UNIVERSIDADE FEDERAL RURAL DO RIO DE JANEIRC
INSTITUTO DE CIENCIAS EXATAS

CURSO DE POS-GRADUACAO EM QUIMICA ORGANICA

SINTESE E AVALIACAO FARMACOLOGICA
DE NOVOS DERIVADOS

ISOCROMANILACETILIDRAZONICOS
A PARTIR DO SAFROL

Margareth Rose de Lima Santos

Rio de Janeiro, 1995



Tese apresentada como um dos requisitos para a obtengdo do
grau de Mestre em Ciéncias, junto ao Curso de Pos-Graduagdo
em Quimica Orgdncia (CPGQO) da Universidade Federal Rural
do Rio de Janeiro (UUFRRJ).



SINTESE E AVALIACAO FARMACOLOGICA DE
NOVOS DERIVADOS
ISOCROMANILACETILIDRAZONICOS
A PARTIR DO SAFROL

Margareth Rose de Lima Santos

Aprovada em : 05/05/1995

6(?\*&\:; —

Dr. Eliezer J. Barreiro

%:M, }M\_ el g b T g,

Dr. Mario Geraldo de Carvalho

:';)Lm(/@/% A*@d-wt/u Y%@WT( s G

Dr. Carlos Alberto Mamsour Fraga




FICHA CATALOGRAFICA

SANTOS, Margareth Rose de Lima

Sintese e Avaliagao Farmacologica de Novos Derivados
Isocromanilacetilidrazénicos a partir do Safrol

UFRRJ, CPGQO, 1995.

TESE : Mestre em Ciéncias (Quimica Orgéanica)

1. Derivados Isocromanilacetilidrazonicos
2. Analgésicos

3. Atividade Farmacoldgica

4. Espectroscopia de RMN 'H e '*C

5. Teses

[ - UNIVERSIDADE FEDERAL RURAL DO RIO DE JANEIRO

Il - TITULO



Este trabalho foi realizado no
Laboratorio  de Sintese de
Substdncias Bioativas (ILASSBio)
da Faculdade de FFarmdcia da
UFRJ, sob a orientacdo dos
Professores Dr.Eliezer J. Barreiro

e Dr. Raimundo Braz-Filho



Ndo tema o obstdaculo,
ele obriga a juntar as energias esparsa

e cria o gosto pelo esforgo.



Ao meu esposo Fabio,
Aos meus filhos Lisiane e Caio,
E aos meus pais Dirceu, Miro e Lila...

Estrelas que continuam iluminando a minha existéncia.



AGRADECIMENTOS

Aos professores Dr. Eliezer J. Barreiro e Dr. Raimundo Braz-Filho
pela oportunidade, orientacdo, estimulo e valiosas discussdes tedricas que
tornaram possivel arealizacdo deste trabalho.

A Lidia pela importante colaboracdo na execucdo da parte

experimental.

Aos colegas do CPGQO- UFRRJ, Frances, Sandra, Mareia Cristina,
|zabel, Geize, Marcos, Lidia, Suzana, Solange, Alaide, Ménica, Daniela,
pela convivéncia, amizade e estimulo.

Aos colegas do LASSBio-UFRJ, Rita, Magali, Carlos Rangei,
Adriane, Manssour, Luiza, Zezé, Abadia, Gabriela, Michele, Adriana,
Estela Alcione, Carla, André, Luciana, Lis Helena, Nelilma, Emerson,

Aline, 1zabella, Michele pela aegre convivéncia diaria.

Ao professor Dr.Mario Geraldo (UFRRJ) pela amizade, sugestOes

valiosas, incentivo e realizacdo dos espectros de nOe e bidimensionais de
RMNIH e 13c

A professora Ana Luiza, ao Sergio e & Kely pela realizacio dos
ensal 0s farmacol gicos.



Aos funciondrios, Osmar, Pimentel, Aurea Tatagiba, Eli, Conceicao,
Carldo, Renato, Paulinho, Mauricio (UFRRJ), Maria, Solange, Ivone,

Janete, Renato e D. Otilia (in memorian) FF-UFRJ, pela convivéncia amiga,
presteza e boa vontade.

Aos professores Joaquim, Gizela, Antonio Freiras e Ana Luiza
(LASSBio) pela leitura critica e valiosas sugestdes que conduziram para
uma melhor apresentagdo deste trabalho.

A Adriane Regina e Carlos Alberto, pela valiosa amizade e auxilio na
idealizacéo deste trabalho.

A Marcia Cristina, pela amizade eterna.
Ao CNPqg e a FAPERJ pelo auxilio financeiro.

A DEUS, por ter tanto a agradecer.



RESUMO



RESUMO

No ambito de uma linha de pesquisa que visa o0 planejamento de novas
substéncias bioativas como provaveis inibidores de enzimas da cascata do acido
araquidénico, descrevemos neste trabalho a sintese, a andlise espectroscopica e a
avaliagdo farmacologica dos novos derivados isocromanilacetilidrazonicos. Estes
compostos sdo obtidos em ca. de 85% de rendimento global, a partir do safrol,
produto natural abundante isolado do 6leo de Sassafraz

A andlise dos espectros de RMNIH (200 MHz) e 13c (50,3 MH2z)
evidenciou a presenca de dois diastereoisomeros (E) e (Z) com a predominancia do
isomero (E). Os espectros bidimensionais de correlacdo homonuclear
[1HX|H-COSY) e heteronuclear[le13C-COSY:moduIados com Ldex NicH
(n=2 e 3-COLOC), RMNlSC-DEPT e experiéncias de NOE por subtracdo de
espectros (1H{ lH}-NOE) foram utilizados na determinagdo da configuracdo dos
diasterecisdbmeros e para a atribuicdo inequivoca dos deslocamentos quimicos dos
adtomos de hidrogénio e carbono-13.

Os resultados farmacoldgicos obtidos indicam a unidade acilidrazona como
importante farmacoforo, assim como a relevancia do substituiunte 4-(NCHz3)o-fenila

para a atividade anal gésica observada.
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ABSTRACT

In aresearch program aiming at the design of new compounds, active at the
arachidonic acid cascade level, we describe in this work the synthesis, spectroscopic
analysis and pharmacologic evaluation of new isochromanylacetylarylhydrazone
derivatives. These new compounds were obtained in ea. 85% overall yields, from
safrole used as starting material, an abundant natural product isolated from
Sassafras oil.

The proton and carbon-13 nuclear magnetic resonance (NMR) spectra and
assigned by the  homonuclear (1Hx|H-COSY) and  heteronuclear
[LHx13c-CcOSY :modulated with LdcH and MJcH (=2 and 3,COLOC)] 2D shift-
correlated spectra showed of the diasterecisomer (E) amajor contribution in desired
compound (1).

The results obtained from the pharmacological evaluatin indicated that

acylhydrazone moiety is an important pharmacophoreto the observed activity, as well the

relevance ofthe substituent 4-N (CH3)» in the phenyl ring to analgesic activity
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|. INTRODUCAO

1 . FARMACOLOGIA DA DOR

Definicdes do estado de dor podem ser subjetivas ou imprecisas, mas toda
sensacdo dolorosa, independentemente de sua origem, consiste no estimulo nocivo e
nareacdo do organismo a este estimulo.

Todo estimulo intenso (mecanico, térmico, bioldgico, quimico ou elétrico)
pode produzir dor. O agente nocivo € detectado pelas ramificacdes periféricas das
fibras nervosas mais tinas e numerosas do corpo. Essas fibras sdo chamadas de
nociceptores, isto &, receptores de estimulo que provocam dor (Lico, 1985). S&o
distinguidos de outros tipos de receptores por seu maior limiar de excitabilidade, j&
que normalmente s6 sdo ativados por estimulos capazes de causar lesdo tecidual
(Hang e Dale, 1993).

Podemos dizer, de uma maneira simplificada, que existem dois processos
bésicos de producdo de dor. O que resulta de estimulos ambientes fortes capazes de
ativar 0s nociceptores, que € o estimulo algésico, e 0 outro, associado a0 processo
inflamatério, que induz a sensibilizacdo dos mesmos diminuindo o seu limiar. A
este segundo processo chamamos de hiperalgesia.

O estimulo algésico ativa os nociceptores abrindo os canais de sodio
membréanicos, causando uma variagdo no Seu processo eletroquimico de repouso.
Desta forma, induz atividade elétrica que, conduzida pelos nervos sensitivos até o
sistema nervoso central (SNC), € interpretada como dor (Ferreira, 1985).

No fendmeno hiperalgésico, o estimulo ndo chega a ativar 0 nociceptor,
induzindo apenas a sua sensibilizacdo, de modo que outros estimulos fracos,
anteriormente ndo dolorosos, passam agora a produzir a sensacdo de dor.

Uma variedade de autacGides produzidos durante a inflamagdo, sdo
conhecidos por excitarem 0s nociceptores ou, mais usualmente, por sensibiliza-los a
outros estimulos e, assim, contribuirem para a hiperalgesia. Dentre eles podemos
destacar a prostaglandina E2 (PGE2), a prostaciclina (PGl2) e o leucolrieno B4
(LTB4).(Dray et al, 1994).



1.2 - ANALGESICOS

Analgésicos sao utilizados para aliviar a dor sem causar a perda da
consciéncia e sdo geramente classificados como tendo acdo central (narcéticos) ou
periférica (ndo-narcoticos).

Os analgésicos de acdo central sdo muito eficientes em uma variedade de
situacBes clinicas, mas, para aliviar a dor causam véarios efeitos que limitam sua
utilidade clinica. (Capetola et al, 1980). Dentre as reacOes adversas mais criticas
estdo a tolerancia, dependéncia e depressdo respiratoria, que sdo a causa da morte
por "overdose" de opidides (Hite, 1990).

As principais agdes farmacoldgicas dos analgésicos de acdo central devem-se
a complexacdo destes farmacos com receptores especificos localizados no SNC,
interferindo desta maneira com o0s impulsos da dor nas vizinhangas do
talamo. (Korokolvas, 1988)

Os analgésicos de acdo periférica apresentam um mecanismo de acdo
diferente dos narcéticos, atuando no proprio local onde ocorre o estimulo nocivo.
Sdo normalmente conhecidos como Antiinflamatorios Nao-esteroidais (AINE) e tem
0s seus principais efeitos biolégicos por agirem bloqueando a biossintese de
prostaglandinas (PGs) e metabdlitos relacionados que causam dor, febre e
inflamagdo, sozinhos ou em combinagdo com outros mediadores do processo
inflamato6rio (Hamor, 1990).

Desde 1960 se conhece que o tecido injuriado libera no local prostandides e
que aplicacdo local de prostandides facilitam a atividade das fibras C primérias
aferentes a produzirem dor, sendo as DAINE, estruturalmente diversos, poderosos
inibidores da cicloxigenase (CO) enzima responsavel pela bioformagdo dos
prostandides (Malmberg e Y aksh, 1992)

Esta descoberta tem estimulado a pesquisa para a descoberta de novos
agentes de acdo periférica mais seguros e efetivos, capazes de aiviar a dor além de,

se possivel, apresentarem propriedades antiinflamatorias.



1.3 - OXIDO NITRICO E ANALGESIA

Oxido nitrico (NO) é reconhecido como um mensageiro molecular regulador
da dilatacdo dos vasos sanguineos, funcdes imunes e atua como um
neurotransmissor no cérebro e no sistema nervoso periférico. O NO também age
como tumoricida e bactericida. (Brune et al, 1994).

A importancia do papel que o 6xido nitrico representa no mecanismo de
regulacdo e defesa do organismo esta evidenciado no numero crescente de
publicacdes relacionados ao NO e NO sintase (NOS) (Moncada et al, 1994).

Alguns mediadores inflamatérios estimulam células do endotélio vascular
para a liberagcdo do vasodilatador oxido nitrico (NO). NO é importante para a
comunicagdo intracelular nos tecidos periféricos e no SNC, incluindo as vias
nociceptivas. Isto € normalmente conseguido pela ativacdo da guanilato-ciclase e a
producéo de cGMP (Meller e Gebhart, 1993).

A reacdo enzimética que conduz para a formacdo do NO é catalisada por
duas isoformas de uma hemeproteina relacionadas ao citocromo P-450 chamadas
oxido nitrico sintase constitutiva e induzida (Schini et al, 1994). A reagdo catalisada
pela enzima NOS (Figura 1) envolve a oxidagdo da L-arginina (1) para L-citrulina
(2) e. NO (Marletta, 1994).
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Figura 1 - Reacdo deformacao do NO.

Ferreira et al (1992), demonstraram que a hiperalgesia produzida por
carragenina e PGE, é antagonizada por substancias geradoras de NO por aplicagbes
topicas de nitroglicerina. Além disso, a dor originada nas fibras periféricas é
aumentada por inibidores de NOS (Wiesenfelt-Hallin et al, 1993).

Em trabalho recente, Duarte et al (1992) confirmaram a importancia do papel
na analgesia periférica da via NO-cGMP apresentando resultados onde a
administracdo de cAMP, ou substéncias que estimulem sua sintese, como PGE2,
causam hiperalgesia, enquanto administracdo de cGMP causa analgesia. Com isso é

proposto que a sensibilidade dos nociceptores pode ser controlada por um balango



entre os niveis de cAMPe cGMP. Estes resultados confirmam a idéia da inducéo

da analgesia periférica através do aumento dos niveis de cGMP, pela geracdo do NO
(Duarte et al, 1990).

1.4- PROCESSO INFLAMATORIO

O termo reagdo inflamatdria refere-se aos eventos que ocorrem nos tecidos
em resposta a uma injaria. O processo inflamatério envolve uma série deles que
podem ser iniciados por diferentes estimulos (quimicos, @ fisicos,
térmicos, bioldgicos) e o resultado constitui a reagdo inflamatoria aguda. Tais
reacOes sdo protetoras, mas se desenvolvidas inapropriadamente sdo prejudiciais, e
em alguns casos persistindo a injlria o processo caracteriza a inflamagdo crénica
(Hang e Dale, 1993)

Os sinais clinicos deste fendbmeno podem estar relacionados ao fluxo
aumentado nos vasos sanguineos locais (calor e rubor), ao aumento da
permeabilidade e/ou infiltracdo celular (tumor) e a liberacdo de vérias substancias no
local dainflamagdo que induzem e potencializam a dor. (Willoughby, 1987)

Vérios mediadores inflamatérios como a bradicinina, prostaglandinas e
leucotrienos tem sido propostos por atuarem na hiperalgesia inflamatéria, j4 que
esses compostos causam decréscimo no limiar da dor, cabendo as prostaglandinas

um maior papel na patogénese da inflamacdo (Belch, 1989).



