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RESUMO

Doencas como maldria, esquistossomose, filariase linfatica, dengue, leishmaniose e mal de
Chagas sdo endémicas em paises tropicais. Referente ao periodo entre 1975 e 2004, apenas
1% dos 1.556 novos farmacos registrados foi destinado ao tratamento destas doencas.
Somente a doenca de Chagas possui aproximadamente 18 milhdes de casos em todo mundo.
Até 0 momento, a quimioterapia para o tratamento dessa antropozoonose constitui-se
basicamente de dois farmacos, o nifurtimox, proscrito no Brasil, e 0 benznidazol. Estes
farmacos, além de apresentarem varios efeitos colaterais, sdo pouco eficazes, o que dificulta a
adesdo dos pacientes ao tratamento. Diante da necessidade imediata de novos farmacos para o
combate de tripanossomiase americana, estratégias de modificacdo molecular tém se mostrado
como ferramenta promissora para obtencdo de novos farmacos, geralmente inspirados na
estrutura molecular de farmacos ja conhecidos. A estratégia de modificacdo molecular
permite aumentar as chances de sucesso no processo de descoberta de novos farmacos,
reduzindo tempo e custo da pesquisa. Este trabalho teve como objetivo o planejamento, a
sintese e a avaliacdo da atividade anti-T. cruzi e a identificacdo das propriedades fisico-
quimicas que sdo responsaveis por modular a atividade anti-T. cruzi da série dos 2-[5-nitro-
tiofeno-2-il]-3-acetil-5-[4-fenil-substituido]-2,3-diidro-1,3,4-oxadiazolinas, compostos com
estrutura andloga a nifuroxazida, farmaco antimicrobiano que também apresenta atividade
antiparasitaria. O planejamento da série de compostos estudados foi realizado com base no
diagrama de Craig. A obtencdo dos derivados 1,3,4-oxadiazolinicos foi realizada em quatro
etapas sintéticas: esterificacdo, amonolise, obtengdo da base de Schiff e ciclizagdo oxidativa.
As estruturas planejadas foram confirmadas por RMN *H e RMN **C, enquanto a pureza foi
avaliada pela faixa de fusdo e de andlise elementar de CHN. A atividade antiparasitaria dos
compostos foi determinada frente a cepa Y da forma epimastigota do T. cruzi e a
concentracdo de parasitas foi quantificada através da absorbancia em espectrofotémetro
UV/Vis (A = 580 nm). Os quinze compostos da série foram avaliados em 6 diferentes
concentracgoes (3,75; 5; 7,5 ; 10; 15; 20 uM), sendo que somente o etoxi-derivado ndo foi
mais ativo que o farmaco padrdo, o benznidazol. Entre os compostos analisados
identificaram-se 0 mais e 0 menos ativo da série, respectivamente: o 2-[5-nitro-tiofeno-2-il]-
3-acetil-5-[4 fenil-acetoxi]-2,3-diidro-1,3,4-oxadiazolinas (1C5=7,91 uM) e o 2-[5-nitro-
tiofeno-2-il]-3-acetil-5-[4  fenil-etoxi]-2,3-diidro-1,3,4-oxadiazolinas  (1C5=26,60 puM).
Através de estudos de QSAR-2D, a atividade anti-T. cruzi foi correlacionada com descritores
fisico-quimicos, como a hidrofobicidade, os efeitos eletronicos e o volume molecular. Com a
aplicacdo de modelos matematicos, ficou evidenciado que a atividade anti-T. cruzi desta série
de compostos sofre notavel influéncia da hidrofobicidade e dos efeitos eletrénico de
ressonancia, o que permite a continuidade deste trabalho através da variacdo planejada destas
propriedades, visando identificar o andlogo mais potente da série de compostos estudados.

Palavras chave: quimica medicinal, planejamento de farmacos, QSAR-2D, analogos da
nifuroxazida, derivados 1,3,4-oxadiazolinicos, atividade anti-T. cruzi.



ABSTRACT

Oliveira, A. A. Design, synthesis, determination of biological activity and QSAR-2D
studies of 1,3,4-oxadiazoles derivatives against Trypanosoma cruzi. Dissertation -
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas — Universidade de S&o Paulo. Séo Paulo, 113 p. 2011.

Diseases like malaria, schistosomiasis, lymphatic filariasis, dengue, leishmaniasis and Chagas'
disease are endemic in tropical countries. From 1975 to 2004, only 1% of 1.556 new drugs
were registered for the treatment of these diseases. Chagas disease itself has approximately 18
million of cases worldwide, and the chemotherapy for the treatment of this anthropozoonosis
consists basically of two drugs, nifurtimox, which is prohibited in Brazil, and benznidazole.
These drugs have various side effects and can also be ineffective, making patients give up the
treatment. Given the immediate need for new drugs to treat american trypanosomiasis,
molecular modification strategies have been shown as a promising tool for obtaining new
drugs, often inspired by the molecular structure of known drugs. The strategy of molecular
modification will increase the chances of success in the discovery process of new drugs,
reducing the time and the costs of research. Given the situation above described, this work
aims to design synthesis and evaluate the anti-Trypanosoma cruzi activity of new drugs as
well as identification physicochemical properties that are responsible for modulating the anti-
T. cruzi activity. Series of 2-[5-nitro-thiofen-2-yl]-3-acetyl-5-[4-phenyl-substituted]-2,3-
dihydro-1,3,4-oxadiazolines, compounds with similar structure to nifuroxazide, an
antimicrobial drug that also has antiparasitic activity. The planning of the series of
compounds was carried out based on the Craig diagram. The obtainment of thel,3,4-
oxadiazolinics derivatives was performed with four synthetic steps, as follows: esterification,
ammonolysis, obtention of the Schiff base and oxidative cyclization. The designed structures
were confirmed by *H and **C NMR and purity was assessed by melting point and elemental
analysis of CHN. The antiparasitic activity of compounds was determined against the Y strain
of T. cruzi in the epimastigote form and the concentration of parasites was quantified by
absorbance in a spectrophotometer UV / Vis (A = 580 nm). The fifteen compounds obtained
were evaluated in six different concentrations (3.75, 5, 7.5, 10, 15, 20 uM), and only the
ethoxy-derivative was less active than the standard drug, benznidazole. The 2-[5-nitro-
thiofen-2-yl]-3-acetyl-5-[4-acetoxyphenyl]-2,3-dihydro-1,3,4-oxadiazolines  (1C50=7.91uM)
and of 2-[5-nitro-thiofen-2-yl]-3-acetyl-5-[4-etoxyphenyl]-2,3-dihydro-1,3,4-oxadiazolines
(1C50=26.60 uM) derivatives were identified as the most and the least active of the series,
respectively. Through 2D-QSAR studies, the anti-T. cruzi activity was correlated with
physicochemical descriptors such as hydrophobicity, molecular volume and electronic effects.
Applying mathematical models, it became evident that the activity of anti-T. cruzi activity in
this series of compounds undergoes remarkable influence of hydrophobicity and electronic
effects of resonance, which allows the continuity of the work planned by varying these
properties to identify the most potent analogue among the series of compounds studied.

Keywords: medicinal chemistry, drug design, QSAR-2D, nifuroxazide analogs, 1,3,4-
oxadiazoline derivatives, anti-T.cruzi activity.



1 INTRODUCAO

O agente etioldgico da tripanossomiase americana é o Trypanosoma cruzi e foi
primariamente descrito pelo médico brasileiro Carlos Chagas, em 1909 (Chagas, 1909; Neves
et al., 2004). A transmissdo vetorial desta enzoontia depende da presenca de insetos dos
géneros Triatoma, Panstrongylus e Rhodnius (Neves et al., 2004). Atualmente, 22 paises
localizados na América Latina sdo considerados como areas endémicas do mal de Chagas.
Dentre os fatores que propiciaram condi¢Bes adequadas para disseminacdo do protozoario,
que ocorre principalmente pela via vetorial e tranfusional, destacam-se o intenso éxodo rural
que ocorreu na década de 1940, o desmatamento de zonas rurais e a falta de rigor na selecéo
de bolsas de sangues para transfusdo. A associacdo desses fatores contribuiu para que esta
patologia fosse considerada como uma das maiores causas de infeccBes parasitarias em todo
mundo, ficando atras somente da malaria e da esquissotomose (WHO, 2010; Gascon, Bern,
Pinazo, 2009). Ademais, a doenca de Chagas representa a primeira causa de lesdes cardiacas
em jovens que residem nos paises endémicos (Neves et al., 2004).

O mal de Chagas € um notério problema de salde publica de paises da América Latina
e, atualmente, vem sendo considerado como uma doenca emergente em paises da América do
Norte e da Europa. Nas ultimas trés décadas, a migracdo de individuos assintomaticos de
areas rurais para grandes centros urbanos de diversos paises mudou o perfil epidemiolégico da
doenca, o que demonstra que 0 mal de Chagas adaptou-se facilmente a globalizacdo (Gascon,
Bern, Pinazo, 2009).

A doenga tem duas fases: a fase aguda e a crénica. Aproximadamente a metade dos
pacientes ndo chega a desenvolver os sintomas tipicos da fase aguda, porém, esta fase pode
perdurar por 6 a 8 semanas. J& a fase crbnica da doenca é definida como a forma
indeterminada, ja que a maioria dos pacientes permanece nesta fase sem apresentar sintomas
durante muitos anos. Estudos apontam que cerca de 20 a 35% dos individuos acometidos
desenvolvem lesGes irreversiveis no sistema nervoso autbnomo no coragdo, no esdfago e no
intestino grosso (Neves et al., 2004; Rey, 2008).

Mesmo com imenso impacto socioecondmico para 0s paises endémicos, o arsenal
terapéutico a disposicdo para o combate do mal de Chagas consiste somente no uso de dois
compostos nitro-heterociclicos, o benznidazol e o nifurtimox (Urbina, Docampo, 2003;
Andrade et al., 1996). O tratamento incide basicamente na fase aguda, na qual a quimioterapia
apresenta cura parasitolégica em torno de 80% dos casos; porém, os longos periodos de

tratamentos e os diversos efeitos colaterais tornam mais dificil a adesdo dos pacientes (Bahia-



Oliveira et al., 2000). Por outro lado, na fase crénica, estes farmacos apresentam apenas 5 a
20% de cura dos pacientes (Cangado, 2002; Dias, 2006), sendo que Varios casos de resisténcia
tém sido relatados. Nao obstante, nota-se o profundo descaso com que esta questdo vem sendo
enfrentada pelos governos dos paises acometidos e pela industria farmacéutica (Urbina,
Docampo, 2003).

Diante do exposto, a busca por novos farmacos mais eficazes e menos tdxicos para o
combate da doenca de Chagas é de extrema importancia. Estratégias que envolvem a
modificacdo estrutural de farmacos ja consagrados na terapéutica mostram-se como
ferramentas promissoras no que se refere a reducdo de custos e de tempo de pesquisa. As
modificacdes estruturais podem alterar as propriedades fisico-quimicas, favorecendo a
melhora da atividade bioldgica e auxiliando na elucidacdo dos mecanismos envolvidos na
bioatividade. A nifuroxazida, farmaco antimicrobiano empregado na terapéutica, apresenta
estrutura quimica propicia para o emprego de metodologias de modificagdo molecular, baixa
toxicidade e baixa capacidade de inducdo de resisténcia bacteriana. Tais caracteristicas
denotam o potencial deste farmaco como composto lider. Assim, através da modificacdo da
estrutura da nifuroxazida, este trabalho visa a obtencdo dos derivados 1,3,4-oxadiazolinicos e

a avaliacédo da atividade biologica frente ao Trypanosoma cruzi.



2 OBJETIVO

2.1 OBJETIVO GERAL

Este trabalho tem como objetivo identificar as propriedades fisico-quimicas
responsaveis por modular a atividade anti-T. cruzi para série de 2-[5-nitro-tiofen-2il]-3-acetil-
5-[4-fenil-substituidas]-2,3-diidro-1,3,4-oxadiazolinas, compostos com estrutura analogas a

nifuroxazida.
2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

v' Planejamento, sintese e identificacdo de série de 2-[5-nitro-tiofen-2il]-3-acetil-5-[4-
fenil-substituidas]-2,3-diidro-1,3,4-oxadiazolinas.

v" Avaliacdo da atividade bioldgica frente ao T. cruzi.

v' Estudo da relagdo estrutura-atividade, através da aplicacdo de modelos matematicos

que correlacionem parametros fisico-quimicos com a atividade bioldgica.



3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 DOENCA DE CHAGAS
3.1.1 APECTOS EPIDEMIOLOGICOS

Estima-se que aproximadamente 1 bilhdo de pessoas em todo mundo, ou seja, 1/6 da
populacdo mundial, esta diagnosticada com algum tipo de doenca tropical (WHO, 2004,
Remme et al., 2002). Doencas tropicais sdo patologias que ndo possuem tratamento adequado
e incidem principalmente em paises subdesenvolvidos, mormente paises da América Latina e
do continente africano, que recebem pequenas ou quase nenhuma atencdo internacional.
Incluem-se nesse grupo as seguintes infec¢es: malaria, filariose, esquistossomose, doenca do
sono, dengue, leishmaniose, hanseniase, oncocercose, ascaridiase, tricuriase, tracoma e
doenca de Chagas, que somadas chegam a valores estimados entre 137 mil a 534 mil mortes
por ano (WHO, 2004).

Dados divulgados pelo Drugs for Neglected Diseases Initiative (DNDi, 2010) relatam
que apenas 1% dos 1.556 novos farmacos registrados entre 1975 e 2004 foram desenvolvidos
especificamente para doengas tropicais. Em relacdo a todos os investimentos destinados ao
combate das doencas tropicais, apenas 5% foram reservados ao controle e ao tratamento de
doencas como leishmaniose visceral, doenca de sono e tripanossomiase americana, 0 que
sugere que maior negligéncia ocorre com estas doencas.

A doenca de Chagas ou tripanossomiase americana € uma zoonose ou antropozoonose
causada pelo protozoario flagelado T. cruzi (Neves et al., 2004; Rey, 2008). A
tripanossomiase americana estende-se do sul dos Estados Unidos até Argentina e Chile, com
forte incidéncia no Brasil (Ancizu et al., 2009). Na América Latina, ha cerca de 100 milhdes
de pessoas vivendo em moradias alocadas em areas endémicas, sob o alto risco de
contaminagdo. Estima-se que haja aproximadamente 20 milhdes de pessoas infectadas,
200.000 novos casos e mais de 21.000 6bitos por ano referentes ao mal de Chagas (WHO,
2009).

Medidas profilaticas efetivas foram adotadas para o combate a transmissdo vetorial
desta doenca. O Uruguai, em 1997, foi o primeiro pais do Cone Sul a conseguir interromper
as transmissdes vetoriais e por transfusdo sanguinea. Em 1999, foi a vez de paises como
Chile, Bolivia, Paraguai e grande parte da Argentina. O Brasil somente conseguiu 0 mesmo
feito em 2006. Grandes avancos no combate da transmissdo vetorial foram obtidos, porém a

completa erradicacdo da tripanossomiase esta longe de ser alcancada. Atualmente, existem



milhares de individuos portadores do mal de Chagas que ndo dispdem de tratamentos
adequados, que nem se quer foram diagnosticados e, assim, acabam por contribuir no
processo de disseminacgdo desta patologia (Sobrinho et al., 2007).

Além dos paises latino-americanos, a doenca de Chagas esta presente em outros
continentes. As facilidades de translado e os intensos movimentos migratorios, caracteristicos
do mundo globalizado, possibilitam a instalacdo de focos da doenca por diversos paises. Onde
ndo ha presenca do vetor, a transfusdo sanguinea torna-se a principal via de transmissao. Ha
casos registrados em diversos paises, entre eles: Estados Unidos, Canada, Japdo, Australia,
Bélgica, Franca, Espanha, Italia, Suica e Croacia; com aproximadamente 300 mil individuos
infectados nos Estados Unidos, 5.500 no Canada, 80.000 na Europa, 3.000 no Japdo e 1.500
na Australia (Coura, Vifias, 2010). A figura 1 apresenta o perfil epidemiolégico da doenca de

Chagas em paises endémicos e ndo endémicos.
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Figura 1: Casos notificados da doenca de Chagas em regiGes endémicas e ndo endémicas (Coura, Vifias, 2010).

A tripanossomiase americana € umas das principais responsaveis por causar morte
stbita dos pacientes acometidos, estando muitas vezes os pacientes na fase de vida mais

produtiva.



3.1.2 CICLO EVOLUTIVO

O ciclo bioldgico do T. cruzi € do tipo heteroxénico (existéncia de hospedeiro
vertebrado e invertebrado), passando o parasito por uma fase de multiplicacdo intracelular no
hospedeiro vertebrado (mamiferos pertencentes a sete classes taxondmicas diferentes) e
extracelular no hospedeiro invertebrado (triatomineo). O ciclo bioldgico do T. cruzi pode ser
dividido em 8 etapas, como ilustra a figura 2. As formas amastigotas e tripomastigotas séo
responsaveis por desenvolver a infeccdo no ser humano e em mamiferos. As formas
tripomastigotas eliminadas nas fezes e urina do vetor, durante ou logo apds o repasto
sanguineo (1), penetram pelo local da picada e interagem com células do sistema monocitico
fagocitério (2) da pele ou mucosas do ser humano. Os tripomastigotas invadem as células e
transformam-se em amastigotas, que se multiplicam por divisdo binaria (3). Os amastigotas
diferenciam-se em tripomastigotas (4), que sdo liberados na corrente sanguinea do hospedeiro
e migram para outras células de outros tecidos para realizar novo ciclo celular. Presentes na
corrente circulatoria, os tripomastigotas podem ser ingeridos por outros triatomineos (5),
quando ocorrera o ciclo extracelular. Nos triatomineos, os tripomastigotas se diferenciam em
epimastigotas no trato digestivo (6), no qual se multiplicam (7). No reto, porcao final do trato
digestivo, as formas epimastigotas se diferenciam em tripomastigotas (8), que serdo
eliminados nas fezes e urina, aptas a infectar novos hospedeiros vertebrados, fechando o ciclo
(Neves et al., 2004; Rey, 2008; Gilles, 1999).
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Figura 2: Ciclo bioldgico do T. cruzi (CDC, 2010).



O ciclo do protozoario na natureza esta associado com mais de 100 espécies de
mamiferos silvestres, que participam como reservatorios de T. cruzi, e 150 espécies de
triatomineos, que atuam como vetores biolégicos do agente etiologico (Coura, Vifias, 2010;
Gilles, 1999). Os vetores de relevancia epidemiologica para disseminacdo da antropozoonose
sdo da ordem Hemiptera; familia Reduviidae; dos géneros: Triatoma, Panstrongylus e
Rhodnius. O vetor habita frestas nas paredes das cafuas (moradias construidas de barro ou
madeira), onde fica abrigado durante o dia e sai a noite para fazer o repasto sanguineo em
humanos e animais, nas regides domiciliares e peridomiciliares (Neves et al., 2004; Rey,
2008, Gilles, 1999).

Nem todos os individuos infectados apresentam sintomatologia clinica caracteristica.
Muitos pacientes, depois da fase aguda, permanecem como assintomaticos da infecgdo;
outros, porém, desenvolvem lesdes graves e progressivas que conduzem a cardiopatia
chagasica, a0 megaesdfago, ao megacdlon e a outras formas da doenca. Na fase aguda (fase
em que 5% das criancas acometidas vdo a 0bito) as manifestacdes mais comuns sdo febre,
edema facial, linfadenopatia e hepatoesplenomegalia. Os sintomas da fase aguda geralmente
desaparecem espontaneamente entre quatro e seis semanas. Apds este estagio, 0s pacientes
poderdo entrar na fase assintomatica, na qual poderdo permanecer 10 anos ou mais sem
apresentar nenhuma complicacédo clinica. Na fase cronica, cerca de 20 a 35% dos pacientes
infectados desenvolvem problemas relacionados ao sistema cardiocirculatério e os Obitos
geralmente ocorrem por arritmias ou insuficiéncia cardiaca congestiva (Croft et al., 2005;
Urbina, 1999).

3.1.3 TRATAMENTO

Apenas dois farmacos estdo disponiveis para o tratamento da doenca de Chagas:
benznidazol e nifurtimox, este proscrito no Brasil, mas utilizado em alguns paises da América
Latina. O nifurtimox é pertencente & classe dos nitrofuranos, enquanto o benznidazol é um
farmaco nitroimidazélico; ambos apresentam o grupo nitro em suas estruturas (figura 3) e
suas atividades estdo relacionadas com a presenca desse grupo na molécula (Pereira et al.,
2009).
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Figura 3: Estrutura de fArmacos utilizados para o tratamento da doenga de Chagas.

