forma de éleo marron escuro.
Caracterizacéo

o F.M: C13N,O6H16

e P.M: 324g

e Oleo marrom escuro; Rendimento: 81.27%; Rf: 0,75 (7:3Acetato/Hexano)

e RMN:

Multiplicidade Deslocamento quimico Integragdo Acoplamento
Multipleto 0.860 3H -
Multipleto 1.208 2H -
Multipleto 1.512 1H -
Multipleto 1.779 1H -

Tripleto 3.335 2H 13.49;6.59Hz
Dubleto 3.721 2H 4.19Hz
Dubleto 5.276 2H

Dubleto 7.320 1H 3.89Hz
Dubleto 7.815 1H 3.89Hz
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Singleto 7.948 1H

Bandas do IV(Cm-); (C=0, 1765.39cm™/1704.87cm™), (NO,, 1333.66cm™), (C-O-C
assimétrica= 1251.60cm™), (C-O-C simétrica, 1092.58cm™).

Substancia 7: N-pentoxi-metileno-Nitrofurantoina

o)
ON 0 /NJLN/\O/\/\/
o) U\N \_<\
° 1
Em bal&o de fundo redondo com capacidade para 100 ml, foi adicionado 0,0025
mols do reagente N-hidroxi-metil-Nitrofurtoina 2 obtida anteriormente em nosso
laboratério. Em seguida foi adicionado 0,003 mols do reagente Bromo pentano,
adquirido comercialmente, o solvente utilizado foi o DMF. A esta mistura foi
adicionado quantidade equimolar do Carbonato de Potéassio, deixando-se sob agitacdo e
aquecimento de 60°C por 24 horas. Apds o termino da reacdo, foram realizadas trés
extracOes, a primeira com dicloro-metano e as demais com acetato de etila/agua. Apds
as extracdes, o produto foi evaporado para a retirada do solvente, devido a permanéncia
de DMF o mesmo foi submetido a separacdo por coluna cromatogréfica obtendo o

produto na forma de 6leo marron claro.
Caracterizacao

o F.M:Cy4N;sOpHssg

e P.M:338g

e Oleo marrom claro; Rendimento:55,17%; Rf: 0.78 (7:3Acetato/Hexano)

e RMN:

Multiplicidade Deslocamento quimico Integragao Acoplamento
Tripleto 0.868 3H 13.19;6.89Hz
Dubleto 1.236 4H 3.29Hz

Multipleto 1.540 2H -
Tripleto 3.456 2H 13.49;6.89Hz
Singleto 3.656 2H -
Singleto 5.309 2H -
Dubleto 7.320 2H 3.59Hz
Dubleto 7.805 2H 4.19Hz
Singleto 7.949 1H -
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Bandas do IV(Cm-'): (C=0, 1772.42cm™/1713.42cm™), (NO,, 1335.14cm™), (C-O-C
assimétrica= 1255.26cm™), (C-O-C simétrica, 1096.62cm™).

Substancia 8 N-1-pentenox-metileno-Nitrofurantoina

oL

g8 O

@)
Q + 0 N/,LN/\O/\/V/

Em bal&o de fundo redondo com capacidade para 100 ml, foi adicionado 0,0005

mols do reagente N-hidroxi-metil-Nitrofurtoina 2 obtida anteriormente em nosso

laboratério. Em seguida foi adicionado 0,0003 mols do reagente Bromo pentano,

adquirido comercialmente, o solvente utilizado foi o DMF. A esta mistura foi

adicionado quantidade equimolar do Carbonato de Potéassio, deixando-se sob agitacdo e

aquecimento de 60°C por 24 horas. Apds o termino da reacdo, foram realizadas trés

extracOes, a primeira com dicloro-metano e as demais com acetato de etila/agua. Apds

as extracdes, o produto foi evaporado para a retirada do solvente, devido a permanéncia

de DMF o mesmo foi submetido a separacdo por coluna cromatografica obtendo o

produto na forma de cristal amarelo claro.
Caracterizacao
e F.M: C14N405H15

e P.M: 3369

e Solido Amarelo claro; Rendimento: 15,97 %; Rf: 0.73 (7:3Acetato/Hexano)

e P.F: 140-141°C

Multiplicidade Deslocamento quimico Integragao Acoplamento
Quinteto 1.624 2H 14.69;7.49;6.89Hz
Multipleto 2.023 2H -
Tripleto 3.490 2H 13.49;6.89Hz
Multipleto 4.994 2H -
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Tripleto 5.329 2H 10.49;5.69Hz
Multipleto 5.806 1H -
Dubleto 7.322 1H 4.19Hz
Dubleto 7.813 1H 3.89Hz
Singleto 9.378 1H -

MF 9: N-Cloro-metil-Nitrofurantoina

O-\N+ﬂ\\ O
S |
(@] N\N/\N/\I
c

N\

o)

Em baldo e fundo redondo foi adicionado 1g de N-hidroxi-metil-Nitrofurantoina

e 10 ml de HCI concentrado, sob refluxo e aguecimento de 50°C. A reagdo seguiu por
cerca de 5 horas, e foi acompanhada por cromatografia em camada delgada, usando
como eluente (7:3, Acetato/Hexano). Foi extraida com cloroférmio e rotaevaporada para
eliminacdo do solvente.

e Massa molecular: 286.5g

. Formula molecular: CgH;05N4Cly

e Oleo amarelo escuro. Rendimento: 62%, Rf: 0.46; 7:3 (Acetato/Hexano)

e RMN-H:

Multiplicidade Deslocamento quimico Integracao Acoplamento
Singleto 9.784 1H -
Dubleto 7.820 1H 3.59Hz
Dubleto 7.750 1H 3.59Hz
Singleto 7.630 2H -
Singleto 6.362 2H -
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Bandas do IV(Cm-'): (C=0, 1.721cm™*/1.761cm™); (NO,, 1.350 cm™); (C-N de NO,,
814,5 cm™); (C-N de amida,741,43cm-1); (C-Cl aliftico, 599,03cm-1); (Deformacao
axial de CH,, 2.879.07 cm-1).

