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RESUMO

As viroses e as doencas tumorais causam uma preocupacéao crescente devido a alta
variabilidade genética de seus respectivos agentes causadores, bem como a dificuldade do
tratamento de muitas dessas patologias. O heterociclo pirazina — na forma de seus
derivados, tais como o Favipiravir — apresenta-se como eficiente farmaco antiviral, enquanto
o0 acido hidroxamico suberoilanilida (SAHA) possui grande importancia como agente
antitumoral. Sendo assim, o objetivo do presente trabalho € a obtengdo de hibridos
moleculares — moléculas contendo farmacdéforos de farmacos diferentes pré-existentes —
Pirazina-SAHA e seus analogos, para posterior avaliagdo do seu potencial para as
atividades antiviral ou antitumoral. Para tal, partiu-se do acido pirazinoico e do acido 2-
aminopirazinoico que passaram por esterificagdo para obtencéo de seus respectivos ésteres
metilicos em bons rendimentos. Paralelamente, foi realizada a sintese de diferentes alcoois
alifaticos contendo um grupo funcional carbonilado nas extremidades, como amida,
hidrazida, e acido hidroxamico, obtidos a partir da abertura da valerolactona e caprolactona.
Os compostos foram obtidos em rendimentos que variaram de 88 a 97%. Apos, foram
utilizados na transesterificacdo dos esteres derivados do acido pirazinoico e do acido 2-
aminopirazinoico e os produtos obtidos dessas reacgdes de transesterificacdo, todos inéditos
até o momento, foram devidamente caracterizados via espectrometria de ressonancia
magnética nuclear de hidrogénio (RMN-'H) e de carbono (RMN-'3C). Esses produtos foram
obtidos com rendimentos satisfatorios (56-85%). De acordo com os resultados, todos os
produtos finais do presente trabalho, se enquadram nos 4 parametros do indice de Lipinski
sendo estes muito préximos ao SAHA e ao Favipiravir. Os resultados sugerem que a
lipofilicidade dos produtos finais deste trabalho € consideravelmente proxima a do SAHA e
do Favipiravir, e todos os valores de ClogP calculados para esses compostos foram abaixo
de 5, o que constitui evidéncia de que esses compostos possivelmente podem ser
candidatos a farmacos no futuro.

Palavras-chave: pirazina; acido hidroxamico; hidrazida; hibridos moleculares;, amindlise



ABSTRACT

Virus and tumoral diseases cause a rising concern due to the significant genetic
variability of their respective disease-causing agents, as well as the difficulty in treating many
of those pathologies. The pyrazine heterocycle — in the form of its derivatives, such as
Favipiravir — presents itself as an efficient antiviral drug, whereas hydroxamic acid
suberoilanilide (SAHA) has great importance as an antitumoral agent. Thus, this work’s
objective is to obtain molecular hybrids — molecules containing pharmacophores from
different pre-existing drugs — Pyrazine-SAHA and their analogs, for posterior evaluation of
their potential antiviral and antitumoral activities. To do so, the synthetic route started from
pyrazinoic acid and 2-aminopyrazinoic acid, which went through esterification so that their
respective methyl esters could be obtained in good yield. Concurrently, the synthesis of
different aliphatic alcohols containing a carbonylated functional group in their extremities
such as amides, hydrazides, and hydroxamic acids, obtained by means of aminolysis of
valerolactone and caprolactone. The compounds were obtained in yields ranging from 88 to
97%. In sequence, those were utilized in the transesterification of the esters derived from
pyrazinoic acid and 2-aminopyrazinoic acid, and the products obtained from these reactions,
all inedited in the literature, were thoroughly characterized via nuclear magnetic resonance
spectrometry of hydrogen ('H-NMR) and carbon ("*C-NMR). These products were obtained
with satisfactory yields (56-85%). According to the results obtained, all final products from
this work fit the four parameters of Lipinski’s Rule of 5, with numbers similar to those of SAHA
and Favipiravir. The results suggest that the lipophilicity of this work’s final products is
considerably close to SAHA and Favipiravir, as all of them have ClogP values of less than 5,
which constitutes evidence that these compounds can possibly be good candidates to
become drugs in the future.

Keywords: pyrazine; hydroxamic acid; hydrazide; molecular hybrids; aminolysis.
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1. INTRODUGAO

O virus SARS-CoV-2 (Severe Acute Respiratory Syndrome Coronavirus 2) causou, a
partir de 2019, sendo proveniente da provincia de Wuhan, na China, a pandemia da doenca
denominada COVID-19 (Coronavirus Disease 2019). Essa pandemia se espalhou
rapidamente por todo o pais e em seguida pelo mundo todo, gerando uma situagaéo de
calamidade global que apresentou uma critica ameaca de sobrecarga a sistemas de saude
no mundo todo.™4

A referida pandemia causou 6,8 milhdes de mortes dentre 761 milhdes de casos
confirmados,® o que, além de mudar o comportamento de pessoas e 6rgdos governamentais
ao redor do mundo em termos de cuidados contra agentes infecciosos, também intensificou
a atengao da comunidade cientifica global para as viroses e seus potenciais impactos na
sociedade.®

O farmaco Favipiravir foi extensamente utilizado como antiviral, particularmente no
combate a casos graves de influenza em paises como China e Japao. Esse farmaco age
inibindo uma proteina crucial para a reprodugdo viral dentro da célula da pessoa
contaminada, e essa acao é fortemente dependente da presenca do heterociclo pirazina na
molécula.®

Além disto, o Favipiravir, juntamente com seus analogos e derivados, tem sido muito

testado e investigado no tratamento de diferentes tipos de doengas, sua estrutura denotada

O
F N
T
=
N~ OH

Figura 1: Estrutura molecular do farmaco Favipiravir.

na Figura 1:

De acordo com a literatura, derivados sintéticos contendo o heterociclo pirazina vem
adquirindo posicdo de destaque nos trabalhos de sintese organica visando aplicagao
medicinal, incluindo, porém nao se limitando a derivados do Favipiravir, e assim
conseguindo outras atividades além da antiviral, tais como antibacteriana e mesmo

antitumoral.®
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Uma doenga que rivaliza viroses como a COVID-19 em termos de gravidade e
elevado numero de casos e mortes € o cancer. Essa doenga caracteriza-se por formacgao
de tumores, geralmente internos, malignos e de dificil detec¢ao, que podem se espalhar pela
corrente sanguinea do paciente, potencialmente formando novos tumores em outras regides
do corpo — processo conhecido como metastase — frequentemente sendo fatal se nao for
descoberta em um prazo adequado.”’

Outro farmaco de origem sintética que tem sido muito estudado por apresentar
elevada eficacia, na eliminagdo de células do cancer, mais especificamente no tratamento
de linfoma cutaneo de células T é o Acido Suberoilanilida Hidroxamico (SAHA,

Vorinostat®)8°, A estrutura desse farmaco esta representada na Figura 2.

Figura 2: Estrutura molecular do farmaco SAHA (Vorinostat®).

O SAHA inibe proteinas cruciais para a reproducao das células cancerosas de um
tipo de cancer conhecido como linfoma cutaneo de células T, e isso se deve principalmente
ao grupo funcional acido hidroxadmico presente na extremidade do composto. Tanto o SAHA
como compostos analogos a ele, também contendo grupos funcionais presentes em sua
estrutura como fungdes acido hidroxamico, amidas e também grupos espagadores
lipofilicos, tem sido extensamente investigados quanto a sua atividade biolégica frente a
diferentes tipos de tumores.8°

Como o Favipiravir e o SAHA, e também seus analogos, possuem atividades
farmacoldgicas interessantes pode-se inferir que possivelmente a construcdo de uma
molécula contendo as principais caracteristicas tanto do Favipiravir como do SAHA pode
apresentar atividade biolégica consideravelmente promissora ou até mesmo mais elevada
que os farmacos supracitados individualmente. Assim, uma molécula com essas
caracteristicas poderia ser obtida por meio de um processo chamado hibridizagao molecular,
que consiste em sintetizar uma molécula contendo caracteristicas de ambas as moléculas
de interesse, de modo a obter uma ou mais moléculas contendo caracteristicas de ambas

as anteriores. Esse processo esta ilustrado na Figura 3.1°
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Hibridos Moleculares de Primeira Geragéo

Figura 3: Esquema ilustrativo de um processo de hibridizagdo molecular.’®

Dentro deste contexto, esta dissertacdo aborda a sintese de novos hibridos
pirazinicos, analogos ao Favipiravir e ao SAHA, buscando a obtencdo de um novo farmaco
para o tratamento de doengas causadas por virus, como a COVID-19, e também com
potencial aplicacdo como antitumorais."

Para produgdo dos novos hibridos, € proposta a partir do acido pirazinico com a
inclusdo de uma cadeia espagadora lipofilica com diferentes grupos funcionais amida e
hidrazida e acido hidroxamico. A inser¢cao de cadeias alifaticas longas as moléculas-alvo é
feita com o objetivo de aumentar a permeabilidade do composto na membrana celular e
facilitar a captagdo da molécula por parte da célula.®

E importante também destacar que funcdes organicas importantes como a amida,
muito presentes em diferentes farmacos, estardo presentes nos compostos finais. Esses
também preservam o nucleo pirazinico presente, fazendo com que possa ser formado o
favipiravir ribofuranosil fosfato, espécie ativa na inibicio da RNA polimerase do virus

causador da influenza.?
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2. OBJETIVOS
2.1. Objetivos gerais

Tem-se como objetivo sintetizar e caracterizar compostos hibridos analogos ao
Favipiravir e ao SAHA (Esquema 1), buscando a obtengdo de novos farmacos para

execucgao de atividades biologicas tais como combate a agentes virais e tumores.

H 0 Estudos recentes mostram que &cidos hidroxamicos
N _OH podem potencialmente ejetar ions Zn(ll) presentes nas
N subunidades nsp12, nsp7 e nsp8 do complexo RdRp do
o) H SARS-CoV-2
SAHA (Vorinostat)

Esteres analogos ao o
Favipiravir, que € um N ~
medicamento antiviral com [ HOWN/
agéo in vitro contra o = " H
SARS-CoV-2 2-4a,b

Hibridizacdo Molecular

0 o)
N OWN/R R = H, NH,, OH
[ n N X = H, NH,
b
N~ X

5-Ta,b (X = H)
8-10a,b (X = NH,)
Novos Hibridos Pirazina-SAHA

Esquema 1: Proposta para sintese de novos hibridos da pirazina-SAHA.

3.2. Objetivos especificos
1. Sintetizar intermediarios chaves para reagdes de formagao dos hibridos

moleculares de interesse, conforme o Esquema 2;
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O-valerolactona (n = 1) 0] Aminolise /\M/\/U\ R
e-caprolactona (n = 2) HO n |l:l|

n 2-4a,b
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N N -
[ j/lkOH Esterificagio [ j/lLO
- bz
N7 N
1

a

y

acido pirazoico

0 0
N N -
[ i(lkOH Esterificagdo [ i(lko
= o —
N™ NH N” “NH,

acido
3-aminopirazoico 1b

Esquema 2: Detalhamento da rota sintética para obtencéo e uso dos

intermediarios-chaves para sintese dos produtos finais do presente trabalho.

2. Sintetizar a caracterizar novos hibridos pirazina-SAHA variando o comprimento da
cadeia espacadora alifatica, bem como substituintes no heterociclo e o grupo

funcional carbonilado na extremidade de cada composto (Esquema 3);

O 0 Q 0
Nx o~ + /\(\/)/\/U\ _R Transesterificagéo AN O/\(\%/\/lkN/R
| HOTE N gl o
Pz H Z

N” X 2-4a,b N

5-7a,b (X = H)

1ab 8-10a,b (X = NH,)

R = H, NH,, OH

Esquema 3: Sintese dos produtos finais do presente trabalho.

3. Caracterizar os produtos por meio de RMN-'H, RMN-'3C, Espectroscopia de
Infravermelho com Transformada de Fourier (FT-IR) e Espectrometria de Massas
(MS) de modo a confirmar o sucesso das reacdes realizadas;

4. Determinar o LogP e o indice de Lipinski dos compostos sintetizados, visando sua

aplicagao biolégica.
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3. REFERENCIAL TEORICO

3.1 Derivados pirazinicos e seu papel como agentes antivirais

Conforme discutido anteriormente, a pandemia do COVID-19 foi um evento
importante que afetou profundamente a sociedade como um todo.

O Brasil, por sua vez, foi atingido pela COVID-19 em todo o seu territério, com uma
taxa de letalidade de 18%.'? Esses dados, em conjunto com o elevado niumero de casos
registrados no pais, mostram que a doenga esteve fora de controle, causando sobrecarga
no sistema de saude, que teve problemas para responder adequadamente a alta demanda
durante os momentos de maior disseminagdo da doenga.’®

Mesmo o Brasil possuindo bons grupos de pesquisa, a falta de infraestrutura e
investimento faz com que a importagdo seja necessaria para obter diferentes farmacos,
insumos hospitalares, EPls e demais materiais necessarios ao combate de determinadas
doencas, especialmente a COVID-19 que, além de nao possuir um tratamento eficaz,
sobrecarregou progressivamente o sistema hospitalar brasileiro com numeros cada vez
maiores de infecgdes e mortes. Logo, faz-se necessario o desenvolvimento local de novos
farmacos eficazes o suficiente para o combate a essa doenca, visando aliviar a sobrecarga
causada por ela no sistema de saude e proporcionar maior possibilidade de cura a toda
populacao por ela afetada.*

Tendo em vista que o0 mecanismo de agao do SARS-CoV-2 é conhecido, e que € em
muitos sentidos similar ao SARS-CoV,'#'® varios medicamentos tém sido desenvolvidos,
com diferentes fins especificos, de modo a evitar a entrada do virus nas células, suprimir a
resposta inflamatéria do corpo, dentre outras agbes que possam retardar, suprimir, ou
atenuar, os efeitos da COVID-19. O mecanismo de entrada do virus nas células, bem como

a maneira que os referidos farmacos agem, estéo elucidados na Figura 4."7
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°° i Formagdo de  °{.°o)°
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\ célula
Endocitose \
Liberagéo de RNA Viral \ Sintese de RNA
Favipiravir
= Remdesivir

RNA
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Baricitinib , .
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ﬁ:] Protedlise --
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Poliproteinas RdRps

Lopinavir/Ritonavir

Cloroquina
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Figura 4: Mecanismo de entrada nas células humanas e replicagdo do virus SARS-CoV-2 e
possiveis alvos terapéuticos'”.