Estes farmacos nitro-heterociclicos foram introduzidos na terapéutica na década de
1970 para o tratamento da doenca de Chagas, porém, apresentam baixas taxas de cura na fase
cronica e moderadas taxas na fase aguda, apresentando de 5 a 20% de eficacia na fase cronica
e cerca de 80% na fase aguda da infeccdo. A eficacia desses farmacos pode variar de acordo
com a area geografica, provavelmente em consequéncias das diferencas de susceptibilidade
das cepas existentes do T. cruzi (Fries, Fairlamb, 1998).

A doenca de Chagas se caracteriza pela sua variedade nas apresentagdes clinicas, que
incluem a forma indeterminada, a cardiomiopatia e as alteragcdes digestivas (Prata, 1985).
Variagdes intraespecificas nas diferentes cepas do T. cruzi tém sido demonstradas tanto em
nivel morfologico, quanto bioquimico e genético (Andrade, 1974, 1985; Miles et al., 1977,
Morel et al., 1980; Steindel et al.,1983). Através dessas caracterizagdes morfoldgica,
bioquimica e genética, foi possivel agrupar as cepas do T. cruzi em 3 biodemas ou tipos: I. 11
e I1l. O biodema I, cujo protétipo é a cepa Y, € constituido por cepas com predominio de
formas delgadas e que apresentam macrofagotropismo na fase inicial da infeccdo e de rapida
proliferacdo. O biodema Il possui como protétipo a cepa Sdo Felipe, que tem predominancia
de formas largas, de lenta multiplicacdo e com miocardiotropismo. Por ultimo, o biodema Il1
tem como protétipo a cepa Colombiana, que apresenta formas largas, de baixa multiplicac&o,
com tropismos pela musculatura esquelética (Andrade, 1974, 1985; Andrade, Magalhaes,
1997; Devera et al., 2002). Em uma determinada area geogréafica pode estar presente um ou
varios biodemas do T. cruzi, porém, geralmente ha predominio de um deles, o que se reflete
nas diversas respostas clinicas ao tratamento.

O uso do nifurtimox e do benznidazol na terapéutica consiste em tratamentos
prolongados, que dificultam a adesdo dos pacientes, visto que os pacientes relatam indmeros
efeitos colaterais, tais como nauseas, vomitos, dores abdominais, anorexia, perda de peso,
dermatites, febre, ictericia e até mesmo choque anafilatico. A tabela 1 apresenta as doses

diarias para adultos e criancas e o tempo estimado para o tratamento completo.



Tabela 1: Dose pediétrica e para individuos adultos dos farmacos utilizados para tratamento
da tripanossomiase americana (Fries, Fairlamb, 1998)

Farmaco Dose para Adultos Dose Pediatrica

1-10 anos — 15-20 mg/kg/dia®

nifurtimox  8-10 mg/kg/dia® _
11-16 anos — 12,5-15 mg/kg/dia®

benznidazol 5-7 mg/kg/dia® 1-12 anos — 10 mg/kg/dia®

a : Tratamento dividido em quatro doses diarias por 90 a 120 dias.

b: Tratamento dividido em duas doses diarias por 30 a 90 dias.

O mecanismo de agdo desses farmacos ndo esta totalmente esclarecido, porém, para o
nifurtimox, acredita-se que este ocorra por processo de biorreducdo enzimatica do grupo nitro
(ver item 3.6). A passagem transmembrana deste farmaco ocorre por difusdo passiva e
aumenta & medida que radicais livres provenientes do processo de biorreducdo desestabilizam
a membrana celular. Desta forma, 0 aumento da concentragédo intracelular de nitrocompostos
gera maior quantidade de radicais livres que, por sua vez, aumenta os danos causados pelo
estresse oxidativo (Viodé et al., 1999; Maya et al., 2007; Edward, 1986; Kappus, 1986). O
benznidazol parece atuar por estresse redutivo, no qual envolve modificagdes covalentes de
macromoléculas, devido a acdo de intermediarios provenientes da redugdo do grupo nitro
(Docampo, 1990; Sobrinho et al., 2007).

3.2 DESENVOLVIMENTO DE NOVOS FARMACOS

O processo de desenvolvimento de novos farmacos € oneroso e envolve cerca de 10 a
15 anos de pesquisa e desenvolvimento (P&D) até a finalizacdo do projeto. Estima-se que,
para o projeto de um novo farmaco, investimentos acima de 1 bilhdo de ddlares podem ser
alcancados. Os altos investimentos se justificam devido ao baixo percentual de sucesso nas
etapas do processo, tendo em vista que cerca de 1 em cada 10 novas entidades quimicas (New
Chemistry Entities - NCE) que chegam a avaliacdo clinica, conseguem alcancar a etapa de
comercializacdo. Assim, o desenvolvimento de metodologias com melhores capacidades
preditivas e que permitam triar grande niumero de compostos faz-se necessarias para reduzir
0S custos e aumentar as possibilidades de éxito do processo (Lombardino, Lowe, 2004;
Dimasi, Hansen, Grabowsky, 2003; United States Government Accountability Office, 2006;
Dickson, Gagnon, 2004).
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A introdugdo de um novo farmaco no mercado ndo depende somente de necessidades
médicas. O fator que propulsiona a industria farmacéutica a introduzir um produto inovador
no mercado restringe-se, em grande parte, a lucros. O foco das industrias farmacéuticas esta
na busca por farmacos para o tratamento de depressdo, Ulcera, resfriado, enxaquecas,
obesidade, cancer e doencas cardiovasculares, visto que o retorno financeiro para estas
doencas é muito maior (Kaba et al., 1998).

Doengas tropicais ou negligenciadas ainda permanecem longe do interesse das
indUstrias farmacéuticas, ja que as etapas para o desenvolvimento de um novo farmaco para
tal finalidade exigem altos investimentos e o retorno financeiro ndo € compativel com esses
investimentos. Os estagios de planejamento e desenvolvimento de farmacos sdo basicamente
trés, a saber: descobrimento, fases pré-clinica e clinica. Inserida na etapa clinica esta a
farmacovigilancia, que se baseia na constante observacéo dos efeitos colaterais e das reagdes
adversas a que um farmaco é submetido, mesmo apds sua liberacdo para comercializacdo
(Kaba et al., 1998; United States Government Accountability Office, 2006). A figura 4 ilustra

os estagios de desenvolvimento de novos farmacos

Estagio 1 | Estagio 2 Estagio 3 | | Estigiod !
| Descobertado Farmaco | Estudos Pré-Clinicos Estudos Clinicos || Farmacovigilancia |
........................................................... :..:..-..-.....---.Jl
|1 |
(| |
Fase1 I I
I |
20-100 voluntarios Fase 3 | |
g 1,005,000 voluntérios : .&} |
I_I_‘ |
v'ﬁ: = - : :E;
1 I == I | 5
) al R ety = I 3: - Farmaco
o S e aprovado
| 2 | |2
|
||
Fase 2 | | !
100-500 voluntdrios : : :
.............................................................................. lL.ll........................Jl
I |
> ¢ 7 anos p '¢— 15anos —p

Figura 4: Estagios para o planejamento e o desenvolvimento de novos farmacos (United States Government
Accoutability Office, 2006).

O estagio de descobrimento de farmacos envolve a selecdo do alvo terapéutico em
uma dada patologia de interesse. Uma analise detalhada do alvo terapéutico selecionado
permitird identificar se o ligante planejado sera um agonista ou antagonista de um

determinado receptor ou se um inibidor enzimatico devera ser planejado para uma enzima de
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interesse (Guido, 2008). No planejamento racional de farmacos é crucial a escolha de alvos
gue sejam seletivos. Quanto mais seletivo € o alvo escolhido, menores sdo as possibilidades
de interacdo com outros alvos e, assim, menores possibilidades de efeitos colaterais. Para
farmacos com atividade antimicrobiana e antiparasitaria, os melhores alvos sdo estruturas ou
enzimas que sejam exclusivas dos microrganismos em estudo. Assim, a elaboracdo de ensaios
bioldgicos adequados para avaliar a real interacdo entre farmaco e alvo é fundamental para
que se tenha éxito no processo (Michael, Mehlin, Triggle, 1998).

Apos determinado o alvo terapéutico, pesquisadores procuram identificar novas NCE
capazes de interagir com o alvo selecionado e, assim, modular a resposta fisiopatologica. A
utilizacdo de dispositivos automatizados, ou ensaios bioldgicos miniaturizados (Hight
Thoughtput Screening, HTS), permitiu maior agilidade no processo de sele¢éo de substancias
bioativas (Dias, Corréa, 2001). Os ligantes ou substancias bioativas (hits) podem ser
provenientes de produtos vegetais, animais, humanos, biotecnoldgicos ou sintese quimica.

Estas moléculas podem ser selecionadas por triagens virtuais ou experimentais,
contanto que todas as moléculas triadas virtualmente tenham suas atividades bioldgicas
experimentais avaliadas. Nesta etapa, muitas moléculas que ndo tém perfil farmacolégico
adequado (como, por exemplo: baixa poténcia, pouca seletividade, alta toxicidade) e que
precisam ser otimizadas, sdo identificadas. Os compostos bioativos que apresentam as
propriedades fisico-quimicas mais adequadas, frente a determinado alvo, sdo definidos como
compostos lideres (lead compounds) (Patrick, 2009).

Compostos lideres podem ser isolados da natureza com propriedades farmacoldgicas e
toxicologicas que justifiqguem seu uso como farmacos, sem nenhuma modificacdo molecular
prévia, como, por exemplo: morfina, quinina e paclitaxel. Entretanto, a grande maioria dos
compostos lideres apresenta baixa eficacia e efeitos colaterais inaceitaveis para ser
empregados como farmacos, sendo necessario realizar algum tipo de modificacdo estrutural
(Barreiro, Fraga, 2001).

O processo de otimizacdo de farmacos envolve a modificacdo da estrutura precursora
para aumentar a poténcia e a seletividade e para diminuir a toxicidade dos compostos, ou seja,
melhorar as caracteristicas farmacodinamicas e farmacocinéticas. Para tal finalidade, pode-se
fazer uso de estratégias de planejamento molecular clé&ssicas, como bioisosterismo,
homologia, simplificacdo e hibridacdo molecular (Barreiro, Fraga, 2001). Tais estratégias,
aliadas ao emprego de tecnicas computacionais, como modelagem molecular e QSAR
(Quantitative Structure - Activity Relationship), auxiliam a melhor compreensdo dos grupos

farmacoféricos, a conformacdo bioativa e a identificacdo do indice de reconhecimento
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molecular do ligante pelo alvo selecionado (Lima, 2007). O uso do QSAR como ferramenta
para descoberta de novos farmacos auxilia no direcionamento da sintese dos analogos mais
ativos, minimizando o universo de compostos a serem considerados nos programas de triagem
bioldgica e, assim, reduzindo os custos e o tempo em P&D (Patrick, 2009).

Além do QSAR, abordagens como a triagem virtual (virtual screening) também sao
utilizadas para reduzir o universo de compostos a serem avaliados. O principio da triagem
virtual baseia-se na selecdo dos compostos que apresentem propriedades fisico-quimicas mais
adequadas ao modelo computacional, para depois ser avaliadas experimentalmente e, assim,
aumentar as chances de selecionar compostos bioativos para prosseguir com as proximas
etapas do processo (United States Government Accoutability Office, 2006; Lima, 2007).

J& na etapa pré-clinica, os compostos lideres sdo avaliados in vivo e in vitro, para
predizer se algumas das NCE s&o seguras para 0 uso em humanos. Para isto, ensaios
farmacoldgicos (farmacocinéticos e farmacodinamicos), toxicoldgicos (genotoxicidade) e
determinacdo dos potenciais carcinogénicos e mutagénicos sdo efetuados. A grande maioria
dos compostos falha nas duas primeiras etapas do processo (em média, somente 5 de 10.000
compostos avaliados completam essas duas fases iniciais com sucesso). Aproximadamente, a
duracdo da fase de descobrimento, somada a fase pré-clinica, oscila entre seis a sete anos
(United States Government Accoutability Office, 2006).

Caso 0 composto seja promissor, 0 processo sera encaminhado as agéncias
regulamentadoras do pais onde estiverem sendo conduzidos os estudos, para que seja iniciada
a etapa de estudos clinicos. Apos a averiguacdo do Orgdo regulamentador de que 0s
voluntarios ndo serdo expostos a riscos consideraveis que possam trazer algum tipo de
sequela, esta etapa pode ser iniciada (United States Government Accoutability Office, 2006;
Kaba et al., 1998).

A triagem clinica divide-se em trés fases. A primeira fase é constituida de estudos
dirigidos para avaliar os efeitos toxicos dos candidatos a farmaco em um grupo de 20 a 100
individuos. Efeitos colaterais sdo identificados e varias posologias sdo avaliadas. Na segunda
fase, o candidato é avaliado em um grupo de aproximadamente 100 a 500 individuos, que sdo
diagnosticados com a doenca em foco no estudo, de modo a avaliar a eficacia e a seguranca.
A terceira fase consiste em analise mais ampla, em um grupo de 1.000 a 5.000 voluntarios,
para avaliar a absorcdo, a distribuicdo, o metabolismo, a excregéo e a toxicidade. Para que as
etapas da fase clinica possam estar devidamente concluidas sdo necessarios cerca de 7 anos.
Todas as etapas do processo encontram-se resumidas na figura 5 (Lombardino, Lowe, 2004;
United States Government Accoutability Office, 2006; Patrick, 2009).
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Figura 5: Etapas do processo de desenvolvimento de novos farmacos (Lombardino, Lowe, 2004; Salum, 2004).

Assim que séo finalizados os estudos clinicos, a entrada no mercado da NCE depende
de nova avaliacdo das agéncias reguladoras, que irdo rever todas as etapas do processo de
triagem clinica e concluir se o candidato a farmaco é seguro e eficaz para ser destinado ao

tratamento de determinada patologia (Kaba et al., 1998).

3.3 PROPRIEDADES FiSICO-QUIMICAS DETERMINANTES PARA
ACAO DE FARMACOS

A acdo terapéutica de farmacos resulta de interacdes destes com sistemas bioldgicos e
é dependente de fatores relacionados com sua estrutura quimica e, consequentemente, com
suas propriedades fisico-quimicas. As propriedades fisico-quimicas de maior importancia para
que um farmaco apresente atividade biologica sdo as que envolvem aspectos hidrofébicos,
eletronicos e estereoquimicos. Cada uma destas propriedades pode ser descritas por diversos
parémetros (Tavares, 1993).

No processo de planejamento de desenvolvimento de novos farmacos, € necessario

ponderar aspectos farmacocinéticos e farmacodinamicos, pois, caso uma dada molécula
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bioativa ndo seja capaz de ser absorvida, nada adiantara que ela apresente perfeita
complementaridade com o alvo de estudo. A modificacdo de uma determinada molécula
implica em alteracGes nas propriedades fisico-quimicas, sendo que estas podem ser expressas
atraves de parédmetros. Assim, correlacionar a influéncia de parametros fisico-quimicos,
principalmente os que expressam hidrofobicidade, com a atividade bioldgica é crucial para a
identificacdo de moléculas bioativas que apresentem perfil farmacologico promissor
(Kubinyi, 1993, 1979; Wermuth, 2003).

3.3.1 HIDROFOBICIDADE

A membrana plasmatica € uma barreira bioldgica, que possui como principal funcao
separar o0 citoplasma do meio extracelular. H& indmeras moléculas, como mediadores
quimicos, amino&cidos, gases, peptideos, ions, carboidratos e outras, que transpassam a
membrana com intuito de suprir as necessidades metabolicas da célula. Em contrapartida,
varias moléculas, que sdo produzidas no meio intracelular, sdo excretadas ou secretadas para o
meio extracelular. Foi com o intuito de compreender por que substancias com caracteristicas
dispares tém a capacidade de transpassar este obstaculo que Singer e Nicholson, em 1972,
propuseram o modelo de membrana plasmatica mais aceito para explicar os fendmenos que
envolvem o processo de absorcdo de biomoléculas (Junqueira, Carneiro, 2008; Guyton, Hall,
1997).

Segundo este modelo, a membrana plasmatica € uma bicamada lipidica que apresenta
uma regido interior hidrofobica e, na extremidade, grupos fosfatos, que conferem
caracteristicas hidrofilicas @ membrana. Além disso, sua composi¢do conta com proteinas
(integrais e periféricas), glicidios e lipidios que participam no mecanismo de absorcdo de
biomoléculas. A figura 6 ilustra 0 modelo do mosaico fluido proposto por Singer e Nicholson
(Junqueira, Carneiro, 2008; Guyton, Hall, 1997).
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Bicamada Lipidica

Proteina Integral

Proteina Periférica

Figura 6: Modelo do mosaico fluido proposto por Singer e Nicholson em 1972.

Um farmaco, para ser absorvido pela membrana plasmatica, ndo devera ser
extremamente hidrofébico e nem extremamente hidrofilico e deve apresentar hidrofobicidade
adequada para que possa ser absorvido. Em geral, os farmacos podem ser absorvidos
basicamente por dois processos: paracelular ou transcelular (Swaan, 1998). No transporte
paracelular, as moléculas movem-se atraves das juncgdes intercelulares existentes entre as
células adjacentes. Quanto ao transporte transcelular, este pode ser classificado de acordo com
a natureza do transporte, que pode ser por difusdo passiva ou ativa (mediada por
transportadores). Na difusdo passiva, 0 movimento das moléculas do farmaco é impelido pelo
seu gradiente de concentracdo. No transporte ativo mediado por carreadores, a membrana
apresenta receptores responsaveis por transportar moléculas contra o gradiente de
concentragdo, usando, para isso, suplemento de energia proveniente da hidrdlise da molécula
de ATP, ou seja, com gasto de energia (Swaan, 1998; Guyton, Hall, 1997).

Para que um farmaco consiga alcancar o seu sitio de acdo em concentracOes
adequadas, além de passar pela etapa de absorcdo, deve passar também pelas etapas de
distribuicdo, biotransformacéo e excrecdo (Barreiro, Fraga, 2001). De modo geral, todas estas
etapas estdo vinculadas com o tamanho, a solubilidade, o grau de ionizacdo (pKa) e a
lipofilicidade (Log P) das formas ionizadas e ndo ionizadas da estrutura de um farmaco
(Barreiro, Manssour, 2001; Silverman, 2004; Guyton, Hall, 1997).

Quanto ao grau de ionizacdo, a grande maioria dos farmacos consiste de acidos ou
bases fracas que, quando em solucdo, apresentam equilibrio entre as formas ionizadas e nao
ionizadas. As moléculas na forma ndo ionizada, pelo fato de serem mais hidrofobicas, podem
ser absorvidas por transporte passivo. Em contrapartida, moléculas ionizadas sédo

transportadas através da membrana por transporte ativo, sendo seu transporte fortemente
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influenciado pelo pKa do composto e pH do meio fisioldgico. A forma ionizada sofre
solvatacdo, o que impede a sua absor¢do por transporte passivo. Assim, alteragdes na estrutura
quimica remetem a modificacbes nas propriedades fisico-quimicas que influenciam
diretamente nos processos de absorcdo, distribuicdo, metabolismo, excrecdo e toxicidade
(ADMET) (Swaan, 1998; Barreiro, Fraga, 2001).

Em estudos de QSAR, os parametros fisico-quimicos mais utilizados para expressar a

hidrofobicidade sdo o LogP e a constante de hidrofobocidade © de Hansch.

3.3.1.1 COEFICIENTE DE PARTICAO (LOG P)

O conceito de coeficiente de particdo (P) de uma dada entidade quimica pode ser
definido como a concentracdo da substancia na fase organica (C o) pela razdo da
concentracao da substancia na fase aquosa (C a), sob condigdes de equilibrio termodinamico
(equacdo 1) (Barreiro, Fraga, 2001; Kubinyi, 1993).

C
P=""8/¢ ou  LogP = LogCor, - LogCyq Equacdo 1
aq

Em que:
P = coeficiente de particéo
Corg = CONcentragdo de compostos na fase organica em condicdes de equilibrio

Caq = concentragdo de composto na fase aquosa em condicdes de equilibrio

Os valores obtidos da equacdo 1 podem ser positivos ou negativos.Valores de LogP
positivos evidenciam que o composto em questdo apresenta alta afinidade pela fase organica
(apresenta alta hidrofobicidade), enquanto que valores de LogP negativos indicam a alta
solubilidade do composto em agua, ou seja, apresentam baixa hidrofobicidade (Silverman,
2004).