1.5 - BIOSSINTESE DOS ICOSANOIDES

A familia de prostaglandinas, leucotrienos e compostos relacionados sdo
chamados icosandides porque sdo derivados de é&cidos graxos essenciais de vinte
domos de carbonos que contem trés, quatro ou cinco duplas ligagdes. No homem,
0 é&cido araguidénico (AA) (3) € o precursor mais abundante, ingerido como
congtituinte da dieta, que esterificado a fosfolipideos se acumula nas membranas
celulares. A biossintese de icosandides € controlada e ocorre em resposta a
estimulos fisicos, quimicos e hormonais (Moncada et al, 1985).

A etapa inicial da sintese € a acdo da fosfolipase A2, liberada apds o
estimulo, que pode originar ndo apenas 0 AA mas também o liso-gliceril-fosforil-
colina (liso-PAF), que é o precursor de um outro potente mediador da inflamacéo,
fator de ativagdo plaquetaria (PAF) (Figura 2). Os corticosterdides inibem a
formacdo dos icosandides e do PAF, estimulando a liberacdo intracelular de
proteinas conhecidas como lipocortinas, que modulam a atividade da fosfolipase A2
(PLA2) (Campbell, 1990)

O AA livre é metabolizado por vérias vias oxidativas, uma envolvendo as
enzimas cicloxigenase (CO) que inicia a biossintese de prostaglandinas (PGs) e
tromboxanas (TXs) e por outras envolvendo as enzimas lipoxigenase, onde a 5-

lipoxigenase (5-LO) inicia a sintese de leucotrienos (LTs) (Figura 3).
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suas agoes.



151 - OSPRODUTOS DA VIADA CICLOXIGENASE

A cicloxigenase (CO) catalisa a formacéo de prostaglandina endoperdxido Hy
(PGH2) (5) a partir do &cido araquidonico (AA) (3) liberado por acdo da fosfolipase
A2 ,(PLA2), sendo esta a reagdo central da biossintese de prostaglandinas (PGS).
Recentemente uma segunda isoforma da cicloxigenase foi identificada, a COX-2 (4
kilobase mMRNA) (Kujubu et al, 1991; O'Banion, 1991), distinta da primeira, COX-1
(2,8 kilobase MRNA) (Merlie et al, 1988).

COX-1 é constitutiva, existente em varios tecidos, embora o seu nivel de
expressdo varie para cada tipo de célula (Patrignani et al, 1994). Algumas células,
incluindo as do endotélio vascular e plaguetas expressam grande quantidade de
COX-1. Esta isoforma produz PGs que regula as funcbes gastrointestinais, dos rins
e homeostasia vascular, explicando desta maneira um dos maiores efeitos colaterais
dos AINES, que é a suatoxidez gastrica Wallace e Cirino, 1994).

A COX-2, forma induzida, é indetectavel na maioria dos tecidos, mas sua
expressdo pode ser dramaticamente elevada durante a inflamagdo (Smith, 1994). A
producéo de PGs envolvidas na inflamacdo pela COX-2 € confirmada pelo fato de
que ocorre a inducdo desta enzima por agentes inflamatorios e a reducéo por
agentes antiinflamatorios (Meade, 1993).

O papel fisiolégico da COX-1 e COX-2 podera ser determinado
definitivamente quando inibidores especificos para cada isoenzima forem
desenvolvidos, mas sabe-se que a atividade enzimética e a afinidade pelo é&cido
araguidénico sdo essencialmente idénticas.

A enzima cicloxigenase possui atividades dioxigenase e peroxidase
residentes em uma Unica proteina (Figura 3). A atividade dioxigenase desta enzima
catalisa a inser¢do de duas moléculas de oxigénio no acido araquiddnico (AA) (3)
para dar o composto 15-hidroperéxido (PGG2) (4), e entdo a atividade peroxidase
reduzo hidroperoxido para hidroxila, dando PGH2. (5). O passo inicial da reacdo
de cicloxigenase é abstracdo do &omo de hidrogénio 13-pr6-S do ALA. Conforme
descrito por Smith et al (1992), existe uma relacdo entre a atividade peroxidase e a

remocdo do hidrogénio 13-pr6-S do ALA. Segundo modelo proposto (Figura 4), a
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reagdo do hidroperoxido com o grupo heme no sitio da atividade peroxidase conduz

para a formagdo do intermediario I ; isto ocorre concomitantemente com a redugdo

do hidroperoxido para o correspondente alcool. O intermediario I produz uma

segunda espécie heme oxidada ,o0 intermediario II, contendo um radical tirosil que

finalmente abstrai o hidrogénio 13-pr6-S do AA para iniciar a reagdo cicloxigenase.

4
COOH (— —
[Amdo Araquldomco] 3)
Atividade
Cicloxigenase 202
“O0H
o
\ COOH
PGG2y @)
Atividade
Peroxidase 2e
“OH
O N
\ OOH

CICLOXIGENASE

Figura 3 -Reagdes de cicloxigenas e peroxidase catalisadas pela enzimaCicloxigenase.
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Figura 4 - Modelo peroxido-dependente para ativagcdo da ativividade

cicloxigenase

Os endoperdxidos produzidos pela agdo da CO sobre o AA (3), sdo
quimicamente instaveis, e entdo, dependendo do tipo de célula, a PGH, (5) ¢
enzimaticamente isomerizado ou reduzido para PGI, (6), PGE, (7), PGD, (8) . ou
tromboxana A, (TXA,) (9) (Figura 5).
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Figura 5 - Biossintese dos Prostandides a partir do Acido Araquidonico
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Nas plaquetas, esta via leva a sintese de tromboxana A2, (TXA2) (9), pela
acdo da tromboxa sintetase, no endotélio vascular a sintese de prostaciclina (PGl2,)
(6), pela acdo da prostaciclina sintetase, e, nos macréfagos, leva principalmente a
sintese de prostaglandinas E2 (PGE2) (8). Os prostandides produzem seus efeitos
por interacdo com receptores especificos ha membrana celular, que foram definidos
por Coleman et al (1994)

A TXA2 (9) é um dos mais potentes agentes vasoconstritor e agregante
plaquetario conhecidos e tem um importante papel na manutencdo da homeostasia
vascular junto com a PGl2, (6) que tem propriedades farmacoldgicas opostas.
(Dickinson, 1991). Antagonistas de TXA2, (9) inibidores de tromboxana
sintetase (Yamamoto, 1993; Oashina, 1993), e andlogos estaveis de PGl2 (6)
(Kato,1993) sdo sintetizados para amarem clinicamente como agentes terapéuticos
em quadros de trombose, asma, isquemia e infarto do miocéardio.

Em 1972, Ferreira demonstrou que PGs da série E tem atividade
hiperalgésica. Por conseguinte, embora ndo produzam dor, elas sensibilizam os
receptores da dor para estimulacdo por outros agentes como a bradicinina e 5-
hidroxitriptamina (5-HT), e Schepellman et al (1992) tém investigado a
contribuicdo das PGIl2 (6) no mecanismo de hiperalgesia inflamatoria comparada
com PGE2. (7).

Esta habilidade dos prostantides para amplificar os efeitos da dor produzidos
por outros agentes explica a acdo analgéesica das AINEs como a aspirina e a
indometacina., que agem reduzindo os niveis de prostandides endégenos removendo

seu efeito amplificador.
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152 - OS PRODUTOS DA VIA DA 5-LIPOXIGENASE

As lipoxigenases (LO) sdo enzimas que catalizarn a oxidagdo de é&cidos
graxos, contendo um sistema 1,4-ciscis-pentadieno, a hidroperoxidos. Estdo
presentes no pulméo, plaquetas e leucdcitos, sendo que a principal enzima deste
gupo é a 5-lipoxigenase (5-LO). A oxidagdo de acidos graxos pela 5-LO é o
primeiro passo na biossintese de leucotrienos (LTs) (Figura 6), que tém sido
relatado como mediadores da inflamacéo e reacoes de
hipersensibilidade. (Kingsbury, 1993)

Os leucotrienos s uma classe de metabolitos do AA sintetizados nos
leucdcitos em resposta ao estimulo inflamatério e imunoldgico. Os efeitos
biologicos dos LTs, incluem quimiotaxia dos leucécitos e agregacdo, contracdo da
musculatura bronquial, formacdo de edema, além de ter sido sugerido que sejam

potentes mediadores nos processos alérgicos e inflamatorios. (Hutchinson, 1990).
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15

1.6 - INIBIDORES ENZIMATICOS

A producdo de icosandides pode ser interrompida em vérias etapas, que
incluem inibicdo da liberagdo do acido araquidbnico ou da atividade oxigenase dos
acidos graxos.

A inibicdo da fosfolipase A2 (PLA2) diminui a liberacdo de &cido graxo
prevenindo a sintese de todos os metabdlitos derivados da cascata biossintética.
Neste sitio atuam os glicocorticéides inibindo a PLA2 indiretamente pela indugcdo da
proteina lipocortina (Flower, 1979).

Sabendo-se que a agdo classica dos AINES relaciona-se com o0 bloqueio do
metabolismo do é&cido araquiddnico para prostaglandinas por inibicdo da enzima
cicloxigemase, explica-se desta maneira os efeitos antipiréticos, analgésicos e
antiinflamatorios que a maioria das drogas apresentam. Os AINES estdo entre os

mais usados de todos os agentes terapéuticos e alguns exemplos importantes estéo

relacionados na figura 7.
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Confirmando a hipotese de que COX-1 ¢ COX-2 tenham diferencas em sua
sensibilidade farmacologica, Smith et af (1994) apresentaram resultados em que
comparava a sensibilidade relativa destas enzimas in vitro usando uma série de
conhecidos AINES. No teste foi analisado a preferéncia das drogas em inibir COX-
I e COX-2, assim como a comparavel inibigdo de ambas enzimas (Grafico 1 ).
Sulfeto de sulindac, o metabolito ativo do sulindac, indometacina e piroxicam
inibem preferencialmente COX-1. Ibuprofen e meclofenamato inibe ambas enzimas
com comparavel poténcia, ja o acido 6-metoxi-2-naftilacético, o metabolito ativo do

Relafen®, inibe preferencialmente COX-2.

Grdfico 1 - Inibi¢do de COX-1 e COX-2 por AINES.

SELETIMDADE RELATIVA
COX-1vs COX-2

Razao IC50 COX 1/COX 2

Sulindac indom Froxicam Meclofen, Furbiprof. buprofen 6-NVIA



SELETMDADE RELATIVA
COX-1vs COX-2
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Como a isoforma "constitutiva® da cicloxigenase, COX-1, tem sido
identificada em vérios tecidos, é sugerido que inibidores seletivos da forma
induzida, COX-2, impediriam a sintese de prostaglandinas (PGs) no sitio da
inflamagdo (Futaki et al, 1993) conduzindo a uma menor lesdo no tecido géstrico,
observado pelo uso de DAINEs (Wallace e Cirino, 1994).

Sabe-se que inibidores de cicloxigenase podem aumentar a conversdo de
acido araquidobnico para o pro-inflamatorio leucotrieno B4 via a enzima 5-
lipoxigenase (5-LO). A potente atividade quimiotétil e algésica do leucotrieno B4 (
LTB4) (Smith,1981; Levine et al, 1984), junto com a observagdo de que LTC4 e
LTD4 aumentam a permeabilidade vascular, ressaltam a importancia de intervencdo
como base terapéutica na biossintese de leucotrienos (LTs). Acredita-se que
compostos que inibam a atividade de ambas enzimas CO e 5-LO proporcionariam
maior eficacia de agdo. Atualmente, a maior parte dos nossos conhecimentos da
biossintese dos icosandides estd centralizado na oxigenase dos é&cidos graxos, em
particular pela via CO e 5-LO. Embora, existam diferengas, ambas enzimas
pertencem a familia das dioxigenases que catalisam a oxidac8o peroxi-dependente
do ALA. Devido a esta similaridade e 0 mecanismo catalitico geral ndo € surpresa
gue existam um grande nimero de compostos que sdo capazes de inibi-las (Marshall
et al, 1991).

Agentes antiinflamatérios contendo a porcédo [-cetocarboxamida, como o

RU-43526 (9) e tenidap (10) foram sintetizados e apresentaram inibicdo dual COe

5-LO sendo considerados como uma nova classe de inibidores (Kuroda et al, 1992).

4
< | OH 0O s/§
OH NH):N
0] OO O\ﬂ/\
CF; 0
NH,

(20) Tenidap (21) RU-43526
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Mahy (1993) mostra que as fenilhidrazonas de aldeidos aromaticos (11)
constituem uma nova classe de substrato para a atividade dioxigenase da enzima
cicloxigenase, e que, o hidroperéxido derivado desta reacdo age como substrato
para a atividade peroxidase, inibindo assim, a sintese de prostandides por um

mecanismo similar ao proposto para a oxidagdo dos acidos graxos (Figura 8).

1

C=NNHPh
p

(22) Fenilhidrazona

Uma outra classe de substancias heterociclicas antiinflamamtérias que
apresentam a funcdo hidrazbnica sdo as aminofenilpirazolinas, evidenciadas
inicialmente na literatura pelo BW 755c (17) e seus respectivos derivados
(Copp et al, 1984) que mostraram-se ativas em modelos experimentais de
inflamagdo, reduzindo edema, hiperalgesia e migracdo de leucdcitos, por causar
reducdo nas concentracbes de prostaglandinas e leucotrienos em exudatos
inflamatorios.

Destacamos também o derivado quinazolinico funcionalizado (18)
(Kalsi et al, 1990), que atua como agente antiinflamatério bloqueando
combinadamente a enzima cicloxigenase e 5-lipoxigenase (CO/5-LO) ampliando
para a classe de derivados acilidrazénicos heterociclicos o potencia inibitério duplo

sobre as enzimas citadas.
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Inserido em um programa de pesquisa que objetiva a sintese de inibidores da
cascata do é&cido araquidbnico*, Freitas (1991) sintetizou derivados pirazolil
hidrazonicos (Figura 9) plangjados como bioisosteros hibridos de (17) e (18), com
possivel acdo a nivel de CO/5-LO. Os compostos sintetizados foram avaliados
quanto a sua atividade analgésica (Matheus et al, 1991), utilizando o teste de
contor¢bes abdominais induzidas pelo acido acético e o resultado apresenta
compostos com poténcia onze vezes superior a dipirona utilizada como padrdo na
mesma concentracdo. Este resultado sugere que a unidade acilidrazOnica seja um

sitio farmacoforico para a atividade analgésica (Dias et al, 1994).