Sendo o SARS-CoV e o SARS-CoV-2 geneticamente similares entre si em 82% e
ambos serem pertencentes familia dos B-coronavirus com RNA envelopados,’® as
glicoproteinas spike (S) de ambos contém uma estrutura tridimensional muito similar ao
dominio de interacdo do receptor, e tem 76,5% de identidade nas sequéncias de seus
aminoéacidos.'*'® Esse sitio tem afinidade com o receptor de uma enzima denominada
conversora de angiotensina 2 (ACE2), a qual os seres humanos possuem naturalmente, e
€ usada como sitio de entrada na célula por parte dos virus (Figura 4). Sendo o SARS-CoV-
2 moderadamente diferente de seu antecessor, ele € mais eficiente no reconhecimento da
ACE?2 de seres humanos, o que potencializa a intensidade da doenca por ele causada.’
Sendo assim, para o tratamento da COVID-19, a abordagem-chave é a diminuicao da
expressao da ACE2 ou o bloqueio de seu sitio ativo receptor, assim tornando menos
provavel a entrada do SARS-CoV-2 nas células humanas. Um outro estudo sugere que a
entrada do virus na célula também depende da interacdo das suas glicoproteinas spike (S)
com a serina protease transmembrana tipo Il (TMPRSS2),%° e essa entrada também pode
ser evitada pela inibicdo da fusdo da membrana viral com a membrana celular.?!
Consequentemente, esses sao trés aspectos que devem ser considerados para que seja

desenvolvido um farmaco suficientemente efetivo no tratamento da COVID-19.
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Outra estratégia também eficiente usada para combate a virus € a inibigédo de sua
replicacdo no meio celular usando medicamentos ou combinagdes de medicamentos que
tenham como alvo enzimas tais como proteases, polimerases ou MTases.!”> 22 Testes
clinicos estao sendo executados por meio da administracdo de farmacos como o remdesivir,
favipiravir (1), lopinavir/ritonavir, atazanavir/ritonavir, ribavirina/galidesivir, entre outros,
visando a referida estratégia.® " 2!. 23 Os resultados dessas pesquisas mostraram que o
Favipiravir, farmaco contendo o heterociclo pirazina, possui uma excelente capacidade para
inibir a replicagdo do SARS-CoV-2 in vitro.'® 2427 Entretanto, ensaios clinicos indicam que
suas capacidades antivirais contra a COVID-19 s&o baixas, e ele age apenas reduzindo
suavemente o tempo de UTI (Unidade de Terapia Intensiva) dos pacientes portadores da
doenga em estado grave.??% 28

O SARS-CoV-2 se replica por um processo mediado por um complexo
multissubunidade de copia de genoma e transcrigdo de genes contendo proteinas virais ndo-
estruturais (nsp). O principal componente deste complexo € a RdRp, uma subunidade
catalitica nsp12 da RNA-polimerase dependente de RNA.?3 25 Farmacos como o favipiravir
inibem a RdARp num amplo espectro (Figura 5), sendo primariamente desenvolvidos para o

tratamento de infecgdes pelo virus influenza. 2526

Proteina Spike

o °°° 0
1d Er\lltrada ’_“ RNA 6. Liberagao do Virus
oVirus NoAS
Receptor ACE2K) \ A Inibicdo da interacdo entre

virus e hospedeiro

5. Empacotamento

4. Tradugao e

_‘ Inibigéo da maturacdo do Inibigéo da replicacdo do
@ = Replicagao de
endossomo genoma do RNA RNA
/ RdRp
' Inibicdo da Protease

<Qop 2. Tradugao

*' . o Cadeias Pollpeptldlcas w
(32 o2 ) — Remdesivir
\\ Favipiravir

\ RNA Viral 3. Clivagem da
Protease Viral Protease Viral

Figura 5: Esquema geral de atuagdo do favipiravir na inibigdo da RdRp.?%
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A eficacia de farmacos como o favipiravir depende diretamente de aspectos fisico-
quimicos tais como a estrutura molecular do farmaco, distribuicdo, absorgcéo, excrecao,
metabolismo e mecanismo de acdo. A combinacao das estruturas de medicamentos com
funcdes especificas desejadas constitui um elemento-chave na potencializagdo de
moléculas bioativas, o que pode aprimorar uma atividade antiviral. A combinacdo de
diferentes elementos, presentes em diferentes moléculas, para a criagdo de farmacos
hibridos para o tratamento alternativo de doengas emergentes constitui uma abordagem
com alto potencial de sucesso, para a qual ha necessidade de exploragao em busca de uma
maneira de prover uma resposta rapida para a pandemia causada pela COVID-19.2%-31

O Favipiravir, possuindo uma estrutura relativamente simples com um numero
elevado de fungdes organicas, permite a formacao de hibridos moleculares a partir de seu
grupo amida, que pode ser substituido por uma fungcdo acido carboxilico ou éster,
necessitando apenas de procedimentos classicos e bem consolidados na literatura, tais
como a hidrdlise basica e a esterificagdo. Sendo assim, verifica-se que € possivel e
interessante do ponto de vista do presente projeto o uso do Favipiravir como referencial para
o desenvolvimento de farmacos hibridos que potencialmente possuam uma maior atividade
contra doengas emergentes, tornando possivel a combinagédo de estruturas inibidoras da
RdRp de amplo espectro com outros fragmentos moleculares que desempenhem outras
fungbes de inibigcao de replicagdo viral do SARS-CoV-2. 32-34

O Favipiravir é sintetizado principalmente por meio da metodologia patenteada por
Hara e colaboradores em 2011, que consiste em uma série de reacbes a partir da 2-

aminomalonamida, conforme ilustrado no Esquema 4.

NH,
B
H2NWNH2 __NaOH, glioxal _ [f‘\ _ Br, MeOH _ r\[ f‘\ > POCI,, iPr,NH CI\[N\ CN
T ta4h MeCN ta., 1h PhCl, 100°C, N

2,5h cl

(0]
F N
\[ iElLNHz __ NaOH, H,0, \[ I 1)NaOAc DME F | Ny N __ KF, n-Bu,NBr
= - H.O ) HCI _ ~ PhMe, DMSO,
N o ’ EtOAc H,0 N™ F 60°C, 2,5h

Esquema 4: Rota sintética para obtencao do Favipiravir.

Um aspecto importante da eficacia do Favipiravir como agente inibidor da RdRp é o

heterociclo pirazina. A estrutura e propriedades fisico-quimicas do heterociclo pirazina em
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si sdo bem conhecidas e consolidadas na literatura, tendo em vista que alguns dos derivados
desse heterociclo, principalmente as alquilpirazinas, podem ser obtidas naturalmente a partir
de vegetais e estdo presentes em muitos alimentos, tais como café, vinho, e cereais,
contribuindo com o aroma deles.?’

A primeira metodologia para a sintese desse heterociclo, de autoria de H. Gutknecht,
data de 1879, e consiste na rea¢ao da 2-cloroacetofenona com aménia para obtenc&o da 2-
aminoacetofenona, que entdo sofre condensagao, gerando um heterociclo nitrogenado que,
ao ser oxidado pelo oxigénio presente no ar atmosférico, converte-se no heterociclo pirazina,

tal qual estda demonstrado no Esquema 5.3

0 (0]
©/lk/ol NH3 » ©)K/NH2
H,oN
(o) 2
= + Condensagao
4>
SR El© El©

Esquema 5 : Primeira rota sintética desenvolvida para obtengao do heterociclo pirazina.

O primeiro farmaco derivado da pirazina, a pirazinamida, foi sintetizado em 1936,
embora s6 tenha sido amplamente aplicada como medicamento a partir de 1972. Essa
sintese consiste num processo patenteado que se inicia com a pirazina-2,3-dicarboxamida,
que é convertida em 3-carbamoilpirazina-2-carboxamida por meio de aquecimento em meio
aquoso com hidroxido de sédio e em seguida acidificagdo a frio com acido cloridrico. O
produto obtido entdo € aquecido a 220°C sob atmosfera inerte, causando sua

descarboxilagdo, e assim gerando a pirazinamida, conforme o Esquema 6.3°

0]
N 0
[ \ NH, 1.NaOH, 98°C [ N2, 220°C [ j/u\
N/ NH, 2.HCI, 10°C
O

Esquema 6: Rota sintética para obtencao da pirazinamida.

Aproximadamente a partir dessa época, diversos outros farmacos derivados da

pirazina, com diferentes estruturas, finalidades, e mecanismos de agao, também foram
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desenvolvidos, e a estrutura de alguns deles, juntamente com a prépria pirazinamida, estao

O
[Nj/U\NHZ
~
N

expressas na Figura 9.2°

NH, O NH, Pirazinamida o H
P Antibiético w N N
S Y
~N  Amilorida 0 =
HZN)\( Diurético /©/Meo N

Cl HoN- 4 Sulfametopirazina

\ / Antibidtico
/ \ )
j/ F\[NiEU\NH
7
HO N OH
AC|p|mox Favipiravir

Hlpollpemlante Antiviral

Figura 6: Algumas moléculas derivadas do heterociclo pirazina, com diversas fungdes
dentro da quimica medicinal.

A sintese e uso da pirazinamida foram importantes nao s6 para o entendimento da
importancia do heterociclo pirazina na quimica medicinal, mas também para o avango na
eficacia de tratamentos contra a tuberculose. 3°

A bactéria causadora da tuberculose, conhecida como Mycobacterium tuberculosis,
€ uma bactéria que possui parede celular de composicdo quimica atipica e
consequentemente € resistente a muitos tratamentos, inclusive com antibiéticos nao-
especificos, logo faz-se necessario o uso de medicamentos desenvolvidos especialmente
para combater esse microorganismos e, normalmente, dois medicamentos diferentes sao
administrados no paciente ao mesmo tempo, afim de evitar o desenvolvimento de resisténcia
por parte do microorganismo.39 40

O mecanismo de acao da pirazinamida é seletivo para Micobacterium tuberculosis, e
ela age como um pro-farmaco, pois ao entrar através da parede celular do microorganismo,
€ convertida pela pirazinamidase (PZase) em acido pirazoico, e este por sua vez é

desprotonado no citoplasma e sai da célula na sua forma de pirazinoato. Entretanto, se o
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pH externo estiver baixo o suficiente, ele é protonado novamente, o que faz com que entre
novamente na célula e seja novamente desprotonado. Esse processo causa a acidificagao
progressiva do citoplasma da bactéria e tem diversos efeitos no seu metabolismo, como a
inibicdo de diversas enzimas necessarias a reproducao da célula. Uma representacéo

esquematica desse processo esta denotada na Figura 7:4'

@]
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~——
~—,
_____
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Pzase N
(PnCA) | = COH Perturbacédo da
Conversao N/ energia e fungao da

POA = ~ [POA'] +H* membrana

l \ \ Acidificagcdao do

Proteina Ribossomica (RpsA) itopl
citoplasma

l Sintese deCoA e

- Pantetonato
Trans-tradugéao

Outros Alvos?

Figura 7: Representagdo esquematica do mecanismo de agéo da pirazinamida no

combate a Mycobacterium tuberculosis*!

Outro farmaco importante derivado do heterociclo pirazina, € a amilorida. Esse
farmaco foi sintetizado pela primeira vez em 1967, atua como diurético, e esta na Lista de
Medicamentos Essenciais da Organizagdo Mundial da Saude. Sua sintese esta

demonstrada no Esquema 7.42
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Esquema 7: Rota sintética para obtencédo da amilorida.

Ela atua bloqueando diretamente o canal de sédio epitelial (ENaC), o que diminui a
reabsorg¢ao de sddio nos tubulos contorcidos distais, tubulos conectores, e dutos coletores
dentro dos néfrons do sistema renal, o que culmina na perda de sédio e agua por parte do
corpo, enquanto a excre¢ao de potassio é reduzida, fazendo com que esse farmaco seja
fundamental para pacientes que apresentam hipernatremia (excesso de sddio na corrente
sanguinea). 42

A 4-sulfametopirazina, farmaco também derivado do heterociclo pirazina, age como
antibidtico contra infecgdes urinarias e bronquite bacteriana, por meio da inibicdo da
dihidropteroato sintetase, impedindo que essa enzima sintetize acido folico e assim
enfraquecendo o microorganismo.*?