Para determinacéo do coeficiente de particdo, o sistema octanol/tampé&o fosfato pH 7,4
é considerado o mais adequado, visando sua aplicagdo em estudo de QSAR. As vantagens do
uso do octanol como solvente sdo a grande capacidade de dissolu¢do de compostos quimicos,
a ndo volatilidade em temperatura ambiente, a ndo quebra das ligagdes das moléculas ao
serem transferidas da fase orgénica para a fase aquosa, a facilidade para as medigdes diretas

por UV, a pouca miscibilidade em agua e a capacidade de dissolucéo de até 2,3 M de agua
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sob condigBes de equilibrio (Hansch, Sammes, Taylor, 1990; Kubinyi, 1979; Rekker,
Mannhold, 1992; Tavares, 2004).

A grande capacidade de dissolucdo de vastos numeros de compostos organicos, bem
como a capacidade de dissolucdo de certa quantidade de agua, € compreensivel pelo fato do
octanol apresentar extensa cadeia carbdnica e a presenca do grupo hidroxila. O grupo
hidroxila é responsavel por agir como doador e como receptor na formacao de ligacGes de
hidrogénio. Como consequéncia, as ligaces de hidrogénio de uma molécula solvatada ndo
precisam ser quebradas durante sua transferéncia, da fase organica para a fase aquosa, fazendo
com que se expressem apenas as interacdes hidrofobicas (Kubinyi, 1993; Rekker, Mannhold,
1992; Tavares, 2004).

3.3.1.2 DETERMINACAO DO LOG P

Um dos métodos experimentais mais simples para determinacdo do coeficiente de
particdo ¢ o de “shake-flask”, que se fundamenta na dissolugao de um composto quimico em
sistema bifasico formado por um solvente polar e um solvente apolar (Kubinyi, 1993; Hansch,
Sammes, Taylor, 1990; Tavares, 1993). Este método é adequado, particularmente, para
substancia com valor de pKa entre 0 e 4, porém as substancias devem apresentar alto grau de
pureza para determinacdo confiavel do respectivo coeficiente de particdo (Hansch, Sammes,
1990).

Outros métodos utilizados para determinagdo do coeficiente de particdo, que se
mostram mais vantajosos, sao a cromatografia liquida de alta eficiéncia e a cromatografia em
camada delgada. As principais vantagens dos métodos cromatogréaficos frente ao shake flask
sdo a rapidez na execucéo dos ensaios, a precisdo de determinacédo do coeficiente particdo e a
ndo exigéncia de alto grau de pureza dos compostos. Para 0 uso de métodos que utilizam
cromatografia liquida de alta eficiéncia para determinacdo do LogP sdo necessarios padrbes
com valores de LogP conhecidos em sistema octanol/agua, para calibracdo do cromatografo.
Estes métodos cromatograficos foram responsaveis por aumentar a velocidade de execucéo
dos ensaios, ndo obstante, 0 numero de compostos avaliados experimentalmente ¢é
insignificante, quando comparados ao nimero de substéncias para quais estes dados sdo
necessarios (Kubinyi, 1979; Tavares, 2004).

Assim, na tentativa de resolver o problema exposto, métodos tedricos surgiram para
estimar o coeficiente de particdo. Estes métodos tedricos consistem do uso de ferramentas
computacionais capazes de calcular o coeficiente de particdo com a alta capacidade preditiva,

dispensando, muitas vezes, a necessidade de determinagdo experimental. Contudo, estes
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programas ndo conseguem calcular o LogP de moléculas que apresentam anéis aromaticos

justapostos e compostos ionicos (Kubinyi, 1993; Hansch, Sammes, Taylor, 1990).
3.3.1.3 PARAMETRO DE HANSCH E FUJITA (n)

Hansch & Fujita, em 1964, definiram constante de hidrofobicidade, m, como medida
de contribuicdo hidrofdbica de grupos substituintes para o coeficiente de particdo da molécula
como um todo, sendo considerado como um pardmetro constitutivo e aditivo. E aditivo
porque multiplos substituintes exercem a mesma influéncia que a soma dos mesmos quando
considerados isoladamente; é considerado constitutivo pelo fato de a mudanca de posicédo de
um mesmo substituinte poder alterar a hidrofobicidade e, consequentemente, o Log P. Hansch
definiu a constante de hidrofobicidade (w) que leva seu nome utilizando os mesmos principios
adotados por Hammett, para determinag¢do da constante ¢ (ver item 3.3.2.1). A constante de
hidrofobicidade de Hansch pode ser obtida através da relacdo logaritmica entre o coeficiente
de particdo de um composto substituido e o coeficiente de particdo do analogo néo substituido
(equacdo 2) (Kubinyi, 1993; Selassie, 1998; Tropsha, 1998; Silverman, 2004).

my = LogP gr_x - LogPr_y Equacao 2

Em que:
T, = parametro demonstra a contribuicdo hidrofobica do grupo substituinte X
P r_x = coeficiente de particdo do composto X- substituido

LogPy_y = coeficiente de particdo do composto ndo substituido

De acordo com a equacéo 2, valores positivos de n indicam que o substituinte é mais
hidrofébico do que o composto ndo substituido (quando X = H) e, analogamente, valores
negativos de = indicam que o substituinte € menos hidrofébico que o hidrogénio (Hansch,
Leo, 1979). Atualmente, os valores de Log P ¢ m podem ser calculados empiricamente, porém

deve-se procurar relaciona-los com dados experimentais (Silverman, 2004).

3.3.2 EFEITOS ELETRONICOS

As propriedades eletronicas avaliam a influéncia que determinados grupos
substituintes exercem na distribuicdo eletrénica de uma dada molécula. Em oposi¢do as

propriedades moleculares, tal como a hidrofobicidade, os pardmetros eletrénicos podem
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referir-se a determinado atomo ou grupo substituinte da estrutura quimica e descrevem
interacOes polares entre o fArmaco e o receptor (Kubinyi, 1993). O efeito eletrbnico pode ser
expresso por varios parametros, dentre 0s quais podem-se citar a constante Hammett (o), as

constantes de Swain (3) e Lupton (R) e o pka (Selassie, 1998; Tropsha, 1998).
3.3.2.1 CONSTANTE DE HAMMETT

Hammett postulou que os efeitos eletrénicos (ressonancia e inducdo) para um grupo de
substituintes deveriam ser similares para diferentes reacdes organicas. Assim, esses valores
poderiam ser estimados a partir de uma reacdo organica padréo, predizendo a velocidade das
reacOes organicas (Silverman, 2004).

O trabalho de Hammett constitui-se da avaliacdo da ionizacdo de uma série de acidos
benzoicos para ou meta substituidos em temperatura de 25 °C em agua, buscando analisar a
relagdo entre a constante de ionizacdo do acido benzoico ndo substituido (X = H) com a
constante do acido benzoico substituido (Silverman, 2004). A figura 7 mostra a reacdo de

ionizacdo de acidos benzoicos para ou meta substituidos.

/ N\ H0 7/ \ o

¢ 25°C X/

X" \——

OH (0]
Figura 7: Reacdo de ionizacdo de &cidos benzoicos para ou meta substituidos.

Hammett observou que a presenca de substituintes, ligados na posi¢cdo meta ou para
do &cido benzoico, influenciava a reacdo de ionizacdo, de modo a favorecé-la ou ndo
(Selassie, 1998; Tropsha, 1998). A partir desta analise, Hammett propés uma relacao a partir
da observacdo da existéncia da relacdo linear entre o logaritmo da constante de ionizacdo do
acido benzoico ndo substituido e o logaritmo da constante de ionizacdo do acido benzoico
substituido (equacdo 3). A partir dessa relacdo, foi possivel a determinacdo do valor da
constante ¢ de Hammett para varios grupos substituintes, utilizando a reacdo de ionizacéo do

acido benzoico.
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6 = Log <KX/K0> = LogK, - LogK, Equacéo 3

Em que:
o = parametro que reflete a contribuicgdo eletrdnica do grupo substituinte X
K, = constante de ionizacao do acido benzoico X — substituido

K, = constante de ionizagdo do acido benzoico ndo substituido

De acordo com a reacdo de ionizacdo do &cido benzoico, quando X é um grupo
substituinte recebedor de elétrons, a constante de equilibrio aumenta (a reacdo é favorecida
em sentido da formacdo dos produtos), por atrair a nuvem eletrénica do grupo carboxila,
facilitando a liberacdo de protons. Por outro lado, quando X é um grupo doador de elétrons, a
constante de equilibrio diminui (Silverman, 2004).

Esse comportamento € explicavel baseando-se no estado de transicdo das reacOes
organicas. Um grupo recebedor de elétrons podera estabilizar a carga negativa do estado de
transicdo, distribuindo a carga de forma mais homogénea por toda superficie da molécula,
aumentando, assim, a estabilidade do intermediario e diminuindo a energia de ativagdo da
reacdo. Quando se trata de um grupo doador de elétrons, o estado de transicdo €
desestabilizado, diminuindo o valor da constante de equilibrio, desfavorecendo a reacdo no
sentido de formacéo dos produtos (Silverman, 2004).

O parametro o, de Hammett, depende do substituinte ou atomo e da posi¢do que este
ocupa no anel aromatico. Esta constante mede a influéncia eletrdnica referente a um dado
substituinte independente da molécula ou do mecanismo da reacdo. A constante op
(substituinte na posicdo meta) resulta, basicamente, do efeito indutivo e a constante o,
(substituinte na posicdo para) reflete os efeitos de ressondncia e indutivo. Por este fato,
constantes de o, € om, para um mesmo substituinte, geralmente, ndo séo as mesmas (Tavares,
1993; Hansch, Leo, Taft, 1991).

A partir de uma série de valores de o obtidos para diversos grupos quimicos, Hammett
propds uma relacdo linear de energia livre, conhecida como Equagdo de Hammett (equacao 4)
(Tavares, 1993). Este autor atribuiu como sendo zero a constante ¢ do acido benzoico nao
substituido (oy = 0); assim, para valores positivos, ¢ refere-se a grupos recebedores de
elétrons; ja para valores negativos, representa substituintes doadores de elétrons (Silverman,
2004).
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Log K, = po + LogKy Equacéo 4

Em que:

K, = constante de equilibrio ou de velocidade do composto substituido

Kn = constante de equilibrio ou de velocidade do composto néo substituido
p = constante de reacdo

o = constante de grupo

Os valores de p dependem do tipo de reacdo e de suas condigdes, como, por exemplo,
temperatura e solvente, por isso é definido como constante da reacdo. O p € utilizado como
medida de sensibilidade da reacdo para os efeitos eletrénicos dos substituintes nas posicdes
meta e para. Altos valores de p, positivos ou negativos, indicam a grande sensibilidade para
os efeitos do substituinte. Reacdes que sdo favorecidas por doacdo de elétrons no estado de
transicdo (por exemplo, carbocéations) tém valores negativos de p. Por outro lado, reacdes que
sdo favorecidas pela retirada de elétrons (por exemplo, carbanions) apresentam valor positivo
de p (Brownder, 1990; Tute, 1971).

Alguns estudiosos observaram certas limitagbes da equagéo proposta por Hammett,
como, por exemplo, a ndo adequacéo ao estudo de alifaticos e aromaticos com presenca de
substituintes na posicéo orto. Na tentativa de gerar um modelo matematico mais amplo, Taft e
Lewis sugeriram a decomposicdo da constante ¢ em componentes de efeito de ressonancia e
efeito indutivo e observaram a influéncia que cada componente exerce frente a velocidade e
ao equilibrio reacional. A decomposicdo da constante c em componentes de efeitos indutivos
e de ressonancia pode ser obtida de acordo com as equacdes 5 e 6 (Taft, Lewis, 1958;
Tavares, 1993).

6p =G| + OR Equacédo 5
O = 6] + I OR Equacéo 6
Em que:

6p € o, = S80 valores da constante de Hammett para substituintes na posi¢éo para e
meta no anel benzénico, respectivamente

6 e or = valores da contribuicdo para os efeitos indutivos e de ressonancia,
respectivamente

o = fator de corregéo para o efeito de ressonancia a partir da posicdo meta
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O desmembramento da constante ¢ possibilitou o emprego da equacdo de Hammett
expandida (equacdo 7). Em sistemas em que a equagdo de Hammett original ndo apresenta
boa correlacdo, pode-se empregar a equacdo de Hammett expandida, a qual permite
determinar a influéncia que o efeito de ressonancia ou indutivo aplica sobre a velocidade da
reacdo ou propriedade analisada (Amaral, 1979; Brownder, 1990; Hansch, Leo, 1979; Shorter,
1978).

Log Ky, = p;o; + pror + Log Ky Equacéo 7

Em que:

Ky = constante de ionizagdo do composto substituido

Ky = constante de ioniza¢do do composto ndo substituido

p1 € pr = coeficientes angulares da equacdo de Hammett relativos aos efeitos indutivos

e de ressonancia, respectivamente

6| € or = contribuig¢Oes dos efeitos indutivos e de ressonancia, respectivamente
3.3.2.2 CONSTANTES DE SWAIN (J) E LUPTON (R)

Swain e Lupton propuseram uma corre¢do da constante . Estes autores associaram os
efeitos indutivos/campo (3) linearmente ao efeito de ressonancia (R), sendo esta combinacao

equivalente a constante 6, de acordo com a equagdo 8.

c=f3 +rR Equagéo 8
Em que:

¢ = constante de grupo de Hammett

3 = efeitos indutivos de campo

R = representa o efeito de ressonéncia

f e r = coeficientes empiricos independentes

3.3.3 PARAMETROS ESTEREOQUIMICOS

Alguns parametros relacionados ao volume tém sido usados para descrever efeitos de
natureza estereoquimica, tais como volume de van der Waal, volume molar, refratividade
molar e outros (Tavares, 2004). A primeira tentativa para obtencdo de um parametro
estereoquimico, que pudesse ser utilizado em estudos de QSAR-2D, foi realizada por Taft.

Este autor reconheceu a necessidade de separar efeitos estereoquimicos de efeitos eletronicos.
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Taft estudou a hidrélise de acetatos substituidos sob condi¢Ges &cidas e basicas (Kubinyi,
1993). Assim, o primeiro parametro estereoquimico numericamente definido foi o parametro
Es, que € a relacdo logaritmica das constantes de hidrolise dos correspondentes analogos

substituidos e ndo substituidos.

Es = Log(k/ko)a Equacéo 9
Em que:

Es: constante proposta por Taft

K: constante de hidrolise acida do acetato a-substituido

Ko: constante de hidrélise &cida do acetato ndo substituido

Ressalta-se que a utilizacdo do parametro de Taft mostrou-se inadequada por ndo
considerar outros fatores que influenciam a reacdo de hidrdlise utilizada como padrdo em sua
definicdo, o que torna o parametro Es sem empregabilidade (Hansch, Leo, 1995;
Tavares,1993, 2004).

O volume de van der Waals (Vw) é o parametro que pode ser definido como sendo o
volume impenetravel por outra molécula, obedecendo a lei de a¢io das massas. E importante
reconhecer que as coordenadas tridimensionais que definem determinada regido da molécula
podem ser alteradas em funcdo do estado fisico, resultando, portanto, em restricdo do
emprego deste parametro em estudos de QSAR (Hansch, Sames, Taylor, 1990; Kubinyi,
1993; Hansch, Leo, 1995; Tavares, 2004).

A massa molecular (MM) é outro parametro estereoquimico empregado em estudo de
QSAR. Mesmo que esteja indiretamente relacionada com o volume da molécula, a massa
molecular ndo é capaz de expressar convenientemente o seu perfil tridimensional (Hansch,
Sames, Taylor, 1990; Kubinyi, 1993; Tavares, 2004)

Na tentativa de encontrar um parametro estereoquimico mais confiavel para os estudos
de QSAR, Verloop e coloaboradores desenvolveram um conjunto de parametros que se
mostram mais adequados na expressdo do aspecto tridimensional dos grupos substituintes
(Verloop, Hoogenstraaten, Tipker, 1967). Os parametros de esterimol podem ser decompostos
em L, B1, B2, B3, B4 e B5. Estes parametros baseiam-se em distancia de ligacdes e angulos
padrdes de ligagdo. A letra L representa o comprimento do substituinte, enquanto as letras B1
a B5 representam a largura em 5 diferentes diregdes. Estes pardmetros sdo gerados em um
programa computacional chamado Sterimol Program, que calcula os efeitos estereoquimicos

de grupos substituintes a partir de angulos de ligagdo padréo, raio de van der Waals e
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comprimentos de ligacdo. Os parametros de esterimol sdo aplicidveis para quaisquer
substituintes (Hansch, Sames, Taylor, 1990). O padrdo direcional proposto por Verloop e

colaboradores esta disposto na figura 8.
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Figura 8: Direcdo vetorial dos pardmetros de esterimol, L, By, B,, B3, B4 e Bs (Kubinyi, 1979).

3.4 PLANEJAMENTO DE SERIES DE COMPOSTOS PARA ESTUDOS
DE QSAR

A escolha dos grupos substituintes de forma planejada é de grande importancia para
que se obtenham os analogos adequados aos estudos de relagdes quantitativas estrutura-
atividade. Craig (1971) prop6s um diagrama que correlaciona ¢ e w de grupos substituintes em
distribuicdo bidimensional, em um sistema cartesiano, que fornece método de selecéo racional
de grupos substituintes para estudos de QSAR. Este método qualitativo e simples de
visualizar as propriedades relativas de diferentes substituintes apresenta os valores de 6, COmo

ordenada, e de m, como abscissa, de acordo com a figura 9.
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A
S NO,
CN CF,
SO_.NH
3 o OCF;,
CH ;CO 3Cl 3Br
3F I
4-C1 4-Br
CONH - COOH 4-F
B 3-OCH ,
3-0OH H
3-CH, 7T
3NH, t-Bu
4cH, FE
3-N(CH ) ., 3-N(ED),
4-OCH , T
4-0H
4NH - 4-N(CH3) , 4-N(Et),

6: constante de grupo de Hammett
7t: constante de hidrofobicidade de Hansch

Figura 9: Diagrama proposto por Craig (1971) para escolha de grupos substituintes.

A escolha adequada de grupos substituintes utilizando este método deve ser feita
buscando a maior dispersdo possivel entre os quatro quadrantes, isto é, deve-se evitar a
colinearidade entre pardmetros, evitando, assim, a obtencdo de correla¢fes nao representativas
do fendmeno pesquisado (Tavares, 2004). A presenca de grupo nitro (recebedor de elétrons),
grupo amino (doador de elétrons), cloro e bromo (carater polar), metila (doador de elétrons) e
hidrogénio (considerado o composto de partida do diagrama) é fundamental na defini¢do da

série, em razdo de suas caracteristicas fisico-quimicas (Kubinyi, 1993; Craig, 1971).
3.5 RELAQAO ESTRUTURA ATIVIDADE

O primeiro trabalho responsavel por introduzir o conceito de estudos quantitativos de
relacGes estrutura-atividade (QSAR) foi elaborado por Crun-Brown e Fraser em 1868 (Crum-
Brown, Fraser, 1868). Estes autores descreveram o resultado obtido ap6s sucessivas injecdes
de derivados de morfina, estricnina e atropina em cobaias. Em seus trabalhos, eles
reconheceram que a alquilacéo do nitrogénio basico, resultando em um nitrogénio quaternario
com carga positiva, produzia diferencas nos efeitos biologicos observados. Assim, eles
concluiram que a atividade bioldgica apresentava correlagdo com a estrutura quimica
(Gaudio, 1996).

As primeiras tentativas de expressar a relacdo da estrutura quimica e da atividade

bioldgica datam do inicio do seculo passado; poréem, o trabalho considerado como o
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introdutorio dos estudos de QSAR surgiu somente em 1964. Os trabalhos elaborados por
Hansch e Fujita e por Free e Wilson foram responsaveis por desenvolver a metodologia que
posteriormente seria denominada como Analise de Hansch (Wermuth, 2003).