O
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CF;

BW 755¢ (23) Derivado quinazolinico ( 24 )

& . [é

H
l ‘ NH-N
NQ W

Derivados pirazolil hidrazonicos (25)

[FREHL/]S, ACC, 19@

Figura 9 - Relacdo hioisostera entre os inibidores da CO/5-LO e 0s novos
derivados Pirazolilhidrazénicos.

* LASSBio-Laboratério de Avaliacdo e Sintese de Substéancias Bioativas-FF-UFRJ
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Como parte de um continuo trabatho de pesquisa* que busca a sintese de
compostos bioativos,utilizando o safrol (20) como matéria-prima (Figura 10), foram
descritas as sinteses de analogos da indometacina (21) (Barreiro,1982), do sulindac

(22) (Lima, 1992), do piroxicam (23) (Fraga,1993) e do etodolac (24)(Silva,1993).

COOH COOH
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(29) Analogo do Piroxicam

(30 ) Analogo do Etodolac
Fraga, 1992

Silva, 1993

Figura 10 - Andlogos a partir do safrol

*LASSBio-Laboratorio de Avaliagdo e Sintese de Substdancias Bioativas-I'F-UFRJ
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Silva (1993) propds a sintese de derivados 6,7 metilenodéxi-isocromanil
acéticos (Figura 11) apos avaliar os resultados apresentados por Humber er af
(1976), descrevendo a sintese do etodolac (25) ,[1,8-dietil-1,3,4,9-tetrahidropirano-
(3,4-b)-indol]-acético, e sua clevada atividade antiinflamatéria comparada com a

indometacina e fenilbutazona (Tabela 1)

(31) Etodolac

Tabela 1 - Atividade Antiinflamatéria em modelo de artrite em ratos de alguns

AINEs
(4) Indometacina 0,2
(7) Fenilbutazona 5.4
(25) Etodolac 0,7
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O composto (32) apresentou no teste modificado do edema de pata de rato
induzido por carragenina (CIRPE), uma boa atividade antiinflamatéria (34%)
quando comparado com a observada para a indometacina (40%), na dose de 25
mg/kg, p.o. (Silva,1993),

4 ¢
0 0 COH Y g COH

(32)

(34)

[SILWI, EF, ]99%

Figura 11 - Derivados dcidos 6,7-metilenodioxi-isocromanil-acéticos
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[l - OBJETIVOS

A modificacdo molecular de substéncias bioativas objetivando a obtencdo de
novas substéncias mais ativas que aguelas de origem é uma estratégia amplamente
utilizada no desenvolvimento de farmacos. A introducdo ou eliminacdo de duplas
ligaghes, substituicdo de grupamentos funcionais, processos de dissociagcdo ou
associagdo molecular e o bioisosterismo estdo entre as diversas metodologias
utilizadas no plangjamento racional de novos farmacos.

Este trabalho estd inserido em uma linha de pesquisa* que utiliza como
matéria-prima o safrol (20), substéncia de origem natural, proveniente da destilacdo
do Oleo de sassafras (Ocotea Pretiosa), na obtencdo de substancias terapéuticamente
teis, ativas na cascata do acido araquidénico

Como mencionado o derivado do safrol analogo ao etodolac (26), sintetizado
por Silva (1993) apresentou um importante perfil antiinflamatério e propriedades
analgésicas, que somados aos.resultados farmacoldgicos obtidos por Matheus (1991)
na avaliacdo dos compostos acilhidrazona pirazolicos (19) que mostraram uma
atividade analgésica onze vezes mais intensa que o padrdo dipirona, nos conduziram
a propor a sintese dos derivados isocromanil acilidrazénicos (29), resultante da
hibridizagdo molecular da sub-unidade acetilidrazona de (19) e do derivado (26),
definindo uma nova classe de derivados hidrazénicos (Esquema 1).

Os resultados farmacoldgicos obtidos quanto as propriedades analgésicas e
antiinflamatorias desta classe contribuirdo para avaliar as unidades farmacoldgicas
relevantes, e um melhor entendimento quanto as futuras modificacbes estruturais

necessarias a modular a atividade seletiva entre a agdo analgésica e antiinflamatéria.

*LASSBio - Laboratorio de Avaliagdo e Sintese de Substancias Bioativas
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A natureza da sub-unidade arila presente na fung¢do hidrazonica, assim como
dos substituintes W, foram definidos visando obterem-se compostos com distintos
perfis lipofilicos e eletronicos (Figura 12), além de se aplicar o principio do
bioisosterismo (Barreiro, 1991) de maneira a subsidiar, posteriormente, o estudo do
provavel papel destes substituintes quanto aos efeitos que causam na atividade

observada (Quadro 2).

Quadro 1 - Valores de I referente aos substituintes selecionados*.

Substituintes

4-NO, -0,28
4-N(CH;), -0,08
4-OCH; -0,03
H 0,00
3-NO, 0,11
4-Br 1,19

*Kubini 1993



Esquema 1 - Racionalizagdo da proposta dos novos derivados
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Figura 12 - Ar-W selecionados para construir a unidade Acetilidrazona.
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1l -RESULTADOS E DISCUSSAO

1 - METODOLOGIA SINTETICA

A metodologia sintética proposta para a sintese dos derivados
isocromanilacilidrazonicos (29) foi tragada baseando-se na andlise retrossintética
ilustrada na figura 13, a partir do safrol (20).

A andise retrossintética nos leva a identificar a isocromanilacetilidrazida
(37) como intermediario chave. Pela andlise mostrada, a simples condensacdo da
isocromanilacetilidrazida com os adeidos conduziria a obtencdo dos derivados
isocromanilacetilidrazénicos desejados (29).

Este intermedi&rio-chave pode ser obtido por interconversdo cléassica de
grupos funcionais a partir do &cido 6,7-metilenodidxi-isocromanil-acético (26)
descrito por Silva (1993), que pode ser obtido através de uma reacdo de
condensagdo é&cido-catalisada, representando uma variante da reacdo de Friedel-
Crafts, a partir do acool (39), por sua vez obtido através da clivagem oxidativa do

safrol (20).
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Figura 13 - Andlise retrossintética
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Em conformidade com a andlise retrossintética ilustrada, esta via sintética
necessitava inicialmente do 3,4-metilenodioxi-fenil-etanol (acool
homopiperonilico) (39). Segundo metodologia amplamente empregada no
laboratério, decidimos prepara-lo a partir do homopiperonal (40), por simples
reducdo. A preparacdo de 40, a partir do safrol (20) foi realizada explorando-se a

clivagem oxidativa por ozondlise (Barreiro, 1985) (Esquema 2).

Esquema 2 - Obtencdo do homopiperonal por ozolise do safrol (20).

<0:©/\” 0/O;. AcOH , 5°C _ <O:©/\CHO
¢} Zn, 85% 0

(20) (40)

Criegee et a. isolaram varios ozonideos e determinaram suas estruturas
(Kuczkowski, 1992), conduzindo-os a descrever a formagcdo do ozonideo em um
mecanismo de trés etapas (Figura 14). Inicialmente a reacdo de cicloadicdo entre o
0zonio 1,3-dipolo e o aceno dipolarizado conduz para 41, que € chamado de
molozonideo ou ozonideo primario. O molozonideo (41) instavel cliva para um
composto carbonilico estavel (40), e o chamado intermediario de Criegee (42). O
oxido carbonilico (42) rapidamente combina-se com o composto carbonilico gerado

para produzir 43 via a reacdo de cicloadicdo andloga a primeira etapa.
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(
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(20) O> (41)

0 /
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SO CTTY -k

43
) znacon L (40) “2)
5C
<0
0 O
(40)

. J

Figura 14 - Mecanismo de formacdo do ozonideo proposto por Crieege..

Neste processo, 0 ozonideo formado foi reduzido pela adicdo de zinco
metdlico a0 meio reacional, obtendo-se o homopiperonal (40) em 85% de

rendimento (Esquema 2).

A seguir o aldeido (40) apo6s caracterizacdo (Espectros n° 1 e 2) foi
submetido a reducéo pelo boroidreto de sddio em metanol a 5°C, obtendo-se o

alcool homopiperonilico (44) em 90% de rendimento (Barreiro, 1985) (Esquema 3).
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Esquema 3 - Redugdo do homopiperonal (40) com NaBH, para o acool

correspondente
<O\/©/\CHO <Om
NaBH, , MeOH
o § > o OH
5C > 90%
(40) (44)

O d&cool 44 foi caracterizado espectroscopicamente usando-se RMNIH e
RMN13C (Tabela 2). O espectro de RMNLH (Espectro n°3) mostrou um sinal de
deslocamento quimico 64 2,53 atribuido ao proton hidroxilico, e dois sinais triplos
em OH 2,71 (J=6,7) e d0H 3,78 (J=6,7) correspondendo aos hidrogénios metilenos
benzilicos e carbindlicos respectivamente, aém dos sinais do grupo metilenodioxi [
OH 5,86 ()] e dos hidrogénios arométicos H-2 [oH 6,67 (d, J=I1,5 Hz), H-5 [dH 6,70
(d,J=7,8 Hz) e H-6 [oH 6,62 (dd, J=7,8 e 1,5 Hz).

A andise comparativa dos espectros de RMNL3C - PND [Proton Noise
Decoupled : todos os sinais de carbono-13 representados por singletos (Espectro

n°4)] e RMN13C-DEPT [Distortionless Enhancement by Polarization Transfer,6 =

90° : somente sinais de CH; 6 =135° : sinais de CH e CH3 em fase oposta de CH,
(Espectro n° 5); sinais de carbonos quaternarios ausentes| permitiram reconhecer a
mutiplicidade dos sinais correspondentes a C (C-1,C-3 e C-4), CH (C-2, C-5 e C-6)
e CHy (C-7, C-8 e OCH,0) (Tabela 2).
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Tabela 2 - Dados de RMNIH (200MHz) e de 13c (50,3 MHZz) de 44, registrado em
CDCl3 e TMS como referéncia interna. Deslocamentos quimicos em 8=(ppm) e

constante de acoplamento (J) em hertz.

d¢ on
C
1 132,13
3 147,25
4 147.25
CH
2 107,89 6,67 (d,J=1,5)
5 109,02 6,71 (d,J=7,8)
6 121,51 6,63 (dd,J=7.8 e J=15)
CH2
7 38,43 2,71 (t,J=6,7)
8 63,17 3,78 (t,J=6,7)
OCH,0 100,50 5,86 (s)
OH 2,53(s1)

A proxima etapa da rota sintética consiste em uma reacdo de hemi-

cetalizagdo envolvendo o oxigénio do grupo hidroxila do &cool 44 e o acetoacetato

de etila (45) (Silva, 1993). O heme-cetal pode formar o ion oxdnio por catalise &cida

equivalente a reagcdo de Friedel-Crafls, que numa etapa subsequente sofre o ataque

nucleofilico regiosseletivo do C-6 do sistema aromético ativado, levando a

construcdo do sistema heterociclico desgjado (Esquema 4).
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Desta forma, o éster 46 foi obtido com 75% de rendimento quando refluxou-
se uma solucdo benzénica do dcool 44 na presenca de quantidade catalifica de acido
p-tolueno sulfénico (TSOH) e de acetoacetato de etila (45). O éster (46) mostrou-se
contaminado pelo acetoacetato de efila, sendo purificado por extracdo com solucéo
de KOH 30% (p/v) (Cabral, 1993).

Esquema 4 - Reacdo de hemicetalizacdo do acool homopiperonilico (44)
para obtencdo do éster 46.

O O 0 O
< + C)]\/U\ TsOH, @ o
ol . e e O
O Hs OC,Hs . 75% 0]

A

(44) (45) (46)

A andlise dos espectros de RMNIH do éster 46 (Espectro n° 7), permitiu
reconhecer os sinais dos hidrogénios ligados ao C-11 em o1 2,90 e o1 2,73 (J=13,5
Hz) formando um sistema AB. Em oH 2,71 (J=6,76 Hz) observou-se a presenca do
triplete referente aos hidrogénios do grupo metileno benzilico. O grupo carboetoxi
foi caracterizado pelos sinais oH 1,20 e 6+ 4,10. O sina da metila ligado ao C-1
aparece como singleto em oH 1,27, sendo o sinal simples em 6+ 5,90 atribuido aos
hidrogénio do grupamento metilenodioxi.

O espectro de RMN13

C (Espectro n° 8) mostrou um sinal a dc 169,98
referente ao carbono da carbonila do éster etilico. O carbono do metilenodioxi foi
identificado através de um sina a dc 100,63. Em 8c 75,20 observou-se o sinal
referente a0 carbono quaterné&rio carbindlico do anel tetrahidropirano.

Conforme ilustrado na analise retrossintética (Figura 13) verifica-se que, a

isocromanilacetilidrazida (37) foi considerada como um intermediério-chave para a
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obtencdo dos derivados isocromanilacetilidrazénicos (29). Desta forma, a proxima
etapa da rota sintética estudada compreende sua formacdo a partir do éster (46) com
hidrazina hidrato (85%) (Dias,1992), fornecendo o produto desegjado sob a forma

de cristais brancos, em 85% de rendimento (Esquema 5).

Esquema 5 - Reacdo de obtencdo da isocromanilacetilidrazida (37) a partir

do éster (46).
4 4
0 NH,NH,. H,0 85% 0
0 0 EOH , 8% = O 0
8 OC2H;s CH3 NHNH;
(46) 37

O éster 46 utilizado na preparacdo da hidrazida (37) compreende uma
mistura dos enancidmeros (46a e 46b), o que determinou a formacgdo dos produtos

37a (R) e 37b (S como uma mistura racémica (Figura 15).

H, OC,H;

46a- 1o-CH3 (9
46b- 1B3-CH3 (R)
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Figura 15 - Configuracdo R (37a) e S (37b) dos enancidémeros cocnstituintes da mistura
racémica das hidrazidas.

O espectro 1V de 37 (Espectro n° 9) apresentou bandas nas regides de
absorcdo correspondentes a frequéncia de estiramento de NH (3360 cm'l) e
carbonila (1670 cm'l).