O acipimox, por sua vez, age como hipolipemiante, ou seja, ele interage com o
receptor de niacina 1, inibindo a lipase de triglicerideos, o que diminui os niveis de colesterol
de baixa densidade no sangue e indiretamente aumenta os niveis de colesterol de alta
densidade, o que é benéfico a saude. A estrutura do acipimox, juntamente com a 4-

sulfametopirazina esta demonstrada na Figura 8.4
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Figura 8: Estruturas do Acipimox e da 4-Sulfametopirazina.
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Pode-se encontrar na literatura outros medicamentos menos utilizados contendo o
heterociclo pirazina em estruturas mais complexas, tal como divulgado no trabalho de
Setyowati e colaboradores. Exemplos das estruturas citadas nesse trabalho estdo na Figura
9. 40
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Figura 9: Estruturas de outros farmacos contendo o heterociclo pirazina.

Dentre essas moléculas, pode-se perceber a diversidade de grupos funcionais,
elementos quimicos, e volumes moleculares utilizados para desenvolver cada um desses
farmacos, o que indica um escopo variado nao apenas para as condigdes que podem ser
tratadas com compostos pirazinicos, mas também para a variedade de radicais utilizados
nas sinteses destas.

Nesse mesmo trabalho, os autores sintetizam sete novas moléculas derivadas desse
heterociclo para investigagdo biologica, embora esta ndo tenha sido realizada até o
momento de publicagdo do trabalho. Essas estruturas, com destaque em vermelho para
uma delas que sera usada como intermediario para obtencao de produtos finais do presente

trabalho, estdo expressas na Figura 10.4°
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Figura 10: Derivados pirazinicos obtidos no trabalho de Setyowati e colaboradores, com

destaque para a molécula utilizada como intermediario na sintese de produtos finais do

presente trabalho.

Outro trabalho relevante, de autoria de Vasconcelos e colaboradores, aborda a
sintese a avaliagao de atividade contra Trypanosoma cruzi de diferentes ésteres pirazinicos,
sendo que um deles constitui um intermediario utilizado na obteng¢ao dos produtos finais da
presente dissertacdo. As estruturas desses ésteres, com a estrutura utilizada no presente

trabalho destacada em vermelho, podem ser encontradas na Figura 11.43

o) O 0
[Nj/lo/ [Nj/u\o/\ [Nj)J\O/\/CI
N/ N/ N/
Figura 11: Estruturas dos ésteres pirazinicos sintetizados e avaliados no trabalho de
Vasconcelos e colaboradores.*?

Por fim, no trabalho de Wati e colaboradores, diversos derivados da pirazinamida
foram sintetizados e avaliados quanto a sua atividade antituberculose, variando o radical

ligado ao nitrogénio da amida, conforme mostra a Figura 12.
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Figura 12 : Estruturas de derivados da pirazinamida observados no trabalho de Wati e
colaboradores.
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De acordo com os resultados de Wati e colaboradores, verificou-se que a substituicdo
de um dos hidrogénios do grupo funcional amida por um radical aromatico aumenta a
atividade biolégica do composto pirazinico, particularmente com o substituinte flior na
posicéo 1,4.44

Novos medicamentos contendo o heterociclo pirazina visando as mais diversas
atividades biolégicas sao divulgados frequentemente na literatura atual, o que indica uma
relevancia dele ndo apenas como parte importante de farmacos empregados na atualidade,
mas também como ponto de partida para producdo de novos farmacos a serem

desenvolvidos para uso futuro.*4

3.2. O cancer e o acido suberoilanilida hidroxamico (SAHA, Vorinostat®)

Conforme comentado anteriormente, o cancer também é uma doenga grave que atrai
a atencgdo por sua complexidade e dificuldade de cura.?

Estima-se que, apenas em 2020, 19,3 milhdes de novos casos de cancer foram
diagnosticados ao todo globalmente. Também nesse ano, registrou-se 9,9 milhdes de
mortes decorrentes diretamente da doenga.?

A complexidade dessa enfermidade consolida-se n&o soé por ser inicialmente discreta,
tendo poucos sintomas, mas também pela dificuldade em encontrar tratamentos que a
atenuem, e pela dificuldade ainda maior em encontrar uma cura definitiva para ela, tendo
em vista que muitas vezes é possivel reduzir muito o tamanho de um tumor, mas qualquer
quantidade de células tumorais sobreviventes, por menor que seja, frequentemente é
suficiente para que o tumor se desenvolva novamente, podendo potencialmente retornar ao
estado de gravidade original ou até mesmo supera-lo.* °

Diversos métodos foram investigados ao longo dos anos para curar essa doenga, tais
como a remogao direta do tumor por meio de cirurgia, ou o ataque as células tumorais por
meio de quimioterapia e radioterapia. Nenhuma das técnicas citadas é totalmente efetiva em
atenuar os efeitos da doenca, e casos de cura total sdo relativamente raros. Sendo assim,
a busca por diferentes maneiras de enfrenta-la tem se mantido como um tépico relevante de
discussao e pesquisa ao longo das ultimas décadas.*

Um composto organico de origem relativamente recente e que apresenta elevada
eficacia na eliminagao de células tumorais, mais especificamente no tratamento de linfoma

cutaneo de células T é o acido suberoilanilida hidroxadmico (SAHA, Vorinostat®)*5: 46,
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Sabe-se, ainda, que o grupo funcional acido hidroxadmico exibe grande afinidade por
ions Zn(ll), logo, no SAHA, a funcao acido hidroxamico é capaz de inibir a enzima histona
deacetilase (HDAC) ejetando o ion Zn(ll) de seu sitio catalitico. Verifica-se na literatura que
o complexo da RdRp contendo as subunidades nsp12, nsp7 e nsp8 também contém os
referidos ions Zn(ll), os quais possivelmente podem ser ejetados pela fungdo acido
hidroxamico e inutilizar a RdRp. Dados recentes mostram, também, que as proteases Mpro
(Main protease) e Plpro (Papain-Like protease) do virus SARS-CoV-2, responsaveis pela
transcrigao e replicagao viral, também contém ions Zn(ll) em determinados sitios dentro de
sua estrutura, que quando ejetados podem interromper o processo de replicagio viral.3! 32

Quanto a sintese do farmaco SAHA, diversas metodologias existem na literatura, com
diferentes rendimentos e abordagens. Um trabalho que agrega as principais rotas sintéticas
para obtencado dessa molécula foi publicado por Gediya e colaboradores em 2005.

Uma das metodologias discutidas nesse trabalho é a abordagem a partir de cloreto

de acido, em etapa unica, utilizando anilina e hidroxilamina, tal como ilustra o Esquema 8.

o H
anilina, KOH NW
C|M0| NHLOH, - ©/ NHOH
O  sAHA

o 15-30%

Esquema 8: Reacéao para obtengcao do SAHA a partir de cloreto de acido.

A principal desvantagem dessa metodologia € o baixo rendimento, o que inviabiliza a
producdo comercial do SAHA e também causa um gasto excessivo de energia por
quantidade de produto obtida.*®

Outro procedimento ja consolidado na literatura para a sintese desse composto
consiste em trés etapas, partindo de um acido carboxilico que reage com a anilina, e em
seguida sofre mais duas reag¢des para obtengao do respectivo éster metilico e em seguida

o acido hidroxamico, conforme ilustra o Esquema 9.4°
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0 H i
HO anilina, KOH _ N\H/\/\/\/U\OH
OH NH,OH, B o

O 190°C, 41%

0 H i
H N ~
N Dowex 50W-X2 0
©/ OH Resina Acidaem o
(@)

MeOH, refluxo, 22h,

94%
. ° f i
|,:|l P NaOMe, NH20H.HCI= \H/\/\/\/U\NHOH
(o) MeOH, t.a., 26h 0 SAHA
o 90%

Esquema 9: Rota sintética para obtencdo do SAHA a partir de acido carboxilico.

Essa rota sintética, que possui rendimento global de 35%, é significativamente mais
eficiente que a anterior, embora contenha mais etapas.*®

Um procedimento ainda mais eficiente mostrado nesse trabalho se da por meio da
obtencdo do anidrido do respectivo diacido carboxilico usado na sintese do SAHA. A
subsequente reagdo com anilina fornece uma molécula similar ao SAHA, porém com um
acido carboxilico na extremidade, que pode ser convertido em acido hidroxamico por meio
de esterificagdo com posterior amindlise por hidroxilamina, o que confere um rendimento

global da rota de 58%, conforme ilustra o Esquema 10.4°

0
HOMOH (CR,C9),0 - anilina, THF,
refluxo, 1h ta. 30 min >
0 90% 949
d 9% ’

H 0 1) CICO,Et, Et,N, H 0
N\H/\/\/\/U\ 0°C. 10 min > N\H/\/\/\)J\
©/ OH " 2) NH,OH, MeOH, ©/ NHOH

O t.a., 155 min O SAHA

64%

Esquema 10: Rota sintética para obtencdo do SAHA por meio de anidrido.

Por fim, o esse trabalho apresenta uma ultima rota sintética, essa proposta pela
primeira vez pelos proprios autores nesse trabalho, mostrando uma rota que parte de uma
molécula que contém acido carboxilico em uma extremidade e éster metilico em outra, e

promovendo a reacdo desta com anilina, alcool butilico, e DCC em DMF. O produto dessa
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reacao entdo, sendo um éster, pode sofrer amindlise por parte da hidroxilamina, o que
proporciona a obtengdo do SAHA com um rendimento global de 89%, conforme demonstra

o Esquema 11.4°

H
0 anilina, HOBt, DCC, _ NWO/
HOWO/ DMF, ta,4h o

88%

o} H Q

KOH, NH,OH.HCI

N - - N\H/\/\/\)J\NHOH
©/ O MeOH, t.a., 26h O  SAHA
o)

Esquema 11: Rota sintética proposta por Gediya e colaboradores para o SAHA.

Um trabalho recente redigido acerca da sintese do SAHA ¢ o de Xie e colaboradores,
publicado em 2015 no periddico Medicinal Chemistry. Nele, uma nova rota sintética é
proposta ndo s6 para o SAHA, mas também para derivados inéditos, com grupos
substituintes no anel aromatico, a serem aferidos em termos de suas atividades biologicas.
A rota consiste em efetuar a reac¢ao entre a anilina — substituida ou n&o - e o acido 8-metoxi-
8-oxooctanoico utilizando hidroxido de boro como catalisador, e posteriormente realizar a
amindlise do composto obtido com hidroxilamina, obtendo os derivados de interesse,

conforme mostra o Esquema 12.%°

R2 (@) . R2 H (0]
N NH, HOWO/ catalisador B(OH),, - N\ N\[(\/\/\/U\O/
RTT + Tolueno, refluxo R/I
1N\ A R (0] 0
2 H
H
N NWO/ __ NH,OH.HCI, KOH, N
P T MeOH,ta. th NHOH
NN~ ) 90%

Esquema 12: Rota sintética para obtengcao do SAHA e compostos analogos propostos por
Xie e colaboradores.

Por fim, no trabalho de Hieu e colaboradores, publicado em 2019, os autores
relataram a obtencédo de diversos compostos analogos ao SAHA contendo o heterociclo
quinazolina, o que verificou-se fazer aumentar a atividade biolégica desejada para inibicao
de enzimas dos microorganismos-alvo. Essas moléculas tem suas estruturas demonstradas

na Figura 13.5
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0 0
N/\/\/\/U\NHOH
- H
|

R@fBJ\ /\/\/\/U\NHOH

Figura 13: Estruturas dos hibridos SAHA-quinazolina.

3.3. Acidos Hidroxamicos no contexto da quimica medicinal

Acidos hidroxamicos podem ser definidos como uma amida que possui um dos
substituintes de seu atomo de nitrogénio como uma hidroxila, o que faz com que possuam
acidez relativamente elevada quando comparados a maioria dos compostos carbonilados,
tais como amida ou hidrazida. A estrutura geral de um acido hidroxamico esta expressa na
Figura 14.4°

Jis
Rj I}J/O\H
R,
R, = H, alquil, aril

R, = H, alquil, aril

Figura 14: Estrutura geral de um acido hidroxamico, com destaque em vermelho para o
préton labil que confere caracteristica acida ao composto.

Uma das atividades bioldgicas usualmente demonstradas por farmacos contendo
acidos hidroxamicos € a atividade antiprotozoario. Um exemplo de farmaco com essas

caracteristicas é a fosmidomicina, cuja estrutura esta apresentada na Figura 15.52

HO_ //O OH

P\/\/N 20
HO

Figura 15: Estrutura da fosmidomicina.
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Esse farmaco foi inicialmente isolado a partir de culturas de bactérias do género
Streptomyces, embora ja seja sintetizada com finalidades de combate a protozoarios, mais
especificamente os protozoarios do género Plasmodium, causadores da malaria.%?

A maneira pela qual a fosmidomicina combate esse microorganismo € a inibigao da
enzima DXP reductoisomerase, uma enzima fundamental na biossintese de isoprendides,
que é um processo vital no metabolismo do protozoario, o que faz com que o crescimento e
reproducao dele seja cessado. Usualmente, a fosmidomicina € administrada juntamente
com um outro farmaco de acgéao diferente, a fim de combater o agente causador da doenga
de duas maneiras diferentes, maximizando a eficacia do tratamento.%?