O grande avanco obtido em QSAR foi resultado da combinacdo de diferentes
parametros fisico-quimicos, de forma linear aditiva em uma equacgdo, ou seja, a atividade
bioldgica de uma dada substancia pode ser expressa em funcdo de descritores estruturais.
Assim, estabeleceu-se que as relacBes quantitativas estrutura-atividade biolégica estdo
vinculadas com a variacéo de energia livre, AG, envolvidas na interagdo do farmaco receptor.
Esta variacdo pode ser decomposta em termos independentes e aditivos relacionados as
propriedades fisico-quimicas, como, por exemplo, hidrofobicidade, efeitos eletrbnicos e

estereoquimicos, de acordo com a equacdo 10 (Kubinyi, 1993; Tavares, 2004).

AB=ac +ba+cEs+d Equacéo 10

Em que:

AB: atividade biol6gica

¢: constante de substituinte de efeito eletronico

m: constante de substituinte de hidrofobicidade

Es: constante de substituinte referente a efeitos estereoquimicos

a, b, c: coeficientes que expressam a contribuicdo de cada propriedade para a
atividade biolégica

d: constante

A analise de Hansch relaciona atividade bioldgica com propriedades fisico-quimicas,
através de modelos utilizando regressdes linear, linear multipla e ndo linear. A anélise de
Hansch é amplamente difundida e empregada em trabalhos na area de quimica medicinal. O
emprego deste modelo é pertinente as moléculas de estruturas quimicas semelhantes, que
podem diferir em um ou mais grupos em posicdes pré-definidas e que apresentam o mesmo
mecanismo de ac¢do. Tendo em vista os inUmeros fatores que sdo responsaveis por regular a
bioatividade de farmacos, a analise de Hansch tem por finalidade caracterizar e isolar as
contribui¢bes de cada um dos fatores fisico-quimicos responséveis pela atividade bioldgica
(Hansch, 1969; Hansch, Fujita, 1964).
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3.5.1 MODELOS UTILIZADOS EM QSAR

O primeiro modelo elaborado para estudos de QSAR é conhecido como Equacao de
Hansch e se refere a uma regressdo linear. A proposi¢do desta equacdo é considerada como

marco inicial para o reconhecimento da analise de Hansch (Tavares, 2004).

Log 1/|C = aLogP +op +b Equacéo 11

Em que:

C: concentracdo molar responsavel por produzir o efeito bioldgico

Log 1/C: poténcia bioldgica

LogP: coeficiente de particao

a, o, p, b: coeficientes determinados pela analise de regressdo para 0 conjunto de

dados

O emprego do modelo linear € mais apropriado quando a atividade bioldgica é
avaliada in vitro, como, por exemplo, em uma reacdo enzima-inibidor ou em pecas
anatbmicas simples e isoladas, como pequenas extensbes de parede intestinal, fibras
musculares e artérias. No caso de sistemas bioldgicos complexos, relagdes lineares entre
hidrofobicidade e atividade bioldgica somente sdo aplicaveis quando o conjunto de moléculas
testadas possui extensdo limitada de hidrofobicidade. Se a hidrofobicidade excede certos
limites, serd observado decréscimo da atividade biolégica (Leo, Hansch, Elkins, 1971;
Kubinyi, 1979). Como a absor¢do de compostos bioativos ndo obedece a uma relacdo linear
em funcdo da hidrofobicidade, Hansch, revendo seus estudos, propds uma extensdo, do
modelo linear para 0 modelo parabdlico.

A primeira adequacéo proposta por Hansch e colaboradores, quanto ao modelo linear,
foi a construcdo do modelo parabdlico. Desse modo, o modelo parabolico apresenta
comportamento mais semelhante ao das moléculas quando na biofase, jA que a atividade
aumenta em virtude do aumento da hidrofobicidade até atingir um limite méximo e, logo
apos, ocorre o decréscimo, apresentando perfil parabolico, de acordo com a equacdo 12
(Tavares, 2004; Kubinyi, 1995; Hansch, Fujita, 1964; Hansch, Leo, Taft, 1991).
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Log(1/C) = a(LogP)? + bLogP + po + ¢ Equagéo 12

Em que:

C: concentragdo molar responsével por produzir o efeito bioldgico
Log 1/C: poténcia bioldgica

LogP: coeficiente de particao

¢: constante de substituinte de efeito eletronico

a, p, b: coeficientes determinados pela analise de regressdo para o conjunto de dados

Outro modelo, que se apresenta com melhores ajustes quando comparado aos demais,
€ 0 modelo bilinear. Este modelo foi proposto por Kubinyi, em 1977, quando ele inseriu o
termo bilinear, B, na equacdo. Este termo assume carater probabilistico e descreve o
movimento dos compostos em sistemas multicompartimentados, que tém extrema
dependéncia do coeficiente de particdo P. Este modelo apresenta caracteristicas mistas entre o
modelo parabdlico e o linear. Em regides ascendentes e descendentes assume caracteristicas
lineares, enquanto que, no seu ponto de maximo, apresenta caracteristica parabdlica (Tavares,

2004). O modelo bilinear é descrito pela equacao 13.

Logl/C=alLogP-bLog(pP+1)+cC Equacéo 13

Em que:

C: concentracdo molar responsavel por produzir o efeito bioldgico
Log 1/C: poténcia bioldgica

B: termo bilinear

LogP: coeficiente de particdo

6. constante de substituinte de efeito eletrénico

a, p, b: coeficientes determinados pela analise de regressdo para o conjunto de dados
3.6 COMPOSTOS NITRO-HETEROCICLICOS

Compostos organicos que apresentam em sua estrutura o grupo nitro estao inclusos em
diversas classes terapéuticas, como, por exemplo, nos ansioliticos, nos antineoplasicos, nos
antibacterianos, nos antivirais, nos antifungicos, nos anti-hipertensivos, nos miorrelaxantes,

nos vasodilatadores e nos antiparasitarios (Katzung, 2003; Raether, Hanel, 2003; Korolkovas,
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Franca, 2005; Rang et al., 2004; Viodé et al., 1999). Além das aplicacdes terapéuticas citadas,
nitrocompostos sdo utilizados de maneira indevida como estabilizantes de vinhos,
conservantes de alimentos e na industria téxtil (Debnath et al., 1993).

Introduzidos na terapéutica na década de 1940, por Dodd e Stilmman, os primeiros
compostos nitro-heterociclicos empregados como farmacos foram os nitrofuranos (Dood,
Stillman, 1985). Desde entdo, foram sintetizados inUmeros compostos nitro-heterociclicos
para serem empregados frente a varios microrganismos, observando-se que a maioria dos
derivados ativos apresentava atividade frente a bactérias Gram-positivas e Gram-negativas,
fungos e algumas espécies de protozoarios, como, por exemplo, T. cruzi (Anand, Remers,
1998; Raether, Hariel, 2003; Dodd, Stillman, 1985; Korolkovas, Burckhalter, 1982).

Quanto aos nitrofuranos, somente alguns compostos sdo utilizados na pratica médica.
Isso porque muitos farmacos desta classe apresentam toxicidade incompativel a condicéo de
farmaco (Chamberlain, 1976; Kaliszan, 1990; Miura, Requendorf, 1967; Paul, Paul, 1964).
Cerca de 10% dos pacientes em tratamento com farmacos nitrofuranicos gqueixam-se dos
efeitos colaterais; dentre os mais frequentes citam-se vOmitos, nauseas, diarreias, além da
possibilidade de reacBes de hipersensibilidade e anemia hemolitica nos individuos com
deficiéncia da enzima glicose-6-fosfato desidrogenase (G6PD) (Korolkovas, Burckhalter,
1982).

Cera de 400 milhdes de pessoas, principalmente em paises tropicais e mediterraneos,
nascem com alteracdo de um gene no cromossomo X, responsavel por codificar a enzima
G6PD. Esta deficiéncia gera danos as membranas dos eritrocitos; entretanto, sem sintomas
clinicos. Porém, se a taxa de H,O, aumenta devido ao uso de um medicamento, por exemplo,
comeca a ocorrer 0 acimulo de H,O,, que € o responsavel pela lise das membranas dos
eritrocitos, o que acarreta em quadro clinico de anemia e ictericia nos pacientes (Halliwell,
Gutteridge, 1998).

N&o obstante, esta classe de farmaco tem despertado interesse da comunidade
cientifica, com o intuito de descobrir novos analogos que possam ser empregados como
farmacos e que apresentem menos efeitos adversos. A figura 10 mostra as estruturas de

farmacos nitrofuranicos utilizados na terapéutica atual.
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Figura 10: Compostos nitrofuranicos utilizados na terapéutica.

Todas as moléculas da figura 10 apresentam em comum o grupo azometinico (-CH=N-
N <), ligado ao anel 5-nitro-2-furfurilideno. A presenca do grupo azometinico ligado ao
sistema 5-nitrofurénico é responsavel por um sinergismo farmacol6gico determinante para
atividade antimicrobiana. A figura 11 mostra o grupamento farmacoférico de compostos

nitrofuranicos (Foye, Lemke, Willians, 1995).

0N /@\//N\N/ R

Figura 11: Grupo farmacoférico de compostos nitrofuranicos.

N&o se sabe o exato mecanismo de bioatividade desta classe de farmacos, mas
acredita-se que a maioria dos nitrocompostos com acdo antiparasitaria e antibacteriana
apresenta, como possivel mecanismo, o processo de biorredugdo enzimatica (Viodé et al.,
1999; Paul, Paul, 1964). Em geral, o grupo nitro apresenta grande capacidade de interferir no
metabolismo do oxigénio. Em condic¢Bes anaerdbias, o radical anion, formado na primeira
etapa, pode ser transformado em seu derivado nitroso correspondente. Este derivado nitroso
apresenta capacidade de se ligar aos grupos tidis presentes na célula e, em seguida, é

submetido a uma nova reducéo, formando amina.
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J& em aerobiose, o radical nitro &nion reage com oxigénio formando &nions
superdxidos, que sdo transformados em peroxido de hidrogénio pela superdxido dismutase
(SOD). O acumulo de perdéxido na célula pode originar radicais ‘OH, que sdo espécies
guimicas altamente reativas e toxicas para a célula (Docampo, Moreno, 1984; Candenas,
1989). A figura 12 mostra as possiveis vias quimicas que o grupo nitro pode sofrer em

diferentes condicdes.

2H" + 2¢” 2H" + 2¢”
A) VIA ANAEROBICA
H,O+1/2 O,
/‘ TS,
T(SH), TR
B) VIA AEROBICA SOD
- 7—> H,0,
0,
FeZ+
+ -
SOD: Superoxido Dismutase 2HT + 2e
TR: Tripanotiona Redutase i
Fe

TS ,: Tripanotiona dissulfeto
T(SH),: di-hidrotripanotiona OH"+ OH"

Figura 12: Biorreducéo do grupo nitro (Viodé et al., 1999).

Devido a capacidade mutagénica em células de procariotos e protozoarios, despertou-
se 0 questionamento do possivel potencial carcinogénico de compostos 5-nitrofuranicos em
células de mamiferos. Em 1969, Morris e colaboradores relataram a atividade carcinogénica
de cinco derivados desta classe, ao incluir na dieta de ratos 0,1-0,3% de composto a ser
analisado. Este trabalho levou a investigagdo do possivel mecanismo bioquimico envolvido na
inducdo da mutagénese (Dayan, Deguigand, Truzman, 1985; Dayan et al.,1987; Oliver,
1979).

Visando maior compreensdo sobre os efeitos mutagénicos da nifuroxazida in vitro,
Dayan e colaboradores (em 1985 e 1987) constaram que este farmaco pode manifestar
atividade mutagénica sobre algumas cepas de Salmonella thyphimurium, mas ndo sobre

células de mamiferos (Dayan, Deguigand, Truzman, 1985; Dayan et al.,1987). Uma vez que
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foi afastada a possibilidade do potencial mutagénico desses compostos em células de
mamiferos, a comunidade cientifica retomou o seu interesse pela investigacdo de
nitrocompostos, especialmente com atividade antimicrobiana e antiparasitaria.

Caracteristicas de baixa toxicidade, amplo espectro de acdo, baixa capacidade de
indugdo de resisténcia bacteriana e facilidade do emprego de metodologias de modificacao
molecular denotam o potencial da nifuroxazida como composto lider em estudos de QSAR.
Assim, para doencas de grande importancia epidemiolégica, como a tripanossomiase
americana, a obtencdo de analogos a nifuroxazida se mostra como estratégia promissora para

lograr novas opcdes de tratamento.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 SINTESE

4.1.1 PLANEJAMENTO DA SERIE

A escolha dos substituintes para a série 2-[5-nitro-tiofeno-2-il]-3-acetil-5-[4-fenil-
substituido]-2,3-diidro-1,3,4-oxadiazolinas foi efetuada empregando-se o diagrama de Craig
(1971), de modo a se obter a maior dispersdo possivel entre os quatro quadrantes. Os

compostos planejados neste trabalho estdo dispostos na figura 13.
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Figura 13: Diagrama de Craig (1971) apresentando o planejamento para série dos deriavos 1,3,4-

oxadiazolinicos.
4.1.2 SINTESE DA SERIE DE DERIVADOS 1,3,4-OXADIAZOLINICOS

Para obtencdo dos compostos planejados, sdo necessarias quatro etapas, a saber:
obtencdo de benzoatos de metila, obtencdo de benzidrazidas substituidas, obtencédo das bases
de Schiff e obtencdo dos derivados 1,3,4-oxadiazolinicos. A seguir, estdo descritos 0s
métodos que foram empregados para obtencdo dos compostos finais a partir dos acidos
benzoicos substituidos, bem como os 15 substituintes que foram avaliados frente ao T. cruzi

dentre os 17 planejados, através da rota sintética descrita na figura 14.
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Figura 14: Rota sintética para obtencdo de derivados 1,3,4-oxadiazolinicos.

Ressalta-se que dos 15 compostos que tiveram suas atividades anti-T. cruzi
determinadas, 11 foram sintetizados neste trabalho, em que R foi igual a: I, Br, ClI, CN,
OC;Hs, OC4Hg , C,Hs, C3Hg, NO,, OCOCHj3, OCH3. Com o intuito de expandir a série de
estudo deste trabalho, 4 derivados oxadiazolinicos (R: OC3H;, CF3;, H e CHj3,), que haviam
sido previamente sintetizados e identificados por Leonardo Viana de Almeida (2009), foram

gentilmente cedidos e incluidos nesta série para determinacao da atividade anti-T. cruzi.

4.1.2.1 OBTENCAO DAS BASES DE SCHIFF

Partiu-se de 5-nitro-2-tiofenocarboxaldeido (99%, Aldrich Chemical Company, Inc)
em solucdo de &gua, acido sulfdrico P.A. (98%, Labsynth), acido acético glacial (Labsynth) e
metanol (Labsynth), na proporgéo 8:7:8:20 v/v, respectivamente (Tavares, 1993). Aqueceu-se
o0 sistema até temperatura de refluxo, em seguida, adicionou-se a benzidrazida substituida (3
a-0), em proporcdo equimolar sob constante agitacdo magnética (Agitador Magnético
Fisatom). Imediatamente, observou-se a formagdo de um sélido amorfo, que foi filtrado e
recristalizado em dimetilformamida P.A. (Labsynth) e 4gua destilada. As bases de Schiff (4 a-
0) obtidas foram mantidas em dessecador em presenca de pentoxido de fosforo (Aldrich

Chemical Company).
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4.1.2.2 OBTENCAO DOS DERIVADOS 1,3,4-OXADIAZOLINICOS

Sob atmosfera inerte (gas N,), adicionaram-se 0,59 (0,002 mol) da base de Schiff
substituida (4 a-0) em excesso de anidrido acetico, 10 mL (0,1 mol). Sob agitacdo magnética
constante, manteve-se o sistema na faixa de temperatura de 90 a 120 °C por periodo de 6 a 8
horas. Apos esta etapa, 10 mL de agua destilada foram adicionados e manteve-se o sistema
sob agitacdo constante; houve a formacdo de solido amorfo, que foi filtrado e recristalizado
com acetona (Labsynth) e agua destilada (Rollas, Gulerman, Habibe, 2002). O derivado 1,3,4-
oxadiazolinico obtido (5a-0) foi mantido em dessecador em presenca de pentoxido de fésforo.

4.1.3 ANALISES FISICO-QUIMICAS

A confirmacdo das estruturas dos compostos finais foi efetuada através de analises dos
espectros de RMN *H e RMN 3C, que se apresentam nos anexos A e B deste trabalho. A

faixa de fusdo e analise elementar de CHN foi utilizada como critério de pureza.
4.1.3.1 FAIXA DE FUSAO

As faixas de fusdo dos compostos sintetizados foram verificadas em laminulas de

vidro em equipamento digital da marca Micro Quimica modelo, MQAPF-301.

4.1.3.2 . ESPECTROSCOPIA DE RESSONANCIA MAGNETICA NUCLEAR

Os espectros de RMN foram obtidos em espectrémetro Bruker, modelo Advance DPX
300 MHz, no Laboratério de Analise Instrumental da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da
USP. Utilizou-se como solvente DMSO-ds (99,5%, Aldrich Chemical Company) e
tetrametilsilano (TMS) como padrdo de referéncia interna. A figura 15 apresenta a
identificaco dos atomos de carbono utilizados nas leituras de RMN **C e RMN *H.

Figura 15: Estrutura padrdo para identificagdo dos atomos de carbono e hidrogénio utilizados na interpretacdo
dos espectros de RMN **C e RMN *H.
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4.1.3.3 ANALISE ELEMENTAR DE CHN

A obtencdo dos valores experimentais de analise elementar para a série de compostos
sintetizados foi feita em analisador CHN, modelo Elementar Analyser 24013 CHN, Perkin-
Elmer, na Central Analitica do Instituto de Quimica da USP.

4.1.4 ATIVIDADE BIOLOGICA ANTI-T. cruzi

Os ensaios de atividade anti-T. cruzi foram efetuados no Laboratério de Planejamento
e Desenvolvimento de Farmacos da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da USP, frente a
formas epimastigotas da cepa Y de T. cruzi, e avaliados na fase estacionaria, ou seja, células
de 10 dias de incubacdo (Cerecetto et al., 1999; Aguirre et al., 2002; Aguirre et al., 2004;
Aguirre et al., 2005; Aran et al., 2005; Gerpe et al., 2010; Merlino et al., 2010; Jorge, 2010).
As células do inéculo foram cultivadas a 28 °C em meio LIT suplementado com 10% de soro
bovino (v/v). A porcentagem de inibicdo do crescimento foi avaliada atraves de leitura em
espectrofotbmetro UV/VIS. As cepas, bem como os meios de cultivo, foram gentilmente
cedidos pela Profa. Dra. Maria Jualia Manso Alves, do Departamento de Bioquimica do
Instituto de Quimica da Universidade de Sao Paulo.

4.1.4.1 PREPARO DAS SOLUCOES DE COMPOSTOS A SEREM AVALIADOS

Cada composto foi avaliado em seis diferentes concentragOes, respeitando o intervalo
de concentragdo de 3,75 a 20 pM. O etoxi-derivado foi avaliado em intervalo maior de
concentragdes, pois apresentou diminuta atividade anti-T. cruzi, sendo avaliado no intervalo
3,75-40 uM. Para obtencdo das concentraces de interesse, preparam-se 6 solucdes (A-F),
obtidas de acordo com os procedimentos descritos a seguir:

Solucdo A: através da massa molar, calculou-se a massa equivalente a 50.000 pumol de
cada composto, que foram diluidos em 5 mL de DMSO (Cf = 10000 uM / 100% DMSO);

Solucéo B: adicionaram-se 2 mL da solugdo A em 3 mL de DMSO (Cf = 4000 puM /
100% DMSO);

Solucédo C: adicionou-se 0,1 mL da solucdo B em 4,9 mL de LIT (Cf =80 uM / 2%
DMSO);

Solucédo D: adicionaram-se 3,0 mL de solugdo C em 3,0 mL de LIT (Cf=40 uM /1%
DMSO);

Solucdo E: adicionaram-se 2,0 mL de solu¢cdo D em 2,0 mL de LIT (Cf =20 uM /
0,5% DMSO);
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Solucdo F: adicionaram-se 1,5 mL de solugdo C em 2,5 mL de LIT (Cf =30 uM /
0,75% DMSO).

Ressalta-se que apds as transferéncias volumétricas, cada solucdo foi mantida sob
constante agitacdo, de modo a garantir completa homogeneizacgéo do sistema.