A andlise do padrdo de fragmentacdo do espectro de massas (Figura 16;
Espectro n® 10) revelou picos em m/z 264 (12%), atribuido ao ion molecular, e em
m/z 191 (100%), formado pela cisdo homolitica da ligacdo entre os carbonos 1 e 11,

confirmando a estrutura proposta.

m/z 191



HyC
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wiz 190 (20%)
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Y ot 7 g oy .;’7 ) .
Figura 16 - I'ragmentacdes propostay para Isocromanilacetilidrazida (37)
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O espectro de RM NIH (200 MHz, Espectro n° 11) apresentou sinais simples
largos em 6H 7,76, referente a0 NH, e o1 3,76 correspondente ao NHo. Os protons
aromaticos H-5 e H-8 apareceram representados pelos sinais simples o+ 6,50 e 6,53,
confirmando a ndo equivaléncia quimica destes atomos de hidrogénio. A correlacéo
inequivoca dos deslocamentos quimicos oH 6,50 com H-5 e oH 6,53 com H-8 foi
estabelecida definitivamente com base em resultados de NOE (Espectro n° 17),
obtido por subtracdo de espectros (1H{1H}-NOE) apos irradiacdo dupla na
freqiiéncia dos hidrogénios da metila (01 1,48,3H-13), observando-se NOE=3% no
H-8. O espectro bidimensional de correlagdo heteronuclear (Espectro n°15) de
hidrogénio e carbono-13 ligados diretamente (1Hx13C-COSY-1JCH), revelou a
ligacdo destes aomos de hidrogénio com os respectivos carbonos representados
pelos sinais oc 108,21 (C-5) e oc 105,26 (C-8). O menor deslocamento quimico de
C-8 (6c105,26) em relagdo a C-5 (6c108,21) decorre dos efeitos 7 exercidos pelo
grupo metila C-13 (dc 27,09) e metilénico C-11 (dc 47,38).

O NOE (1%) observado no H-3 [0H 3,85-3,97 (m)] apos irradiacdo na
freqliéncia de absorgdo dos hidrogénios metilicos [oH 1,48 (s)] serviu também para
definir a posicdo axial ocupada preferencialmente pela metila. Este resultado pode
ser justificado pela menor interferéncia estética com o grupamento acilidrazina
assumindo a posicdo equatorial, atenuando-se assim interacOes espaciais do tipo
1,3-diaxiais. O sinad em oH 3,85 (2H-3) foi correlacionado com o carbono que
absorve em oc 59,47 (C-3) no espectro bidimensional de correlacdo heteronuclear
de hidrogénio e carbono-13 a uma ligacéo (1JCH).

A atribuicdo dos deslocamentos quimicos dos atomos de carbono (Tabela 3)
foi baseada na andlise comparativa dos espectros de RM N13c-PND (desacoplado de
protons) (Espectro n°12), RM N13c-DEPT (Distortionless Enhancement by
Polarization Transfer) e nos espectros bidimensionais (2D) de correlacéo
homonuclear de hidrogénio {COrrelation SpectroscopY (1Hx|H-COSY)] (Espectro
n°14) e heteronuclear de hidrogénio e carbono-13 através de uma ligacéo (1Hx13C-
COSY-lJCH) (Espectro n° 15) e a longa distancia [1Hx13C-COSY-nJCH (n=2 e 3,
COLOC=COrrelation spectroscopy via LOng-range Coupling)] (Espectro n° 16).
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Os espectros DEPT (Espectro n° 13) permitiram reconhecer 0s sinais
correspondentes a carbonos metinicos (6=90, somente sinais CH), metilénicos e

metilicos (6=135, sinais de CH e CH3 em fase oposta dos de CHp). Os sinais de
carbonos quatemarios foram deduzidos pela diferenca entre os sinais observados no
espectro totalmente desacoplados (PND) e os registrados com a técnica DEPT. Os
sinais de atomos de carbono quaternario ndo aparecem no DEPT porque a
experiéncia envolve a modulagdo pela interacdo de &omos de carbono e hidrogénio

ligados entre si.



Tabela 3 - Dados de RMN'H (200MHz) ¢ * C (50.3 MHz) de 37, registrado em
CDCl; e TMS como referéncia interna. Deslocamentos quimicos em
8 (ppm) e constante de acoplamento (J) em Hz.

THXPC-COSY-Ucy | HX"C-COSY-" I (n=2 e 3
COLOC)
5C SH
__ L Jew e
C= - e — o
1 75,42 3H-132H-11  |H-8
6 146,16 OCH,0 ; H-8
7 146,16 OCH,0; H-5
9 132,61 3H-13 ; 2H-11;H-5
10 125,97 2H-4 2H-3 ; H-8
12 170,70 2H-11 ; NH-12
CH
5 108,21 6,50 (s) H-4
8 105,26 6,53 (s)
CH2
3 59,47 3,85-4,00 |2H-4
(m)
4 29,00 2,51-2,60 H-5
(m)
{11 47,38 2,61-2,90 3H-13
(m)
OCH,0 |100,73 5,87 (m)
CH; 27,09 1,48 (s) 2H-11
[N 7,76 (sl)
NH, 3,76 (sl)
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A 1ltima etapa da sintese proposta compreende a construgdo da fungdo

acilidrazona (Dias,1992).

Os compostos desejados [29a-29g (Figura 17)] foram

obtidos a partir da reagdo da acilidrazida (37) e aldeidos aromaticos selecionados

(Figura 12) em etanol, catalisada por acido cloridrico sob refluxo, com rendimentos
variando de 75 a 94 % (Tabela 4).

Esquema 6 - Reagdo de obtengdo dos derivados Isocromanilacetilidrazonicos (29)

\
AI'/

EtOH, HCI
75-94%

(29)

ALy
D e

Tabela 4 - Caracteristicas dos derivados [socromanilacetilidrazonicos

N
< \ | o ¢ ArW
‘ Hsc></u\ NH” N:(H
COMPOSTO ArW RENDIMENTOQ |P.F. (C) |CARACTERISTICA
29a -CeHs 75% 78-80 solido branco
29b -C4H:0 88% 88-91 solido branco
29 ¢ 4-N(CHj;),-CeHs 94% 93-94 cristal amarelo
20d 3-NO,-CsH;s 70% 183-184 |solido amarelo claro
29¢ 4-NO,-C¢Hs 74% 226-228 |solido amarelo
29 € 4-OMe-CqHs 82% 168-169 |solido branco
29¢ 4-Br-C¢H; 78% 178-181 |solido branco
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Figura 17- Derivados Isocromanilacetilidrazonicos sintetizados.
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Nos espectro de IV (Espectros n™ 18, 27, 35, 43, 48, 53, 61) desta série
observamos absorgdes em torno de 3.400 e 3.200 cm™ (Tabela 5) relacionadas as
bandas de estiramentos axial resultantes das deformagdes simétricas e assimétricas
de NH, além das absorgdes da carbonila. Os espectros de massas destes compostos
mostraram-se coerentes com as estruturas propostas, apresentando o pico m/z 191

caracteristico nesta série, presente em todos os derivados.

Tabela 5 - Principais absorgdes dos derivados Isocromanilacilidrazénicos na

espectroscopia de IV.

<o
0 o N A
H;C NH” :<Arw

COMPOSTO | PRINCIPAIS ABSORCOES (cm’)
29a 3.430;3.200 (NH); 1664 (C=0)
29b 3.450,3.215 (NH); 1670 (C=0)
29¢ 3.450;3.201 (NH); 1.655 (C=0)
29d 3.393;3.193 (NH); 1.669 (C=0)
29 3.413;3.170 (NH); 1.665 (C=0)
29f 3.435;3.170 (NH); 1.661 (C=0)
29g 3.450;3.180 (NH); 1.662 (C=0)
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A andlise dos espectros de RMNIH (Espectros nOS 20, 28, 37, 45,50, 54, 62) e
13¢ (Espectros n0S 21, 29, 38, 46, 51, 55, 63) (Tabelas 6 - 12) permitiu reconhecer a
presenca de dois diasterecisomeros E (70%) e Z (30%) como produtos esperados
desta reagdo de adicdo-eliminacdo a carbonila do benzaldeido (Carey, 1990). Com
base na mistura racémica da acetilidrazida (37a e 37b) utilizada na preparagdo dos
produtos (29 a-29g) pode-se deduzir que cada um dos diasterecisdmeros E e Z
contém dois outros enanciémeros, em decorréncia do &omo de carbono quiral C-1
com configuracdo R e S

Os isdmeros foram caracterizados com base nos deslocamentos quimicos dos
atomos de hidrogénio H-7', HN-12 e carbono CH»-11,C-12 e CH-7'. A
possibilidade da presenca da forma azo em quantidade suficiente para ser observada
por RMNIH e 13C, foi afastada definitivamente, embora esta forma tautomérica
possa ser postulada como intermedidria na interconversao E <> Z, essencial

para alcancar o equilibrio referido por Karabatsos et al (1963).

R lll 1|‘
|
N N
N H NN H
Rl/U\R2 Rl)\R2 RQ/U\R1
E Forma azo Z

Ri>R,

Os sinais de H-7'e HN-12 no estereoisbmero E revelaram maiores
deslocamentos quimicos e intensidades [29a E : oH 8,00 (s,H-7") e 9,83 (s;HN-12)]
do que em Z [29a Z : 6H 7,70 (s,H-7") e 9,18 (s,HN-12)] (Tabela 6) como previsto
pelos dados descritos na literatura (Bovey et al, 1987).

Os espectros bidimensionais de correlacdo heteronuclear de hidrogénio e
carbono-13 via uma ligagdo (1Hx13C-COSY-1JCH) (Espectros n9S 24, 32, 41, 58, 65)
e alonga distancia [1Hx13C-COSy-NJcp (n = 2 e 3)] (Espectros n0S 25, 33, 42, 59, 65)
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foram utilizados para garantir as atribuicbes dos deslocamentos quimicos dos
atomos de hidrogénio e carbono-13 e identificar as estruturas dos estereoisdbmeros E
e Z dos produtos sintetizados (29), como pode ser verificado através da andlise
envolvendo 29aE e 29aZ (Tabela 6), servindo como exemplo que se aplica aos
outros produtos (Tabelas 7 a 12). A atribuicdo dos deslocamentos quimicos dos
domos de hidrogénio 2H-3, 2H-4, H-5, H-8 e OCH20 e carbono C-1 a C-10
utilizando estas experiéncias bidimensionais j& foi discutida e, por isto, a discusséo
adicional restringe-se a parte restante da molécula 29aE e 29aZ.

As absorcbes em dH 8,01 (s) e 7,70 (S) correspondem a aomos de hidrogénio
H-7'que estdo ligados aos carbonos C-7'representados por sinais em 6C 147,10 e
143,75 de E [C-H : 8H 8,01 (S), 8¢ 147,10 (d)] e Z [C-H : &1 7,70(S) , &c 143,75
(d)]. Os sinais de hidrogénio e carbono de E com maiores deslocamentos quimicos
sd0 mais intensos. A atribuicdo dos deslocamentos quimicos dos hidrogénios e
carbonos CHp-11, C-12 e CH3-13 para cada um dos estereoisomeros E e Z baseou-
se nos seguintes dados obtidos dos espectros bidimensionais acima referidos: a) o
carbono metilénico C-I1 de E que absorve em &c 48,37 esta ligado aos hidrogénios
que absorvem entre oH 3,0-2,7 (sistema AB que aparece superposto com 0s sinais
dos hidrogénios metilénicos CHo-4; b) o carbono metilénico de Z foi definido pelos
sinais em &c 42,49 e SH 3,46 (d,J=13 Hz) e 3,10 (d,J=13 Hz); c) CH3-13 : 5. 27,20 e
dn 1,56 (E), ¢ 28,36 e dH 1,63 (2); d) o &omo de C-11 (6¢48,37) de E interage
spin-spin com os 3H-13, interacdes através de trés ligaces (3JCH), 0 mesmo
ocorrendo com o C-11 (8¢ 42,49) de Z com 3H-13 (0H 1.63); €) o sinal do carbono
carbonilico C-12 (5c 166,45) de E interage com HN-12 (6H 9,83) e 2H-11 (6H 3,0-
2,7), enquanto o C-12 (6c 172,87) de Z acopla com os 2H-11 (6H 3,46 e 3,10), que
afastaram definitivamente a possibilidade da presenca da forma tautomérica azo, ja
que a interagdo do grupo carbonila com protons metilénicos CHo-7'envolveria 4JCH e
da CHp-7'com os 3H-13 7JcH.

Com base nos deslocamentos quimicos dos CH2-11 de E (6c 48,37) e de Z
(6c 42,49) pode-se indicar as conformagdes representadas (29 a-g) como

favorecidas, demonstrando-se nos esterecisdbmeros Z o efeito y do nitrogénio ligado
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ao carbono C-7' sobre o carbono metilénico CH»-11 e, consequentemente, 0 menor

deslocamento quimico quando comparado com o valor observado para E (Figura
20).

5=166,45

o _
( 00 H { o 5=172,87

0 o
CH; 2’ NH
) |

5=42,49

T AH

Figura 18 - Conformacfes indicadas como favorecidas para os estereoisomeros E e Z.

A maior blindagem eletrénica de C-12 de E pode ser justificada pela melhor
acomodacgdo de planaridade e facilidade de deslocalizac&o eletrdnica por mesomeria
aumentando a densidade eletrdnica do carbono carbonilico(6=166,45 ppm). As
implicacOes estéticas nos estereoisomeros Z dificultam a planaridade necessaria
para a deslocalizacdo eletrbnica e, consequentemente, o carbono carbonilico
apresenta menor densidade eletrbnica, e em decorréncia maior deslocamento

quimico (6 = 172,87 ppm).
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Tabela 6 - Dados de RMN'H (200MHz) e °C (50.3 MHz) de 29a, registrado em

CDCl5 e TMS como referéncia interna . Deslocamentos quimicos em 8 (ppm) e
constante de acoplamento (J) em Hz .

"’Hx”C-COSY- "Hx"C-COSY-"Jey ||'Hx " C-COSY-"Jcy |"H x “C-COSY "Jcy
I Jen

¥
" H 6C 6H 2J’CI’I 3JCI‘I 6C 8H ZJCH SJ CH
C
1 75,97 3H-13 75.88
6 146,25 H-8 145,77 H-8
7 146,37 H-5 145.89 H-5
9 132,34 3H-13;H-5 134,58 3H-13 ; H-5
10 126,48 H-8 {12579 H-8
12 166,45 NH ; 2H-11 172,87 2H-11
r 133,48 H-7 133,85
|-
5 108,25 16,50 (s) 106,25 (6,52 (s)
1K 10539 |6.,59 (s) 105,51 | 6.66(s)
2°6° 12746 |7.70 (m) H-7.H-4 ||126,91 |7.61(m) H-7: H4
35 128,39 |7.4-7.3 128,54 |7,4-73
R 130,12 |7.4-73 129,76 |7.4-7.3
7 147,10 |8.00 (s) HN-12 143,75 |7.70 (s)
CH,
3 59,72 | 4,1-3.9 (m) 5986 |4,0-3,7 (m)
4 29,18 {2,825 H-5 2924 |2.75-2,50 (m)
11 48,37 12,9-2.8(m) |3H-13 4249 |3,46(dJ=14) |3H-13

3.10(d.J=14)

OCH;0 I 100,80 | 5,9-5.8(s) 100,60 |5.9-5.8 (s)
llcn,
13 27,20 {1,56 (s) 128.36  [1.63 (s)
NH 9.83 (sD) 9,18

i)
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As modificagbes nos deslocamentos quimicos dos aomos de carbono e
hidrogénio aromaticos da unidade acilidrazénica dos derivados substituidos (29b-
29g) (Tabelas 7-12), reveladas pela comparacdo com os dados correspondentes ao
derivado ndo substituido (29a) (Tabela 6), sdo consistentes com as alteracdes
eletronicas provocadas pela influéncia dos grupos doadores e receptores de elétrons
presentes nesta por¢do da molécula

ApOs caracterizagdo, 0s novos derivados isocromanilacetilidrazonicos (29a
299) foram enviados para andlise de possiveis atividades analgésicas e

antiinflamatorias.
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Tabela 7-Dados de RMN'H (200MHz) ¢ "*C (50.3 MHz) de 29 b, registrado em

CDCl; € TMS como referéncia interna . Deslocamentos quimicos em & (ppm) e
constante de acoplamento (J) em Hz.