Além da atividade contra a malaria, a fungcdo organica acido hidroxamico
conhecidamente possui capacidade de quelagao de centros metalicos, particularmente ions
Zn (Il), portanto muitas moléculas contendo esse grupo funcional sao inibidoras de histona
deacetilase, visto que essa enzima possui um ion Zn (ll) em sua estrutura, que fica
completamente inutilizado ao sofrer quelacéo por parte de um acido hidroxamico. Esse tipo
de interagao entre acidos hidroxamicos e ions Zn (ll) de enzimas como a histona deacetilase

esta ilustrado na Figura 16.%

Figura 16: Farmaco contendo acido hidroxamico (SAHA), quelando o ion Zn (ll) da histona
deacetilase. 53

Uma questdo importante a ser verificada, entretanto, € que um farmaco eficaz na
inibicao desse tipo de enzima ndo necessita apenas de um acido hidroxamico em sua
estrutura, mas também de outras partes igualmente importantes, tendo em vista que é
necessario que ele primeiramente entre na célula de interesse e acesse o centro da enzima,
que € uma molécula consideravelmente volumosa.®3

Sendo assim, grande parte do escopo do uso de acidos hidroxdmicos pode ser
atribuido ao SAHA e seus derivados, tendo em vista que a estrutura geral desse farmaco é
excepcionalmente eficiente ndo sé na quelacao de ions Zn (llI), mas também na sua entrada
dentro das células cancerosas e no acesso do farmaco ao centro da proteina de interesse.®?

Além da funcdo acido hidroxamico, normalmente chamada de “parte ligante a

metais”, que tem a funcdo de penetrar afundo em proteinas de células tumorais para
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interagir com os mencionados ions Zn(ll), o SAHA também é constituido por mais duas
partes fundamentais: o anel aromatico, e seu grupo espacador alifatico.*?

O anel aromatico, por vezes também chamado de “grupo envelopante”, tem por
objetivo facilitar a entrada do farmaco na célula, tornando-o mais reconhecivel por ela. O
grupo espagador alifatico, também conhecido como “tunel hidrofébico”, tem por objetivo
facilitar o contato do grupo acido hidroxamico com o centro da RdRp, tendo em vista que
possui um volume infimo comparado a proteina e mesmo as demais partes do SAHA.4% A

estrutura geral de um composto considerado analogo ao SAHA esta presente na Figura 17.

Grupo envelopante
Ex: um ou mais anéis
aromaticos

Grupo ligante a metais

Ex: 4c. hidroxamico ou outro
grupo funcional carbonilado

Tunel Hidrofébico

Ex: cadeia alifatica,
ramificada ou ndo

Figura 17: Estrutura geral de um composto analogo ao SAHA.

Todas as trés partes da molécula ja foram estudadas extensivamente e multiplos
estudos focando em modifica-las de modo a aumentar a eficiéncia da molécula como um
todo, embora o tunel hidrofébico tenha sido menos comentado quando comparado com as
demais partes do farmaco.*®

A modificagdo da estrutura de farmacos existentes para criar derivados com o
objetivo de aumentar sua eficiéncia contra uma determinada doenga é relativamente comum
na literatura.*?

Conforme comentado anteriormente, é possivel obter derivados de um determinado
farmaco por meio da reagao dele com outra molécula (ou parte de molécula) que apresenta
atividade bioldgica. Esse tipo de derivatizagao recebe o nome de hibridizagdo molecular, o
que gera derivados chamados hibridos moleculares.*®

Diversas moléculas com diferentes niveis de semelhanga com o SAHA ja foram
desenvolvidas, e muitas delas ja sdo empregadas como agentes antitumorais ou até mesmo

com outras finalidades dentro da quimica medicinal, conforme mostra a Figura 18.54
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Belinostat

Figura 18: Estrutura de acidos hidroxamicos ja usados comercialmente como inibidores de
histona deacetilase.

Além de compostos ja consolidados no mercado como farmacos para tratamento de
cancer por meio de inibicdo de histona deacetilase, outros compostos vém sendo
sintetizados e publicados regularmente na literatura atual. Cita-se como exemplo o trabalho
de Choi e colaboradores, que em 2012 publicou a sintese e avaliagdo de atividade bioldgica

de diversos compostos, que estdo demonstrados na Figura 19.%°

0 S
NMNHOH
H 0

X
A Y NH, 0
I|\/Nj/\ Hmn O\NJV\/%(NHOH
0 . R O
0
NJ\v/\/\AH,NHOH
s O R
LG |
N 6
H

/ o)

NHOH

MeO
R = Me, Ph.

Figura 19: Outras moléculas analogas ao SAHA que também apresentam atividade contra
células cancerosas. *°
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Nesse estudo em particular, observou-se a influéncia n&do s6 do tipo de grupo
envelopante presente em cada molécula, mas também a influéncia de substituintes ligados
ao tunel hidrofébico em diferentes posi¢des. Foi constatado que, substituicbes em diferentes
posicdes do tunel hidrofobico, geram maior seletividade do farmaco quanto a qual tipo de
célula sera afetada por ele, nesse caso fazendo com que ele seja mais seletivo para tipos
de cancer mais especificos.>®

Sendo assim, verifica-se a importancia ndo s6 dos acidos hidroxamicos e do SAHA
na quimica medicinal, mas também da constante investigacdo de versdes modificadas
desses compostos, a fim de constatar se sdo mais efetivos contra diferentes tipos de
cancer.49. %

A literatura aborda, também, no contexto da quimica medicinal e compostos
derivados do SAHA, moléculas que nado possuem acido hidroxadmico em sua estrutura,
entretanto servem para fins similares e possuem partes de estrutura semelhantes ao
SAHA .56

Um trabalho que desenvolveu moléculas dessa natureza foi publicado por Cai e
colaboradores 2015, o qual sintetizou e caracterizou trés séries de derivados do SAHA,

sendo que duas delas nao possuem acido hidroxamico em sua estrutura, tal qual demonstra

0
R
— N

-0

)
— }\I’O H

NH,

O

N-O

a Figura 20.%¢

Figura 20: Estruturas das séries de compostos analogos ao SAHA sintetizados por Cai e
colaboradores.%

Os compostos foram avaliados em termos de sua atividade bioldgica e apresentaram
atividade semelhante ou ligeiramente superior ao SAHA quanto a inibicdo de enzimas
bacterianas, o que indica que a presenga do grupo funcional acido hidroxadmico nao €&

primordial para obteng&o de atividade bioldgica em todos os casos.%®
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3.4. Amidas no Contexto da Quimica Medicinal

Amidas caracterizam-se como compostos quimicos de formula geral R,E(=0)xNRz2,
em que n e x podem ser 1 ou 2, E € um dentre varios possiveis elementos quimicos, e R
representa um ligante organico ou um atomo de hidrogénio. Algumas estruturas gerais de

amidas estdo explicitas na Figura 21.57

)OJ\ o R—P. R
RN RNR < N7
[ [ R |
R R R
Carboxamida Sulfonamida Fosforamida
R = H, alquil

Figura 21: Estruturas gerais de diferentes tipos de amida.

Dentre as amidas apresentadas, destacam-se as amidas organicas, também
conhecidas como carboxamidas, tendo em vista que estas possuem procedimento
simplificado de sintese (tipicamente por meio de amindlise de ésteres usando uma amina
primaria ou secundaria, ou aménia), e também por sua estabilidade, visto que uma vez
formada uma amida, é consideravelmente improvavel que a reacao reversa ocorra, clivando
a amida e restaurando os reagentes.%®

A referida estabilidade se deve ao valor de comprimento de ligagdo C-N (147 pm) em
relacéo a ligagcdo C=0 (123 pm). Essas duas liga¢des tém distancias consideravelmente
proximas se comparadas a outros tipos de ligagéo, tais como C-CI (177 pm), o que faz com
que a ressonancia seja mais efetiva. Além disso, diferentemente de muitos outros elementos
quimicos, o nitrogénio possui par de elétrons livre suficientemente disponivel para contribuir

com a ressonancia, conforme ilustrado na Figura 22.58

Figura 22: Estruturas candnicas de ressonancia de carboxamidas.



38

Além de serem fundamentalmente estaveis e com procedimentos de sintese bem
consolidados na literatura, as amidas sdo de elevado interesse na quimica medicinal,
possuindo potencial atividade antitumoral, antibiotica, analgésica, e/ou antipsicotica, por

exemplo, conforme exemplificado na Figura 23.5°

N
H
N\n/
(@]
T
Paracetamol
Analgésico
Imatinibe
Antitumoral

0, 0 O (

oG R Ry

? 3 /——OH
Tiaprida Penicillna
Antipsicotico Antibidtico

Figura 23: Estruturas quimicas de compostos contendo carboxamidas que apresentam
atividade bioldgica.

Os mecanismos de acao dessas moléculas sao diversos. A titulo de exemplo, tem-se
o Paracetamol, que ao entrar na corrente sanguinea, sofre desacetilagdo no figado, sendo
convertido em p-aminofenol, que por sua vez consegue acessar a substancia cinzenta
periaquedutal, onde é convertida em n-araquidonoilfenolamina, composto que é capaz de
acessar o caminho descendente de serotonina, que € o principal processo cerebral
responsavel por atenuacao da dor. Um esquema mais detalhado sobre esse mecanismo de

acao esta disposto na Figura 24.%°
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Figura 24: Mecanismo de agdo do Paracetamol.®°

Outro exemplo de farmaco importante que contém o grupo funcional amida é a
penicilina. Considerado um dos primeiros antibioticos a ser desenvolvido, esse farmaco
possui diversas variantes com diferentes substituintes na posicdo a-carbonila do grupo

funcional amida, tal como ilustrado na Figura 25.6
OH

Y, %yiH%?ﬂﬂ

Penicilina V Penicilina X Penicilina G

Figura 25: Exemplos de variantes do farmaco Penicilina.

O mecanismo de acdo de todas as variantes da Penicilina é consideravelmente
similar, sendo que os diferentes substituintes, em geral, possuem a fungéo de facilitar a
entrada do farmaco em diferentes cepas de bactéria que eventualmente possam ter
desenvolvido resisténcia a ele. °'

Uma vez dentro da célula, o mecanismo de agao da Penicilina inicia-se com o farmaco
ligando-se a enzima transpeptidase da bactéria, o que impede que essa enzima de exercer
sua funcéao de ligar diferentes moléculas de peptidoglicanos, de modo a sintetizar a parede

celular do microorganismo. Isso faz com que a parede celular existente se enfraquega e
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rompa, sem que a bactéria consiga repara-la eficientemente, o que leva a bactéria a morte,

tal qual ilustrado na Figura 26. %2

Cadeia de Polissacarideos

' Penicilina

Peptideo

:

DD-Transpeptidase

DD-Transpeptidase Ativa ;
Desativada

Cadeia de Polissacarideos

Figura 26: Mecanismo de agdo da Penicilina.®?

Logo, o uso de amidas para sintese de compostos com potencial atividade biolégica
se faz relevante, tendo em vista que muitos medicamentos com diferentes fins e
desenvolvidos em momentos diferentes possuem carboxamidas como parte fundamental de

sua estrutura.60-62

3.5. Hidrazidas no Contexto da Quimica Medicinal

Hidrazidas sdo compostos quimicos com a féormula geral R,E(=0O)xNRNR2, e sao
consideravelmente similares as amidas no sentido de possuirem um determinado elemento
quimico ligado a oxigénio e nitrogénio, porém, diferentemente das amidas, as hidrazidas
possuem uma ligacdo N-N, resultando em uma molécula mais longa e volumosa. A Figura

27 mostra exemplos de hidrazidas.%3

j\ E % R—P E
RTONTOR RNV R S ONTTOR
R ) R R
Carboxihidrazida  Sulfonil Hidrazida  Fosforil Hidrazida

R = H, alquil

Figura 27: Exemplos de estruturas de diferentes tipos de hidrazidas.
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Dentre os tipos abordados, destacam-se as carboxihidrazidas, ou hidrazidas
organicas, que sao as que possuem carbono como elemento ligado ao oxigénio e
nitrogénio, pois estas também, assim como as carboxamidas, possuem larga aplicagéao
como farmacos com diferentes tipos de efeitos no corpo humano, tal como esta

demonstrado na Figura 28.54

) N~

(0]
/
NH
/ \ Ho
N H H

Isoniazida

; Isocarboxazida
Furazolidona Antibidtico

Antibiotico Antidepressivo

Fenilpiracetama-hidrazida
Anticonvulsionante

Figura 28: Exemplos de farmacos contendo o grupo funcional hidrazida.

Dentre as moléculas apresentadas na Figura 28, destaca-se a isoniazida como um
dos farmacos mais utilizados em pacientes, tendo em vista que possui agéo eficaz contra
bactérias do género Mycobacterium, assim como a pirazinamida, ja discutida
anteriormente.%*

A isoniazida age de maneira diferente, porém complementar, a pirazinamida, atuando
primariamente inibindo uma enzima chamada Redutase de Proteinas Carregadora de Enoill
e Acil (InhA), criando uma ligagcéo covalente com seu cofator NAD, o que faz com que seja
cessada a producdo de acidos micdlicos, que sdo essenciais para que essa bactéria
construa sua parede celular, o que culmina numa parede celular cada vez mais fraca, que
eventualmente se rompe e causa a morte do microorganismo. Uma representacao

esquematica desse mecanismo esta presente na Figura 29.54
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Interior da Bactéria

Metabdlito Ativo

Formacao de Ligacao Covalente com a InhA

Inibicdo da Sintese de Acidos Micdlicos

Figura 29: Representagao esquematica do mecanismo de agéo da Isoniazida dentro da
célula de bactérias do género Mycobacterium.