DEPT: (CH,: 36.24 ppm/ 31.22 ppm), (C-H: 84.74 ppm/70.41 ppm/ 62.97 ppm), (C-
quaternario: 180.70 ppm/ 123.64 ppm/122.96 ppm/113.48 ppm).

MF 10: N-propil-Nitrofurantoina

¢
TN N CHj
\_//\/

!

o

Em baldo de fundo redondo com capacidade para 100 ml, foi adicionado 0,002
mols do reagente Nitrofurantoina 1. Em seguida foi adicionado 0,024 mols do reagente
Bromo propano, adquirido comercialmente, o solvente utilizado foi o DMF. A esta
mistura foi adicionado quantidade equimolar do Carbonato de Potassio, deixando-se sob
agitacdo e aquecimento de 60°C por 24 horas. Ap6s 0 termino da reacdo, foram
realizadas extracbes, com acetato de etila/agua. ApGs as extracdes, o produto foi
evaporado para a retirada do solvente, obtendo o produto na forma de cristais amarelo
escuro.

e Massa : 280g

. Formula molecular: C11H;,05N,

e Rendimento: 87,27%, Ponto de fusdo: 245-246°C, Rf: 0,50; 5:5
(Acetato/Hexano).

e Picos no RMN-H:

Multiplicidade Deslocamento quimico Integragao Acoplamento
Tripleto 0.871ppm 3H 6.39 Hz/6.79Hz
Quarteto 1.570ppm 2H 5.99 Hz

/6.79Hz/6.39Hz

Tripleto 3.429ppm 2H 6.39Hz/ 5.99 Hz
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Singleto 4.412ppm 1H
Dubleto 7.167ppm 1H 3.59Hz
Dubleto 7.792ppm 1H 3.59Hz
Singleto 7.861ppm 1H

Bandas do IV(Cm-Y): (C=0, 1776.04cm™/1725.74cm™); (NO,, 1348.95 cm™); (C-N de
NO,, 818.63 cm™); (C-N, 739.80); (C-H, 3160.41 cm™); (CH,, 2974.21 cm™).

DEPT: (CH3: 11.052 ppm), (CH2: 20.795 ppm; 40.120 ppm; 48.144 ppm), (CH :
114.682 ppm, 114.713 ppm, 131.520ppm).( C-quaternério: 151.728 ppm, 151.782 ppm,
152.928 ppm, 167.404 ppm).

MF- 11: N-metileno-propil-Nitrofurantoina
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Em baldo de fundo redondo com capacidade para 100 ml, foi adicionado 0,002
mols do reagente N-hidroxi-metil-Nitrofurtoina 2 obtida anteriormente em nosso
laboratério. Em seguida foi adicionado 0.024 mols do reagente Bromo propano,
adquirido comercialmente, o solvente utilizado foi o DMF. A esta mistura foi
adicionado quantidade equimolar do Carbonato de Potassio, deixando-se sob agitacdo e
aquecimento de 60°C por 24 horas. Ap6s o termino da reacdo, foram realizadas
extracOes, com acetato de etila/agua. Apos as extracdes, o produto foi evaporado para a
retirada do solvente, obtendo-se um 6leo amarelo escuro.

e Massa: 2969
. Formula molecular: C15H1405N4

e Rendimento: 63,5% Rf: 0,51; 5:5 (Acetato/Hexano)
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e RMN-H":

Multiplicidade Deslocamento quimico Integragao Acoplamento
Tripleto 0.843ppm 3H 7.19Hz
Quarteto 1.560ppm 2H 6.19Hz/7.19 Hz
Tripleto 3.443ppm 2H 6.79 Hz
Singleto 5.754ppm 2H
Singleto 5.314ppm 2H
Dubleto 7.313ppm 1H 3.99Hz
Dubleto 7.806ppm 1H 3.99Hz
Singleto 7.950ppm 1H

Bandas do IV(Cm-Y): (C=0, 1.771 cm™/1.709,29 cm™), (NO,, 1.334,81 cm™), (C-O-C

assimétrica=1.254,86 cm™), (C-O-C simétrica, 1.089.22 cm™), (C-H axial de metila,

2.968 cm™), (def. axial assim. de CH,, 2.939.4 cm™), (def. axial simétrica CH,, 2.879.1
1

cm™).

DEPT: (CHgs: 10.827ppm), (CH,: 20.741 ppm/ 39.585 ppm/ 54.921 ppm/ 58.747 ppm),
(C-H: 114.651 ppm/ 115.922 ppm/ 136.795 ppm), (C-quaternario: 74.578 ppm/ 153.726
ppm/ 151.882 ppm/ 171.021 ppm).

MF12: N-propenil-Nitrofurantoina
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Em bal&o de fundo redondo com capacidade para 100 ml, foi adicionado 0,002
mols do reagente Nitrofurantoina 1. Em seguida foi adicionado 0,024 mols do reagente
Cloreto de Alila, adquirido comercialmente, o solvente utilizado foi o DMF. A esta
mistura foi adicionado quantidade equimolar do Carbonato de Potéssio, deixando-se sob
agitacdo e aquecimento de 60°C por 24 horas. Ap6s o0 termino da reacdo, foram
realizadas extracOes, com acetato de etila/dgua. Apds as extragcdes, o produto foi
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evaporado para a retirada do solvente, obtendo o produto na forma de 6leo marron
escuro.

e Massa: 2789
. Formula molecular: C11H1005N4
e Rendimento: 85,7% Rf: 0,50; 5:5 (Acetato/Hexano).

e RMN-H":

Multiplicidade Deslocamento quimico Integracao Acoplamento
Singleto 4.05ppm 2H -
Dubleto 4.89ppm 1H