(29b)-E
" HxPC-COSY-"Joy  |'H x BC-COSY-"T o5y |'H x PC-COSY-"Joyy | 'H x BC-COSY
“Jen
dc Ou ZJCH 3JCH 8¢ Sn 2J(TH 3'qu

C

1 75,79 3H-13 H-8 75,79

6 146,10 H-8 145,70

7 146,19 H-5 145,77

9 132,36 3H-13 134.54

10 125,82 H-8 I 126,10

12 166,60 NH 172,78 2H-11

| 149,06 H-5° H-3’° 149,19 H-5°

CH

5 108,04 {6.49 (s) H-4 111,63 |6.44 (s) H-4
I8 105,29 {6,57 (s) 111,63 |6.64 (s)

2 133,38 [7.24 (s) 11129.82 |7.20 (s)

3 11287 {667 (m) 112,37 {6,67 (m)

4 144,17 |7.46(s) 144,00 |7.46 (s)
"5” 137,31 |{8.21(s) NH [137.39 | 7.60 (s) NH

CH,

3 59,57 |3.,80-4,00 (m) 59.71 | 3.80-40.0 (m)

4 2903  {2,55-2,65 (m) H-5 28,75 [2,55-2.65 (m)

11 48.54 2.83 (d,J=14) 3H-13 42,31 3,45 (d,J=14) 3-H-13

2.87 (d.J=14) 3,03 (d.J=14)

OCH,0 [ 100,68 |5.88 (s) 1110050 |5.88 (s)

CH;

13 27.15 | 1.54(s) 2H-11 28,23 | 1.60 (s)

NH 9.79 (sh)) 9.40 (sl
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Tabela 8 - Dados de RMN'H (200MHz) e "*C (50.3 MHz) de 29¢, registrado em

CDCl; € TMS como referéncia interna . Deslocamentos quimicos em & (ppm)e

constantes de acoplamento (J) em Hz.

N(CHz),

(29¢)Z.

>\—]@£N(CH1)2

5

'H x ¥C-COSY-Jcn |'H x PC-COSY - "Jcu ||'H x BC-COSY-'Jcy H x PC-COSY "Jey
S¢ Su Jen Jea B¢ By Jeu *Jen
C
1 75.82 3H-13 75,82
6 146,19 H-8 146,00
7 146,17 H-5 146,00
9 132,52 3H-13H-5  ||134,76
10 125,76 H-8 126,33
12 165,84 171,97
r 120.96 H-7  |H3"5 121,54 H-7 H-3,5°
4 151,44 H2",6":NMe; ||151.20 H-2",6":NMe,
CH
5 108,14 16,49 (s) 108,14 {6.52 (s)
8 10546 16,59 (s) 105,32 6,61 (s)
2’6’ 128.89 {7,57(d.J=9) H-7’ 128,16 | 7.47(d.J=8.9) H-7'; H-4’
3’5’ 111,32 |6,62(d.J=9) 111,55 [6.66
7 {14790 |7.83(s) H-2°.6’ 144,48 | 7.58 (s)
CH,
3 59,56  [4.2-38 59,72 4,139
4 2909 {2829 2915 [2.9-26
11 48,07  |2,9(dJ=12) 3H-13 4229  [3.45(dJ=12)
2.8(d.J=12) 3,06 (d,J=12)
OCH,0 Iloo.ss 5,9-5,8 (m) 100,49 | 5,9-5.8 (m)
CH;
13 27.09 [ 1.35(s) 28,50 1,62 (s)
N(CHs), [[39.86 [2.98 (s) 139,93 2,99 (s)
NH 964 (s)
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Tabela 9 - Dados de RMN'H (200MHz) ¢ "*C (50.3 MHz) de 294, registrado em

CDCl; ¢ TMS como referéncia interna . Deslocamentos quimicos em & (ppm)e
constantes de acoplamento (J) em Hz.

NO,

(29d)-E (29d)-Z. N

"HxBC-CcoSYy-'J¥ Hx"C-COSY-"Jcy
d¢ Ou d¢ On

C
1 76,10 76,10
6 146,67 146,04
7 146,67 146,04
9 132,39 132,39
10 125,87 125,87
12 166,91 " 172.97
1’ 135.76 134,28
3 14835 148,40
CH
5 108.43 6,49 (s) 108.43 6.49
8 105,53 6,58 (s) 105,39 6.64
2 122,25 8,20 121.58 8.16
4 124,38 8,11 124,11 8,07
5 129,56 7.54 129,73 7.54
6’ 132,58 7.90 132,33 7.81

"7’ 144,88 8.43 140,79 8.43
CH,
3 59.97 3.98-4,0 (m) 59,97 3.98-4.06 (m)
4 29.37 2.58-2.84 (m) 29,37 2,58-2.84 (m)
11 48 98 2.87 43.14 3.18

2,89 3.41

OCH,0 100,96 5.87 100,75 5.82
CH,;

113 27.36 1,55 (s) 28.52 1.63 (s)
NH 10,02 9.96
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Tabela 10 - Dados de RMN'H (200MHz) e ’C (50.3 MHz) de 29, registrado em

CDCl; e TMS como referéncia interna . Deslocamentos quimicos em & (ppm)e
constantes de acoplamento (J) em Hz.

5 4
o 6 10 3
= <M
1
13 1 EH x 3
(29¢)-Z >\.—1®;N()2
6 g
H x BC-COSY-'Jcy H x BC-COSY-Jcy
T

d¢ On l16c On
C
1 75,07 75, 07
6 145,39 “145,38
7 145,20 145,20
9
nio 125,79 125,79
12
19
4°
CH
5 107,55 6,52 107,55 6,52
8 105,14 6,60 105,09 6,60
2°6° 7.86 7,86
3’5 8,23 8,19
kd 8,70 8,33
CH2
3 58,87 4,05 58,87 4,05
4 28,57 2.67 28,57 2,67
11 46,78 2,89 42.02 2.89
OCH,0 [100,15 5,89 100,02 5,89
CH3
13 27,90 1,52 27,50 1,51
NH 9,90 990
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Tabela 11 - Dados de RMN'H (200MHz) e °C (50.3 MHz) de 29f, registrado em

CDCl; e TMS como referéncia interna . Deslocamentos quimicos em 8 (ppm) e

constantes de acoplamento (J) em Hz.

Hx"C-COSY-"Joy |"HxC-COSY-"Jcy  |"Hx"C-COSY-'Jey  |"H xPC-COSY "J ¢y
“ B¢ S e Jen Sn O en Fen
C
1 75,94 2H-11;3H-13 | H-8 75,94 2H-11;3H-13 | H-*
6 146,49 H-8 145,78 11-8
7 146,42 H-5 145,92 H-5
9 132,55 H-5;3H-13 134,77 H-5;3H-13
10 125.85 H-8 126,30
12 166,20 172,39 NH;2H-11
r 126,67 H-7 H-3"3 126,52 H-7 H-3°5
4 161,23 H-2" 6 160,94 H-2".67
MeO-4" MeO-4°
CH
5 10826 | 6,48 (s) 10826 | 6,50 (s)
8 105,26 6,58 (s) 105,42 6,65 (s)
H2e 12905 [ 7,61 (m) H-7° 12842 | 7,54 (m) H-7
3y 113,90 6,86 {m) 114,05 6,85 ()
T 14706 | 7.92(s) NH;H-2°.6" [[14332 | 7.65(5) U267
CH;
3 5972 |3,954,02(m) 59,86 3,95-4,02(m)
4 2922 2,57-2.75(m) H-5 29,22 2,57-2.75(m) H-5
11 4843 2.76(d,J=15) 3H-13 42,60 3,07(d.J=13) 3H-13
2,94(d J= 135) 3.45(d,J=13)
OCH,0 || 100.79 5.87 (s) 100,59 5,87 (s)
H
CH;
13 2720 {1,55(s) 2H-11 28,40 1,62 () H-11a
OCH; |55,16 3,79 (s) 55,16 3,79 (s)
Eﬂ 9,75 (sl 9,34 (s1)




Tabela 12 - Dados de RMN'H (200MHz) ¢ °C (50.3 MHz) de 29g, registrado em

CDCl; e TMS como referéncia interna . Deslocamentos quimicos em & (ppm) e

constantes de acoplamento (J) em Hz..

"Hx "C-COSY'Jey |"H x “C-COSY -"Icy  |"H x PC-COSY-'Jey | "HxC-COSY "Jcn

B¢ Oy e 3cn 3¢ oy Jen Jen
9
1 75,99 3H-13 75,90 3H-13
6 146,35 H-8 145,80 H-8
7 146.46 H-3 145,88 H-5
9 132,85 H-5.3H-13 {1 134,50 H-5;3H-11
10 125,78 H-8 126,52 H-8
12 166,53 HIN-12;2H11 172,89 HN-12;2H-11
1’ 132,22 H-7 H-3.5" 132,52 H-7 H-3"5
4 124,38 H-2’6 123,93 11-2°.6
CH
5 108,30 | 6,49 (s) 108,30  [6,51 (5)
8 105,50 {6.58 (s) 105,38 6,63 (s)
2°67 12882 |7.7-72 128,30 7.7-7.2
3’5 131,67 | 7.7-7.2 131.80 7.7-12
7 142,44 17.99(s) 134,50 7,67 (s)
CH,
3 59,78 {4.05-3,60 59.91 3,84 (m)

(m)
29,22 12,67 (m) H-5 29,22 2,67 (m) H-5
11 48,51 | 2.87(d,}=15) 3H-13 42,61 3.48(d,J=13) 3H-13
2.82(d,J=15) 3.11(d,J=13)

OCH;O 100,87 | 5,89 (s) 100,68 5.83 (s)
CH,
13 27,21 1,55 (s) 28 41 1,62 (s)
NH 9,85 (s) 9,67
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2- AVALIACAO FARMACOLOGICA

A avdiacdo das propriedades analgésicas e antiinflamatorias destes novos
compostos isocromanilacetilidrazénicos (29a-29g) foram realizados utilizando o
teste de contor¢Bes abdominais induzidas pelo acido acético (Fernandes, 1986) e o
teste de edema de pata de rato induzido por carragenina (Ferreira, 1979).

Todos os resultados foram analisados estatisticamente através do teste "t" de
Student para um nivel de significancia de *p<0,05 e expressos em mediaterro

padréo.

2.1 - Testes de contor¢des abdominais induzidas pelo acido acético

A administracdo de &cido acético na cavidade peritoneal de camundongos
provoca algesia, que pode ser observada pelas contor¢des que 0s animais
apresentam (Coolier,1968). Tais contorcdes podem ser reduzidas pela
administracdo prévia de drogas do tipo analgésicas e antiinflamatérias néo-
esteroidal. Como prostaglandina Eo esta entre a mais potente indutora de
contor¢cbes abdominais dolorosas (Ferreira,1973), substéncias que inibam a
biossintese de prostaglandinas séo capazes de reduzirem a intensidade das
contorgdes induzidas pelo acido acético.

A atividade analgésica dos novos derivados isocromanilacilidrazonicos (29a-
g) foi determinada "in vivo" pelo teste de contor¢des abdominais induzidas pelo
acido acético 0,6% (0,1 ml/10g peso animal) em camundongos albinos*, utilizando
a indometacina como padrdo de analgesia. A solucdo de acido acético foi
administrada por via intraperitoneal uma hora apés a administracdo oral das

substancias-teste, veiculadas em goma arébica (0,1 ml/20g peso animal) na dose de

(* Fornecidos pelo biotério do Instituto de Microbiologia - UFRJ)
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100 umoles/kg. O numero de contor¢es observado foi registrado durante trinta
minutos e comparados com o grupo controle, sendo a atividade expressa em
porcentagem de inibicao.

A tabela 13 ilustra os resultados obtidos no teste de contor¢bes abdominais
induzidas pelo acido acético. A goma arabica administrada previamente n&o
modifica de maneira significativa o nimero de contorgdes controle. A indometacina
(30 umoles/kg) reduz consideralvelmente o nimero de contor¢des apresentando
uma inibicéo de 41,4%. Os resultados indicam gque os compostos 29c e 29e foram os
Unicos desta série que apresentaram uma atividade analgésica significativa com 53%
e 33% de inibicdo, respectivamente. Os demais compostos ndo apresentaram uma

inibicdo significantes das contorcdes.

Tabela 13 - Efeito dos derivados Isocromanilacilidrazonicos(29a-29g) sobre as

contorcdes induzidas peo acido acético em camundongos.

Substancia Dose N N° - Inibi¢do
umoles/kg Contorgdes %
Controle - 35 99,3 + 33,5 -
Veiculo - 30 91,8+ 42 7,5
{lIndometacina 30 8 434+176 41,4*
" 29a 100 10 76,5+3.3 229ns.
29b 100 10 71,7+3,0 278 ns.
29¢ 100 9 464+ 72 53,3*
29d 100 7 85,3+ 7.8 14,1 ns.
29¢ 100 11 66,2+ 80 33,3*
20f 100 7 80,7+ 78 18,7 n.s.
29¢g 100 5 80,2+4.8 19.2 ns.

Os resultados sdo expressos em médiaterro padréo.
N = ndmero de experimentos

.n.s. = ndo significativo

*p<0,05 (teste "t" de Student)



Grifico 2- Efeito dos derivados Isocromanilacilidrazénicos (29a-29g) sobre as
contor¢des induzidas pelo acido acético em camundongos.
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O composto 29c, que apresenta o grupamento -N(CH3)2 na posicdo para do
anel aromédtico do grupamento acetilidrazdnico, mostra uma maior atividade
analgésica. Este resultado soma-se a outros obtidos em nosso laboratério, onde
COMpOoStos que possuem 0 mMesmo grupamento citado apresentam a maior poténcia
analgésica na sua seérie (Miranda et al, 1995) e confirma a relevancia da funcéo
acilidrazona para a atividade analgésica sugerindo um cardter farmacoférico para o
substituinte -N(CH3)2.