Outro farmaco importante contendo o grupo funcional hidrazida é a isocarboxazida,
que age como antidepressivo, e € especialmente usado quando outros antidepressivos nao
foram capazes de reduzir os sintomas do paciente.®®

Esse farmaco age por meio da inibicdo de enzimas chamadas de monoamina
oxidases (MAOs), presentes no cérebro, coragao e figado. Normalmente um excesso de
atividade de MAOs em algum local do corpo pode diminuir a quantidade de monoaminas,
tais como serotonina, epinefrina, e norepinefrina, o que pode causar sintomas de depressao.
A isocarboxazida se liga irreversivelmente a essas enzimas, fazendo com que os niveis de

monoaminas no corpo do paciente retornem ao normal. %
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

A estratégia empregada no presente trabalho para obtengdo dos produtos finais de
interesse inicia-se por meio da abertura dos compostos &-valerolactona e e-caprolactona
com diferentes nucledfilos hidrogenados, de modo a obter os respectivos alcoois.

Em seguida, a partir dos reagentes comerciais acido pirazoico e acido 3-
aminopirazoico, realiza-se o processo de esterificagdo com metanol para obtengdo dos
respectivos ésteres metilicos.

Por fim, obtém-se os produtos finais por meio de transesterificacdo entre os ésteres
metilicos e os alcoois obtidos inicialmente, observando-se os pormenores de cada uma das

moléculas, conforme explicitado na secdo de Materiais e Métodos.

4.1.Sintese dos compostos 2-4a,b:

A sintese desses compostos foi realizada a partir da adicdo de nucledfilos
nitrogenados a lactonas utilizando metodologias descritas na literatura para insergao da
funcdo acido hidroxadmico, amida, ou hidrazida proposta, preparando assim o0s
intermediarios que servirdao para obtencéo dos produtos finais do presente projeto. Para tal,
foram utilizadas reagdes explicitadas no Esquema 13. Todos os intermediarios dessa parte
foram sintetizados contendo cadeias de 5 ou 6 carbonos com uma hidroxila terminal,
realizada a partir da abertura de lactonas de 6 e 7 membros, &-valerolactona e e-
caprolactona, respectivamente. As reagcbdes de abertura foram realizadas na presenca de
solugdo aquosa de hidroxido de amoénio, hidrato de hidrazina em refluxo, e cloridrato de

hidroxilamina e hidréxido de potassio, respectivamente.5®
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Esquema 13: Sintese dos intermediarios 2-4a,b a partir de lactonas, com n = 1 para os

compostos “a” e 2 para os compostos “b”.

Uma relagdo mais detalhada das reacdes, especificada individualmente para cada

um dos seis intermediarios do Esquema 13, esta apresentada abaixo, na Tabela 1.

Tabela 1: Condi¢cbes Reacionais detalhadas para sintese dos produtos 2a,b, 3a,b, e 4a,b.

filtrados a O-valerolactona.

Entrada | Lactona Condic¢o6es reacionais Produto Rend.
1 0 NH4+OH a 22%. Temperatura HO\/\/\H/NH2 97%
i‘\)o ambiente por 24h, sendo o meio O
ocasionalmente saturado com 2a
NH3
2 o NH4+OH a 22%. Temperatura HO/\/\/\H/NHZ 95%
@ ambiente por 24h, sendo o meio o)
ocasionalmente saturado com 2b
NH3
3 0 Metanol e hidrato de hidrazina HO H 88%
i‘\)o (30% de excesso molar). Refluxo \/\/\[o]/ “NH,
por 24h. 3a
4 o Metanol e hidrato de hidrazina H 87%
@ (30% de excesso molar). Refluxo Ho/\/\/\g/ “NH,
por 24h. 3b
5 © KOH e NH20H.HCI metanol em HO H 90%
i‘;O banho de gelo por 30 minutos e \/\/\[c])/ “OH
em seguida filtra-se. Adigdo do 4a
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Agitacéo a temperatura ambiente

filtrados a e-caprolactona.
Agitacao a temperatura ambiente
por 18h.

por 18h.
6 O KOH e NH20H.HCI metanol em H 92%
@ banho de gelo por 30 minutos e Ho/\/\/\g/ “OH
em seguida filtra-se. Adicdo do

Pode-se perceber, da tabela apresentada, que em geral os seis compostos discutidos

apresentaram rendimentos relativamente altos, e isso se deve a natureza das reacgoes

executadas, que sao clivagens de ésteres com nucledfilos nitrogenados, em procedimentos

de aminolise.%®

Todos os compostos sintetizados presentes na Tabela 1 ja foram publicados na

literatura em algum momento. A caracterizagdo desses compostos referente a sintese que

foi feita no presente trabalho foi realizada por meio de analises de RMN de 'H e '°C e FTIR

e é mostrada a seguir.

4.2. Caracterizagao do composto 2a:

Assim, o composto 2a, derivado da abertura da d-valerolactona, foi sintetizado e seus

espectros de RMN-'H e RMN-'3C estdo apresentados nas Figuras 30 e 31,

respectivamente:
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Figura 30: Espectro de RMN-"H (200 MHz DMSO-ds) do composto 2a

Percebe-se a presenca de dois singletos com deslocamentos quimicos de 7,27 e 6,23
ppm, que provavelmente constituem atomos de hidrogénio labeis do grupo funcional amida
do composto (NH2). Mais a direita, em 3,37 ppm, existe um tripleto referente aos atomos de
hidrogénio ligados ao atomo de carbono 1, enquanto o tripleto em 2,03 ppm pode ser
atribuido aos atomos de hidrogénio ligados ao atomo de carbono 4. Por fim, o multipleto em
1,43 ppm representa os demais atomos de hidrogénio das metilenas remanescentes do
composto. Considera-se esse espectro como totalmente correspondente ao produto
desejado, tendo em vista que a literatura mostra que a lactona de partida possui um tripleto
em torno de 4,4 ppm, tipico de atomos de hidrogénio de uma metilena proxima a um grupo

funcional éster, algo que esta totalmente ausente no espectro aqui apresentado.
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Figura 31: Espectro de RMN-"3C (200 MHz, DMSO-ds) do Composto 2a.

Observa-se a partir da Figura 31, por semelhante modo a Figura 30, que a amostra
analisada possui sinais compativeis com a estrutura do composto 2a, tendo em vista que se
observa um sinal em 175 ppm — regido compativel com carbonos situados em carbonilas de
amida —, um sinal em 60 ppm, que é compativel com carbono de alcool primario, e sinais
em 35, 32, e 22 ppm, que sao compativeis com carbonos de metilenas, como os que existem
na parte central da molécula apresentada. Logo, existem evidéncias suficientes do sucesso
da reacao realizada. Por semelhante modo, os demais intermediarios 2b, 3a,b e 4a,b foram

sintetizados utilizando os métodos explanados na segao experimental do presente relatorio.

4.3. Caracterizagcao do Composto 3a

O composto 3a, também derivado da abertura da &-valerolactona, foi obtido e
caracterizado, e seus espectros de RMN-'"H e RMN-13C estao presentes nas Figuras 32 e

33, respectivamente:
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Figura 32: Espectro de RMN-'H (200 MHz, D20) do composto 3a.

O referido composto possui um tripleto em 3,58 ppm, com integracédo relativa
consistente com dois atomos de hidrogénio, e esse deslocamento quimico € compativel com
atomos de hidrogénio em posig¢ao a-hidroxila de alcoois, e é distante da regido entre 4 e 4,5
ppm usualmente associada a metilenas em posigdo a-oxigénio de ésteres, o que consiste
em uma das principais evidéncias do sucesso da reagao realizada, tendo em vista que este
€ um sinal incompativel com a &-valerolactona, reagente a partir do qual o composto 3a foi
obtido.

Além disso, tem-se outro tripleto em 2,21 ppm, em posig¢ao consistente com o par de
atomos de hidrogénio em posi¢ao a-carbonila do grupo funcional hidrazida. Por fim, tem-se
um multipleto em 1,64 ppm que consiste em quatro atomos de hidrogénio no centro da
molécula que, por estarem mais afastados dos atomos mais eletronegativos dela,
encontram-se mais blindados e consequentemente apresentam um deslocamento quimico

relativamente baixo.
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Figura 33: Espectro RMN-13C (50 MHz, DMSO-des) do composto 3a.

Percebe-se do espectro presente na figura que o composto possui cinco atomos de
carbono distintos, o que é consistente com o que se espera para estrutura apresentada.
Além disso, o sinal em 173,73 ppm é condizente com atomos de carbono carbonilicos que
fazem parte de grupos funcionais amida ou hidrazida.

Os demais atomos de carbono dessa molécula encontram-se abaixo de 65 ppm, o
que condiz com a estrutura apresentada, por ser uma regido de deslocamento quimico de
carbonos que constituem metilenas. O sinal em 61,16 ppm é préprio de grupos CH2 de
alcoois, enquanto que os demais, com deslocamentos quimicos abaixo de 40 ppm, séo
consistentes com metilenas relativamente distantes de atomos mais eletronegativos, o que

leva a conclusdo de que o composto 3a esta presente na amostra analisada.

4.4. Caracterizagao do Composto 4b

O composto 4b sintetizado no presente trabalho, € um exemplo de alcool derivado da
g-caprolactona contendo o grupo funcional acido hidroxamico. Seus espectros de RMN-'H

e RMN-'3C estdo presentes nas Figuras 34 e 35.
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Figura 34: Espectro de RMN-'H (200 MHz, D20) do composto 4b.

Percebe-se que o espectro da Figura 34 apresenta um tripleto em 3,60 ppm,
consistente com atomos de hidrogénio em metilenas em posi¢ao a-hidroxila de alcoois, além
de outro tripleto em 2,19 ppm, o que sugere um par de atomos de hidrogénio em posigao a-
carbonila do acido hidroxamico e, por fim, tem-se dois multipletos proximos em 1,58 ppm e
1,35 ppm, que sao compativeis com atomos de hidrogénio ligados a metilenas distantes de
atomos mais eletronegativos.

Por fim, outra evidéncia da presenga do composto 4b é a integracdo que, na
proporgao em que se apresenta (2:1,91:6,31) € compativel com a proporgéao tedrica (2:2:6)
para o composto 4b, tendo em vista que este € derivado da e-caprolactona, um composto

que contém seis atomos de carbono em sua estrutura.
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Figura 35: Espectro de RMN-'3C do composto 4b (50 MHz, DMSO-ds).

Observa-se, em 171,67 ppm, um sinal referente ao carbono carbonilico do acido
hidroxamico, enquanto em 61,58 ppm tem-se o carbono na posicéo a-hidroxila do alcool. Os
quatro demais atomos de carbono, referentes as demais metilenas do composto, estéo

presentes na regiao entre 33 e 24 ppm, tal qual indica a regiao ampliada da Figura 35.

4.5. Sintese dos esteres pirazinicos 1ae 1b

O pirazinoato de metila (1a) foi sintetizado a partir do acido pirazindico conforme
explicito no Esquema 14, de uma maneira analoga a realizada por Fernandes e

colaboradores.%”

e) @)
N
N on SOCl, o~
| - [
N7 MeOH, refluxo N

Esquema 14: Reacao de obtencdo do Composto 1a a partir do acido pirazindico.
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O acido pirazinoico é insoluvel na maioria dos solventes conhecidos, inclusive
metanol, o que torna particularmente complexa a sua utilizagdo como material de partida em
reagdes organicas. Diversos métodos de esterificagdo usando catalizadores acidos de
Bronsted foram testados para sua esterificagdo tanto com metanol e etanol diretamente,
entretanto para formagéo do éster metilico o método apresentado no Esquema 14 foi o
unico que apresentou bom rendimento no qual observou-se o consumo total do material de
partida levando ao produto isolado 1a em 78% de rendimento na forma de um solido de cor

marrom.

O método envolveu o aquecimento do acido pirazinoico em refluxo com metanol e
10% de excesso molar de cloreto de tionila destilado (SOCIz2), que, sendo uma espécie
quimica altamente reativa e eficiente ao reagir com acidos carboxilicos formou in situ o
cloreto de pirazinoila, conforme demonstrado com equagdo e mecanismo reacional no
Esquema 15. Em seguida, o metanol presente, também em excesso, no meio reacional,

prontamente ataca o cloreto de pirazinoila formado, de modo a obter o composto 1a.68

0 (@]
N socl X al
[ Sy~ TOH 2 [ +80, ,*+ HCI

— =

Y
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Esquema 15: Mecanismo reacional de obtengao do composto 1a a partir a formagéao do
cloreto de pirazinoila.®®

A concentracdo relativamente elevada de HCI que se forma no meio reacional faz
com que parte do composto 1a seja isolado na forma de cloridrato de pirazinoato de metila,
ao evaporar-se toda a fase liquida do meio reacional. Logo, faz-se necessario agitar o solido
obtido em uma solug&o aquosa saturada de bicarbonato de sddio, e posteriormente realizar
uma extracao liquido-liquido com cloroférmio, de modo a obter, na fase organica, o éster de
interesse em sua forma livre, que pode ser isolado no estado sélido por meio de evaporagao

do solvente.

O composto 1a, apds o procedimento de purificagao, foi analisado por meio de RMN-

'H, e seu espectro esta apresentado na Figura 36.
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Figura 36: Espectro de RMN-'H (CDCI3, 200 MHz) do Composto 1a.

Percebe-se a presenga do composto 1a na amostra analisada devido a presencga dos
sinais aromaticos em 9,32 e 8,77 ppm, bem como o sinal da metila proxima a carbonila, cujo
sinal aparece em 4,05 ppm. E importante ressaltar que, conforme mencionado
anteriormente, o material de partida para essa reag¢ao, o acido pirazinoico, é insoluvel em
cloroférmio e na maioria dos solventes conhecidos, logo, a alta solubilidade do material
obtido constitui também uma forte evidéncia do sucesso da reagdo. Em seguida, apresenta-

se a caracterizagdo desse mesmo composto por RMN-'3C na Figura 37.
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Figura 37: Espectro de RMN-'3C (CDCls, 200 MHz) do Composto 1a.