Multipleto 5.87-5.75ppm 1H -

Duplo dubleto 5.22ppm 1H 2.38/4.80Hz

Duplo dubleto 5.19ppm 1H 2.38/4.90Hz
Dubleto 7.59ppm 1H 4.15Hz
Dubleto 7.09ppm 1H 4.15Hz
Singleto 8.28ppm 1H -

Bandas do 1V(Cm-'): (C=0, 1782.9 cm™/1727.9 cm™); (NO,, 1322.02 cm™); (C-H,
3149.41 cm™);

DEPT: (CHa: 47.0ppm/ 39.37ppm/ 117.41ppm), (C-H: 114.4ppm/ 114.3ppm/
131.4ppm/132.3ppm), (Carbono quaternario: 151.99ppm/152.79ppm/ 181,19ppm/
171.0ppm).
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Em baldo de fundo redondo com capacidade para 100 ml, foi adicionado 0,002
mols do reagente N-hidroxi-metil-Nitrofurtoina 2 obtida anteriormente em nosso
laboratério. Em seguida foi adicionado 0.024 mols do reagente Cloreto de Alila,
adquirido comercialmente, o solvente utilizado foi o DMF. A esta mistura foi
adicionado quantidade equimolar do Carbonato de Potéassio, deixando-se sob agitacdo e
aquecimento de 60°C por 24 horas. Apds o termino da reacdo, foram realizadas
extracOes, com acetato de etila/agua. Apos as extracdes, o produto foi evaporado para a

retirada do solvente, obtendo-se um 6leo Amarelo escuro.

Massa : 278g

Formula molecular: C1o,H1,06N4

Rendimento: 78,43%, Rf: 0.53%; 7:3 (Acetato/Hexano)

RMN-H":

Multiplicidade Deslocamento quimico Integracao Acoplamento
Singleto 4.091ppm 2H -
Dubleto 4.097ppm 1H -

Multipleto 5.856-5.734ppm 1H -

Duplo dubleto 5.370ppm 1H 2.39/4.79Hz

Duplo dubleto 5.298ppm 1H 2.39/5.09Hz
Singleto 5.249ppm 2H -
Dubleto 7.324ppm 1H 4.19Hz
Dubleto 7.807ppm 1H 4.19Hz
Singleto 9.372ppm 1H -
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Bandas do 1V(Cm-Y): (C=0, 1770.4 cm™/1707.67 cm™); (NO,, 1337.02 cm™), (C-O-C

assimétrica, 1252.71 cm™), (C-O-C simétrica, 1093.58 cm™), (NO, simétrica, 814.47
-1

cm™).

DEPT: (CHy: 58.72ppm/ 39.77ppm/ 115.81ppm), (C-H: 115.8ppm/ 114.60ppm/
137.04ppm/131.12ppm), (Carbono quaternario: 74.859ppm/151.99ppm/153.14ppm/
170.60ppm ).

MF 14 : N-2-butil-Nitrofurantoina
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Em baldo de fundo redondo com capacidade para 100 ml, foi adicionado 0,002
mols do reagente Nitrofurantoina 1. Em seguida foi adicionado 0,024 mols do reagente
2-Br-butano, adquirido comercialmente, o solvente utilizado foi o DMF. A esta mistura
foi adicionado quantidade equimolar do Carbonato de Potassio, deixando-se sob
agitacdo e aquecimento de 60°C por 24 horas. Apés o termino da reacdo, foram
realizadas extracbes, com acetato de etila/agua. ApOs as extracdes, o produto foi
evaporado para a retirada do solvente, obtendo o produto na forma de 6leo marron
escuro.

e Massa : 294¢g
. Fomula molecular: C12H1405N,
e Rendimento: 85,03%, Rf: 0.63; 6:4 (Acetato/Hexano).

e RMN-H":

Multiplicidade Deslocamento quimico Integracao Acoplamento
Tripleto 0.824ppm 3H 6.59Hz
Dubleto 1.00ppm 3H 6.79Hz

Multipleto 1.351ppm-1.276ppm 2H
Multipleto 1.679ppm-1.610ppm 1H
Singleto 4.418ppm 2H
Dubleto 7.205ppm 1H 4.19Hz
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Dubleto 7.794ppm 1H 4.19Hz

Singleto 7.946ppm 1H

Bandas do 1V(Cm-):(C=0 acopladas, 1.777cm™/ 1.724 cm™), (NO,, 1.349 cm™), (C-H
axial de metila, 2971 cm™), (def. axial assim. de CH,, 2.936.3cm™), (def. axial simétrica
CH,,2.879 cm™).

DEPT: (CHs: 26.68 ppm), (CH,: 48.34ppm), (C-H: 132.133 ppm/ 115.808ppm/
115,027ppm), (Carbono quaternario: 168.287ppm/165.820 ppm/151.704ppm/ 150.0ppm

).

MF-15: N-metileno-2-butil-Nitrofurantoina.
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Em baldo de fundo redondo com capacidade para 100 ml, foi adicionado 0,002
mols do reagente N-hidroxi-metil-Nitrofurtoina 2 obtida anteriormente em nosso
laboratdrio. Em seguida foi adicionado 0.024 mols do reagente 2-Br-butano, adquirido
comercialmente, o solvente utilizado foi o DMF. A esta mistura foi adicionado
guantidade equimolar do Carbonato de Potassio, deixando-se sob agitacdo e
aquecimento de 60°C por 24 horas. Apés o termino da reacdo, foram realizadas
extracdes, com acetato de etila/agua. Apds as extracbes, o produto foi evaporado para a
retirada do solvente, obtendo-se um éleo amarelo escuro.

e Massa: 3119
. Formula molecular: C13H1606N,
e Rendimento: 63,33%, Rf: 0.67; 7:3 (Acetato/Hexano).

e RMN-H":

Multiplicidade Deslocamento quimico Integracdo Acoplamento
Tripleto 0.817ppm 3H 7.59Hz
Dubleto 1.313ppm 3H 7.59 Hz
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Multipleto 1.630-1.605ppm 2H
Multipleto 1890-1.910ppm 2H

Singleto 3.648ppm 2H

Singleto 5.290ppm 2H

Dubleto 7.303ppm 1H 2.69Hz
Dubleto 7.806ppm 1H 2.69Hz
Singleto 9.395ppm 1H

Bandas do IV(Cm-'): (C=0 acopladas, 1771.22cm™/1709.59 cm™), (NO,, 1333.57 cm’
1), (C-O-C Assimétrica, 1252.80 cm™), (C-O-C Simétrica, 1086.99 cm™), (C-N de NO,,
813.47 cm™, (C-N de Amida, 739.43 cm™).