2.2 - Teste de edema de para de rato induzida por carragenina (CIRPE)

Este ensaio € empregado na avaliacdo da capacidade da droga experimental
em reduzir a formagdo do edema, um dos principais sintomas da inflamagdo, gerado
pela administragdo de um agente irritante.

Foram utilizados ratos albinos de ambos os sexos, pesando entre 150-200g.
Os compostos (29a-29g) foram suspensos em uma solugdo de goma arabica 5% e
administradas por grupo de 5 animais, oramente (0,1 ml/20g de peso animal), na
dose de 100 umoles’kg, uma hora antes da indugcdo do edema, através da injecdo de
carragenina a 1% (solucdo em NaCl 0,9%) na regido subplantar de uma das patas
posteriores, e a pata contra-lateral tratada com igual volume da solugdo de NaCl
(0,1 ml/pata). Apds 3 horas os volumes das paras tratadas com carragenina e salina
sd0 medidos através de um plestimégrafo e o edema, ou a variagdo de volume,
obtido pela diferenca das duas. O grupo controle é tratado com igua volume do
veiculo utilizado na dissolucdo do composto. A porcentagem de inibicdo foi
calculada pela comparacdo da média de variacdo do volume das patas dos grupos de
animais tratados com os novos derivados (29a-29g) e com 0 grupo controle.

A tabela 14 apresenta os resultados obtidos com estes compostos na
avaliagdo da atividade antiinflamatoria. A indometacina (30moles/kg) apresenta
uma inibicdo de 41,4% na formacdo do edema. O derivado 29g foi o Unico a

apresentar uma atividade antiinflamatéria significativa na ordem de 30%,
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demonstrando que, em relagdo as propriedades antiinflamatorias esta classe ndo

apresentou o perfil farmacologico esperado.

Tabela 14- Efeito dos derivados Isocromanilacilidrazénicos no edema de pata
de rato induzido por carragenina.

Substéancia Dose N Variagio de Inibi¢3o
umoles/Kg volume (ul) %

Controle - 10 557 +36,4 -

Indometacina 30 11 326,5+ 489 41,4
29a 100 5 669,9 +34,5 -20,14
29 100 5 605,76 + 46,5 -8,6
29¢ 100 5 662,5 + 46,5 -18,8
29d 100 5 573, +37,21 -2,9
29¢ 100 5 496,6 + 55,7 10,9
20f 100 5 611,74 32,4 9,7
29g 100 4 385,5+42.1 30,9%

Os resultados sdo expressos em médiazterro padréo.
N = nuimero de experimentos

n.s.= ndo significativo

*p<0,05 (teste “t"de Student)



Grifico 3 - Efeito dos derivados Isocromanilacilidrazonicos no edema de pata
de rato induzido por carragenina.
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V- CONCLUSAO

A metodologia sintética empregada mostrou-se eficiente, permitindo a
obtencdo dos novos derivados Isocromanilacilidrazonicos (3a-3g) a partir do safrol
(4) com rendimento médio global de 85%.

As técnicas de ressonancia magnética nuclear, uni (1D) e bidimensional (2D)
empregadas permitiram a determinacdo da configuracdo dos diastereoisdmeros E
(70%) e Z (30%) como produto nas reacOes de condensacdo para a obtencdo dos
derivados (3a-3g) e a atribuicdo inequivoca dos deslocamentos quimicos de
hidrogénio e carbono-13 destes compostos.

Os resultados farmacol6gicos obtidos, com 0s novos compostos planejados
pelo emprego da estratégia de hibridizagdo molecular de protétipo bioativos
demonstraram um perfil analgésico, confirmando a relevancia da unidade
acilidrazona como farmacoforo destacando a importancia do substituiunte
p-(NCH3)2-fenila para a atividade observada.

Relembrando a proposta de atividade das fenilidrazonas indicada por
Mahy (1993) (Figura 8), poderiamos supor que 0s novos derivados
isocromanilacetilidrazonicos (29a-29g) apresentariam-se como inibidores da enzima
cicloxigenase, porém os resultados obtidos quanto a atividade analgésica e
antiinflamat6ria sugerem que possam estar amando por mecanismo diferente da
inibicdo desta enzima.

A separacdo e avaliacdo farmacoldgica de cada isbmero (E) e (2) permitira a
correlacdo entre a atividade encontrada com a natureza da unidade fenila presente

na funcdo hidrazbnica e um melhor entendimento quanto a futuras modificacBes

necessérias a potencializar a atividade analgésica.



PARTE EXPERIMENTAL
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V- PARTE EXPERIMENTAL

1 - Materiais e Métodos

O safrol utilizado foi obtido por destilacdo (p.e.=232-234°C) do 6leo de
sassafréz.

Os solventes utilizados para fins sintéticos foram tratados e redestilados.

A remocdo dos solventes foi feita a pressdo reduzida em evaporador
rotatorio Buchi 540.

A determinacdo dos pontos de fusdo foi realizada em um aparelho Buchi
510.

Nas cromatografias de camada fina (ccf) foram utilizadas placas de
aluminio Kiessel Gel 60 F 254, 0,2 mm de espessura (Merck-Darmsatdt).

As separagOes por cromatografia em coluna foram efetuadas utilizando-se
silica gel Gel 60-200 Mesh Riedl como adsorvente.

Os espectros na regido do infravermelho (I1V) foram obtidos em
espectrofotbmetros Perkin-Elmer, modelos 1420 e 1600 FT (CPGQO-UFRRJ),
utilizando-se filmme em KBr. Os valores para as absor¢des foram medidos em
unidades de nimeros de ondas (cm'l).

Os espectros de massas de baixa resolugéo (EM) foram obtidos a 70 elv
em aparelho GC/NG Micromass 12 (NPPN-UFRJ).

Os espectros de RMN uni-(1D) e bidimensionais (2D) foram registrados

em um espectrdmetro Bruker AC-200 (CPGQO-UFRRJ), operando a 200 MHz
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para hidrogénio (RMN 1H) e 50,3 MHz para carbono-13 (RMN 13C). Os
deslocamentos quimicos foram medidos em unidades ppm (5), as éreas relativas
dos sinais de absorcdo obtidas por integracdo eletrdnica e as constantes de
acoplamento (J) medidas em hertz (Hz). As amostras para andlise foram
dissolvidas em CDCl3 contendo TMS como referéncia interna e colocadas em
tubo de 5 mm de didmetro. As sequéncias de pulso utilizadas nas experiéncias
bidimensionais estdo contidas nos programas Bruker XHCORR-AU, para
correlagdo heteronuclear de hidrogénio e carbono-13 através de uma ligagdo
(D3=0,5/Jcy € D4=0,5/2)c, modulado com 1JC|_|:140,0 Hz) e a longa distancia
(D3=0,5/JcH € D4=0,5/2)cy, modulado com MJopy=7,0 Hz, n=2 e 3), e COSY.AU,
para correlagdo homonuclear (1H X 1H-COSY). Nas experiéncias unidimensionais
de NOE (=Nuclear Overhauser Effect) usou-se o programa Bruker NOEDIFF.AU
e de DEPT (=Distortinoless Enhancement by Polarization Transfer) o
DEPTVAR.AU (6 =90 ° e § =11359).
As &reas dos sinais foram obtidas por integracdo eletrénica e sua

multiplicidade descrita como:

s- singleto
d- dubleto
t- tripleto
g- quarteto

m - multipleto
dd- duplo dubleto

sl- singleto largo
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2 - Resultados Experimentais

2.1 - Sintese do 3,4-Metilenodioxi-Fenilacetaldeido (40)*

<O]©/\“ 0205, AcOH , 5C ~ <Oﬁ\CHO
0 Zn, 85% 0

(20) (40)

*Barreiro, 1985

Uma solucdo de 2,5 g (15.3 mmoles) de safrol em 10,0 ml de &cido acético
glacial mantida a 5°C foi submetida a um fluxo de oxigénio (20-25 1/h) contendo
cerca de 0,3 % de ozbnio, durante cerca de quatro horas (acompanhamento por
c.cf.). Apbés este tempo adicionou-se a0 meio reacional, 9,37 g (0,142 atg) de
zinco pulverizado e manteve-se em agitagdo vigorosa por cerca de 2 horas.
Filtrou-se o zinco, lavou-se com &gua e a solugdo foi tratada até pH=8,
adicionando-se uma solucdo saturada de bicarbonato de sodio.

O filtrado foi extraido com diclorometano (5 x 30 ml), seco com sulfato de
sodio e evaporado, produzindo apds cromatografia em coluna de gel de silica
eluida com hexano:Acetato de Etila (9:1), um 6éleo amarelo claro, com

rendimento de 85%.

1. 1726 (C=0); 930 - 809 (Ar.trissubstituido) [Espectro 1]

V. (filme) v cm
RMNIH (60 MHz) CDCIg/TMS (8=ppm) : 9,95 (CHO); (s3H-Ar); 5,83

(s, OCH50). [Espectro 2]
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2.2 - Sintese de 3,4-Metilenodioxi-Feniletanol (44)*

Iy e 4
NaBH4 > MeOH

10°C , 80%

(40) (44)

* Barreiro, 1985

Em um baldo de 250,0 ml foram dissolvidos 2,0 g (12,5 mmoles) de (40)
em 40,0 ml de metanol e resfriado a temperatura de 5°C. Depois, € adicionado
1,42 g (37,6 mmoles) de boroidreto de sodio (NaBH,). Apos 10 minutos, 0 meio
reacional € diluido com diclorometano e deixado sob agitacgdo magnética.
Acompanhamento por cromatografia analitica da mistura reacional, confrontada
com a substéncia de partida (Hexano: ACOEt 50%), indicou o término da reagéo.
Posteriormente todo metanol foi removido sob pressdo reduzida e uma solucéo de
1 M de fosfato monobéasico de sodio é adicionado até pH=6. Em seguida é feita
extracdo com diclorometano, seco com sulfato de sodio, fornecendo apos
filtracdo e evaporacdo do solvente a pressdo reduzida, 3,4-metilenodidxi-

feniletanol (44) em 90%.

RMNIH (200 MHz) CDCIg/TMS (8=ppm) : 6,71 (d,J=7,8,H-5); 6,67 (s,H-2);
6,63 (d,J-7,8,H-6); 586 (s, OCH,0); 3,78 (t,0=6,7,H-8); 2,71 (t,J=6,7,H-7); 2,55
(sl,OH). [Espectro 3]
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RMN13C (50,3 MHz) CDCIg/TMS (8=ppm) : 147,75 (C-34); 132,13 (C-1);
121,51 (C-6); 109,02 (C-5); 107,89 (C-2); 100,50 (OCH20); 63,17 (C-8); 38,43
(C-7). [Espectro 4]

2.3 - Sintese do Ester etilico do Acido [1-(1-Metil-6,7-Metilenodioxi)-

Isocromanil]-Acetico (46)*.

O 0O 0 ¢
< + TsOH, & <
o OH —_— - o4
()C 2H5 5 ()

H3 AL 75%

(44) (45) (46)’

* (Slva, 1993)

Em baldo de 25,0 ml equipado com condensador de reflluxo e aparelho de
Dean-Stark, foram adicionados 1,8 g (10,98 mmoles) de (44), 1,62 g (12,6
mmoles) de acetoacetato de etila (45), ) 0,234g (1,26 mmoles) de acido
paratoluenossulfénico (TSOH) e 50,0 ml de benzeno. Em seguida a mistura €
refluxada e deixada sob agitacdo magnética. Fazendo acompanhamento por c.c.f.
(Hexano:ACOEt 15%), observou-se depois de 10 horas de reacdo o término da

mesma.
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Remocdo do benzeno a pressdo reduzida produziu um 6leo, o qual foi
retomado em éter etilico e lavado com seis por¢des de uma solugdo de KOH a
30% (p/v), a fim de remover o excesso do acetoacetato de etila (45)
(Cabral, 1993).

Depois de tratamento da fase organica, obteve-se o éster como um 0leo

amarelo em 75% de rendimento.

EM. (70 eV) : 278 (7%); 191 (100%); 149 (9%); 110 (31%). [Espectro 6]

RMNIH (300 MHz) CDClg/TMS (8=ppm) : 6,56 (H-58); 5,9 (sOCH50); 4,10
(9,2H-14); 3,91 (m,2H-3); 2,90 (d,J=13,5,2H-11); 2,73 (d,J=13,5,2H-11); 2,71
(m,2H-4); 1,27 (s,3H-13); 1,20 (t,3H-15). [Espectro 7]

RMN13C (75 MHz) CDC1g/TMS (5=ppm) : 169,98 (C=0); 14594 (C-6); 133,78
(C-7); 12545 (C-9); 115,88 (C-10); 108,28 (C-5); 105,18 (C-8); 100,63
(OCH50); 75,20 (C-l); 60,11 (C-3); 60,01 (C-11).

[ Espectro 8]
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24- Sintese de [1-(1-Metil-6,7-Metilenodidxi)-1socromanil] -Acetilidrazida

(37)*
o 0
< 00 NH,NH,. H,0 85% < 0
o) FOH , 8% 0 0
B OC,Hs CH; NHNH,
(46) (37
* Dias, 1992

Em baldo de 100,0 ml de capacidade, equipado com condensador de
refluxo, foram adicionados 1,30g (4,65 mmoles) do éster (46), cerca de 15 ml de
etanol e adicionou-se entdo, 4,7 rol de hidrato de hidrazina 85%. A mistura
permaneceu sob refluxo e agitacdo por 3 horas, e o término da reacdo foi
observado por c.c.f. (Diclorometano:Etanol 5%).

O isolamento foi efetuado por concentracdo do produto e posteriormente
vertido para uma mistura de agua e gelo picado. A solucdo restante foi extraida
com diclorometano, seca com sulfato de sbddio, fornecendo apds evaporacdo do
solvente um produto de aspecto oleoso. Este 6leo foi lavado com acetato de etila
até que fosse obtido um solido branco com p.f.= 154-155 °C em 85% de

rendimento.