Observa-se, a partir da Figura 37, um sinal em 164 ppm, compativel com o ambiente
quimico de carbonilas de ésteres, bem como quatro sinais muito proximos entre 143 e 147
ppm, 0 que sugere a existéncia de atomos de carbono de anéis aromaticos
consideravelmente semelhantes entre si, embora ndo idénticos. E, por fim, um sinal em 53
ppm compativel com uma metila ligada a atomo de elevada eletronegatividade. Todas as
caracteristicas citadas de ambos o0s espectros denotam que a amostra analisada contém o

Composto 1a em elevado grau de pureza.

Diferentemente do composto 1a, o composto 1b (3-aminopirazina-2-carboxilato de
metila) foi sintetizado por meio de esterificagdo de Fischer, conforme proposto por Ellingson

e colaboradores*?. Esse procedimento esta ilustrado no Esquema 16:

0] O
N H,SO,, MeOH N -
[ ﬁ e | fo
e
N/ NH, t.a., 48h N NH,

Esquema 16: Reacao para a sintese do composto 1b.5°
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A reagéao se deu pela dissolugao do material de partida (acido 3-aminopirazoico) em
metanol a 0°C, e em seguida o gotejamento durante 15 minutos de uma quantidade catalitica
de acido sulfurico concentrado. Ao final do gotejamento, elevou-se a temperatura da reagao
a 25°C, e esta foi mantida sob agitagdo durante 48 horas. Ao final desse periodo, o meio
reacional foi concentrado, e em seguida adicionou-se uma solugdo aquosa saturada de
carbonato de sédio, até que o pH da solugéo chegue a 7. O composto 1b foi entao isolado
por meio de filtracdo e secagem ao ar, e foi obtido com rendimento de 82% na forma de um

solido marrom. Esse produto foi submetido a analise de RMN-'H, conforme denotado na

Figura 38.
g 8 5
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Figura 38: Espectro de RMN-'H (200 MHz, CDCI3) do composto 1b

Os sinais observados em 8,23 e 8,04 ppm sdao compativeis com os atomos de
hidrogénio aromaticos do composto 1b, enquanto o sinal em 4,02 ppm € compativel com os
trés atomos de hidrogénio da metila do éster, que estdo ambos no mesmo ambiente quimico.
A proporcao das integrais desses trés sinais (1:0,89:3,25) é consideravelmente proxima a
ideal (1:1:3) para o numero de atomos de hidrogénio ndo-labeis dessa molécula. A Figura

39 mostra o espectro de RMN-'3C para o referido composto.
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Figura 39: Espectro de RMN-'3C (50 MHz, CDCl3s) do composto 1b.

Percebe-se a presenca do sinal de carbonila de éster do composto em torno de
166,72 ppm, embora este esteja em baixa intensidade. E possivel observar também a
presencga de quatro sinais referentes a carbonos de anel aromatico, na regido entre 155 e
124 ppm e, por fim, um sinal referente a metila de éster em 52,9 ppm, o que indica a

presenca do composto 1b.

4.6. Sintese dos compostos 5-8a,b:

Visando a obtencao dos produtos finais, ainda inéditos na literatura, foi realizada a
partir da transesterificacdo dos compostos 1a e 1b na presencga dos alcoois 2-3a,b de modo

a se obter os compostos 5-8a,b respectivamente (ver Esquema 1).

Apos diferentes tentativas, com diferentes métodos classicos, para realizacdo da
transesterificagao para obtencao dos produtos finais do presente trabalho, apenas a reagao
usando triazabiciclodeceno (TBD) foi bem-sucedida. Essa abordagem foi iniciada apds
extensa analise da literatura em relacido a compostos que podem potencialmente catalisar
reacdes de transesterificacdo, e assim o TBD destacou-se em muitos artigos —

particularmente nos trabalhos de Pratt3¢ e colaboradores, e de Sabot’® e colaboradores -
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como um catalisador brando de amindlises e esterificagcdes que tipicamente é utilizado em

reacgOes livres de solvente. A estrutura do TBD esta apresentada na Figura 40.7°

e

Figura 40: Estrutura do triazabiciclodeceno (TBD)

Tendo em vista que o TBD possui dois atomos de nitrogénio em posi¢des proximas,
e um atomo de hidrogénio ligado a um deles, existe um sitio ligeiramente mais nucleofilico
(atomo de nitrogénio nado-ligado a hidrogénio, logo contendo um par de elétrons livre
exposto) proximo a um sitio ligeiramente mais eletrofilico (préton labil ligado ao nitrogénio
ao lado), o que faz com que o TBD seja eficiente em aproximar adequadamente os
reagentes para uma reacgao de transesterificagdo, sem que tenha um potencial oxidante
excessivamente elevado, como € o caso de outros catalisadores comumente empregados
em reacdes de transesterificacdo, tais como o acido sulfurico. Sendo assim, o TBD foi
escolhido como catalisador de todas as reacgbes finais do presente trabalho, obtendo
consideravel sucesso nas reagoes testadas, conforme sera apresentado a seguir. As etapas

de reacgéo referentes a acao desse catalisador estdo demonstradas no Esquema 17.71
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Esquema 17: Proposta de etapas de catalise da transesterificagdo com TBD.”"

O Esquema 18 mostra a equagéao geral de obtengao de todos os compostos finais

isolados neste trabalho.

o 0 0
? TBD N R
N _ R S OWN'
(e ety T gy
NZ>x NT X

100°C, 18h
= 5a,b (X=R=H)
= 2a,b (R=H
1a (X = H) a (_ ) 60 (X2 H. R = NH,)
1b (X = NH,) 3a,b (R =NH,) B B
4a,b (R = OH) 7a,b (X = H, R = OH)

8a,b (X = NH,, R=H)
Esquema 18: Reacao de obtengdo dos compostos finais do presente trabalho (n = 1, 2).

Em seguida, na Tabela 2, explicita-se resumidamente as condigdes reacionais e
informacgdes gerais de sintese dos compostos finais mencionados anteriormente.

Como se pode inferir da tabela 2, os compostos finais 5a, 5b, 6a, 6b, e 8b foram
sintetizados, purificados, e caracterizados com rendimentos satisfatorios. Apesar de terem
sido observados sinais da formagédo do composto 8a (Tabela 2, entrada 7) nos espectros

RMN do extrato bruto da reacéo este composto ndo pode ser isolado de forma pura. O maior
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problema encontrado foi a alta polaridade e baixa solubilidade dos compostos em solventes

organicos.

Para os compostos isolados até o presente momento, todos inéditos na literatura, o
processo de obtencdo empregado foi fundamentalmente igual, com pequenas alteragdes
entre os trés, discutidas em suas respectivas subsecdes. Em geral, uma determinada
quantidade do composto 1a ou 1b foi colocada em um tubo com rosca selado na presenga
dos alcoois 2-3a,b. Em seguida, adicionou-se uma quantidade correspondente a 30% em
mol de triazabiciclodeceno (TBD) como catalisador da reagdo, em relagdo ao composto 1a
ou 1b. Apds, o meio reacional € mantido sob agitagdo por 18 h a 100 °C, e por fim foi
submetido a um tratamento de purificagao especifico para cada composto. Ressalta-se que
a reacgao foi feita sem a necessidade de solvente, tendo em vista que na temperatura
reacional tem-se uma fase liquida homogénea composta pelos trés compostos adicionados

ao tubo. Em seguida, apresenta-se a caracterizagado dos produtos finais obtidos.



Tabela 2: Condi¢des reacionais e rendimentos da sintese dos produtos do presente
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trabalho.
Entrada Alcool Condigoes Produto Rend.
Reacionais
1 HO\/\/\H/NHz 0 O 82%
o [Nj/u\o/\/\/u\NHz
2a N
5a
2 NH; O 85%
HO/\/\/\H/ N N
0 [ 0T
2b NG O
5b
3 0 O O 56%
HO/\/\/U\H/NHZ [N\ O/\/\)LH/NHZ
3a Ester 1a, 30% N
em mol de 6a
TBD, 100 °C S
4 N por 18 h 0 H 70%
HO/\/\/\H/ NH, N\ O/\/\/\H/N\NHz
o) - 5
3b N
6b
5 0 o) o N.D.
Ho/\/\/U\N/OH AN O/\/\/U\N/OH
H | H
4a N
7a
6 O © H N.D.
HO\/\/\/U\H/OH [N\ O/\/\/\H/N\OH
= 0]
4b N
7b
7 HO\/\/\H/NHZ @ O N.D.
2a Ester 1b, 30% N7 NH,
em mol de 8a
N TBD, 100 °C o 5
8 HO/\\//\V/\Tf 2 por 18 h 78%
] POt
2b N7 NH, ©
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4.7. Caracterizagao dos Compostos Finais

O composto 5b, obtido a partir do composto 2b, foi caracterizado por RMN-'H,
conforme mostra a Figura 41.
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Figura 41: Espectro de RMN-"H do composto 5b (CDCl3, 400MHz)

Percebe-se que, semelhantemente ao espectro de RMN-'H do Composto 1a, existem
sinais referentes a atomos de hidrogénio ligados a anéis aromaticos, desta vez com um
deslocamento quimico ligeiramente diferente, em 9,29 e 8,78 e 8,71 ppm, existem também
dois singletos largos, em 5,94 e 5,65 ppm, referentes aos atomos de hidrogénio do grupo
funcional amida presente no composto (CONH2).

A cadeia alifatica do composto gera um tripleto em 4,43 ppm, ambiente quimico tipico
de metilenas ligadas a atomos de oxigénio de ésteres, como € o caso no composto
analisado. Observa-se também, em 2,25 ppm, um novo tripleto correspondente aos atomos
de hidrogénio da metilena mais préxima do grupo funcional amida do composto.

Por fim, observa-se trés multipletos em 1,84, 1,71 e 1,48 ppm que correspondem aos
demais atomos de hidrogénio presentes na molécula, que se encontram no meio da cadeia

alifatica, e consequentemente possuem ambiente quimico muito similar uns aos outros.
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Em seguida, a Figura 42 apresenta o espectro de RMN-"3C do mesmo composto.
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Figura 42: Espectro de RMN-'3C do composto 5b.

Pelo numero de sinais presentes no espectro, pode-se inferir que a quantidade de
atomos de carbono (11) é compativel com a estrutura apresentada, sendo o carbono
carbonilico de amida presente em 175,43 ppm, o carbono carbonilico de éster em 163,84
ppm, os quatro atomos de carbono do anel pirazinico de 143 a 147 ppm, e por fim os
carbonos alifaticos abaixo de 67 ppm, conforme discriminado na prépria figura.

Em seguida, apresenta-se a caracterizagcdo por FTIR do composto 5b em

comparagao ao composto 2b, conforme a Figura 43.

13
1,05
B 1““‘"'\# Composto 2b i
0,95 ™ Compasto 5b {
ou&\';3 | W |
0,8 LY |
0,75 L |
0,7 \ |
0,65 \ I
0,6 I |
0,55 ' |
0,5 \ |
0,45 \ |
0,4 \ ‘

Absorbincia

\
0,35 ™~
0.3 y e (BRI I
0,25 \ e \~ ~——— g s
0,2 N / f \
) ; y \ / S |
e '~y A / \ PR o’ rF\ o \“‘ i
’ 0 i Vbl mtn s LA ~ / wof v v e

4000 3800 3600 3400 3200 3000 2800 2600 2400 2200 2000 1800 1600 1400 1200 1000 800 600 400
Nimero de Onda (em-1)

Figura 43: Espectros de FTIR dos compostos 5b e 2b.
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Percebe-se um encurtamento da banda em torno de 6300 cm-" por parte do composto
5b em relagdo ao composto 2b, evidenciando que a banda de estiramento de ligacédo O-H
de alcool ndo esta mais presente no produto esterificado. Verifica-se, também, em torno de
1600 cm', que o composto 5b possui duas bandas de estiramento de ligagdo C=0 de
carbonila, enquanto o composto 2b possui apenas uma. Por fim, a presen¢a de bandas de
estiramento de ligagdo C=C de anéis aromaticos em torno de 1400 cm-' também evidencia
a formacao do composto 5h.

O composto 6b, que contém o grupo funcional hidrazida, tem sua caracterizagéo por

RMN-"H expressa na Figura 44:
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Figura 44: Espectro de RMN-'H do composto 6b (200 MHz, DMSO-ds).

Nesse espectro, observa-se trés sinais de hidrogénios aromaticos entre 9,16 ppm e
8,77 ppm, um sinal de hidrogénios de metilena proxima de éster em 4,41 ppm, e sinais
referentes a mais oito hidrogénios alifaticos abaixo de 2,17 ppm.

Em seguida, demonstra-se a caracterizagdo desse composto por RMN-"3C por meio
da Figura 45.
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Figura 45: Espectro de RMN-'3C do composto 6b (50 MHz, DMSO-ds)

Nesse espectro, percebe-se que além do numero compativel de atomos de carbono
(11), existem dois carbonos carbonilicos referentes aos grupos funcionais hidrazida e éster,
em 171,59 ppm e 162,58 ppm, respectivamente, além de quatro sinais aromaticos entre 150
e 143 ppm, e cinco sinais de carbonos alifaticos abaixo de 61 ppm.