MF 16: N-acetil-Nitrofurantoina
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Em baldo de fundo redondo com capacidade para 100 ml, foi adicionado 0,002
mols do reagente Nitrofurtoina 1 obtida anteriormente em nosso laboratorio. Em
seguida foi adicionado 5ml do reagente Anidrido acético, adquirido comercialmente, o
solvente utilizado foi o DMF. A esta mistura foi adicionado quantidade equimolar do
Carbonato de Potassio, deixando-se sob agitacdo e aquecimento de 60°C por 24 horas.
Apo0s o termino da reacdo, foram realizadas extragdes, com acetato de etila/agua. Apos
as extracdes, o produto foi evaporado para a retirada do solvente, obtendo-se um cristal
amarelo escuro.

e Massa molecular: 280g

. Formula molecular: C1oHgN4Os

¢ Rendimento: 85,5%, Ponto de fuséo: 240-241°C
o Rf: 0.54; 7:3 (Acetato/Hexano).
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e RMN-H":

Multiplicidade Deslocamento quimico Integracao Acoplamento
Singleto 1.900ppm 3H
Singleto 4.405ppm 2H
Singleto 7.199ppm 1H
Dubleto 7.791ppm 1H 3.99Hz
Singleto 7.933ppm 1H 3.99Hz

Bandas do IV(Cm-'): (C=0 acopladas, 1811,95 cm™, 1777,05 cm™), (C=O de cetona,
1751,83 cm™), (NO,, 1348,24 cm™), (C-N de NO,, 809,34), ( C-N de Amida, 741.82),
(C-H de Aldeido, 1375,91 cm™).

RMN C":( CH3, 26.271ppm),( CH, 114.605ppm/ 115.418ppm/133.526ppm), (CHs,
167.861), (C-quaternario, 149.412ppm/ 151.255ppm/ 151.975ppm/ 165.398ppm/
167.861ppm).

MF17: N- metileno- acetoxi- Nitrofuratoina
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Em baldo de fundo redondo com capacidade para 100 ml, foi adicionado 0,002
mols do reagente N-hidroxi-metil-Nitrofurtoina 2 obtida anteriormente em nosso
laboratdério. Em seguida foi adicionado 5ml do reagente Anidrido acetico, adquirido
comercialmente, o solvente utilizado foi o DMF. A esta mistura foi adicionado
quantidade equimolar do Carbonato de Potassio, deixando-se sob agitacdo e
aquecimento de 60°C por 24 horas. Apds o termino da reacdo, foram realizadas
extragcdes, com acetato de etila/agua. Apds as extracdes, o produto foi evaporado para a
retirada do solvente, obtendo-se um cristal amarelo escuro.

e Massa molecular:310g

. Formula molecular: C11H1gN4O7
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¢ Rendimento: 86,4%,Ponto de fusdo: 239-241°C, Rf: 0.57; 7:3 (Acetato/Hexano).
e RMN-H":

Multiplicidade Deslocamento quimico Integracao Acoplamento
Singleto 2.21ppm 3H
Singleto 5.95ppm 2H
Singleto 4.02ppm 2H
Singleto 8.28ppm 1H
Singleto 7.59ppm 1H 3.99Hz
Singleto 7.09ppm 1H 3.99Hz

Bandas do IV(Cm-'): (C=0 acopladas, 1798,90 cm™, 1777,05 cm™), (C=O de Ester,
1750,36 cm™), (NO,, 1338,46 cm™), (C-N de NO,, 811,31), (C-O de Ester, 1266,90 cm’

l).
RMN C*:( CHj, 20.44ppm),( CH, 114.4ppm/ 114.32ppm/131.49ppm), (CH,

69.66ppm/46.6ppm), (C-quaternario, 170.2ppm/ 161.0ppm/ 171.0ppm/ 152.39ppm/
151.86ppm).

MF18: N-metileno-3-morfolino-propilamina-Nitrofurantoina.

O,N

Em baldo de fundo redondo com capacidade para 100 ml, foi adicionado
0,00042 mols do reagente 3-morfolino-propilamina obtido comercialmente. Em seguida
foi adicionado 1ml de etanol e 1ml de formol, ap6s trés horas foi adicionado 0,00042
mols da Nitrofurantoina, adquirido comercialmente, sob agitacdo e temperatura
ambiente por 24 horas. Apos o termino da reacgdo, foram realizadas extragdes, com
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acetato de etila/dgua. Apos as extracdes, o produto foi evaporado para a retirada do
solvente, obtendo-se um 6leo amarelo claro.

e Massa molecular: 408g

. Formula moIecuIar:ClyH24N606

e Rendimento: 67,7%, Oleo amarelo claro, Rf: 0.54, 7:3 (Acetato/hexano)

o RMN-H":

Multiplicidade Deslocamento quimico Integragao Acoplamento
Singleto 8.385ppm 1H -
Dubleto 7.801ppm 1H 3.89Hz
Dubleto 7.327ppm 1H 3.89Hz
Dubleto 4.649ppm 2H 2.99Hz
Singleto 4.596ppm 2H -

Multipleto 2.308-2.232ppm 1H -
Tripleto 4.507ppm 2H 5.99Hz
Dubleto 4.280ppm 2H -
Tripleto 3.709ppm 4H 5.99Hz
Tripleto 2.500ppm 2H -