[.V. max. (KBr) v emL : 3360 (NH) ; 1670 (C=0). [Espectro 9

EM. (70 eV)m/z, abundancia relativa: 264 (13%), 192 (24%); 191 (100%) 115
(7%) 91 (6%); 77 (5%). [Espectro 10]
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RMNLH (200 MHz) CDCI3/TMS (3=ppm) : 7,76 (,NH); 6,53 (sH-8); 6,50
(sH-5); 587 (m, OCHo0); 3,85 (mH-3); 3,76 (3,NH2); 2,60 (mH-4); 2,73
(m,H-11); 2,68 (m H-11); 1,48 (sH-13). [Espectro 11]

RMN13C (50,3 MHz) CDCI4/TMS (d=ppm) : 170,70 (C=0); 146,16 (C-6,7);
132,61 (C-9); 125,97 (C-10); 108,21 (C-5); 105,26 (C-8); 100,73 (OCH50);
75,42 (C-l); 59,47 (C-3); 47,38 (C-11); 29,00 (C-4); 27,09 (C-13).

[Espectro 12]

25 - Sintese de [1-(1-Metil-6,7-Metilenodidxi)-1socromanil]-

Acetilidrazonas(29)*

WAI'/ \
< D@L EtOH, HCI 50
75-94%
° . NHN=<

(37) 29)

* Dias, 1992

Sobre 0,159 (0,57 mmoles) da hidrazida (37) adicionou-se etanol absoluto
gsp dissolugdo. A mistura permaneceu sob refluxo, e apds dissolucéo adicionou-

se 0,57 mmoles dos derivados benzaldeidico e HCI concentrado em quantidade
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catalitica. Observa-se 0 término da reacdo por c.c.f. (Diclorometano:Etanol 5%)
e obtencdo das isocromanilacetilidrazonas em cerca de 2 horas.

O isolamento foi efetuado por concentracdo da mistura reacional e
posteriormente vertendo-a sobre uma mistura de &gua e gelo. A solugdo restante
foi extraida com diclorometano seca com sulfato de sodio, fornecendo apos

evaporacdo do solvente os produtos (29a-29g) em torno de 85% de rendimento.

[ 1-(1-Metil-6,7-Metilenodi 6xi)-1socr omanil] -benzal deido Acetilidrazona
[29-(E).(2)]

Rend.: 75%
P.F.: 78-80 °C

V. : méx. (KBr) v .emL : 3430,3200 (NH); 1664 (C=0).
[ Espectro 18]

E.M. (70 e V) m/z abundancia relativa : 352 (3%); 208 (8%); 192 (14%); 191
(100%); 170 (11%). [Espectro 19]

|sbmero (E)

RMNIH (200 MHz) CDCI5/TMS (8=ppm) : 9,83 (s,NH); 8,00 (sH-7'); 7,70
(mH-26);, 7,4 (mH-35,4); 659 (sH-8); 650 (sH-5); 59 (s,OCH50),
4,1 (m,2H-3); 2,9 (m,2H-11); 2,8 (m,2H-4); 1,56 (s,3H-13). [Espectro 20]
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RMN'"C (50,3 MHz) CDCL/TMS (8=ppm) : 166,45 (C=0); 147,10 (C-7’);
146,37 (C-7); 146,25 (C-6); 133,48 (C-1); 132,34 (C-9); 130,12 (C-4’); 128,39
(C-35); 127,46 (C-2°6"); 126,48 (C-10); 100,80 (OCH20); 75,97 (C-1); 59,72
(C-3); 48,37 (C-11); 29,18 (C-4); 27,20 (C-13). [Espectro 21]

Isomero (7Z)

RMN'H (200 MHz) CDCL/TMS (&=ppm) : 9,18 (s,NH); 7,70 (s,H-7"); 7,61
(m,H-2°6"); 7.4 (m,H-35",4"); 6,66 (s,H-8);, 6,52 (s,H-5); 5,9 (s,0CH,0); 4,0
(m,2H-3); 3,46 (d,J=14, 2H-11); 3,10 (d,J=14, 2H-11); 2,75 (m,2H-4) 1,63
(s,3H-13). [Espectro 20/

RMN"C (50,3 MHz) CDCIy/TMS (8=ppm) : 172,87 (C=0); 143,75 (C-7’);
145,89 (C-7); 145,77 (C-6); 134,58 (C-9): 133,85 (C-1"); 129,76 (C-4’); 128,54
(C-3°5"): 126,91 (C-2°6’); 125,79 (C-10); 100,60 (OCH20); 75,88 (C-1); 59,86
(C-3); 42,49 (C-11); 29,24 (C-4); 28,36 (C-13). [Espectro 21]

[1-(1-Metil-6,7-Metilenodioxi)-Isocromanil [-2-furaldeido __Acetilidrazona
[29b-(E).(Z)]

Rend.: 88%

P.F.. 88-91 °C

I.V. max. (KBr) v cm™ : 3450,3215 (NH); 1670 (C=0)

[Espectro27 |

Isémero (E)

RMN'H (200 MHz) CDCIL;/TMS (8=ppm) : 9,79 (s,NH); 8,21 (s,H-5"); 7,46
(s,H-4); 724 (s,H-2"); 6,67 (mH-3"); 6,57 (s,H-8); 6,49 (s,H-5);
5,88 (s,OCH,0); 3,8 (m2H-3); 2,65 (m,2H-4); 2,87 (d,J=14, 2H-11); 2,83
(d,J=14, 2H-11); 1,54 (s,3H-13). [Espectro 28]
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RMNPC (50,3 MHz) CDCly/TMS (&=ppm) : 166,60 (C=0); 149,06 (C-1°);
146,19 (C-7); 146,10 (C-6); 144,17 (C-4); 137,31 (C-5"); 132,36 (C-9); 133,38
(C-2%); 125,82 (C-10); 112,87 (C-3°); 108,04 (C-5); 105,29 (C-8); 100,68
(OCH;0); 75,79 (C-1); 59,57 (C-3); 48,54 (C-11); 29,03 (C-4); 27,15 (C-13).
[Espectro 29]

Isomero (Z

RMN'H (200 MHz) CDCIy/TMS (8=ppm) : 9,40 (s,;NH); 7.60 (s.H-5’); 6,64
(s,H-8); 6,44 (s,H-5); 5,88 (s,0CH,0); 4,0 (m, 2H-3); 3,45 (d,J=14, 2H-11); 3,03
(d,J=14, 2H-11); 2,90 (m, 2H-4); 1,60 (s, 3H-13). [Espectro 28/

RMN"C (50,3 MHz) CDCly/TMS (8=ppm) : 172,78 (C=0); 149,19 (C-1’);
145,77 (C-7); 145,70 (C-6); 144,00 (C-4’); 134,54 (C-9); 137,39 (C-57); 111,63
(C-5); 111,63 (C-8); 100,50 (OCH20); 75,79 (C-1); 59,71 (C-3); 43,31 (C-11);
28,75 (C-4); 28,33 (C-13). [Espectro 29]

[1-(1-Metil-6,7-Metilenodioxi)-Isocromanil ]-p-dimetilaminobenzalldeido
Acetilidrazona [29¢-(E).(7)]

Rend.: 94%

P.F.:93-94 °C

LV. max. (KBr) v em™ : 3450,3201 (NH); 1655 (C=0).

[Espectro 35]

E.M. (70 eV) m/z abundancia relativa : 395 (4%); 191 (100%); 149 (50%);
148 (65%); 135 (18%); 77 (18%). [Espectro 36/
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Isomero (E

RMN'H (200 MHz) CDCL/TMS (6=ppm) : 9,64 (s,;NH); 7,83 (s,H-7"); 7,57
(d,J=9,H-2°6"); 6,62 (d,J=9,H-3°5); 6,59 (s,H-8); 6,49 (s,H-5); 5,9 (m,0OCH,0);
4,1 (m, 2H-3); 2,9 (m, 2H-4); 2,98 (s,N(CH;)y); 2,9 (d,J=14, 2H-11);
2.8 (d,J=14, 2H-11); 1,55 (s, 3H-13). [Espectro 37/

RMN"C (50,3 MHz) CDCly/TMS (3=ppm).: 165,84 (C=0); 151,44 (C-4’);
147,90 (C-7°); 146,19 (C-6); 146,17 (C-7); 132,52 (C-9); 128,89 (C-2°6"),
125,76 (C-10); 120.96 (C-1°); 111,32 (C-3°5); 108,14(C-5); 105,46 (C-8);
100,65 (OCH,0); 75,82 (C-1); 59,56 (C-3); 48,07 (C-11); 39,86 (N(CH;),);
29,09 (C-4); 27,09 (C-13). [Espectro 38]

Isomero (Z,

RMN'H (200 MHz) CDCL/TMS (8=ppm) :8,90 (s,NH); 7,58 (s,H-7"); 7.47
(d,J=9,H-2°6"); 6,66 (d,J=9,H-3°5"); 6,61 (s,H-8); 6,52 (s,H-5); 5,9 m,OCH,0);
4,1 (m, 2H-3), 3,50 (d,J=15, 2H-11); 3,06 (d,J=15, 2H-11); 2,99 (s,N(CHs),);
2,9 (m, 2H-4); 1,62 (s, 3H-13). [Espectro 37]

RMN"C (50,3 MHz) CDCIy/TMS (8=ppm) : 171,97 (C=0); 151,20 (C-4’),
146,00(C-6,7); 144,48 (C-7°); 134,76 (C-9): 128,16 (C-2°6%); 126,33 (C-10);
121,54 (C-1); 111,55 (C3°5’); 108,14 (C-5); 105,32 (C-8); 100,49 (OCH20);
75,82 (C-1); 59,72 (C-3); 42,29 (C-11); 39,93 (N(CH3)2);, 29,15 (C-4);
28,50 (C-13). [Espectro 38/
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[1-(1-Metil-6, 7-Metilenodioxi)-Isocromanil [-m-nitrobenzaldeido
Acetilidrazona [29d-(E).(Z)]

Rend.: 70%

P.F.:183-184 °C

L.V. max. (KBr) v cm™ : 3393, 3193 (NH); 1665 (C=0)  [Espectro 43]
EM. (70 eV) : 397 (3%); 217 (6%) ; 191 (100%); 166 (17%), 135 (63%);
77 (15%). [Espectro 44]

Isomero (E)

RMN'H (200 MHz) CDCl5/TMS (3=ppm) : 10,02 (s,NH); 8,43 (H-7"); 8,20 (H-
2°) 8.11 (H-47); 7,90 (H-6"); 6,58 (s,H-8); 6,49 (s,H-5); 5,87 (OCH,0); 3,98 (m,
2H-3); 2,89 (2H-11); 2,87 (2H-11); 2,84 (m, 2H-4); 1,55 (s, 3H-13). [Espectro
45/

RMN"C (50,3 MHz) CDCly/TMS (6=ppm) : 166,91 (C=0); 14835 (C-3"),
146,67 (C-6,7);, 144,88 (C-7°); 135,67 (C-1°); 132,58 (C-6°);, 132,33 (C-9);
129,56 (C-57); 124,38 (C-47); 122,25 (C-27); 108,43 (C-5); 105,47 (C-8); 100,96
(OCH,0); 76,10 (C-1); 59,97 (C-3); 48,96 (C-11); 29,37 (C-4); 27,36 (C-13).
[Espectro46 |

Isomero (Z)

RMN'H (200 MHz) CDCl;/TMS (8=ppm).: 9,96 (s,NH); 8.43 (H-7"); 7.81 (H-
6’); 6,64 ( H-8); 6,57 ( H-5); 6,16 ( H-2’); 5,82 ( OCH,0); 4,06 (m, 2H-3) 3,41
(2H-11); 3,18 (2H-11); 2,84 (m, 2H-4). [Espectro 45

RMN"C (50,3 MHz) CDCIy/TMS (8=ppm).: 172,97 (C=0); 148,40 (C-3");
146,04 (C-6,7); 136,00 (C-7"); 135,76 (C-1°); 132,33 (C-9); 129,56 (C-5);
126,00 (C-10); 124,11 (C-4"); 121,58 (C-2"); 108,43 (C-5); 105,47 (C-8); 100,75
(OCH,0); 76,10 (C-1); 59,97 (C-3); 43,14 (C-11); 29,37 (C-4); 28,52 (C-13).
[Espectro 46/
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[1-(1-Metil-6, 7-Metilenodidxi)-Isocromanilj-p-nitrobenzaldeido
Acetilhidrazona [29¢-(E).(Z)]

Rend.: 74%

PF.:226228°C

L.V. max. (KBr) vem™ : 3413, 3170 (NH); 1665 (C=0). [Espectro 48]

E.M. : 397 (6%); 298 (22%); 191 (100%); 176 (32%); 149 (21%); 57 (22%).
[Espectro 49]

RMN'H (200 MHz) CDCI3/TMS (8=ppm).: 9,9 (s, NH); 8,70 (s, H-7"); 8,23 (H-
3°57); 7,86 (m, H-26); 6,52 (H-5); 6,50 (H-8); 5,89 (OCH,0); 4,05 (2H-3); 2,89
(2H-11); 2,67 (2H-4); 1,58 (3H-13). [Espectro 50]

RMN"C (50,3 MHz) CDCL/TMS (8=ppm).: 145,38 (C-6); 145,20 (C-7); 125,79
(C-10); 107,55 (C-5); 105,14 (C-8); 100,15 (OCH,0); 75,07 (C-1); 59,87 (C-3);
46,78 (C-11); 28,57 (C-4); 27,90 (C-13). [Espectro 51]

RMN'H (200 MHz) CDCIy/TMS (&=ppm).: 9,90 (NH); 8,33 (H-7"); 8,19 (H-
3°5%), 7,85 (H-2°6’); 6,52 (H-5); 6,60 (H-8); 5,89 (OCH,0); 4,05 (H-3); 2,89 (H-
11); 2,67 (H-4); 1,51 (H-13). [Espectro 50/

RMN"C (50,3 MHz) CDCly/TMS (&=ppm).: 145,38 (C-6): 145,20 (C-7); 125,79
(C-10); 107,55 (C-5); 105,09 (C-8); 100,02 (OCH,0); 58,87 (C-3); 42,02 (C-11):
28,57 (C-4); 27,50 (C-13). [Espectro 51]
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[1-(1-Metil-6,7-Metilenodidxi)-Isocromanil ]-p-metdxibenzaldeido
Acetilhidrazona [29f-(E).(Z)]

Rend.: 82%

P.F.:168-169 °C

LV. max. (KBr) v em™ : 3452, 3170 (NH); 1661 (C=0). [Espectro 53]

ISOMERQ (E)

RMN'H (200 MHz) CDCL/TMS (d=ppm).: 9,75 (s,NH); 7,92 (s,H-7); 7,85
(m,H-3’5%); 7,56 (m,H-2°6"); 6,58 (s,H-8); 6,48 (s,H-5); 5,87 (s,0CH,0); 4,02
(m,2H-3); 3,79 (s,OCH3); 2,9 (d,J=15,2H-11); 2,8 (d,J=15,2H-11); 2,7 (m,2H-3);
1,55 (3H-13). [Espectro 54]