A obtengdo das concentragdes, para determinacdo do valor de ICsy a partir das
solucdes previamente preparadas (solucBes A-F), foi lograda em cubetas estéreis, de acordo

com a descricdo a seguir:

20 uM: adicéo de 0,5 mL de solucao D + 0,5 mL de in6culo (0,5% DMSO);

15 uM: adicdo de 0,5 mL de solucdo F + 0,5 mL de indculo (0,37% DMSO);

10 uM: adicdo de 0,5 mL de solucdo E + 0,5 mL de in6culo (0,25% DMSO);

7,5 uM: adicdo de 0,5 mL de solugdo G + 0,5 mL de inéculo (0,18% DMSO);

5 uM: adicéo de 0,25 mL de solucdo E + 0,25 mL de LIT + 0,5 mL de inéculo (0,12%
DMSO);

3,75 uM: adigdo de 0,25 mL de solugdo G + 0,25 mL de LIT + 0,5 mL de inéculo
(0,09% DMSO).

A figura 16 ilustra os procedimentos adotados para o preparo das solu¢bes A-F, bem

como a obtencdo das concentracdes finais (Cf) em cubetas.

Solugio A Solugio B
50.000 pmol + SmLDMSO=10.000 M ==3 2mLA +3mLDMSO= 4000 uM
(100% de DMSO) (100% de DMSO)

Solucio C Solucao D
0./mLB+49mLLIT=80puM =% 3mLC+3mLLIT=40pM =—>

/ (2%de DMSO) (1%DMS0) Cr=20pM

Solucio F
15SmLC+25mLLIT=30pM =—» Cf=15pM
(0,75%DMS0)
i Cf=10uM
SolugioE
Ci=75mM 2mLD +2mLLIT=20pM 7
Solugio G _ 0,5%DMSO
2mLF+2mLLIT=15uM Cf=5uM
(0.37% DMS0)

Cf=3,75M

Figura 16: Procedimento adotado para obtencdo das concentragdes utilizadas nos ensaios de determinacdo da

atividade bioldgica frente ao T. cruzi.
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Os ensaios foram efetuados em caixas de cubetas, sendo que para cada caixa foram
avaliados 3 compostos por ensaio em 6 diferentes concentragcdes. Todas as concentracfes
foram feitas em triplicatas e utilizando um branco para cada dilui¢cdo (cubetas de 31 a39e 71
a 79). Alem dos compostos avaliados, cada caixa apresenta, como farmaco padrdo, o
benznidazol, avaliado em 3 diferentes concentragdes. As cubetas 92, 94 e 96 foram utilizadas
como o0s brancos de cada diluicdo do benznidazol. Ja para determinar a influéncia do DMSO,
solvente utilizado para solubilizar os compostos, utilizaram-se solu¢@es controle de DMSO,
em concentracdes de 0,5% (cubetas 80, 90 e 100) e 1% (cubetas 50, 60 e 70). Para cada caixa,
foram utilizados, também, controles positivos (somente 0,5 mL do in6culo e 0,5 mL meio de
cultivo (cubetas 10, 20, 30 e 40), de modo a determinar o crescimento parasitario sem
quaisquer influéncias de solvente. Com intuito de determinar a possibilidade da ocorréncia de
contaminagdo do meio de cultivo, 2 cubetas foram utilizadas como branco, que consiste
somente da adi¢do de 1 mL de meio LIT (cubetas 88 e 98).

A figura 17 apresenta o modelo ilustrativo da caixa utilizada nos ensaios, bem como
os procedimentos adotados para se obter as concentracOes de interesse dos compostos
avaliados.



— 0,5mL 0,5mL 0,5mL 0,5mL 0,5mL 0,5mL 0,5mL 0,5mL 0,5mL

Inéculo
0,5mL
Sol.D POV oo
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0,5mL
P
0,5mL
G—
- 0,5mL
0,5mL -
Sol. E Sol. F
0,5mL
0,5mL
- - 0,5mL
Sol. E Sol.D 0,5mL -
Benznidazol Sol.G
_ 0,5mL
Sol. Controle
Legenda
Controle Controle Conirole Branco/ | Branco/ Farmaco Padrio
. Composios A Compostos B Compostos C Positiveo . DMSO 1% DMSO 0,5% Dareo e oybesey

Figura 17: llustragéo da caixa de cubetas e procedimentos adotados para realizacdo dos ensaios de determinacdo da atividade anti-T. cruzi.
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4.1.4.2 DETERMINACAO DA PORCENTAGEM DE INIBICAO DE CRESCIMENTO

A capacidade de inibicdo de crescimento do parasita foi avaliada em UV em
comprimento de onda de 580 nm. O crescimento do parasita foi acompanhado no primeiro e
no quinto dias, através das medidas de absorbancia. A porcentagem de inibicdo do
crescimento (percentage of growth inhibition - PGI) foi calculada de acordo com a equacao
14 (Cerecetto et al., 1999; Aguirre et al., 2002; Aguirre et al., 2004; Aguirre et al., 2005;
Aran et al., 2005; Gerpe et al., 2010; Merlino et al., 2010; Jorge, 2010).

PGI = { 1-— [ﬂ]}x 10 Equacéo 14

c~4oc
Em que:
As: a absorbéncia do indculo no dia 5
A, absorbancia do cultivo logo apés a adigdo do inéculo
A cultura na auséncia de qualquer composto (controle positivo) do quinto dia

A, cultura na auséncia de qualquer composto (controle positivo) no dia 0

Os valores de ICs, bem como o coeficiente de correlagdo (rz), foram obtidos
utilizando o programa Origin 8.0, fazendo o uso de modelo sigmoidal dose-resposta para
todos 0s compostos, exceto para o etoxi-derivado, ja que o modelo que melhor se adequou ao

comportamento dos pontos obtidos foi 0 modelo exponencial.
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5 RESULTADOS
5.1 SINTESE E IDENTIFICACAO DOS COMPOSTOS

No presente trabalho foram sintetizados 11 compostos derivados 2-[5-nitro-tiofeno-2-
il]-3-acetil-5-[4-fenil-R-substituido]-2,3-diidro-1,3,4-oxadiazolinas em que R foi igual a: Cl,
Br, I, CHs, C,Hs, C3Hg, OC,Hs5, OC4Hg, CN, NO, e OCOCHS3. Para obtencdo dos compostos
finais foram realizadas quatro etapas: esterificacdo, amonolise, obtencdo da base de Schiff e
ciclizacdo oxidativa. Ressalta-se que neste trabalho foram efetuadas as etapas de obtencdo da
base de Schiff e ciclizacdo oxidativa. As benzidrazidas substituidas, empregadas na reacdo de
obtencdo da base de Schiff, foram sintetizadas e identificadas pelo grupo de pesquisa do
Laboratorio de Planejamento e Desenvolvimento de Farmacos — FBT/FCF/USP, sob
coordenacdo do Prof. Assoc. Leoberto Costa Tavares, e cedidas pelos seus autores para que
viabilizassem a continuidade deste trabalho (Masunari, 2005; Almeida, 2009; Jorge, 2010).

5.1.1 SINTESE DOS COMPOSTOS

Nas tabelas 2 e 3 apresentam-se 0s resultados obtidos nas etapas de sintese das bases

de Schiff e dos derivados 1,3,4-oxadiazolinicos.
5.1.2 IDENTIFICACAO DOS COMPOSTOS

As tabelas 4 e 5 apresentam deslocamentos quimicos obtidos dos espectros de RMN
'H e RMN 3C referentes as estruturas quimicas dos compostos da série de derivados 2-[5-
nitro-tiofeno-2-il]-3-acetil-5-[4-fenil-substituido]-2,3-diidro-1,3,4-oxadiazolinas. A tabela 6

apresenta os resultados obtidos na analise elementar CHN.



Tabela 2: Resultados obtidos e condic¢des reacionais envolvidas na obtencéo das bases de Schiff.

. o) . o) V|Q
HN—NH, %7 HN—N NO,
3a-o . 4a-o
R Material de Partida Massa de Aldeido Rendimento Faixa de Fuséo
Composto g - (mol)* g - (mol)** M%) (°C)
Exp. Lit. Exp. Lit.
4a I 0,5 (0,0019) 0,29 (0,0019) 95 92  275,2-276,4 276,5-277,9%
4b Br 0,5 (0,0023) 0,36 (0,0023) 92 91  206,7-207,9 207,2-208,5%
4c Cl 0,5 (0,0029) 0,45 (0,0029) 91 93 291-292 287-290°
4d CN 0,5 (0,0031) 0,48 (0,0031) 80 87  224,3-2253 224-226°
4e OC;Hs 0,5 (0,0014) 0,23 (0,0014) 77 - - -
4f OC4Hqg 0,5 (0,0024) 0,38 (0,0024) 99 96  202,2-203,1 200,8-201,5°
49 CoHs 0,5 (0,0014) 0,23 (0,0014) 92 94  206,8-207,4 207,2-208,5%
4h CsHy 0,5 (0,0028) 0,44 (0,0028) 90 88  252,1-252,9 251,3-252,7°
4i NO; 0,5 (0,0027) 0,42 (0,0027) 98 94  23572-236,2 235-238"
4 OH 0,5 (0,0032) 0,50 (0,0032) 93 92  253,4-254,3 251-255°

* Benzidrazidas substituidas.

**5-nitro-2-tiofenocarboxaldeido.

a: Masunari, 2005; b: Furlanetto, 2005; ¢: Rezende, 2002



Tabela 3: Resultados obtidos e condicdes reacionais envolvidas na obtencdo dos derivados 1,3,4-oxadiazolinicos.

O

o ZI.ZV/
R V|Q (CH,C0),0 \Q\Ao&/@
HN—N S NO, R S
4a-o 5a-o NO:
Composto R Material de Partida  Rendimento Faixa de Fuséo
g (mol)* (%) (C)

Exp. Lit. EXp. Lit.
5a | 0,5 (0,0012) 55 55 156-157 156-157°
5b Br 0,5 (0,0014) 42 - 142-143 -
5¢ Cl 0,5 (0,0016) 70 70 130-131 130-131°
5d CN 0,5 (0,0017) 53 - 136-137 -
5e OC;Hs 0,5 (0,0016) 56 56 108-109  109-110°
5f OC4Hg 0,5 (0,0014) 53 - 115-116 -

59 CoHs 0,5 (0,0016) 55 62 106-107 108-109°
5h CsHy 0,5 (0,0016) 48 65 74 -75 73-74°
5i NO; 0,5 (0.0014) 57 - 186-187 -

5j OCOCHg; 0,5 (0,0017) 75 - 120-121 -

5k OCHjs 0,5 (0,0014) 45 51 112-113 109,5-111°

*Material de Partida: Base de Schiff.

a: Almeida, 2009.

Nota: o volume de anidrido acético utilizado foi de 10 mL (0,11 mol).
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Tabela 4: Principais sinais de RMN *H em DMSO - dg (ppm) para a série 2-[5-nitro-tiofeno-2-il]-3-acetil-5-[4-fenil-R-substituido]-2,3-diidro-

1,3,4-oxadiazolinas.

Composto R Ho, H-, J (Hz) H, Hins J(Hz) Hispe J(H2) Hg J (Hz)
(s,3H) (d, 1H) (s, 1H) (d, 2H) (d, 2H) (d, 1H)

5a I 2,27 7,45 4,3 7,55 7,61 8,5 7,92 8,5 8,05 4,3
5b Br 2,23 7,42 4,3 7,52 7,72 2,7 7,72 2,7 8,01 4,3
5¢c Cl 2,27 7,46 4,3 7,56 7,60 8,6 7,85 8,6 8,05 4,3
5d CN 2,32 7,51 4,2 7,62 8,02° - 8,08 4,2 8,02° -

5e OC;Hs 2,21 7,38 4,3 7,46 7,00 8,9 7,72 8,9 7,99 4,3
5f OC4Hqg 2,25 7,42 4,3 7,51 7,06 8,9 7,77 8,9 8,04 4,3
5¢ CoHs 2,29 7,46 4,3 7,56 7,40 8,1 7,78 8,2 8,07 4,3
5h CsHy 2,28 7,46 4,2 7,55 7,36 7,3 7,77 7,4 8.06 4,3
5i NO, 2,33 7,52 4,3 7,63 8,40 9,0 8,11 9.0 8,07 4,6
5j OCOCH; 2,32 7,48 4,3 7,57 7,93 8,6 7,35 8,6 8,06 4,3
5k OCH3 2,28 7,45 4,3 7,53 7,10 8,8 7,81 8,8 8,06 4,3

Nota: s: singleto; d: dupleto; t: tripleto; J: constante de acoplamento; RMN: DMSO — dg (300 MHZz)
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Tabela 5: Principais sinais de RMN **C em DMSO - ds (ppm) para a série 2-[5-nitro-tiofeno-2-il]-3-acetil-5-[4-fenil-R-substituido]-2,3-diidro-

1,3,4-oxadiazolinas.

Composto R C, Cs Cs C; Cs Co Cus Cisno Cuens Cao Cz Ca7
5a | 87,6 154,6 152,2 100,3 123,3 147,0 130,0 128,8 127,7 167,9 215 138,5
5b Br 87,7 154,3 152,2 126,3 127,7 147,0 130,0 129,0 132,8 167,9 215 123,0
5c Cl 87,6 154,2 152,2 122,7 127,7 147,0 130,0 129,8 128,9 168,0 214 137,4
5d CN 87,6 157,3 153,2 127,5 129,5 152,0 146,3 127,3 133,0 167,7 21,1 114,3
5e OC;3Hs 87,0 155,1 152,1 129,1 130,0 147,4 115,7 127,4 1155 167,6 215 162,1
5f OC4Hg 87,0 155,1 152,1 129,1 130,0 147,4 127,5 129,1 115,6 167,7 215 162,3
59 C,Hs 86,6 154,6 151,6 120,7 127,0 148,5 1294 128,5 126,7 167,2 21,0 146,8
5h CsH7 86,7 154,7 151,6 120,8 127,1 147,0 130,0 129,1 126,7 167,3 21,0 146,8
5i NO, 87,8 153,0 152,2 127,2 128,0 1494 129.3 127,2 124,1 167,7 21,0 146,2
5j CO,CH3 87,0 154,0 153,3 120,8 127,1 146,6 129,4 128,2 122,8 168,8 21,0 151,7
5k OCHgs; 86,6 154,6 151,6 129,5 131,3 146,9 127,0 128,6 115,7 167,1 86,6 162,3

RMN: DMSO — dg (75 MHz)
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Tabela 6: Andlise Elementar CHN de derivados 1,3,4-oxadiazolinicos.

Formula Massa
Composto R Molecular Molecular %C %H %N
Exp. Calc. A Exp. Calc. A EXp. Calc. A
5a _ C14H10IN304S 442,94 37,98 37,94 0,04 2,19 2,27 0,08 9,47 9,48 0,02
5b Br C14H10BrN304S 394,96 42,44 42,44 0,00 2,50 254 0,04 10,60 10,61 0,01
5c Cl C14H10CIN30,4S 351,01 48,01 47,80 0,21 2,78 2,87 0,09 1193 1195 0,02
5d CN C15H10N404S 342,04 49,76 52,63 2,87 3,54 294 0,60 1583 16,37 0,54
5e OC;Hs C16H15N305S 361,07 53,42 53,18 0,24 3,85 4,18 0,33 11,70 11,63 0,07
5f OC4Hy C18H19N305S 389,43 56,07 55,52 0,55 4,80 492 0,13 11,09 10,79 0,30
59 CoHs C16H15N304S 345,08 55,74 55,64 0,09 4,45 4,38 0,07 12,10 12,17 0,08
5h CsHy C17H17N304S 359,09 56,33 56,81 0,48 4,75 4,77 0,02 11,88 11,69 0,19
5i NO, C14H10N4O6S 362,03 46,50 46,41 0,09 2,76 2,718 0,02 1530 15,46 0,16
5j CO,CHj3 C16H13N306S 375,05 51,10 51,20 0,11 3,55 349 0,05 11,06 11,19 0,14
5k OCHj5 C15H13N305S 347,06 51,80 57,87 0,07 3,85 3,77 0,08 12,05 12,10 0,05

Nota: A = | % experimental — % calculadal
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5.2 DETERMINACAO DA ATIVIDADE ANTI-T. cruzi

No presente trabalho foi determinada a atividade anti-T. cruzi de 15 compostos,
referentes a série 1,3,4-oxadiazolinico, dos quais 4 compostos (OC3H7, CF;, H e CHy)
encontravam-se disponiveis, uma vez que foram previamente sintetizados e identificados pelo
grupo de pesquisa do Laboratério de Planejamento e Desenvolvimento de Farmacos —
FBT/FCF/USP. Os ensaios de atividade anti-T. cruzi foram determinados in vitro (seguindo
metodologia descrita no item 4.1.4).

Para a determinacdo do valor da concentracdo inibitéria de crescimento de 50% das
formas epimastigotas (ICsp), todos os compostos foram avaliados em triplicata, utilizando 6
diluicdes diferentes, entre 3,75 e 20 M. Este intervalo de concentracdo foi escolhido devido
ao fato de nitrocompostos apresentarem baixa solubilidade em meio LIT. Todos os valores de
concentracdo (uM) obtidos foram convertidos em Log(1/C) e correlacionados com o
percentual de inibicdo de crescimento. Aplicando o programa OriginPro 8.0, foram
determinados valores de ICso, desvio padrdo (DP) e coeficiente de determinagdo (r?). Os
graficos obtidos para a série em estudo e o farmaco padrdo utilizado nos ensaios estdo
dispostos nas tabelas 7 a 22. Os valores de ICso e de poténcia dos derivados 1,3,4-

oxadiazolinicos e do benznidazol encontram-se na tabela 23.
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Tabela 7: Curva dose resposta para 0 composto 2-[5-nitro-tiofeno-2-il]-
3-acetil-5-[4-fenil-iodo]-2,3-diidro-1,3,4-oxadiazolinas.

4-lodo (5a)

e e (S
20,00 1,30 84 1
15,00 ° 1,17 79 2
10,00 1,00 39 2
7,50 0,87 23 1
5,00 0,69 14 2
3,75 0,57 11 2

100

90

80

70 4

60

50

40 -

30 +

INIBICAO DE CRESCIMENTO (%)

20

R?= 0, 9996
|C50: 12,10 +/- 1,04

a: concentracdo inibitoria
b: desvio padrao
c: valor retirado da regressao

Tabela 8: Curva dose resposta para 0 composto 2-[5-nitro-tiofeno-2-il]-

3-acetil-5-[4-fenil-bromo]-2,3-diidro-1,3,4-oxadiazolinas.

4-Bromo (5b)

Concentragéo LogC IC DP
(LM) (%) (%)
20,00 1,30 83 9
15,00 1,17 75 2
10,00 1,00 53 8
7,50 0,87 39 3
5,00 0,69 18 4
3,75 0,57 22 8

INIBICAO DE CRESCIMENTO (%)

100 ~

90 +

80 +

70 o

60 o

50 4

40

30

20 o

R?= 0, 9993
ICso = 10,16 + 0,93

a: valor retirado da regressao
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Tabela 9: Curva dose resposta para 0 composto 2-[5-nitro-tiofeno-2-il]-

3-acetil-5-[4-fenil-cloro]-2,3-diidro-1,3,4-oxadiazolinas.

4-Cloro (5c)
Concentracao IC DP 100 ~
) BN S B CO N I
20,00 1,30 87 2 < 804
;O: 70
15,00 117 74 4 z
S 604
2
10,00 1,00 53 2 B 50+ R?= 0, 9975
o ICso= 10,84 +/- 1,26
o 404
7,50 0,87 43 3 2
O 304
@
5,00 069 21 2 £ 201
10 H
T T T T T T T T T 1
3,75 0,57 13 1 0,0 02 0.4 0.6 0.8 1,0 12 1.4 16 1.8 2.0
LoaC

Tabela 10: Curva dose resposta para 0 composto 2-[5-nitro-tiofeno-2-il]-

3-acetil-5-[4-fenil-ciano]-2,3-diidro-1,3,4-oxadiazolinas.

4-Ciano (5d)
Concentracdo IC DP
M) 0% o) @) | 1 .
90 h
20,00 1,30 98 1 <
€ 80
c
15,00 1,17 95 2 Z 704
¢ 60
10,00 1,00 89 1 L
T & R’= 0, 9958
7,50 08 64 3 | € 404 ICso= 8,19 +/- 1,04
g
E 30
P
5,00 069 49 2 | % ]
10
3,752 0,57 78 5 o777 T T T T T T
00 02 04 06 08 10 12 14 16 18 20

LoaC

a: valor retirado da regresséo
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Tabela 11: Curva dose resposta para 0 composto 2-[5-nitro-tiofeno-2-il]-

3-acetil-5-[4-fenil-etoxi]-2,3-diidro-1,3,4-oxadiazolinas.