Finalmente, a Figura 46 mostra os espectros de infravermelho dos compostos 3b e

6b, a fim de que sejam analisados comparativamente:
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Figura 46: Espectros de FTIR dos compostos 3b e 6b.
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Observa-se duas bandas em torno de 1650 cm™ no espectro do composto 6b,
indicando a presencga de uma carbonila de hidrazida e uma carbonila de éster. Além disso,
o espectro do composto 6b possui bandas em torno de 1100 cm' referentes a estiramento
de ligagao C-O de ésteres, e ndo possui a banda extensa referente ao estiramento de ligagao
O-H de alcool acima de 3000 cm-', contrariamente ao composto 3b.

Quanto ao composto 8b, este tem seu espectro de RMN-'H demonstrado na Figura
47.
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Figura 47: Espectro de RMN-'H do composto 8b (DMSO-ds, 200 MHz)

Este espectro €& consideravelmente semelhante ao do composto 5b, sendo as
principais diferencas a auséncia de um terceiro sinal aromatico em torno de 7,8 ppm, e a
presenca de um simpleto referente ao grupo amino do anel aromatico, presente em 6,71
ppm.

Os sinais em 8,26 ppm e 7,92 ppm constituem os sinais aromaticos desse composto,
enquanto em 4,26 ppm tem-se um tripleto referente aos atomos de hidrogénio mais préximos
do gruo funcional éster, e finalmente tem-se os sinais abaixo de 2 ppm que constituem os

atomos de hidrogénio das demais metilenas do composto.
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Essa molécula também foi caracterizada por RMN-"3C, conforme mostra a Figura

48.
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Figura 48: Espectro de RMN-"3C do composto 8b (DMSO-ds, 50 MHz)

Novamente observa-se uma quantidade de atomos de carbono compativel com a
molécula analisada (11), sendo as carbonilas de amida e de éster em 177,49 ppm e 169,41
ppm, respectivamente, tem-se quatro sinais aromaticos entre 160 e 125 ppm, e por fim tem-
se as metilenas do composto abaixo de 61 ppm.

Particularmente no tocante da sintese dos compostos 7a e 7b (Tabela 2, entradas 5
e 6) foi observado no meio reacional, apds a adigao do TBD, a formagéo de um sdlido que
provavelmente pela presenga do grupo acido hidroxamico presente no substrato 4a-b pode
ter reagido com o TBD através de uma reacao acido base. Assim, diversas tentativas de
sintese foram efetuadas utilizando o composto 4b evitando o uso do TBD ou outras bases
no meio reacional para sintese de 7b. Embora nenhum desses procedimentos tenha
culminado na obtencéo do produto de interesse puro isolado, a partir de cada um deles foi

observado diferentes propor¢cdes com baixa conversdo no produto. O resumo de todos
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esses procedimentos estda na Tabela 3. Apesar de terem sido observados sinais da

formagdo dos composto 7b, em alguns casos nos espectros RMN do extrato bruto da

reacao, este composto nao pode ser isolado de forma pura. O maior problema encontrado

foi a alta polaridade e solubilidade dos compostos em solventes organicos.

Tabela 3: Condi¢cbes Reacionais usadas para sintese dos derivados do acido hidroxamico.

Entrada | Reagente Condi¢oes Reacionais Observagoes
Utilizado
1 1,1 eq. 4b, sem solvente, 100°C, 18h. Produto ndo observado
2 o 1,1 eq. 4b, 0,1 eq. H2SO4, MeOH, 18h, | Produto ndo observado
N -
[ j)J\O refluxo
3 N7 1,1 eq. 4b, 0,1 eq. H2SO4, MeCN, 18h, Produto nao observado
refluxo
4 1. 1,1 eq. SOCI2, CH2Cl2, 3h, refluxo. | Produto ndo observado.
2. 1,1 eq. 4b, CH2Clz, 18h, refluxo. | |0do O cloreto de acido
formado se converteu
novamente em acido
carboxilico.
5 1,1 eq. 4b, 0,1 eq. NH2SO3H, MeCN, Produto ndo observado
18h, refluxo
6 1,1 eq. 4b, 0,3 eq. NH2SO3H, MeOH, Produto nao observado
18h, refluxo
7 o 1,1 eq. 4b, 0,3 eq. NH2SO3H, MeCN, Produto ndo observado
Nj/U\OH 18h, refluxo
8 [N/ 1,1 eq. de EDC, 0,1 eq. de DMAP, 1,1 Produto nao observado.
eq. 4b, MeCN, 18h, 40°C Baixa solubllldade.dos
regentes no meio
reacional
9 1. 0,1 eq. de DMAP, 1,1 eq. 4b, 15 min, | Produto observado em
ta maior quantidade,
h porém nao pdde ser
2. Adicao lenta de 1,1 eq. DCC, 18h, separado do DCU.
t.a.
10 1,1 eq. de DCC, 0,1 eq. de DMAP, DMF, Produto observado,
o porém nao pdde ser
1,1eq. 4b, 18h, 40°C separado do DCU.
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1 1,1 eq. de DCC, 0,1 eq. de DMAP, Produto observado,

o porém ndo péde ser
MeCN, 1,1 eq. 4b, 18h 40°C separado do DCU.

12 1,1 eq. de DCC, 0,1 eq. de DMAP, Produto observado,

porém nao pode ser
CH2Cl2, 1,1 eq. 4b, 18h refluxo separado do DCU.

Embora alguns compostos propostos ndo tenham sido isolados até o momento,
principalmente devido a alta polaridade destes que dificultou a interagdo destes no meio
reacional, mesmo com solventes polares, e também a purificagdo apos a reagao, tem-se
como objetivo isola-los e caracteriza-los futuramente dando continuidade ao
desenvolvimento desta linha de pesquisa.

A titulo de exemplo, traz-se a Figura 49, na qual tem-se o resultado de uma reagao
conforme as condi¢cbes da entrada 9 da Tabela 3, e observa-se a formacao de 7b pela
presenca do sinal em 4,42 ppm referente a formacédo do produto de transesterificacdo em
quantidade consideravel, porém em meio a uma certa quantidade de impurezas que até o

presente momento nao puderam ser separadas do composto.
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Figura 49: Espectro de RMN-'H do composto 7b (200 MHz, CDCls)

Observa-se nesse espectro sinais referentes a hidrogénios aromaticos em 9,31 ppm

e 8,75 ppm, bem como o sinal referente a metilena do grupo funcional éster, em 4,42 ppm,
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0 que indica que uma quantidade consideravel do produto de interesse foi formada durante

a reacao.

4.8. Determinagio do Logaritmo do Coeficiente de Particdo (CLogP) e indice de

Lipinski para os Compostos Sintetizados

O coeficiente de particao octanol/agua (P) para uma determinada molécula organica,
normalmente usado especificamente para farmacos ou moléculas com potencial aplicagao
como farmacos, € uma constante que consiste na razdo de concentragdes de um
determinado composto em uma mistura de dois solventes imisciveis em equilibrio, e esta
relacionado com a solubilidade da molécula em cada um dos solventes, e
consequentemente com a lipofilicidade do composto analisado. Esse coeficiente é calculado

conforme mostra a Equagao 1:

P= I:A]Octanol
[A]Agua

Equacao 1: Calculo do coeficiente de particdo de uma molécula hipotética “A”.

Tendo em vista que frequentemente o valor de P difere muito entre diferentes
farmacos, e consequentemente precisa ser expresso em notacao cientifica, tem-se como

pratica comum a utilizagdo do logaritmo de P, dado pela Equagao 2.

Equacao 2: Formula para calculo de Log P de uma molécula hipotética “A”.

Em quimica medicinal, muitas vezes utiliza-se uma versédo aprimorada de log P,
chamada de CLogP, ou Log P fragmentario. Esse método de calculo de Log P, obtido por
meio de calculos computacionais em softwares partir da soma de um termo relacionado ao
volume molecular e outro termo relacionado a interagdes intermoleculares, é determinado
estatisticamente, de modo analogo ao log P, porém incluindo parametrizagdes tais como

efeitos eletronicos e estéricos, o que resulta em valores mais precisos, tendo em vista que
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nele as moléculas sao consideradas como atomos dispostos de maneira especifica no
espaco, e ndo apenas como se fossem monoatémicas, como em Log P.

O software utilizado para calcular CLogP na presente dissertacdo foi o CS
ChemOffice Ultra 12.0 (CambridgeSoft, Cambridge, MA, EUA).

Outro parametro importante em quimica medicinal que é relacionado com CLogP € o
indice de Lipinski, ou Regra de 5 de Lipinski. Nele, para que um farmaco seja administrado

oralmente, sua estrutura ndo pode desobedecer mais do que uma das seguintes regras:

¢ Nao ter mais do que 5 doadores de ligagdes de hidrogénio;
e Na&o ter mais do que 10 aceptores de ligagdes de hidrogénio;
e Ter massa abaixo de 500 Da;

e Ter um coeficiente de particdo octanol/agua maior do que 5.

Embora existam excec¢des a Regra de 5 de Lipinski, tais como os macrolideos e os
peptideos, o fato de que uma nova molécula com potencial atividade biolégica seguir essa
regra consiste em uma evidéncia positiva de que possivelmente a molécula estudada possa
ser administrada oralmente em um paciente com sucesso. Os dados relevantes para essa
avaliagao estao presentes na Tabela 4.

Como se pode inferir da tabela 4, todos os produtos finais do presente trabalho, assim
como o SAHA e o Favipiravir, se enquadram em todos os 4 parametros do indice de Lipinski.
Destaca-se também que todos os produtos finais obtidos possuem ClogP significativamente
menor que os do SAHA e do Favipiravir, o0 que sugere que possivelmente sua administracao
oral seja mais facil, visto que algumas fontes da literatura sugerem que um ClogP inferior a
5 é suficiente, porém outras citam ClogP inferior a 3 como mais adequado, e os compostos
obtidos no presente trabalho apresentam numeros significativamente menores que esses.

Por fim, percebe-se um numero muito semelhante de aceptores e doadores de
ligacdo de hidrogénio entre o SAHA e o Favipiravir, que possuem 5 e 6 aceptores
respectivamente, e os compostos obtidos neste trabalho, sendo 7 aceptores para todos os
produtos exceto 5a e 5b, que possuem 6 aceptores, numeros esses que sao proximos dos
farmacos citados.

Quanto a doadores de ligagéo de hidrogénio, tem-se produtos com 2, 3, e 4 doadores,
enquanto tanto o SAHA quanto o Favipiravir possuem 3, o que indica quantias de prétons

labeis muito proximas entre todos os compostos.
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De acordo com os valores de LogP dentre os compostos sintetizados a amida 5b, 6b
e 8a estdo proximos ao SAHA e o Favipiravir, comparada a todos os outros derivados.

Os resultados sugerem que a lipofilicidade do Favipiravir, SAHA, e todos os produtos
finais deste trabalho sdo consideravelmente proximos e dentro da faixa de lipofilicidade
esperada <5, o que constitui evidéncia de que esses compostos possivelmente podem ser
usados como farmacos e administrados por via oral futuramente, assim que testes

farmacolégicos forem concluidos em trabalhos futuros.
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Tabela 4: VValores de parametros do indice de Lipinski para os produtos finais deste

Entrad Produto CLog P Peso Doadores | Aceptores
a molecula | de ligagoe | de ligagoe
r (Da) sdeH sdeH
1 @ 0 - 223,22 2 6
[Nj)k o~y | 142339
N/ 5a
2 0 - 237,25 2 6
Nj/u\o/\/\/\n/NHz 0,89438
[N/ 5b (0] 5
3 0 o) - 238,24 3 7
N A g~ A NH: | 1,36238
[ — 6a H
N
4 0 H - 252,26 3 7
| AN O/\/\/\H/N\NHZ 0,83335
/ 6b (@] S
5 - 239,22 2 7
[ j)k /\/\)k 1,60739
6 - 253,25 2 7
[ j)k W\[f | 1.07839
7 - 238,24 4 7
[ l)k /\/\)L 0,69164
1
NH2
8 - 252,26 4 7
/\/\/\n/ 0,16264
[ 1
NH,
9 0,989 264,32 3 5
NH WA/\/\)J\N,OF
SN :
SAHA (Vorinostat)
10 0,7186 157,10 3 6

O
F N
T
=
N OH

Favipiravir

trabalho.
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5. CONCLUSOES

De acordo com os objetivos foi possivel sintetizar hibridos, inéditos contendo anéis
pirazinicos e as fungdes amida e hidrazida analogos ao SAHA e ao Favipiravir.

Os compostos contendo as fungdes amida e hidrazida foram sintetizados a partir dos
ésteres obtidos do acido pirazinoico e do acido 2-aminopirazinoico e de alcoois alifaticos
espacgadoras contendo cadeias de 4 a 6 carbonos.

Inicialmente, os diferentes alcoois alifaticos foram obtidos a partir da abertura da
valerolactona e caprolactona em rendimentos que variaram de 88 a 97%, contendo grupos
funcionais amida, hidrazida, e acido hidroxamico.

Os alcoois foram utilizados na transesterificacdo dos ésteres derivados do acido
pirazinoico e do acido 2-aminopirazinoico na presenga de TBD para obtengao dos hibridos,
analogos ao SAHA de ao Favipiravir, com rendimentos de 56-85%.

Entretanto, devido a baixa solubilidade em solventes orgénicos comuns e alta
polaridade dos compostos derivados do acido hidroxamico os hibridos contendo grupo acido
hidroxdmico nao puderam ser isolados e purificados de forma satisfatéria.

Visando buscar informag¢des importantes em relagdo a aplicagdo farmacologica o
indice de Lipinski dos compostos obtidos no presente trabalho, assim como o SAHA e o
Favipiravir, foram determinados. De acordo com os resultados conclui-se que todos se
enquadraram em todos os 4 parametros de Lipinski.