RMN"C (50,3 MHz) CDCI/TMS (8=ppm).: 166,20 (C=0); 161,23 (C-4’);
147,06 (C-7°); 146,49 (C-6); 146,42 (C-7); 132,55 (C-9); 129,05 (C-2°6’):
126,67 (C-1"); 125,85 (C-10); 113,90 (C-3°5"); 108,26 (C-5); 105,26 (C-8):
100,79 (OCH,0); 59,72 (C-3); 55,16 (OCH3); 48,43 (C-11); 29,22 (C-4); 27,20
(C-13). [Espectro 55]

ISOMERO (7)

RMN'H (200 MHz) CDCly/TMS (8=ppm).: 9,34 (sNH); 7,85 (m, H-3’5"); 7,65
(s,H-7"); 7,56 (m,H-2°6); 6,65 (s,H-8); 6,49 (s, H-5); 5,87 (s,0CH,0); 4,02 (m,
2H-3); 3,45 (d,J=13, 2H-11); 3,07 (d,J=13, 2H-11); 2,7 (m, 2H-3); 1,62 (s, 3H-
13). [Espectro 54/

RMN"C (50,3 MHz) CDCl/TMS (8=ppm : 172,39 (C=0); 160,94 (C-4’);
145,92 (C-6); 145,78 (C-7); 143,32 (C-7); 134,77 (C-9); 128,42 (C-2°6’);
126,52 (C-1); 126,30 (C-10); 114,05 (C-3°5"); 108,26 (C-5), 105,42 (C-8);
100,59 (OCH,0); 59,86 (C-3); 55,16 (OCH;); 42,60 (C-11); 29,22 (C-4); 28,40
(C-13). [Espectro 55]
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[1-(1-Metil-6,7-Metilenodidxi)-Isocromanil J-p-bromobenzaldeido
Acetilhidrazona [29g-(E).(Z)]

Rend.: 78%

P.F.:178-181°C

LV. max. (KBr) v em™ : 3450, 3180 (NH); 1662 (C=0).
[Espectro 61]

ISOMERQ (E)

RMN'H (200 MHz) CDCL/TMS (8=ppm).: 9,85 (s,NH); 7,99 (s,H-7%), 7,7-7.2
(H-2°6"); 7.7-7.2 (H-3’5"); 6,58 (s,H-8); 6,49 (s,H-5); 5,89 (s,0CH,0); 4,03
(2H-3); 2,85 (d,J=15, 2H-11); 2,82 (d,J=15, 2H-11); 2,67 (2H-4); 1,62 (s, 3H-
13). [Espectro 62]

RMN"C (50,3 MHz) CDCL/TMS (5=ppm).: 166,53 (C=0); 146,46 (C-6);
146,35 (C-7); 145,88 (C-7°); 132,85 (C-9); 132,22 (C-1"); 131,66 (C-35):;
128,82 (C-2°6); 125,78 (C-10); 124,38 (C-4’); 108,30 (C-5); 105,38 (C-8);
100,87 (OCH;0); 59,78 (C-3); 48,51 (C-11); 29,22 (C-4); 27,21 (C-13).
[Espectro 63]

ISOMERO (Z)

RMN'H (200 MHz) CDCL/TMS (6=ppm).: 9,67 (s,NH); 7,67 (s,H-7); 7,7-7.2
(H-2°6%); 7,7-7,2 (H-3"5"); 6,63 (H-8); 6,51 (s); 5,83 (OCH,0); 3,84 (m, 2H-3);
3,48 (d,J=13, 2H-11); 3,11 (d,J=13, 2H-11); 2,67 (m, 2H-4); 1,71 (s, 3H-13).
[Espectro 62/

RMN"C (50,3 MHz) CDCLy/TMS (8=ppm).. 172,89 (C=0); 146,46 (C-6);
146,35 (C-7); 142,43 (C-7°); 134,50 (C-9); 132,52 (C-1"); 131,80 (C-3’5");
128,30 (C-2°6"); 126,52 (C-10); 123,93 (C-4’); 108,30 (C-5); 105,50 (C-8);
100,68 (OCH,0); 75,90 (C-1); 59,91 (C-3); 42,61 (C-11); 29,22 (C-4); 28,41
(C-13). [Espectro 63]
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Espectro 1 - Espectro de infravermelho (KBr), obtido do produto (40) .

6L



3 2
0) g}

< \[ " “cho
04 ?//5
(40)

M

llLJl;x:x\1111[1:11[144_11;1:1lu;LJJ_J“I“lxln“liLLlJul;I(!“]l(u_(l,llluJ_
3 b

11111111Ulu1111111111111“11Lnnxl
10 9 8 7 6 s 4 2

Espectro 2 -Espectro de RMN'H (60 MHz) do produto (40) , registrado em CDCl; e TMS como referéncia intemna.
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Espectro 3 -Espectro de RMN'H (200 MHZ) do produto (44) , registrado em CDCl; e TMS como referéncia interna.
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Espectro 4 - Espectro de RMNC (50,3 MHz) do produto (44) , desacoplado de préton (PND), registrado em CDCls
e TMS como referéncia interna.
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Espectro 5 - Espectro de RMN'H PND e DEPT com & =90° ¢ & =135° (50,3 MHz) do produto (44), registrado em
CDCl; ¢ TMS como referéncia intemna.
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Espectro 6 - Espectro de massas do produto (46) , obtido a 70 V.
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Espectro 7 - Espectro de RMN'H (200 MHZz) do produto (46), registrado em CDCl; e TMS como referéncia interna.
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Espectro 8 - Espectro de RMN™C (50,3 MHz) do produto (46), desacoplado de préton (PND), registrado em CDCls
e TMS como referéncia interna.
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Espectro 9 - Espectro de infravermeiho (KBr), obtido do produto (37).
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Espectro 10 - Espectro de massas do produto (37), obtido a 70 V.
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Espectro 11 - Espectro de RMN'H (200 MHz) do produto (37), registrado em CDCl; ¢ TMS como referéncia intemna.
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Espectro 12 - Espectro de RMN"C (50,3 MHz) do produte (37), desacoplado de préton (PND), registrado em
CDCl3 e TMS como referéncia intema.
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Espectro 13 - Espectro de RMN'H PND ¢ DEPT com & =90° e & =135° (50,3 MHz) do produte (37), registrado
em CDCl; ¢ TMS como referéncia interna.
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Espectro 14 - Espectro bidimensional de correlagdo homonuclear de hidrogénio ¢ hidrogénio (*H x 'H-COSY) do
produto (37), em CDCl; como solvente.
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Espectro 18 - Espectro de infravermelho (KBr), obtido do produto(29a).
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Espectro 19 - Espectro de massas do produto (29a), obtidoa 70 eV.
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Espetro 20 - Espectro de RMN'H (200 MHz) do produto(29a), registrado em CDCl; € TMS como referéncia
interna.
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Espectro 21 - Espectro de RMNYC (50,3 MHz) do produto (29a), desacoplade de préton (PND), registrado em
CDCl; e TMS como referéncia interna.
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Espectro 22 - Espectro de RMN'H PND ¢ DEPT com & =90° ¢ & =135° (50,3 MHZ) do produto (29a), registrado em
CDCl; e TMS como referéncia interna.
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Espectro 23 - Espectro bi
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Espectro 24 - Espectro bidimensional de correlacdo heteronuclear de hidrogénio e carbono-132 via uma ligacio ('H
xB C-IJCH) do produto (29a) em CDCls como solvente.

201



::.’ "
53
28
T L’l
25 ells3 3
M g -
- gﬁ E! ol 2 T
- I P i i o Q
o - ~12 q wllﬂ a - -~
n 9 n_lg Al o 3 s zi =
2 e Sle 3 2 ; 51 &
~ <« Tlis (_‘,"' | ° R = =
S E T ;o k K
S i ,,) i ] 51 3 9
E'a I @l i
{ | 3 :
N L | N
i [ | Kw | L\t )ﬂm
i} I OTCYRNIN R W W V1 T

/*W’NW\%"""J

«‘W e M;J

c-9 - <=1l [l -
c - R . c-n
121 59y tarstEl B PR T A

— |
A ‘

S i 4
__—.=z\_ ! 0 AN N
3. Gl 4 !\ I é 0
! OW—N—\ . .0
- [+ i 3 \/\‘_“ - — -
1‘ &4 pes
; (299) \_J
Pt .
| E
: 4
| ;
— R . R 6.9
c-7 c-9(€) !
<8 H-5 c-4 0
HE R e T crio 8 (£ Rs |
e ... TceuaH-s! :

, Preze i :
+ +C-2,6" H-7" {E} . s
SoruEs :

; cei2 {
R LT R T B, R, . . e 0.0

169 |40 120 100 80 &80 40

Zow

c-r
H-7"

Espectro 25 - Esectro bidimensional de correlagio heteronuclear de hidrogénio e carbono-13 a longa distincia [ "H x
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solvente.
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Espectro 27 - Espectro de infravermelho (KBr), obtido do produto (29b).
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Espectro 28 - Espectro de RMN'H (200 MHz) do produto (29b), registrado em CDCl3 e TMS como referéncia
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Espectro 29 - Espectro de RMN"C (50,3 MHz) do produto (29b), desacoplado de préton (PND), registrado em
CDCl; e TMS como referéncia interna.
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Espectro 30 - Espectro de RMN'H PND e DEPT com & =90° ¢ & =135° (50,3 MHz) do produto (29b),
registrado em CDCl; e TMS como referéncia interna.
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Espectro 31 - Espectro bidimensional de correlagdo homonuclear de hidrogénio e hidrogénio (*H x 'H-COSY) do
produto (29b), em CDCl; como solvente.
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Espectro 32 - Espectro bidimensional de correlagio heteronuclear de hidrogénio e carbono-13 via uma ligacio
(*H x PC-"J¢cr) do produto (29b) em CDCl; como solvente.
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Espectro 33 - Espectro bidimensional de correlagio heteronuclear de hidrogénio e carbono-

['H x PC-COSY-"Jcr (n=2 e 3) do produto (29b), em CDCl; como solvente.
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Espectro 34 - Experiéncia de NOE por subtragdo de espectros (‘H{'H}-NOE) do produto (29b), em CDCl; como
solvente.
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Espectro 35 - Espectro de infravermelho (KBr), obtido do produto (29¢).
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Espectro 36 - Espectro de massas do produto (29¢) , obtido a 70 eV.
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Espectro 37 - Espectro de RMN'H (200 MHz) do produto (29¢), registrado em CDCl; e TMS como referéncia
interna.
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Espectro 38 - Espectro de RMNDC (50,3 MHz) do produto (29¢), desacoplado de préton (PND), registrado em
CDCl; e TMS como referéncia interna.
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Espectro 39 - Espectro de RMN'H PND e DEPT com & =90° e¢ & =135° (50,3 MHz) do produto (29¢),
registrado em CDCl; e TMS como referéncia interna.
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Espectro 40 - Espectro bidimensional de correlagio homonuclear de hidrogénio e hidrogénio (*H x 'H-COSY) do

produto (29c¢), em CDCl; como solvente.
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Espectro 41 - Espectro bidimensional de correlagdo heteronuclear de hidrogénio e carbono-13 via uma ligac3o
(*H x PC-'Tcg) do produto (29¢) em CDCl; como solvente.
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Espectro 42 - Espectro bidimensional de correlagdo heteronuclear de hidrogénio e carbono-13 a longa distincia
['H x PC-COSY-"Jcu (n=2 ¢ 3) do produto (29¢), em CDCl; como solvente.
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Espectro 43 - Espectro de infravermelho (KBr), obtido do produto(29d).
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Espectro 44 - Espectro de massas do produto (29d), obtido a 70 eV.
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Espectro 45 - Espectro de RMN'H (200 MHZ) do produto (294), registrado em CDCl; e TMS como referéncia
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Espectro 46 - Espectro de RMN'C (50,3 MHz) do produto (29d), desacoplado de préton (PND), registrado em
CDCl; e TMS como referéncia interna.
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Espectro 47 - Espectro bidimensional de correlagiio homonuclear de hidrogénio e hidrogénio (‘H x 'H-COSY) do

produto (29d), em CDCl; como solvente.
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Espectro 48 - Espectro de infravermelho (KBr), obtido do produto (29¢).
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Espectro 49 - Espectro de massas do produto (29¢) , obtido a 70 eV.
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Espectro 50 - Espectro de RMNH (200 MHz) do produto (29¢), registrado em CDCl; e TMS como referéncia
interna.
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Espectro 51 - Espectro de RMNYC (50,3 MHZ) do produto(29d), desacoplado de préton (PND), registrado em
CDCl; e TMS como referéncia interna.

YA



Mo AN )

Espectro 52 - Espectro bidimensional de correlag8o homonuclear de hidrogénio e hidrogénio (*H x 'H-COSY) do
produto (29e), em CDCl; como solvente.
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Espectro 33 - Espectro de infravermelho (KBr), obtido do produto (29f).
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Espectro 54 - Espectro de RMN'H (200 MHz) do produto (29f), registrado em CDCl; e TMS como referéncia

interna.
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Espectro 55 - Espectro de RMNYC (50,3 MHZz) do produto (29f), desacoplado de préton (PND), registrado em
CDCl; ¢ TMS como referéncia interna.
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135° (50,3 MHz) do produto (29f), registrado

em CDCl; e TMS como referéncia interna.
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Espectro 57 - Espectro bidimensional de correlagio homonuclear de hidrogénio e hidrogénio (‘H x "H-COSY) do
produto (29f), em CDCl; como solvente.
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nio e carbono-13 via uma liga¢do

g€

(*H x BC-'J¢m) do produto (29f) em CDCl; como solvente.

Espectro 58 - Espectro bidimensional de correlac3o heteronuclear de hidro
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Espectro 59 - Espectro bidimensional de correla¢do heteronuclear de hidrogénio e carbono-13 a longa distancia
[*H x BC-COSY-"Icg (n=2 e 3) do produto (29f), em CDCl; como solvente
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Espectro 60 - Experiéncia de NOE por subtrag3o de espectros (‘"H{'H}-NOE) do produto (29f), em CDCl; como
solvente.
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Espectro 61 - Espectro de infravermelho (KBr), obtido do produto (29g).
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Espectro 63 - Espectro de RMNC (50,3 MHZz) do produto (29g), desacoplado de proton (PND), registrado em
CDCl; e TMS como referéncia interna.
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Espectro 65 - Espectro bidimensional de correlagdo heteronuclear de hidrogénio ¢ carbono-13 via uma ligac3o
(*H x PC-Ycm) do produto (29g) em CDCl; como solvente.
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