4-Etoxi (5e)
Concentracao IC DP 100
(M) LogC o6 o)
90
40,00 160 81 2 | o 4]
I9 70 o
20,00 1,30 35 3 Z
= 504
Q
15,00 117 26 3| @ ]
o
(@]
18]
10,00° 100 24 8|5 ¥
zé 20 4 L
7,50 087 12 1|2 4] * R?=0,9998
- IC50= 26,6 +/- 0,87
10
3,75 0,57 6 4 0 T T T T T T T T T 1
0.0 02 04 06 0.8 1.0 12 1.4 16 1.8 2.0

a: valor retirado da regressao

Tabela 12: Curva dose resposta para 0 composto 2-[5-nitro-tiofeno-2-il]-
3-acetil-5-[4-fenil-butoxi]-2,3-diidro-1,3,4-oxadiazolinas.

4-BUTOXI (5f)

Concentragéo LogC IC DP
(HM) (%) (%)
20,00 1,30 99 0,2
15,00 1,17 85 1,94
10,00 1,00 45 3,2
7,50° 0,87 14 2
5,00 0,69 14 2
3,75 0,57 13 3

INIBICAO DE CRESCIMENTO (%)

100 ~
90 o
80
70
60 +
50 4
40 R%= 0, 9999

30 - ICso= 11,46 +/- 1,00

20 H

00 02 04 08 08 10 12 14 16 18 20

a: valor retirado da regressédo




Tabela 13: Curva dose resposta para 0 composto 2-[5-nitro-tiofeno-2-il]-
3-acetil-5-[4-fenil-etil]-2,3-diidro-1,3,4-oxadiazolinas.

51

4-ETIL (59)
5 100 -
Concentragédo LogC IC DP
(UM) (%) (%) 90
20,00 130 92 08| & 80
o
E 70+
15,00° 117 55 8 &
= 404
o
9
10,00 100 51 2 2 50 i
o R2= 0, 9958
o 404 ICso = 10,74+/- 1,07
7,50 087 28 50| Q
O 30 A
@ 1
5,00 069 19 06| Z 20
10 4 '
3,75 057 11 56 0 l T T . T - T T | .
: ’ : 00 02 04 06 08 10 12 14 16 18 20
LoaC

a: valor retirado da regressédo

Tabela 14: Curva dose resposta para 0 composto 2-[5-nitro-tiofeno-2-il]-

3-acetil-5-[4-fenil-propil]-2,3-diidro-1,3,4-oxadiazolinas.

4-Propil (5h)
Concentracao IC DP 100
e % e )|
20,00 1,30 97 0 S 80
2 70
15,00 1,17 8 1 g
= 50
3
w50
10,00 1,00 59 2 x R2= 0, 9997
&40 4 1C50= 9,89 +/- 1,00
7,50 087 34 6 | 2, ]
O
a 20 4
5,00 0,69 20 7 P l
1
10
0 T T T T T T T T T T T T T T T T T 1
3,75 0,57 16 4 00 02 04 06 08 10 12 14 16 18 20
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Tabela 15: Curva dose resposta para 0 composto 2-[5-nitro-tiofeno-2-il]-

3-acetil-5-[4-fenil-nitro]-2,3-diidro-1,3,4-oxadiazolinas.

4-NITRO (5i)

Concentragao LogC IC DP
(UM) (%) (%)
20,00 1,30 95 2,1
15,00 1,17 90 1,7
10,00 1,00 58 2,0
7,502 0,87 53 2

5,00 0,69 22 5,0
3,75 0,57 15 42

INIBICAO DE CRESCIMENTO (%)

100 A
90 4
80 4
70
60 ~

50 4
R?= 0, 9954

40 ICso= 9,84 +/- 1,02

30 4

20 4

a: valor retirado da regressédo

Tabela 16: Curva dose resposta para 0 composto 2-[5-nitro-tiofeno-2-il]-

3-acetil-5-[4-fenil-acetoxi]-2,3-diidro-1,3,4-oxadiazolinas.

4-ACETOXI (5))

Concentragéo LogC IC DP
(UM) (%) (%)
20,00 1,30 93 1
15,00 1,17 86 3
10,00 1,00 76 6
7,50 0,87 53 2
5,00% 0,69 40 1
3,75 0,57 24 5

INIBICAO DE CRESCIMENTO (%)

100 4
90
80 I
70 4
60 o
50

R?= 0, 9885
40 4 |C50: 7,91 +/- 1,08
30 4

20 - 1

0,0 02 0.4 06 0,8 1,0 12 1,4 16 18 20
LoaC

a: valor retirado da regressédo
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Tabela 17: Curva dose resposta para 0 composto 2-[5-nitro-tiofeno-2-il]-

3-acetil-5-[4-fenil-metoxi]-2,3-diidro-1,3,4-oxadiazolinas.

4-Metoxi (5Kk)

20,00 1,30 95 6
15,00 1,17 81 4
10,00 1,00 62 7
7,50° 0,87 58 3
5,00 0,69 26 7
3,75 057 25 3

INIBICAO DE CRESCIMENTO (%)

100

90

80

70

60 -

50

40

30

20 4

R*= 0, 9907
|C50: 10,67 +/- 1,17

02 0.4 06 08 1,0 12 1.4 16 1.8 2,0
LoaC

a: valor retirado da regressao

Tabela 18: Curva dose resposta para o composto 2-[5-nitro-tiofeno-2-il]-

3-acetil-5-[4-fenil-propoxi]-2,3-diidro-1,3,4-oxadiazolinas.

4-Propoxi (51)

T N 6 0
20,00 1,30 91 4
15,00 1,17 75 6
10,00 1,00 38 4
7,50 087 37 4
5,00 069 16 10
3,75 057 11 3

INIBICAO DE CRESCIMENTO (%)

100 ~

90

80 +

70 4

60 o

50 o

40

30 4

20 o

10

1
R’= 0, 9881
ICso= 9,99 +/- 1,04
T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1
0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0 12 1,4 16 1,8 2,0

LoaC

a: valor retirado da regresséo
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Tabela 19: Curva dose resposta para 0 composto 2-[5-nitro-tiofeno-2-il]-
3-acetil-5-[4-fenil-triflGormetil]-2,3-diidro-1,3,4-oxadiazolinas.

4-TRIFLUOR METIL (5m)

Concentracdo LoaC IC DP 100 -
(M) M CORICO] I
20,00 1,30 87 24| _ gl
L
(@) 70
15,00 1,17 66 291 &
ué 60
Q
10,00 1,00 35 3,2 Q 50
S R?= 0, 9997
7,507 087 53 2 o ] ICso= 14,25 +/- 1,04
L 304 ‘
o
5,00 069 12 15| £ ]
10 4 =
1
3,75 057 9 44 o771 T T T T T T
0,0 02 04 0,6 08 1.0 12 14 16 18 20
LoaC

a: valor retirado da regressédo

Tabela 20: Curva dose resposta para 0 composto 2-[5-nitro-tiofeno-2-il]-

3-acetil-5-[4-fenil-hidrogénio]-2,3-diidro-1,3,4-oxadiazolinas.

4-Hidrogénio (5n)

Concentracao LoaC IC DP 100
(M) % ) () 0]
20,00 130 91 1 | & ¥
2 704
&
15,00 1,17 89 2 = 60~
%
w504
5
10,00 1,00 50 3 W 40 ]
o R’=0, 9984
g 304 ICso= 11,47 +/- 1,03
7,50 087 48 2 o
> 20
10 4
5,00 069 19 7
0 I 1 1 I 1 1 I I I 1
00 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0 12 14 16 18 20
3,75 057 17 2 LoaC

a: valor retirado da regresséo
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Tabela 21: Curva dose resposta para 0 composto 2-[5-nitro-tiofeno-2-il]-
3-acetil-5-[4-fenil-metil]-2,3-diidro-1,3,4-oxadiazolinas.

4-Metil (50)
Concentracao IC DP 100 ~
Y B RN I
20,00 1,30 84 6 S
2 70-
&
15,00 1,17 73 4 S 60
2
w50 4
&
10,00 1,00 48 9 W a0
o) R?= 0, 9984
g 30 ICso= 11,47 +/- 1,03
7,50 087 35 7 B,
2 2]
10 J
5,00 069 25 8
0 T T T T T T T T T 1
0.0 02 04 0.6 0.8 1.0 12 1.4 1,6 1.8 20
3,75 057 20 9 LoaC

Tabela 22: Curva dose resposta para o farmaco utilizado como padréo.

Benznidazol
Concentracdo IC DP 100 ~

T R CONNCO! R
50 1,70 95 1,6 80

g

O 704
25,00 1,40 82 1,9 g

Y60+

=
20,00 130 58 31| @ 504 )

o R’= 0, 9997

w 10 ICso= 20,84 +/- 1,04
10 100 36 56| 2

QO 304

<

o
5,00 0,69 24 74 g 204

T

0 T T T T T T T T T T
3’75a 0157 34 2 0,0 DI‘Q 0,I4 O‘IG OI,B 170 172 1?4 1,I6 1I‘8 QI‘O
LoaC

a: valor retirado da regresséo
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Tabela 23: Avaliacdo da atividade anti-T. cruzi 2-[5-nitro-tiofeno-2-il]-3-acetil-5-[4-fenil-R-substituido]-2,3-diidro-1,3,4-oxadiazolinas.

22

Composto R 1Cs __nuvw%mwm_w Composto R 1Cs __ww%m\om_w
5a | 12,10 4,92 5h CsHg 9,89 5,00
5b Br 10,16 4,99 5i NO, 9,84 5,01
5¢C Cl 10,84 4,97 5] OCOCH; 7,91 5,10
5d CN 8,19 5,09 5k OCHj; 10,67 4,97
5e OC,Hs 26,60 4,58 51 OC;zH7 9,99 5,00
5f OCsHy 11,46 4,94 5m CF3 14,25 4,85
59 C,Hs 10,74 4,97 5n H 10,24 4,99
Padréo BzZD 20,84 4,68 50 CH3 11,47 4,94
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5.3 ANALISE DE HANSCH

Os estudos de relacdo estrutura atividade em duas dimensdes, referentes aos quinze
derivados 1,3,4-oxadiazolinicos avaliados frente ao T. cruzi, foram efetuados utilizando o
programa BuildQSAR. Os valores de ICsy obtidos foram convertidos em poténcia
Log(1/1Csp), sendo que os valores de ICso obtidos foram determinados em M.

Para melhor compreender as influéncias das propriedades hidrofdbicas, eletrénicas e
esterereoquimicas, foram empregados os descritores apresentados abaixo:

Descritores hidrofdbicos: constante de hidrofobicidade de Hansch (x) e logaritmo do
coeficiente de particédo - LogP

Descritores eletronicos: constante de efeito eletrdnico de Hammett (), constante de
Swain (1) e constante de Lupton (£)

Descritores estereoquimicos: parametros de Verloop (L, B1l, B2, B3 e B4) e
refratividade molar (MR), descritor de carater misto.

A variavel dependente foi correlacionada com os descritores estruturais relacionados
com cada propriedade fisico-quimica, empregando-se os modelos linear, parabélico e bilinear,
obtendo-se, assim, diversas regressdes que foram avaliadas mediantes seus respectivos
parametros estatisticos.

As melhores regressdes selecionadas foram as que apresentaram valor de coeficiente
de correlagdo, r?, maior que 0,9, desvio padrdo, s, menor que o desvio padrdo obtido na
avaliacdo biologica e nivel de significancia da equacdo, F, Fisher, que apresentou nivel de
significancia superior a 95%. Outro fator relevante para validar uma determinada regressao,
consistiu em selecionar equacOes que apresentaram variabilidade do coeficiente do descritor,
menor que o préprio coeficiente correspondente (Kubinyi, 1993).

Com o intuito de melhor compreender a real contribuicdo das propriedades
hidrofdbicas, eletrdnicas e estereoquimicas, utilizaram-se os parametros apresentados na
tabela 24. Para obtencdo das regressdes fez-se o uso dos modelos linear, parabolico e

bilinear, correlacionando os parametros da tabela com a atividade bioldgica.



Tabela 24: Atividade anti-T. cruzi e descritores estruturais relacionados aos efeitos hidrofdbicos, eletrdnicos e estereoquimicos de grupos

substituintes utilizados na analise de QSAR-2D da série de derivados 1,3,4-oxadiazolinicos

R Composto  Poténcia = 6" 3P R°  ClogP® MR® LP B1° B2P B3P B4P

_ 5a 4,92 1,12 018 042 -024 3842 1,394 423 215 215 215 215

Br 5b 4,99 08 023 045 -022 3582 0888 38 195 195 195 1,95
Cl 5¢ 4,97 070 023 042 -019 3432 0603 352 18 180 1,80 1,80
CN 5d 5,09 057 066 051 015 2152 0633 423 160 1,60 160 1,60
OC,Hs 5e 4,58 038 -024 026 -050 3167 1247 492 135 336 1,35 1,90
OC4Ho 5f 4,94 155 -0,32 029 -061 4225 2166 699 135 479 1,90 1,90
C,Hs 5¢ 4,97 1,02 -015 000 -015 3747 103 411 152 297 190 1,9
CsH; 5h 5,00 155 -013 001 -014 4276 1496 505 152 349 1,90 1,90
NO, 5i 5,01 028 0,78 065 013 2462 0,736 344 170 1,70 244 244
OCOCH, 5 5,10 064 031 034 011 2068 1289 487 135 368 19 1,90
OCHs 5k 4,97 0,02 -027 029 -056 2638 0,787 398 135 287 19 1,90
OC3H; 51 5,00 08 -025 026 051 3696 1706 605 135 430 1,90 1,90
CF3 5m 4,85 08 054 038 016 3602 0502 330 198 261 244 244
H 5n 4,99 000 000 000 000 1572 0103 206 100 100 100 1,00
CHs 50 4,94 056 -017 001 -018 2,764 0565 3,00 152 204 19 1,90

a: Hansch, Leo, Hoekman, 1995a / b: Hansch, Leo, Hoekman, 1995b / ¢: ClogP calculado pelo programa Chembiodraw Ultra, versdo 11.0
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Para estudos de QSAR, deve-se obedecer a relagdo de 1 pardmetro analisado para
cada 5 dados de atividade. A tabela 25 é constituida de 11 descritores, referentes as
propriedades fisico-quimicas que se deseja avaliar. Para que ndo ocorresse a possibilidade
de gerar modelos superajustados, devido a selecdo de variaveis independentes altamente
correlacionadas, obteve-se uma matriz de correlagdo dos descritores. Para sele¢cdo das
variaveis para construcdo dos modelos, optou-se por utilizar variaveis que apresentaram

indice de correlacdo inferior a 0,7. A tabela 25 apresenta os resultados obtidos da matriz de

correlagéo dos descritores.

Tabela 25: Matriz de correlagdo dos descritores utilizados nos estudos de QSAR

T c 3 R ClogPp MR L Bl B2 B3 B4

m 1,000 0,245 0,122 0,089 0854 0,262 0,149 0,820 0,171 0,490 0,460
c 1,000 0,512 0,245 0,133 0,208 0,166 0,264 0,310 0,158 0,104
3 1,000 0,240 0,009 0,000 0,004 0292 0,340 0,217 0,242
R 1,000 0,063 0,041 0,220 0,003 0,022 0,033 0,002
ClogP 1,000 0,418 0,312 0,186 0,293 0,173 0,207
MR 1,000 0,908 0,003 0,768 0,034 0,064
L 1,000 0,022 0,814 0,013 0,035
Bl 1,000 0,077 0,467 0,436
B2 1,000 0,022 0,056
B3 1,000 0,847
B4 1,000

A melhor correlagdo obtida foi a que empregou 0 modelo parabdlico, associando o

seguinte par de descritores com a atividade biologica: = x R. Abaixo, apresenta-se a

equacdo 15, que foi a melhor correlacdo obtida entre as propriedades fisico-quimicas e a

atividade anti-T. cruzi para a série dos derivados 1,3,4-oxadiazolinicos.

Modelo Parabolico

TXR

Log (1/C) = + 0,056 (+ 0,033) 7% - 0,089 (+ 0,036) & + 0,069 (+ 0,056) % + 5,001 (+ 0,021)

(n=013;r=0,921; s =0,024; F = 16,888) @ stimo = - 0,798

Equacéo 15¢
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6 DISCUSSAO

6.1. PLANEJAMENTO E SINTESE DOS COMPOSTOS

Para obtencdo dos compostos de interesse utilizados neste estudo, foi necessario o
emprego de 4 etapas sintéticas, a saber: esterificacdo, amondlise, obtencdo da base de
Schiff e ciclizacdo oxidativa, totalizando, assim, a sintese de 22 compostos, incluindo
intermediarios e compostos finais. Os compostos obtidos para a série de derivados 1,3,4-
oxadiazolinicos foram planejados de acordo com o diagrama de Craig (1971), porém,
devido a necessidade do uso de grupos protetores para a sintese dos substituintes do
terceiro quadrante, os mesmos ndo foram obtidos. A figura 18 apresenta a dispersdo dos

compostos finais obtidos de acordo com as suas propriedades eletrdnicas () e hidrofébicas

(7).

CN 0,6 -
CF,

0,2 -

(]

-2 -1,5 -1 -0,5 0 0,5 1 1,5
-0,2 - CH, C,Hs CsH;

OCH, OCHs OC;H,
0,4 - ? OC,H,

Figura 18: Diagrama de Craig (1971) apresentando a disperséo dos substituintes obtidos.

A grande parte dos substituintes selecionados concentra-se no quarto quadrante.
Com o objetivo de melhor compreender a influéncia da variagcéo da hidrofobicidade (=), a
escolha dos substituintes do quarto quadrante teve como critério a selecdo dos grupos nas
proximidades de uma linha imaginaria paralela ao eixo das abscissas (r), de forma que

houvesse a minima variacao do efeito eletrénico (o).
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6.1.1 OBTENCAO DAS BASES DE SCHIFF

Figura 19: Etapa de obtengéo das bases de Schiff substituidas.

O grupo carbonila C=0 é o responsavel pelo comportamento quimico de aldeidos e
cetonas. A reacdo de obtengdo das bases de Schiff, iminas, consiste na reacdo de um
composto carbonilico, 5-nitro-2-tiofenocarboxaldeido, e uma amina, benzidrazida
substituida, em condi¢des apropriadas, que é caracteristico das reacdes de adicao
nucleofilica (Morrison, Boyd, 1994).

Os elétrons m de maior mobilidade sdo fortemente atraidos para o atomo de
oxigénio, tornando o &tomo de carbono carbonilico com baixa densidade eletrénica, 0 que
propicia o ataque nucleofilico da base. Por outro lado, o &tomo de oxigénio carbonilico
apresenta alta densidade eletronica, o que facilita a sua protonacdo quando em presenca de
meio acido (Morrison, Boyd, 1994).

Para obtencdo das bases de Schiff, como ja exposto, inicialmente ocorre a
protonacdo do oxigénio carbonilico, tornando o carbono carbonilico mais suscetivel ao
ataque nucleofilico da benzidrazida; formando-se assim, logo apdés o ataque, o
intermediario tetraédrico. Por fim, ocorre a eliminacdo de uma molécula de agua deste
intermediario e de um proton, referente ao catalisador, que foi restituido ao final da reacédo
(Morrison, Boyd, 1997; Clayden, Warren, Greeves, 2000). Na figura 20, ilustra-se o
mecanismo proposto para obtencéo das bases de Schiff.

— 0 /! !
C + .. + + (\
1 H,0 HO\ H +\R Hoz\ /N\R z HZO\ /N\R
R /C\H /C\ /C\ /C\
1 R} H R H R} H

” + I{20 N
/C\ + H;0 C// >R
R H /N
R} H

Figura 20: Mecanismos proposto para formacéao das bases de Schiff substituidas.
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A catélise 4cida foi crucial para reacdo de obtencdo das iminas, caso contrario, a
reacdo, além de se tornar muito lenta, poderia resultar em produtos secundarios. A
formacdo da imina ocorre mais rapidamente com o pH situado na faixa entre 4 e 6
(Clayden, Warren, Greeves, 2000). Em pH mais baixos, os nucleofilos (amina) sdo
fortemente protonados, sendo a taxa de formacdo do produto muito lenta. Por outro lado,
acima dessa faixa de pH, a concentracdo de prétons € muito baixa, ndo permitindo a
protonacdo do oxigénio carbonilico e, assim, ndo promovendo a eliminacdo de uma
molécula de agua. A protonacdo do oxigénio carbonilico € responsavel por diminuir a
energia de ativacdo para o ataque nucleofilico, permitindo, assim, o oxigénio adquirir
elétrons PI, sem ter uma carga negativa (Morrison, Boyd, 1997).