Multipleto 0.860-0.853ppm 2H -

Bandas do 1V(Cm-'): (C=0 acopladas, 1777 cm™, 1717 cm™),(NO,, 1335,37 cm™), (C-
O-C assimétrica,1256cm™), ( N-H, 3389,19cm™), (CH2, 2926,47cm™).
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MF19: N-metileno-2-amino-metil-piperidina-Nitrofurantoina
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Em baldo de fundo redondo com capacidade para 100 ml, foi adicionado
0,00042 mols do reagente 2-amino metil piperidina obtido comercialmente. Em seguida
foi adicionado 1ml de etanol e 1ml de formol, apos trés horas foi adicionado 0,00042
mols da Nitrofurantoina, adquirido comercialmente, sob agitacdo e temperatura
ambiente por 24 horas. Apés o termino da reacdo, foram realizadas extracGes, com
acetato de etila/agua. Apos as extracdes, o produto foi evaporado para a retirada do
solvente, obtendo-se um 6leo amarelo.

e Massa molecular: 347g
. Formula molecular: C14H17NgO5

e Rendimento: 74,5%, Rf: 0.59; 8:2 (Acetato/Hexano)

e RMN-H":

Multiplicidade Deslocamento quimico Integragao Acoplamento
Dubleto 7.807ppm 1H 3.99Hz
Dubleto 7.342ppm 1H 3.99Hz
Singleto 8.332ppm 2H -
Singleto 4.655ppm 2H -
Dubleto 4.796ppm 2H -
Tripleto 1.043ppm 4H -
Singleto 1.891ppm 3H -

Multipleto 2.177ppm 5H -
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Multipleto 4.507ppm 1H

Bandas do IV(Cm-'): (C=0 acopladas, 1776 cm™, 1717 cm™),, (NO,, 1333,7 cm™), (
N-H, 3.400 cm™), (CH2, 2939,4cm™).

MF20- N-metileno-ciclohexilamina-Nitrofurantoina
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Em baldo de fundo redondo com capacidade para 100 ml, foi adicionado
0,00042 mols do reagente Furfurylamina obtido comercialmente. Em seguida foi
adicionado 1ml de etanol e 1ml de formol, apéds trés horas foi adicionado 0,00042 mols
da Nitrofurantoina, adquirido comercialmente, sob agitacdo e temperatura ambiente por
24 horas. Apos o termino da reacdo, foram realizadas extragdes, com acetato de

etila/agua. Apds as extracdes, o produto foi evaporado para a retirada do solvente,
obtendo-se um 6leo amarelo claro.

e Massa molecular: 344g
. Formula molecular: C15H14N505
e Rendimento: 75,8%, Rf: 0.57; 8:2 (Acetato/Hexano)

e RMN-H":

Multiplicidade Deslocamento quimico Integragao Acoplamento
Dubleto 7.59ppm 1H 3.89Hz
Dubleto 7.09ppm 1H 3.89Hz
Singleto 8.28ppm 1H
Singleto 4.05ppm 2H
Dubleto 4.42ppm 2H 2.99
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Multipleto 1.21ppm 6H

Multipleto 2.67ppm 1H

DEPT: (CHg, 25.7ppm /25.10pp m /34.0ppm /57.7ppm /46.6ppm ), (C-H, 131.4ppm
/114.4ppm /114.3 ppm/53. 5ppm), (C- quaternario, 151.8ppm /152.0ppm / 162.2ppm/
171.0ppm).

MF21-N-metileno-furfurylamina-Nitrofurantoina.
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Em baldo de fundo redondo com capacidade para 100 ml, foi adicionado

0,00042 mols do reagente Furfurylamina obtido comercialmente. Em seguida foi
adicionado 1ml de etanol e 1ml de formol, apds trés horas foi adicionado 0,00042 mols
da Nitrofurantoina, adquirido comercialmente, sob agitacdo e temperatura ambiente por
24 horas. Apos o termino da reacdo, foram realizadas extracdes, com acetato de
etila/agua. Apos as extragdes, o produto foi evaporado para a retirada do solvente,
obtendo-se um 6leo amarelo claro.

Massa molecular: 3479

Férmula molecular: C14H13N506

Rendimento: 68,8% , Rf: 0.60; 8:2 (Acetato/Hexano)
RMN-H*":

Multiplicidade Deslocamento quimico Integracao
Singleto 8.419ppm 1H
Dubleto 7.949ppm 1H

Acoplamento

4.19Hz
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Dubleto 7.805ppm 1H 4.19Hz
Dubleto 7.789.ppm 1H 5.09Hz
Tripleto 7.552ppm 1H 3.59/5.09Hz
Dubleto 7.331ppm 1H 3.59Hz
Dubleto 4.797ppm 2H 7.19Hz
Singleto 4.596ppm 2H

Dubleto 4.501ppm 2H 3.29Hz
Quinteto 3.451ppm 1H 7.19/3.29Hz

Bandas do IV(Cm-'): (C=0 acopladas, 1775 cm™, 1717 cm™), (NO,, 1334,7 cm™), (N-
H 1.661),

DEPT:(CH>,58.9ppm/61.0ppm/74.46ppm),(C-H,109.6ppm /110.27ppm /114.61ppm
/115.90ppm  /137.13ppm /152.21ppm), (C- quaternario, 139.0ppm /151.8ppm
/152.0ppm/ 170.7ppm/ 174.0ppm).