As bases de Schiff formaram-se imediatamente ap6s a adi¢do das benzidrazidas
substituidas, apresentando coloracdo amarelada. A identificacdo das bases de Schiff
obtidas foi realizada mediante a comparacdo da faixa de fusdo determinada
experimentalmente com dados da literatura. O rendimento médio obtido ao final desta

etapa reacional foi de 91%.

6.1.2 OBTENCAO DOS DERIVADOS 1,3,4-OXADIAZOLINICOS

)
0O H J I/\I—N
R />—<1 (CH,C0),0 o 7 /
HN_N S N02 R S
NO,
4a-o0 Sa-o

Figura 21: Etapa de obtenc&o dos derivados 1,3,4-oxadiazolinicos.

A obtencéo dos derivados 1,3,4-oxadiazolinicos constitui-se de uma reacdo entre as
bases de Schiff e anidrido acético. O mecanismo proposto para esta reacdo baseia-se
primeiramente no ataque nucleofilico dos pares eletrénicos do nitrogénio iminico da base
de Schiff a uma das carbonilas do anidrido acético, clivando-o em ions acetato. A
formacéo do anel ocorreu devido ao ataque do oxigénio amidico, carregado negativamente,
ao carbocation situado no carbono azometinico. Os atomos de oxigénio do ion acetato
retiram o atomo de hidrogénio do nitrogénio azometinico para formacao de acido aceético e
do derivado oxadiazolinico como produtos finais da reagdo. O mecanismo proposto para

obtencéo dos derivados 1,3,4-oxadiazolinicos esta representado na figura 22.
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Figura 22: Mecanismo de ciclizacio oxidativa.

Observa-se que grupos doadores de elétrons na posicdo 4 do anel aromatico sdo
responsaveis por favorecer a carga negativa no nitrogénio benzamidico das 5-nitro-2-
tiofilideno benzidrazida substituidas, o que favorece o ataque nucleofilico a carbonila do
anidrido acético e, assim, a formacdo dos produtos de interesse. Em contrapartida, grupos
substituintes que retiram elétrons sdo responsaveis por deslocar os elétrons © do nitrogénio
benzamidico das bases de Schiff, o que € responsavel por desfavorecer o ataque deste
nitrogénio a carbonila do anidrido acético, aumentando, desta forma, o tempo reacional.

Quanto aos substituintes NH, e OH, situados no quarto quadrante do diagrama de
Craig (1971), ndo foi possivel a obtengdo. Tais substituintes apresentam pares de elétrons
livres, 0 que os caracterizam como bons nuclet6filos e mais reativos que o nitrogénio
iminico da base de Schiff. Para o substituinte OH, observou-se a acetilacdo do grupo OH e,
logo apds, a formacdo do anel 1,3,4-oxadiazolinico, formando-se, assim, outro substituinte,
que foi incluido na série de estudo. O grupo OH ataca o carbono carbonilico do anidrido
acético, formando, como produto final, um grupamento acetoxi (OCOCHj3) na base de

Schiff e acido acético, de acordo com o mecanismo da figura 23.
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Figura 23: Mecanismo para formacdo do grupo acetoxi.
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Para a obtencdo dos substituintes com caracteristicas de doacdo de elétrons, é
necessario o uso de grupos protetores. A acetilacdo do grupo hidroxi atua como uma
protecdo para 0 mesmo, permitindo que o nitrogénio iminico da base de Schiff atue como
nucledfilo. Ndo obstante, para retirada do grupo protetor sdo necessérias condicoes
reacionais vigorosas, hidrélise acida ou bésica, que podem clivar a ligacdo C-O do grupo
acetoxi, bem como a ligacdo C-N do grupo acetil do anel 1,3,4-oxadiazolinico. Tentativas
de sintetizar o substituinte NH, foram realizadas, contudo, ndo obteve-se éxito. Para sintese
de substituintes aminados, devem-se empregar grupos protetores de eletréfilos que possam
ser retirados em condigOes brandas.

O emprego da atmosfera de nitrogénio para que ndo houvesse hidrolise do anidrido
acetico foi crucial para obtencdo dos compostos da serie em estudo. Observou-se que para
reacOes realizadas em sistema aberto, ndo foi possivel a obtengdo dos derivados 1,3,4-
oxadiazolincos, devido a hidrélise do anidrido acético que gera, como produto final, acido
acético, que € responsavel pelo insucesso da sintese.

Além dos cuidados com a qualidade do solvente a ser utilizado, foi imprescindivel
o controle da temperatura. Os compostos foram sintetizados na faixa de temperaturas entre
90 e 120 °C; observou-se que temperaturas acima de 120 °C inviabilizam a sintese, devido
a ocorréncia de degradadacao dos reagentes.

Para certificar a total formacgéo dos reagentes em produtos, todas as rea¢fes foram
acompanhadas através de cromatografia em camada delgada (CCD), utilizando como fase
estacionaria silica gel. Eluentes de polaridade crescente foram utilizados, com o intuito de
identificar o melhor sistema de separacao dos reagentes e produtos, referente a ultima etapa
sintética, como, por exemplo: hexano, tolueno, cloroférmio, éter etilico, acetato de etila,
acetona, metanol (Furniss et al., 1989). Deste modo, observou-se que o emprego de
solventes isolados ndo apresentou boa defini¢do na separacéo dos pontos; por isso, fez-se o

uso de diversas solucdes de solventes organicos como fase movel, sendo que a solucéo de
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hexano e cloroférmio, na proporcéo de 4:1, respectivamente, foi a que apresentou melhor
resolucdo. A figura 24 apresenta a cromatografia para obtencdo do substituinte NO,. O
ponto a esquerda (To) refere-se a aplicacdo no instante inicial da reacdo; ja o ponto
localizado a direita da figura (Ty) reporta-se ao periodo de 6 horas transcorrido ap6s o
inicio da reacdo. Da e Dm sdo as distancias percorridas pela amostra e fase movel,

respectivamente.

Dm=65 mm

Figura 24: Placa cromatogréafica revelada com luz ultravioleta.

O célculo do fator de retencédo (Ry) foi realizado mediante a equacgdo 17. Observa-se
que, apos o periodo de 6 horas do inicio da reacdo, houve total consumo do reagente, visto

que o ponto de aplicagdo correspondente ao Tt foi totalmente consumido.

Rf=Da/Dm ——> R¢=25/65=0,38 Equacéo 16

Em que:
Ry : fator de retencdo
Da: distancia percorrida pela amostra

Dm: distancia percorrida pela fase movel

Ao final de cada reagdo, adicionaram-se de 10 mL de &gua destilada sob agitacdo
constante, observando-se a precipitacdo dos compostos de interesse devido a completa
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hidrélise do anidrido acético. O rendimento médio obtido na Gltima etapa sintética
apresentou valor médio de 56%.

6.2 IDENTIFICACAO DE COMPOSTOS

Os derivados 1,3,4-oxadiazolinicos tiveram suas estruturas confirmadas através de
analises espectrométrica de RMN *H e RMN *C e a pureza foi avaliada através de analise

elementar CHN e faixa de fusdo.
6.2.1 RESSONANCIA MAGNETICA DE HIDROGENIO — RMN H

A andlise de espectros RMN *H permitiu constatar a conformidade dos espectros
obtidos com as modificacGes estruturais propostas para a nifuroxazida. Na figura 25
apresenta-se o espectro de RMN *H do substituinte I, em que nota-se a presenca de um
singleto em aproximadamente 7,56 ppm (H), que indica a ciclizacdo do grupamento
azometinico da base de Schiff; logo, a formacéo do anel 1,3,4-oxadiazolinico. J& em 2,27
ppm, ha um singleto caracteristico de metila ligada a carbonila, referente ao grupo acetil
situado na posicdo 3 do anel oxadiazolinico. Em 7,85 e 7,60 ppm h& um dupleto com
constante de acoplamento (J) de 8,6 Hz, referente aos protons do anel fenilico (Higs €
His119). Um dupleto em 8,05 ppm (Hg) e outro em 7,45 ppm (H;), com constante de
acoplamento (J) de 4,3 Hz, sdo referentes ao anel tiofénico.

A estrutura geral dos derivados 1,3,4-oxadiazolinicos apresenta dez protons, sendo
que quatro prétons sdo pertencentes ao anel fenilico (Hisig € Higng), um préton referente
ao anel oxadiazolinico (H,), dois prétons tiofénicos (H; e Hg) e, por fim, trés prétons
metilicos pertencentes ao grupo acetil (Hy,) localizado na posicdo 3 do anel oxadiazolinico.
Os espectros de RMN *H de todos os compostos obtidos estdo em conformidade com as

estruturas propostas e apresentam-se ampliados no anexo A.
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Figura 25: Espectro de RMN *H indicando os principais sinais para a identificacio dos compostos da série

2-[5-nitro-tiofeno-2-il]-3-acetil-5-[4-fenil-metoxi]-2,3-diidro-1,3,4-oxadiazolinas.

6.2.2 RESSONANCIA MAGNETICA DE CARBONO - RMN *3C

Os derivados oxadiazolinicos possuem quatorze carbonos pertencente a estrutura
comum, sendo que seis carbonos sdo aromaticos fenilicos (Ci4, Cis, Ci6, C17, Cis, Cio),
quatro tiofénicos (Cs, C7, Cg € Co), um carbonilico (Cy), um alquilico (Cy,) e dois
carbonos pertencentes ao anel oxadiazolinico, sendo um carbono saturado (C;) e um
insaturado (Cs).

Na figura 26 apresenta-se o espectro de RMN *3C do substituinte I, que tem sinais
tipicos de formagdo dos derivados oxadiazolinicos. No espectro do substituinte |,
evidenciam-se sinais de carbono carbonilico em 167,2 ppm (Cy), de radicais alquilicos
(metila do grupo acetil - Cy,), e em 86,5 ppm, sinal referente ao carbono assimétrico do
anel oxadiazolinico (C,). Os espectros de RMN **C de todos os compostos obtidos est&o
em conformidade com as modificagbes propostas na molécula de nifuroxazida e

apresentam-se ampliados no anexo B.
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Figura 26: Espectro de RMN **C indicando os principais sinais para a identificagdo da 2-[5-nitro-tiofeno-2-
il]-3-acetil-5-[4-fenil-iodo]-2,3-diidro-1,3,4-oxadiazolinas.

6.2.3 ANALISE ELEMENTAR — CHN E FAIXA DE FUSAO

Como critério de pureza foram utilizadas a faixa de fusdo e a andlise elementar,
demonstrando alto grau de pureza dos compostos obtidos. A faixa de fusdo para todos 0s
compostos obtidos apresentou intervalo menor que 1 °C. Na anélise elementar, o valor do
desvio (A) foi obtido através do célculo tedrico do percentual de CHN, subtraindo-se pelo
valor obtido experimentalmente, em médulo. Ressalta-se que para o substituinte CN o alto
valor de A obtido explica-se pelo fato deste composto apresentar-se hidratado. A tabela 26
apresenta os valores obtidos experimentalmente da analise elementar CHN para o

substituinte ciano, comparando os valores A obtidos em duas condigdes distintas.
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Tabela 26: Comparacéo dos valores de desvio (A) obtidos para o substituinte ciano

Férmula Massa
R Molecular Molecular %C %H %N
Exp. Calc. A Exp. Calc. A Exp. Calc. A
CN C15H10N404S 342,04 49,76 52,63 2,87 3,78 294 0,84 15,83 16,37 0,54
CN Cy5H1oN4O,S.H,0 360,34 49,76 50,00 0,24 3,78 3,36 042 15,83 15,55 0,28

Na primeira condicdo, o valor de delta foi calculado considerando-se apenas as
porcentagens dos elementos C, H e N na massa molar do substituinte, que é 342,04
(C15H10N404S), o que resultou em alto valor de A para os trés elementos analisados. Por
outro lado, quando se adicionou uma molécula de agua na foérmula molecular do
substituinte (C15H10N404S.H,0) e novamente calculou-se o percentual dos elementos C, H
e N referente @ massa molar hidratada, os valores de A obtidos para os trés elementos
foram bem préximo aos obtidos experimentalmente, o que indica que 0s compostos
apresentavam certo teor de hidratacdo. Assim, para que este substituinte se tornasse viavel
para as analises in vitro, este composto permaneceu por maior tempo em dessecador em

presenca de pentoxido de fosforo e silica.
6.3 ATIVIDADE BIOLOGICA

Para a determinacdo do valor de 1Csq de todos os compostos avaliados, empregou-
se a correlagdo do logaritmo das concentracGes avaliadas com o porcentual de inibigéo de
crescimento. Todos os compostos foram avaliados em 6 concentragOes diferentes,
entretanto, para os compostos I, Br, CN, OC,Hs, OC4Hy, C,Hs, NO,, OCOCH3, OCHg,
OC3H7, CFse H foram construidas regressées com cinco pontos, visando obter valores de
r’ mais proximos de 1 e reduzir o valores de desvio padrdo e de I1Cso.

Tendo em vista a atividade pouco pronunciada do substituinte OC,Hs, 0 mesmo foi
avaliado em intervalo de concentracdo de 3,75 a 40 uM. Nao foi possivel a determinacao
de concentra¢cdes maiores que 40 UM, devido a solubilidade reduzida do mesmo no meio
de cultivo. Assim, para este caso, a determinacdo dos valores de ICsy foi empregada
fazendo o uso do modelo exponencial, pois o intervalo de pontos obtidos ndo permitiu a
andlise atraves do modelo dose-resposta.

Através da analise do grafico da figura 27, observa-se que todos 0s compostos
avaliados sdo mais ativos que o benznidazol, farmaco padrdo utilizado atualmente na

terapéutica, sendo que somente 0 OC,Hs apresentou-se menos ativo, com valor de 1Csq de
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26,6 UM. Os substituintes que se apresentaram mais ativos foram OCOCH3; e CN, com

valores de ICs iguais a 7,91 uM e 8,19 pM, respectivamente.

30

26,6

20,84

14,25

Valores de 1Csy (WM)

S N T B 4 o

F & LK

TE &
o

Compostos Avaliados

Figura 27: Gréafico que apresenta a comparacdo dos valores de I1Cs, de todos os substituintes da série com o
benznidazol (BZD).

6.4 ESTUDO QUANTITATIVO DE RELACAO ESTRUTURA-
ATIVIDADE EM DUAS DIMENSOES - QSAR-2D

6.4.1 DADOS BIOLOGICOS PARA ESTUDOS DE QSAR

Para a construcdo de um modelo de QSAR valido, é necessario o planejamento de
analogos que apresentem grande variabilidade da atividade bioldgica, ou seja, compostos
com atividade baixa, mediana e alta. Para construcdo de modelos de QSAR com melhor
capacidade preditiva, é necessario que o conjunto de dados de atividade bioldgica
apresente uma faixa de variacdo de 2 unidades logaritmicas (Selassie, 1998).

Para os dados obtidos neste trabalho, através da analise da distribuicdo dos
compostos em funcdo dos valores de poténcia, figura 28, nota-se que todos 0s compostos
estdo contidos em um intervalo inferior a 2 unidades logaritmicas, o que indica que todos

derivados oxadiazolinicos avaliados apresentaram atividade bioldgica equivalentes.
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Figura 28: Grafico de dispersdo da atividade anti-T. cruzi correlacionando poténcia versus compostos

avaliados.

N&o obstante, a busca por parametros fisico-quimicos que se correlacionem com a
atividade biologica é de extrema importancia para o desenvolvimento de analogos mais
promissores. Deste modo, a anélise do comportamento da atividade bioldgica de uma dada
série, em funcdo de parametros fisico-quimicos, é de grande valia para posteriores estudos
de QSAR, mesmo que esta série ndo apresente variabilidade de poténcia adequada para

estudos deste género.
6.4.2 ANALISE DE HANSCH

Para analise de QSAR-2D ou anélise de Hansch foram avaliados 15 compostos com
valores de atividade biologica expressos na forma de ICsg, utilizando a molaridade (M)
como unidade de concentracdo. Todos os valores de 1Csq foram convertidos em poténcia,
Log(1/M). A variavel dependente (atividade bioldgica) foi correlacionada com um e dois
descritores das propriedades fisico-quimicas (variavel independente), que estdo
relacionados com hidrofobicidade, propriedades eletronicas e estereoquimicas. Os
descritores, R e m, expressam os efeitos eletronicos e de ressonancia, respectivamente,
e foram os que apresentaram a melhor correlacdo com a atividade anti-T. cruzi.

A influéncia das propriedades fisico-quimicas, representadas por estes descritores,

no mecanismo de acdo dos derivados 1,3,4-oxadiazolinicos, explica-se pelo fato de que,
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para um farmaco exercer seus efeitos farmacoldgicos, é necessario que primeiro ocorra sua
absorcdo através da membrana plasmatica e, para isso, deve este apresentar
hidrofobicidade adequada. Por outro lado, sabe-se que o mecanismo de acdo de
nitrocompostos, em condi¢cOes aerdbicas, € decorrente da producdo de radical nitro anion,
que reage com 0 oxigénio, formando anions perdxidos, que sdo letais as células do
parasita. O efeito de ressonancia poderia influenciar na estabilizacdo do radical nitro anion
formado, o que poderia tornar os radicais livres produzidos mais ou menos reativos, sendo,
portanto, o efeito de ressonancia aliado com efeito hidrofdébico, propriedades fisico-
quimicas responsaveis por modular a atividade anti-T. cruzi da série dos compostos
avaliados neste trabalho.

Para o conjunto de dados, foram avaliados os modelos linear, parabdlico e bilinear,
sendo que o modelo que apresentou melhor adequacédo foi o0 modelo parabdlico. A seguir,

apresenta-se a equacao 15a e 0s parametros estatisticos para o conjunto dos 15 compostos.

Log (1/C) = + 0,124 (& 0,128)n% - 0,136 (% 0,143)7 + 0,158 (+ 0,203)R + 4,95343 (+
0,081)

(n=015;r=0,667; s=0,101; F = 2,942) 7 4timo= - 0,549 Equacéo 15a

Os parametros estatisticos ruins, obtidos da equacdo 15a, devem-se ao fato da
presenca de um ponto andmalo (outlier), ou seja, um ponto fora da tendéncia dos
compostos da série. Para que uma equacao apresente validade estatistica, todos compostos
devem estar contidos no intervalo de dois desvios padrdo (Kubyini, 1993). O gréafico da
figura 29, que correlaciona a atividade prevista versus a observada apresenta, como ponto
andmalo da série, o etoxi-derivado. Através da analise de residuo, graficos das figuras 30
e 31, que é a diferenca entre o valor da atividade bioldgica observada pela atividade
prevista pelo modelo, pdde-se observar que o etoxi-derivado apresenta valor de residuo

maior que dois desvios padrao.
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Figura 29: Gréfico de relacdo da atividade prevista versus atividade observada.
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Figura 30: Gréfico de residuo versus atividade observada.
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Figura 31: Gréfico de residuo versus atividade prevista.

Subtraindo-se da série o etoxi-derivado, obteve-se 0 modelo referente a equacao

15b, que é apresentada a seguir:

Log (1/C) = + 0,067 (+0,057) n - 0,110 (+0,061) & + 0,034 (+ 0,094) R + 4,99135 (=
0,036)

(n=014; r=0,809; s=0,043; F=6,324) T stimo= - 0,817 Equacéo 15b

Através da eliminacdo do etoxi derivado obteve-se a melhora do modelo obtido;
contudo, este modelo ainda apresenta baixo valor de r. Preconiza-se que o valor de r deve
ser maior que 0,9 para ensaios in vitro e maior que 0,8 para ensaios in vivo (Kubyini,

1993). Os gréficos das figuras 31, 32 e 33 referem-se ao modelo da equacdo 15b.
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Figura 32: Gréfico de relagdo da atividade prevista versus atividade observada referente a equagéo 15b.

A analise da figura 32, bem como das figuras 33 e 34, permite constatar que

trifldormetil-derivado também teve comportamento andmalo quando comparado aos

demais compostos da série, pois apresentou valor de residuo maior que 0,086 (2s), 0 que o

caracterizou como um outlier.
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Figura 33: Gréfico de residuo versus atividade observada referente a equagédo 15b.
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Figura 34: Gréfico de residuo versus atividade prevista referente a equacéo 15b.
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A retirada do trifliormetil-derivado do modelo obtido referente a equacdo 15b

gerou a equacéo 15c¢

, que é apresentada a seguir:

Log (1/C) = + 0,056 (+ 0,033) 7% - 0,089 (+ 0,036) & + 0,069 (+ 0,056) R + 5,001 (+ 0,021)

(n=013;r=0,921; s =0,024; F = 16,888) @ stimo = - 0,798

Equacéo 15c

Atividade Prevista x Observada
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Figura 35: Gréfico de relacdo da atividade prevista versus atividade observada referente a equagdo 15c.
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A figura 38 demonstra de maneira resumida as etapas realizadas para obtencdo do

modelo matematico que apresentou maior significancia estatistica.
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Log(1/C) = + 0,124 (z 0,128}’ 0,136 (£ 0,143)7 + 0,158 (+ 0,203)% +4,95343 ( 0,081)
{n=015;r=0667;5s=0,101;:F =2,942)r .. =- 0.549 Egquaclio 15a

Retirando-se o etoxi-derivado

Log(1/C) = + 0,067 (0,057} 12 - 0,110 (+0.061) 7 + 0,034 (+ 0,094) % + 4,99135 (+ 0,036)
(n=014;r=0,809;5=0,043; F=6,324) 7, =- 0,817 Equagdo 15b

Retirando-se o trifldormetil-derivado

Log(1/C} = + 0,056 ( 0.033) 7 - 0,089 (+ 0,036)w + 0,069 ( 0,056) % + 5,001 (= 0,021)
(n=013:r=0921:5=0,024:F = 16,8881, = - 0,798 Equagéio 15 ¢

Figura 38: Esquema apresentando as etapas para a obten¢do do modelo parabdlico que correlaciona a
atividade anti-T. cruzi com os descritores fisico-quimicos, © ¢ R, para a série 2-[5-nitro-tiofeno-
2-il]-3-acetil-5-[4-fenil-R-substituido]-2,3-diidro-1,3,4-oxadiazolinas.

Para a série dos derivados 1,3,4-oxadiazolinicos, os derivados retirados da analise
de QSAR-2D foram os que apresentaram 0s menores valores de atividade bioldgica. O uso
de ferramentas como QSAR-2D néo permite ampla compreensdo do comportamento dos
derivados retirados da analise, j& que a metodologia utilizada ndo vislumbra as interacoes
em aspectos tridimensionais dos compostos da série com possiveis receptores ou enzimas,
que sao cruciais para o metabolismo do parasita. Ressalta-se também, que para estudos de
QSAR é ideal que haja variacdo de no minimo duas unidades logaritmicas entre os valores
de atividade bioldgica, condicdo que mesmo com o planejamento da série, ndo foi possivel

satisfazer.
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7 CONCLUSOES

Este trabalho consta da sintese e da identificagdo de 22 compostos, incluindo
intermediarios e compostos finais, referentes a série 2-[5-nitro-tiofeno-2-il]-3-acetil-5-[4-
fenil-R-substituido]-2,3-diidro-1,3,4-oxadiazolinas, que apresentou rendimentos sintéticos
moderados. Quanto as estruturas dos compostos sintetizados, estas foram confirmadas
através de anélise espectrométrica de RMN *H e RMN *3C e o teor de pureza foi avaliado

mediante analise elementar CHN e faixa de fusio.

Os compostos mais ativos da série foram os derivados 4-OCOCHj3 (ICso = 7,91 uM)
e 0 4-CN (ICsp= 8,19 uM) e 0s menos ativos, os derivados 4-OC,Hs (ICsp = 26,60 uM) e 0
4-CF; (ICso = 14,25 uM). Ressalta-se que de todos avaliados, somente o derivado 4-OC;,Hs
ndo foi mais ativo que o benznidazol (ICso = 20,84 uM), farmaco utilizado como padrao

nos ensaios bioldgicos.

Frente aos estudos de QSAR-2D, entre os modelos linear, parabolico e bilinear, o
que melhor se adequou ao comportamento da atividade anti-T. cruzi da série de derivados
1,3,4-oxadiazolinicos foi 0 modelo parabdlico. A eliminagdo dos compostos menos ativos
(outlier) da série gerou a equacdo 15c, que apresentou melhor ajuste dos parametros

estatisticos.

Foram identificadas, como propriedades fisico-quimicas responsaveis por modular
a atividade anti-T. cruzi, a hidrofobicidade e o efeito eletronico, expressos pelos descritores

me R, respectivamente.

Para maior compreensdo do comportamento da atividade anti-T. cruzi dos
derivados 1,3,4-oxadiazolinico deve-se ampliar a série com 0 emprego de grupos
protetores, permitindo a sintese dos substituintes situados no terceiro quadrante do
diagrama de Craig (1971). A obtencdo de novos derivados permitird a identificacdo de
compostos com atividade anti-T. cruzi baixa, moderada e alta, possibilitando, desta forma,
0s estudos de QSAR-3D.
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9 ANEXO: ESPECTROS DE RMN 'H E RMN ¥C DA SERIE DE
COMPOSTOS DE DERIVADOS 1,3,4-OXADIAZOLINICOS
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ANEXO A: Espectros de RMN !H da série 2-[5-nitro-tiofeno-2- il]-3-

acetil-5[4-fenil-R-substituidas]-2,3-diidro-1,3,4-oxadiazolinas
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Espectros de RMN *H de [5-nitro-tiofen-2-il]-3-acetil-5-[4-fenil-metoxi]-2,3-diidro-1,3,4-
oxadiazol - solvente: DMSO-dg- padrao de referéncia interna: TMS

RMN 'H (DMSO - ds,300 MHz): § (ppm):8,06 (d,1H,
Hg, J = 4,3), 7,81 (d, 2H, Hisng, J = 8,8 Hz ), 7,53
(s,1H, Hy), 7,45 (d, H7, J = 4,3 Hz), 7,10 (d, 2H, Hige

Hs;C
=0 g J=8,8 Hz), 3,84 (5,3H, OCH3), 2,28 (5,3H, Hz2).
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Espectros de RMN *H de [5-nitro-tiofen-2-il]-3-acetil-5-[4-fenil-propil]-2,3-diidro-1,3,4-
oxadiazol - solvente: DMSO-dg- padrao de referéncia interna: TMS

RMN *H (DMSO - ds,300 MHz): § (ppm):8,06 (d,1H,
Hs, J = 4,3); 7,77 (d, 2H, Hisne, J = 7,4 Hz ), 7,55
(s,1H, Hy), 7,46 (d, Hy, J = 4,2 Hz), 7,36 (d, 2H, Higns
J =73 Hz), 262 (t 2H, CH,, J = 7,4 Hz); 2,28 (s, 3H,

CaHg Hy2); 1,61 (M, 2H, CH,, J = 7,3Hz): 0,89 (t, 3H, CH3, J
15 =173)
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Espectros de RMN *H de [5-nitro-tiofen-2-il]-3-acetil-5-[4-fenil-etil]-2,3-diidro-1,3,4-
oxadiazol - solvente: DMSO-dg- padrao de referéncia interna: TMS

RMN 'H (DMSO - ds,300 MHz): § (ppm):8,07 (d,1H,
Hs, J = 4,3), 7,78 (d, 2H, H15/19, J = 8,2 Hz ), 7,56
(s,1H, Hy), 7,46 (d,1H, H;, J = 4,3 Hz), 7,40 (d, 2H,
Higne, J = 8,1 HZ), 2,69 (m, 2H, CHz, J=75Hz ), 2,29
(s, 3H, Hz), 1,21 (t, 3H, CH3,J = 7,5 Hz).
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Espectros de RMN *H de [5-nitro-tiofen-2-il]-3-acetil-5-[4-fenil-ciano]-2,3-diidro-1,3,4-
oxadiazol - solvente: DMSO-dg- padrao de referéncia interna: TMS

2 RMN H (DMSO - d,300 MHz): § (ppm):8,08 (d, 2H,

Hisno, J = 4,2); 8,02 (s, 3H, Higne € Hg); 7,62 (s,1H,
Ha), 7,51 (d, Hy, J = 4.2 H2); 2,32 (3H, Ha).
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Espectros de RMN *H de [5-nitro-tiofen-2-il]-3-acetil-5-[4-fenil-iodo]-2,3-diidro-1,3,4-
oxadiazol - solvente: DMSO-dg- padrao de referéncia interna: TMS

RMN *H (DMSO - dg,300 MHz): & (ppm):8,05 (d, 1H,
Hs, J = 4,3); 7,92 (d, 2H, Hispg, J = 8,5 Hz ); 7,61 (d,
2H, Higpne, J = 8,5 Hz), 7,55 (s, 1H, Hy), 7,45 (d, H7, J =

. 4,3 Hz), 2,27 (3H, Hyy).
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Espectros de RMN *H de [5-nitro-tiofen-2-il]-3-acetil-5-[4-fenil-cloro]-2,3-diidro-1,3,4-
oxadiazol - solvente: DMSO-dg- padrao de referéncia interna: TMS

RMN 'H (DMSO - ds,300 MHz): § (ppm):8,05 (d,1H,
Hs, J = 4,3); 7,85 (d, 2H, Hispne, J = 8,6 Hz ), 7,60 (d,
2H, Higne J = 8,6 HZ) 7,56 (S,lH, Hz), 7,46 (d, H;, J=
4,3 Hz), 2,27 (3H, Hyy).
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Espectros de RMN *H de [5-nitro-tiofen-2-il]-3-acetil-5-[4-fenil-bromo]-2,3-diidro-1,3,4-
oxadiazol - solvente: DMSO-dg- padrao de referéncia interna: TMS

RMN *H (DMSO - ds,300 MHz): § (ppm):8,01 (d,1H,
Hs, J = 4,3); 7,72 (d, 4H, Hiso € H 1816, J = 2,7 Hz ),

Br 7,52 (s, 1H, Hy); 7,42 (d, Hs, J = 4,3 Hz), 2,23 (3H,
15
6 Ha2).
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Espectros de RMN *H de [5-nitro-tiofen-2-il]-3-acetil-5-[4-fenil-nitro]-2,3-diidro-1,3,4-
oxadiazol - solvente: DMSO-dg- padrao de referéncia interna: TMS
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17 ° Hiens, J = 9,0); 8,11 (d, 2H, Hispg, J = 9,0 Hz ); 8,07
O,N o 6 (d, 1H, Hg J = 4,6 HZ) 7,63 (s,1H, H): 7,52 (d, H7, J =
13
e " 10 /I/\T“ 4,3 Hz); 2,33 (3H, Ha).
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Espectros de RMN *H de [5-nitro-tiofen-2-il]-3-acetil-5-[4-fenil-butoxi]-2,3-diidro-1,3,4-
oxadiazol - solvente: DMSO-dg- padrao de referéncia interna: TMS

RMN *H (DMSO - ds,300 MHz): § (ppm):8,04 (d,1H,
He, J = 4,3); 7,77 (d, 2H, Hisme, J = 8,9 Hz ); 7,51
(S,].H, Hz), 7,42 (d, H7, J= 4,3 HZ), 7,06 (d, 2H, HlSIlG
J = 8,9 Hz); 4,03 (t, 2H, OCHy, J = 6,5 Hz); 2,25
(s,3H, Hy;); 1,70 (m, 2H, CH,, J =7,0); 1,42 (m, CHy, J
=7,4);092 (t, CHs, J = 7,4 H2).
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Espectros de RMN *H de [5-nitro-tiofen-2-il]-3-acetil-5-[4-fenil-etoxi]-2,3-diidro-1,3,4-
oxadiazol - solvente: DMSO-dg- padrao de referéncia interna: TMS

RMN 'H (DMSO - ds,300 MHz): § (ppm):7,99 (d,1H,
Hs, J = 4,3), 7,72 (d, 2H, H15/19, J = 8,9 Hz ), 7,46
(s,1H, Hy); 7,38 (d, Hy, J = 4,3 Hz); 7,00 (d, 2H, Higne

C2Hs0 s J =89 Hz); 404 (m, OCH,, J = 6,9 Hz); 2,21 (3H,
16 Ha2) 1,29 (t, CH3, J = 6,9 Hz).
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Espectros de RMN *H de [5-nitro-tiofen-2-il]-3-acetil-5-[4-fenil-acetoxi]-2,3-diidro-1,3,4-
oxadiazol - solvente: DMSO-dg- padrao de referéncia interna: TMS

RMN 'H (DMSO - ds,300 MHz): & (ppm):8,06 (d,1H,
Hg, J = 4,3), 7,93 (d, 2H, Hiens, J = 8,6 Hz ), 7,57
(S,].H, Hz), 7,48 (d, Hz, J =43 HZ), 7,35 (d, 2H, Hisno
J = 8,6 Hz); 2,32 (6H, Hy; e OCOCHj).
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9.2  ANEXO B: Espectros de RMN *C da série 2-[5-nitro-tiofeno-2- il]-3-acetil-5[4-
fenil-R-substituidas]-2,3-diidro-1,3,4-oxadiazolinas
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Espectros de RMN *C de [5-nitro-tiofen-2-il]-3-acetil-5-[4-fenil-metoxi]-2,3-diidro-1,3,4-
oxadiazol - solvente: DMSO-dg- padrao de referéncia interna: TMS

RMN **C (DMSO-ds, 75 MHz): & (ppm):
167,1 (C20), 162,3 (C17), 154,6 (C5), 151,6
(C6), 146,9 (C9), 131,3 (C8), 129,5 (C7),
128,6 (C15,C19), 127,0 (C14), 1157

HC—q o (C16,C18), 86,6 (C2), 55,5 (OCHs), 21,0
s (C22).
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Espectros de RMN *3C de [5-nitro-tiofen-2-il]-3-acetil-5-[4-fenil-propil]-2,3-diidro-1,3,4-
oxadiazol - solvente: DMSO-dg- padrao de referéncia interna: TMS

RMN C (DMSO - ds, 75 MHz) & (ppm):
, 167,3 (C20), 154,7 (C5), 151,6 (C6), 147,0
18 Y s (C9), 146,8 (C17), 130,0 (Cl4), 129,1
. (C15,19), 127,1 (C8), 126,7 (C16, C18),
C3Ho oG, 120,8 (C7), 86,7 (C2), 37,1 (CH,), 23,7
15
16 /If (CH;), 21,0 (C22), 13.5 (CHs).
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Espectros de RMN *C de [5-nitro-tiofen-2-il]-3-acetil-5-[4-fenil-etil]-2,3-diidro-1,3,4-
oxadiazol - solvente: DMSO-dg- padrao de referéncia interna: TMS

RMN **C (DMSO-ds, 75 MHz): & (ppm):
, 167,2 (C20), 154,6 (C5), 151,6 (C6), 148,5
18 y (C9), 146,8 (C17), 129,4 (Cl4), 1285
; (C15/19), 127,0 (C8), 126,7 (C16, C18),
C.Hs ; s o 120,7 (C7), 86,6 (C2), 282 (CHy),
16 I 21,0(C22), 15,0 (CHs).
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Espectros de RMN **C de [5-nitro-tiofen-2-il]-3-acetil-5-[4-fenil-ciano]-2,3-diidro-1,3,4-
oxadiazol - solvente: DMSO-dg- padrao de referéncia interna: TMS

RMN C (DMSO-ds, 75 MHz): & (ppm):
167,7 (C20), 157,3 (C5), 153,2 (C6), 152,0
(C9), 146,3 (C14), 133,0 (C16,C18), 129,5
(C8), 127,5 (C7), 127,3 (C15,C19), 118,0

N=C s (CN), 114,3 (C17), 87.6 (C2), 21,1 (C22)
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Espectros de RMN **C de [5-nitro-tiofen-2-il]-3-acetil-5-[4-fenil-iodo]-2,3-diidro-1,3,4-
oxadiazol - solvente: DMSO-dg- padrao de referéncia interna: TMS

RMN **C (DMSO-ds, 75 MHz): & (ppm):
167,9 (C20), 154,6 (C5), 152,2 (C6), 147,0
(C9), 1385 (C17), 130,0 (C14), 1288
(C15,C19), 127,7 (C16,C18), 1233 (C8),
100,3 (C7), 87,6 (C2), 21,5 (C22)
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Espectros de RMN *3C de [5-nitro-tiofen-2-il]-3-acetil-5-[4-fenil-cloro]-2,3-diidro-1,3,4-
oxadiazol - solvente: DMSO-dg- padrao de referéncia interna: TMS

RMN **C (DMSO-ds, 75 MHz): & (ppm):
168,0 (C20), 154,2 (C5), 152,2 (C6), 147,0
(C9), 137,4 (C17), 130,0 (C14), 1298
(C15,C19), 128,9 (C16,C18), 127,7 (C8),
122,7 (C7), 87,6 (C2), 21,4 (C22)
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Espectros de RMN *C de [5-nitro-tiofen-2-il]-3-acetil-5-[4-fenil-bromo]-2,3-diidro-1,3,4-
oxadiazol - solvente: DMSO-dg- padrao de referéncia interna: TMS

RMN *C (DMSO-ds, 75 MHz): & (ppm):
167,9 (C20), 154,3 (C5), 152,2 (C6),
147,0 (C9), 132,8 (C16, C18), 130,0
(C14), 129,0 (C15, C19), 127,7 (C8),

Br 5 126,3 (C7), 123,0 (C17), 87,7 (C2), 21,5
10 (C22).
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Espectros de RMN *C de [5-nitro-tiofen-2-il]-3-acetil-5-[4-fenil-nitro]-2,3-diidro-1,3,4-
oxadiazol - solvente: DMSO-dg- padrao de referéncia interna: TMS

19

RMN **C (DMSO-ds, 75 MHz): & (ppm):
167,7 (C20), 153,0 (C5), 152,2 (C6), 149,4
(C9),146,2 (C17), 129,3 (C14), 128,0(C8),
127,2 (C7, C15, C19), 124,1 (C16, C18),

O2N s 87,8(C2), 21,0(C22).
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Espectros de RMN *3C de [5-nitro-tiofen-2-il]-3-acetil-5-[4-fenil-butoxi]-2,3-diidro-1,3,4-
oxadiazol - solvente: DMSO-dg- padrao de referéncia interna: TMS

RMN *C (DMSO-ds, 75 MHz): & (ppm):

167,7 (C20), 162,3 (C17), 155,1 (C5), 152,1

(C6), 147,4 (C9), 130,0 (C8), 129,1 (C7,
C15, C19), 127,5 (C14), 115,6 (C16,C18),

87,0 (C2), 68,1(OCH,), 31,1 (CH,), 21,5
(C22), 19,2 (CH,), 14,1 (CHy).
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Espectros de RMN C de [5-nitro-tiofen-2-il]-3-acetil-5-[4-fenil-etoxi]-2,3-diidro-1,3,4-
oxadiazol - solvente: DMSO-dg- padrao de referéncia interna: TMS

RMN *C (DMSO-ds, 75 MHz): & (ppm):
167,6 (C20), 162,1 (C17), 155,1 (C5), 152,1
(C6), 147,4 (C9), 130,0 (C8), 129,1 (C7),
127,4 (C15,C19), 1157 (C14), 1155
(C16,C18), 87,0 (C2), 64,4 (OCH,), 21,5
(C22), 14,9 (CHs).
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Espectros de RMN *3C de [5-nitro-tiofen-2-il]-3-acetil-5-[4-fenil-acetoxi]-2,3-diidro-
1,3,4-oxadiazol - solvente: DMSO-ds- padréao de referéncia interna: TMS

RMN **C (DMSO-ds, 75 MHz): & (ppm):
168,8 (C20), 167,4 (C=0), 154,0 (C5),
153,3 (C6), 151,7 (C17), 146,6 (C9), 129,4
(C14), 128,2 (C15,C19), 127,1 (C8), 122,8
(C16,C18), 120,8 (C7), 87,0 (C2), 21,0
(C22), 20,8 (CHs).

168.768
167,402
153,990
a— BT
151.700
146,627
129.447
128.173
127.079
122.755
120,810

i T e

170.0 165.0 160.0 155.0 150.0 145.0 140.0 135.0 130.0 125.0 120.0
C£ =] E ~ o Oh W .
= = & g SEgg 5 3 =2
oo o= g [Fa el =] = b =
= EARNG SRR 2 2 ==

S 167402
_—— 153.999
L
\;
AN
129,447
= ,
L

gu L | |

L I - Y Y O
188 173 163 150 138 125 113 100 88 75 63 30 38 25 13 0