MF22: N-metileno-butilamina-Nitrofurantoina
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Em baldo de fundo redondo com capacidade para 100 ml, foi adicionado
0,00042 mols do reagente butilamina obtido comercialmente. Em seguida foi
adicionado 1ml de etanol e 1ml de formol, ap6s trés horas foi adicionado 0,00042 mols
da Nitrofurantoina, adquirido comercialmente, sob agitacdo e temperatura ambiente por
24 horas. Apos o termino da reacdo, foram realizadas extragdes, com acetato de
etila/agua. Apds as extracdes, o produto foi evaporado para a retirada do solvente,
obtendo-se um 6leo amarelo escuro.

e Massa molecular: 323g
. Formula molecular: C13H17Ns0O5

e Rendimento: 76%, Oleo amarelo escuro, Rf: 0.55; 8:2 (Acetato/Hexano)
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e RMN-H":

Multiplicidade Deslocamento quimico Integragao Acoplamento
Singleto 8.55ppm 1H -
Dubleto 7.79ppm 1H 2.99Hz
Dubleto 7.65ppm 1H 2.99Hz
Singleto 3.21ppm 2H
Dubleto 3.11ppm 2H -
Tripleto 2.04ppm 2H

Multipleto 1.40-1.52ppm 4H -
Tripleto 0,778ppm 3H
Multipleto 2.55ppm 1H -

Bandas do 1V(Cm-'): (C=0 acopladas, 1775 cm™, 1717 cm™), (NO,, 1333,7 cm™), (N-

H 1.659).ver ch2

DEPT:(CH,, 31,3ppm/ 57.2ppm/ 46.7ppm/ 32.4ppm/ 20.1ppm),(C-H,114.4ppm
/114.2ppm /163.7ppm / 59.2ppm), (C- quaternario, 150.9ppm /153.0ppm/ 180.3ppm/

176.7ppm).
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MF23: N-metileno-1,2-amino-etil-piperazina.
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Em baldo de fundo redondo com capacidade para 100 ml, foi adicionado
0,00042 mols do reagente 1,2 amino etil piperazina obtido comercialmente. Em seguida
foi adicionado 1ml de etanol e 1ml de formol, apos trés horas foi adicionado 0,00042
mols da Nitrofurantoina, adquirido comercialmente, sob agitagdo e temperatura
ambiente por 24 horas. Ap6s o termino da reacdo, foram realizadas extra¢des, com
acetato de etila/agua. Apos as extracdes, o produto foi evaporado para a retirada do

solvente, obtendo-se um cristal amarelo claro.

e Massa molecular: 373¢g

. Formula molecular: C15sH15N;Os

e Rendimento: 67,5% , Ponto de fusdo: 241-242 °C , Rf: 0.61; 8:2(Acetato/

Hexano).
e RMN-H":
Multiplicidade Deslocamento quimico Integragao Acoplamento
Singleto 9.422ppm 1H
Dubleto 7.748ppm 1H
Dubleto 6.996ppm 1H
Multipleto 5.300-5.410ppm 1H
Singleto 4.561ppm 2H
Singleto 4.561ppm 1H
Multipleto 3.700-3.164ppm 16H

Bandas do IV(Cm-Y): (C=0, 1.776/1705), (NO,, 1319,6), (N-H, 3.587/3.505/ 3.365)
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MF24: N-metileno-4-2-amino-etil-morfolina-Nitrofurantoina.
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Em baldo de fundo redondo com capacidade para 100 ml, foi adicionado
0,00042 mols do reagente 4-2 amino etil morfolina obtido comercialmente. Em seguida
foi adicionado 1ml de etanol e 1ml de formol, apos trés horas foi adicionado 0,00042
mols da Nitrofurantoina, adquirido comercialmente, sob agitagdo e temperatura
ambiente por 24 horas. Ap6s o termino da reacdo, foram realizadas extragdes, com
acetato de etila/agua. Apos as extracdes, o produto foi evaporado para a retirada do
solvente, obtendo-se um 6leo amarelo claro.

e Massa molecular: 3769

. Formula molecular: C15H16NgOs
e Rendimento: 68,2%, Rf: 0.60; 8:2 (Acetato/Hexano)

e RMN-H":

Multiplicidade Deslocamento quimico Integragao Acoplamento
Singleto 7.943ppm 1H -
Dubleto 7.793ppm 1H 4.19Hz
Dubleto 7.322ppm 1H 4.19Hz
Dubleto 4.667.ppm 2H 4.19Hz
Singleto 4.592ppm 2H -
Quarteto 2.377ppm 1H 4.19/5.99Hz
Tripleto 4.504ppm 4H 6.89Hz
Tripleto 3.379ppm 4H 6.89Hz
Tripleto 1.078ppm 2H 4.19Hz
Tripleto 1.040ppm 2H 4.19Hz
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Bandas do IV(Cm-'): (C=0, 1.777/1718 cm™), (NO,, 1335,96 cm™), (N-H, 3.379 cm™).

MF25: N-metileno-anilina-Nitrofurantoina.

; O
O NH

O//N\@/\N/N\)§O

Em baldo de fundo redondo com capacidade para 100 ml, foi adicionado
0,00042 mols do reagente Anilina obtido comercialmente. Em seguida foi adicionado
Iml de etanol e 1ml de formol, apo6s trés horas foi adicionado 0,00042 mols da
Nitrofurantoina, adquirido comercialmente, sob agitacdo e temperatura ambiente por 24
horas. Apds o termino da reacdo, foram realizadas extracGes, com acetato de etila/agua.
Apos as extracdes, o produto foi evaporado para a retirada do solvente, obtendo-se um
6leo amarelo escuro

Massa molecular: 343g
Formula molecular: C15H13N505

Rendimento: 78,2%, Rf: 0.62; 8:2 (Acetato/Hexano)

RMN-H":

Multiplicidade Deslocamento quimico Integragao Acoplamento
Singleto 7.834ppm 1H
Dubleto 7.781ppm 1H 2.09Hz
Dubleto 7.164ppm 1H 2.09Hz
tripleto 7.092ppm 2H 6.89Hz
Dubleto 6.838ppm 2H 6.89Hz
Tripleto 6.634ppm 1H 6.89Hz/6.59Hz

Marcia Izabel Freire de Souza



110

Dubleto 4.900ppm 2H 6.59Hz

Singleto 4.439ppm 2H -

Bandas do IV(Cm-'): (CH,; 2845.34 cm™); (C=0 acopladas, 1781.11/1723.38 cm™);
(deformagéo axial c-c do anel arom., 1597.12/ 1504.80 cm™); (NO,, 1344.82 cm™).

9.2 Anélise de Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio (RMN ‘H):

Os espectros de RMN *H e das substancias sintetizadas foram obtidos no espectrémetro
da Central Analitica do Departamento de Quimica Fundamental da UFPE, Recife - PE,

utilizando como solvente DMSO-dg € como padréo interno DMSO.

9.3 Anélise de espectrofotometria de absorc¢éo no Infravermelho (1V):

Os espectros de absorcao no infravermelho na regi&o de 4.000 a 400 cm™, foram obtidos
em pastilhas de KBr no espectrofotdmetro de infravermelho, disponivel na Central Analitica do
Departamento de Quimica Fundamental da UFPE, Recife - PE.

9.4 Avaliacao das Atividades Bioldgica dos compostos

9.4.1 Metodologia da Avaliagéo Antimicrobiana

9.4.1.1 Método de difusdo em discos de papel

Neste método, os discos contendo concentracdes conhecidas dos compostos
sintetizados foram colocados na superficie de uma placa de agar, onde uma suspensdo
padronizada dos microorganismos em teste foi inoculada. As suspensdes dos micro-
organismos testes foram padronizadas através da escala de McFarland com turbidez
correspondente a 0,5, equivalente a 1 a 2 x10° unidades formadoras de colénias por mililitros
(UFC/mL). Discos de papel contendo apenas o solvente dimetil-formamida (DMF)
foram utilizados como controles negativos. As placas foram levadas a estufa durante 24h e
48h a temperatura de 30°C e 37°C e apds o periodo de incubacdo mediram-se os halos de

inibicdo em milimetros (mm). O halo de inibicdo serd considerado a area sem crescimento
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detectavel a olho nu. A zona média de inibicdo para amoxicilina (antibidtico) foi utilizada
como valor de referéncia, a qual foi medida em outro trabalho realizado por nosso grupo
de pesquisa. Os experimentos foram realizados em triplicata, e repetidos se o0s

resultados apresentassem alguma divergéncia (ALLEY, 1988).

9.4.2 Determinacao da CMI e CMB.

Para os ensaios de CMI e CMB, foi utilizada a técnica de macrodiluicdo em
meio liquido, onde a partir de uma solugcdo-mée com concentracdo de 1mg/mL dos
compostos em analise, solubilizados em dimetilformamida, foram realizadas dilui¢cdes
seriadas para obtencdo das concentragdes desejadas. Foram adicionados 100uL da
suspensdo bacteriana, previamente padronizadas através da escala de McFarland acima
citada, aos tubos de Muller-Hinton contendo as concentragdes desejadas dos compostos
em analise. Os tubos foram incubados a 37°C por 24-48 h, e, em seguida, examinados
para visualizacdo da presenca ou auséncia de organismos de cultivo. Tubos contendo
apenas DMF também foram avaliados. Os valores de CMI foram obtidos a partir da
menor concentragdo dos compostos onde ndo foi observado qualquer crescimento de
bactérias. Os valores da CMB foram medidos através da inoculacdo dos caldos
utilizados para determinacdo do CMI para meio sem drogas. Os valores de CMB foram
observados a partir do crescimento da diluicdo subseqiente. Os valores da CMI e da
CMB, foram expressos em pg/mL (MOSSMAN, 1983).

9.5 Metodologia da Atividade Antitumoral.

9.5.1 Citotoxicidade in vitro dos Derivados da Nitrofurantoina.

A atividade citotoxica sera realizada através do método do MTT brometo de 3-
(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazdlio (ALLEY et al., 1988; MOSMANN, 1983).

As linhagens de celulas utilizadas serdo NCI-H292 (carcinoma
mucoepidermoide de pulmdo humano) e HEp-2 (carcinoma de laringe humana)
mantidas em meio de cultura DMEM, HL-60 (leucemia promielocitica aguda) e MCF-7

(cancer de mama humano) mantidas em meio de cultura RPMI 1640. Os meios serdo
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suplementados com 10 % de soro fetal bovino e 1 % de solugdo de antibidtico
(penicilina e estreptomicina). As células serdo mantidas em estufa a 37 °C em atmosfera
Umida enriquecida com 5 % de CO2.

As células NCI-H292, MCF-7, HEp-2, HT-29 (105 células/mL) e HL-60 (3 x
105 celulas/mL) serdo plaqueadas em placas de 96 poc¢os e incubadas por 24h. Em
seguida as amostras dissolvidas em DMSO (1%) serdo adicionadas aos pocos em
concentracdo final de 25 pg/mL. O farmaco doxorrubicina (5 pg/mL ) serd utilizado
como padrdo. Apés 72 h de reincubacdo sera adicionado 25 puL de MTT (5 mg/mL) e
depois de 3 h de incubacdo, o meio de cultura com 0 MTT serdo aspirados e 100 uL de
DMSO seraadicionado a cada pogco. A absorbancia serd& medida em um leitor de

microplacas no comprimento de onda de 560 nm.

Os experimentos serdo realizados em quadruplicata e a percentagem de inibicao

foi calculada no programa GraphPad Prism 7.0. demo.

Uma escala de intensidade foi utilizada para avaliar o potencial citotoxico das
amostras testadas. Amostras com atividade (95 a 100 % de inibicdo), com atividade
moderada (inibicdo de crescimento celular variando de 70 a 90%) e sem atividade

(inibicdo de crescimento menor que 50 %).

Os produtos (0.195 — 25 pg/mL) que apresentarem atividade moderada ( > 70%
de inibicdo) em duas linhagens aderidas e uma linhagem em suspensdo serdo
submetidos a determinacdo da concentracdo que inibe 50 % do crescimento em relagéo
ao controle negativo (CI50). A doxorrubicina (0.009 - 1.25 pug/mL) sera utilizada como
padrdo. A CI50 e os respectivos intervalos de confianca (IC 95%) foram calculados a

partir da regressao ndo linear no programa GraphPad Prism 7.0. demo.
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Conclusdo e Perspectivas
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10 CONCLUSAOQ E PERSPECTIVAS

10.1 Concluséao

Os derivados da Nitrofurantoina foram obtidos partindo de metodologia simples e
econOmica, onde os compostos foram sintetizados em curto tempo reacional, resultando
em bons rendimentos. A estrutura quimica foi elucidada através de espectroscopia de

RMN H e IV, confirmando que a substituicdo ocorreu de maneira satisfatoria.

Com relacdo a atividade antimicrobiana 0os compostos apresentaram atividade, com
halos de inibicdo muitas vezes superiores aos halos apresentados pelo prototipo
Nitrofurantoina. Para o 02- Staphylococcus aureus a substancia 7 demonstrou melhor
resultado, apresentando CMI e CMB, menor que o protétipo 2. Para o 86-Bacillus
subtilis, os derivados 4, 5, 6 e 7 apresentaram bons resultados, com CMI e CMB
menores que os padrdes, as substancias 3, 11, 13, 16 com CMIl e CMB iguais aos seus

respectivos protétipos.

Para a atividade antitumoral, os compostos apresentaram uma variagdo de 51-100%
de inibicdo, onde os melhores tiveram sua IC50 determinada e foi calculado o IS, onde
Verificou-se que compostos 1, 4 e 10 apresentaram um indice de seletividade
significativo isto é, um valor maior ou igual a 2,0, o que significa que o composto é
duas ou mais vezes mais ativo na linhagem de células neoplésicas do que em células
normais (RAW).

Os compostos derivados da Nitrofurantoina, demostraram uma excelente
conservacao da atvidade antimicrobiana, e apresentaram de forma pioneira interessante
atividade antitumoral, principalmente os derivados alquilados, sendo promissores

candidatos a futuros farmacos.
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10.2 Perspectivas

e Realizacdo do aumento da série , com condensacdo da Nitrofurantoina com a
Semicarbazida e Tiossemicarbazida, para posteriores variagbes em suas

estruturas.

e Realizar ensaios para a determinacdo da ZMI, bem como a determinacdo do
CMI e CMB para os mais promissores, para a atividade antimicrobiana dos

compostos frente a cepas antibidtico-resistentes.

e Realizacdo de ensaios frente as formas evolutivas do T. cruzi e da L.
Amazonensis. Visto que a Nitrofurantoina e os seus derivados possuem 0 grupo
nitro no anel furénico, grupamento este que pode favorecer a atividade

antiparasitaria.

e Submeter os compostos a estudo de “docking”, para analise da relagdo estrutura-

atividade.
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Anexo A -RMN H™: Substancia 1-nitrofurantoina

Harcia Isabel
smostra MA-NF
salicitacao N.I1014-9
0L.03.11_UFPE

Pulse Seguence: sZpul

Solvent: OMSD
Ambient temperature
UNITYplus=-300 "UFPEu300™

Relax. delay 1.358 sec

Pulse 4%.0 degrees

Acg. time 3.641 sec

Width 44%9.1 Hz

16 repetitions
OBSERVE Hl, 289.9481883 HHz
DATA PROCESSING

FT size 32768

Total time 1 min, 20 sec
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ancia 13

A

Anxo B -RMN H™: Subst

Marcia Izabel

Solicitacao N.I1014_16
10.03.11_UFPE
Pulse Sequence: s2pul

Solvent: DMSO
Ambient temperature

UNITYplus-300 "UFPEu300"

Relax. delay 1.359 sec

Pulse 45.0 degrees
Acg. time 3.641 sec
Width 4499.4 Hz

16 repetitions

OBSERVE H1, 289.9484839 MHz

DATA PROCESSING
FT size 32768

Total time 1 min, 20 sec

10 9

3430
NYH7

0/ wogevy o)

0J12q1Y BAJIS 3U3QY
1

110w (18) w4 fow0d by sz (18) vy
59261 ol 34VES - 020071 39 9|
U ¥ 7:7 ]

O

" 11.70 19.93 14.09
12.90 0.53 0.73 15.24
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Anexo C -RMN H: Substancia 10

Marcia Izabel

Amostra MF 10
Solicitacao N. L0301-6
08.03.2013 UFPE

Sample Name:

Data Collected on:
variand00-vamrs400
Archive directory:

Sample directory:
FidFile: PROTON

Pulse Sequence: PROTON (s2pul)
Solvent: dmso
Data collected on: Mar 8 201

Operator: ricardo

Relax. delay 1.000 sec
Pulse 45.0 degrees

Acq. time 2.556 sec

width 6410.3 Hz

16 repetitions

OBSERVE H1, 399.742762° MHz
DATA PROCESSING

FT size 32768

Total time 0 min B7 ac

|
‘

ppm
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Anxo D -RMN H: Substancia 25

Marcia Freire

Amostra MF16
Solicitacao M. M0321-60
22/04/2014

Sampls Nams:

Data Collascted on:
Agilent300-vomrs300
Archive directory:

Sample directory:
ridrile: M0321_60.1h

Pulse Seguence: PROTON (sapul)
Solvent: dmso
Data collected on: Apr 32 2014

Temp. 25.0 C / 298.1 K
Operator: wvomrl

Ralax. delay 1.000 sec
Pulse 45.0 degreas

Acg. time 1.704 sec

wWidth 4807.7 Hx

16 repstitions

OBRSERVE H1, 299.9456665 MHx
DATA PROCESSTNG

FT sire 16384

Total time 0 min 43 sec
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Anexo E -1V cm™: Substancia 1
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Anxo F -1V cm™: Substancia 10
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Anexo G -1V cm™: substancia 13
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Anexo H -1V cm™: Substancia 25

PerkinElmer Spectrum Version 10.03.09
Wednesday, August 28, 2013 2:47 PM

Analyst Administrator
Wednesday, August 28, 2013 2:47 PM
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