Os produtos obtidos apresentaram CLogP significativamente menor que os do SAHA
e do Favipiravir, e inferior a 5 0 que sugere que possivelmente sua administragao oral seja
viavel. Além disto, foram observados um numero muito semelhante de aceptores e doadores
e aceptores de ligagao de hidrogénio ao SAHA e o Favipiravir. De acordo com os valores de
LogP dentre os compostos sintetizados a amida 5b, 6b e 8a estdo proximos ao SAHA e o
Favipiravir, comparada a todos os outros derivados, e que com os testes farmacologicos

estes poderao ser futuros candidatos a farmacos antiviral e antitumoral.
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6. PERSPECTIVAS

Este trabalho foi o primeiro projeto do grupo a investigar a sintese de derivados
pirazinicos com diferentes grupos funcionais analogos ao SAHA e ao Favipiravir.

De acordo com os objetivos, o maior desafio enfrentado foi a baixa solubilidade e alta
polaridade dos compostos derivados do acido hidroxamico para a sintese dos compostos
hibridos contendo grupo acido hidroxdmico, analogos ao SAHA, que ndo puderam ser
isolados e purificados de forma satisfatoria.

Assim, visando contornar este problema e adequar os compostos 0 mais proximo ao
indice de Lipinski do SAHA e do Favipiravir, como perspectivas futuras é proposta a sintese
dos derivados contendo grupo acido hidroxamico por meio da inser¢cdo de uma cadeia
lipofilica maior (com o objetivo de aumentar a solubilidade dos produtos finais em solventes
organicos), mais longa, com n =6 e 7, a inclusao de grupos lipofilicos no anel aromatico e a
substituicdo de atomos de oxigénio na estrutura por atomos de nitrogénio. Esta variagao
estrutural pode ser realizada de acordo com planejamento e em fun¢do da disponibilidade

dos materiais de partida.
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Figura 50: Proposta para sintese de novos hibridos da pirazina-SAHA.

7. MATERIAIS E METODOS

Os produtos obtidos foram caracterizados por ressonancia magnética nuclear de
hidrogénio e carbono, e futuramente também serdo caracterizados por espectrometria de
massas e espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier. As analises de
RMN-'"H e RMN-'3C foram realizadas no espectrometro Bruker DPX 200 (4,7 T), onde
indicado 200 MHz, e no espectrobmetro Bruker Avance 400 (9,4 T), onde indicado 400 MHz,
sempre utilizando cloroférmio e dimetilsulfoxido deuterados, bem como 6xido de deutério, a
depender do composto em questédo, todos na presencga de tetrametilsilano (TMS) como
padrao de referéncia para os deslocamentos quimicos.

Os pontos de fusao foram obtidos em um equipamento Ponto de Fusdo Digital
Fisatom modelo 431D, enquanto as analises de FTIR foram feitas com um espectrémetro
de infravermelho com transformada de Fourier modelo Bruker PMA 50, em analises feitas

por meio de pastilha de brometo de potassio.
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7.2. Procedimento para a sintese dos intermediarios 2a-b:

A um baldo de fundo redondo em banho de gelo a aproximadamente 0°C adiciona-se
1g (0,998 mmol de d-valerolactona para o composto 2a, e 0,876 mmol de e-caprolactona
para o composto 2b), e 10 mL de uma solugdo aquosa de hidroxido de amdnio a 22%. A
solugao resultante foi agitada por dez minutos, e entdo saturada com aménia gasosa com o
auxilio da aplicagc&o de calor a um frasco Schlenk contendo a mesma solugéo de hidréxido
de amébnio, gerando aménia gasosa que foi borbulhada na solucdo através de uma
mangueira de nivel acoplada a uma agulha. Em seguida, a temperatura da reagao é elevada
a 25°C e ela é mantida sob agitagdo por mais 24h, sendo saturada com amodnia
aproximadamente a cada 8h. Ao final do tempo total de reacdo, a fase liquida é removida
via evaporador rotativo da suspensao que se formou, assim obtendo-se os compostos 2a e
2b.3

HO\/\/\H/NHZ

O
5-hidroxipentanamida (2a). Sdélido branco, Rend = 97%, p.f.=105-107°C. RMN-'"H (DMSO-
ds) & (ppm): 1.43 (m, 4H, CH2), 2,03 (t, J = 7,14 Hz, 2H, CH2), 3,38 (t, J = 5,94 Hz, 2H, CH2),
6,73 (s, 1H, NH2), 7,26 (s, 1H, NH2). RMN-"3C (DMSO-ds) & (ppm): 22,15; 32,36; 35,22;
60,89; 175,54.

HO/\/\/\H/NHZ

O

6-hidroxihexanamida (2b). Sdlido cinza-esverdeado, Rend = 95%, p.f. = 29-31°C. RMN-'H
(DMSO-ds) & (ppm): 1,45 (m, 6H, CH2), 2.04 (t, J = 7.37 Hz, 2H, CH), 3.37 (t, J = 6.41 Hz,
2H, CH), 6.82 (s, 1H, NH2), 7.39 (s, 1H, NH2). RMN-'3C (DMSO-ds) & (ppm): 25,49; 25,69;
32,61; 35,69; 61,16; 174,97.

7.3. Procedimento para a sintese dos intermediarios 3a-b:
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A um baldo de fundo redondo a 25°C adiciona-se 1g (0,998 mmol de &-valerolactona
para o composto 4a, e 0,876 mmol de e-caprolactona para o composto 4b), 200 mg (4 mmol)
de hidrato de hidrazina, e 5 mL de metanol. A solugao resultante € mantida sob refluxo e
agitacao por 24h, e em seguida a fase liquida € removida por meio do uso de um evaporador

rotativo, gerando os compostos 3a e 3b%°

HO\/\/\H/

0]
5-hidroxipentanohidrazida (3a). Sdlido branco, Rend. = 88%, p.f. = 102-106°C. RMN-'H
(DMSO-ds) 6 (ppm): 1,47 (m, 4H, CH2), 2.01 (t, J = 7,37 Hz, 2H, CH2), 3,37 (t, J = 6.12 Hz,
2H, CH?2), 8.95 (s, 1H, NH). RMN-"3C (DMSO-ds) & (ppm): 21,93; 31,62; 33,23; 60,96; 173,73.

H
N<

NH,

6-hidroxihexanohidrazida (3b). Solido branco-amarelado, Rend. = 87%, p.f. = 115-119°C.
RMN-'H (DMSO-ds) & (ppm): 1.41 (m, 6H, CH2), 2.00 (t, J = 7.58 Hz, 2H, CH2), 3.37 (t, J =
6.38 Hz, 2H, CH2), 8.95 (s, 1H, NH). RMN-"3C (DMSO-ds) & (ppm): 25,63; 32,68; 33,85;
60,96; 172,09.

7.4. Procedimento para a sintese dos intermediarios 4a-b:

A um baldo de fundo redondo em banho de gelo a aproximadamente 0°C adiciona-
se 238 mg (4,25 mmol) de cloridrato de hidroxilamina, (293,5 mg, 4,25 mmol) de hidroxido
de potassio e 7 mL de metanol. A solugao resultante é agitada por dez minutos, filtrada, e
em seguida a temperatura é elevada a 25°C e a respectiva lactona (6-valerolactona para o
composto 4a, e e-caprolactona para o composto 4b) (1 mmol) é adicionada ao filtrado, que
€ mantido sob agitagéo por mais 18h. Ao final desse periodo, o solvente é removido com o
auxilio de um evaporador rotativo para obtengao do produto bruto, que foi purificado por
meio de maceragao em acetato de etila com posterior filtragao, fornecendo os produtos 4a

ou 4b 3942

H

H N<

(0]
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N, 5 — dihidroxipentanamida (4a). Sdlido branco, Rend. = 90%, p.f. 102-104°C. RMN-'H
(DMSO-ds) 6 (ppm): 1.43 (m, 4H, CH2), 1.96 (t, J = 7.14 Hz, 2H, CH2), 3.37 (t, J = 5.97 Hz,
2H, CH2), 5.98 (s, 1H, NH), 10.46 (s, 1H, NHOH).

H

HO/\/\/\H/N\OH

@)

N, 6 — dihidroxihexanamida (4b). Sdlido branco, Rend. = 92%, p.f. = 99-101°C. RMN-'H
(D20) & (ppm): 1.31 (M, 6H, CH2), 1.95 (t, J = 7.14 Hz, 2H, CHz), 3.35 (t, J = 6.43 Hz, 2H,
CH2). RMN-'3C (DMSO-ds) 5 (ppm): 25,18; 24,99; 32,30; 31,80; 61,35; 171,67.

7.5. Procedimento para a sintese do intermediario 1a:

Adiciona-se a um baldo de fundo redondo 1g (8 mmol) de acido pirazinoico,
juntamente com 10 mL de metanol. A suspensédo € aquecida e agitada até chegar a condigao
de refluxo, quando 1,15 g (9,7 mmol) de cloreto de tionila sdo cuidadosamente adicionados
ao sistema, que é mantido em refluxo e agitagdo por mais 3h. A fase liquida entéo é
removida com o auxilio de um evaporador rotativo, e o solido restante é colocado em contato
com 10 mL de uma solucéo aquosa saturada de bicarbonato de sédio, e a solucéo resultante
€ mantida sob agitagao por cerca de 5 minutos, e em seguida vertida num funil de separagéo,
e o produto é entdo extraido duas vezes com 15 mL de cloroférmio cada. O produto 1a é

entao isolado por meio da evaporacao da fase organica.

O
Nj/u\o/
[
N

Pirazinoato de metila (1a). Sélido marrom, Rend. = 78%, p.f. = 78-80°C. RMN-"H (CDCI3)
d (ppm): 4.07 (s, 3H, CH3), 8.74 (m, 1H, Ar-H), 8.79 (d, J = 2.47 Hz, 1H, Ar-H), 9.34 (d, J =
1.48 Hz, 1H, Ar-H). RMN-'3C (CDCI3) § (ppm): 53,17; 143,07; 144,50; 146,09; 147,68;
164,36.
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7.6. Procedimento para a sintese do intermediario 1b:

Adiciona-se a um balao de fundo redondo em banho de gelo 1g (8 mmol) de acido 3-
aminopirazinoico, juntamente com 15 mL de metanol. A suspensao entdo é adicionado, por
meio de gotejamento ao longo de 15 minutos, 1 mL de acido sulfurico concentrado. Ao final
da adicdo, a temperatura da reacgao é elevada a 25°C e esta € mantida sob agitagdo por
48h. O meio reacional entao é concentrado com o auxilio de um evaporador rotativo, e entao
adiciona-se uma solugéo saturada de carbonato de sddio ao sistema, até que este atinja o
pH 7, momento no qual forma-se um precipitado marrom, que é filtrado e seco ao ar e

posteriormente identificado como sendo o composto 1b.4°

i
(X
N~ “NH,
3-aminopirazina-2-carboxilato de metila (1b). Sélido marrom, Rend. = 81%, p.f. = 151-
153°C. RMN-'H (CDCI3) & (ppm): 4.02 (s, 3H, CH3s), 6,50 (s, 2H, NH>), 8,02 (d, J = 2,24 Hz,
1H, CH), 8,24 (d, J = 2,28 Hz, 1H, CH). RMN-"3C (CDCI3) & (ppm): 52,90; 124,25; 133,61;
147,58; 155,83; 166,79.

7.7. Procedimento para a sintese dos produtos finais 5a e 5b:

A um tubo reacional com tampa adiciona-se 150 mg (1,08 mmol) do éster 1a, bem
como 0,32 mmol (45 mg) de triazabiciclodeceno (TBD) e 1,18 mmol dos compostos 2a (138
mg) ou 2b (154 mg), para obtengdo dos compostos 5a e 5b, respectivamente. O tubo é
entdo vedado e a mistura de solidos aquecida até 100°C, ponto no qual obtém-se uma
mistura liquida homogénea dos reagentes, que € mantida sob agitacdo nessa mesma
temperatura por 18h. Em seguida, adiciona-se 10 mL de cloroférmio ao meio reacional, que
€ entdo filtrado, e a fase liquida € entdo evaporada com o auxilio de um evaporador rotativo.
Por fim, macera-se o sélido obtido com acetato de etila, e a suspenséao ¢ filtrada, isolando-

se os compostos 5a e 5b.

=
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5-amino-5-oxopentil pirazina-2-carboxilato (5a). Sdélido branco, Rend. = 82%, p.f. 89-92°C.
RMN-'H (CDClz) & (ppm): 1.86 (m, 4H, CH2), 2.34 (t, J =6.42 Hz, 2H, CH2), 4.47 (t, J = 6.09
Hz, 2H, CH), 6.02 (s, 1H, NH2), 6.12 (s, 1H, NH2), 8.73 (m, 1H, CH), 8.79 (d, J = 2.11 Hz,
1H, CH), 9.32 (d, J = 1.48, 1H, CH). RMN-"3C (CDClIs) & (ppm): 20,79; 22,05; 35,09; 46,99;
144,23; 146,10; 147,81; 149,67; 170,20; 175,62.

O
[Nj/u\o/\/\/\n/NHZ
~
N 0]

6-amino-6-oxohexil pirazina-2-carboxilato (5b). Sélido branco, Rend. = 85%, p.f. 107-109°C.
RMN-'H (CDClz) § (ppm): 1.72 (m, 6H, CH2), 2.27 (t, J = 7.40 Hz, 2H, CH2), 4.45 (t, J = 6.81
Hz, 2H, CH2), 5.70 (s, 1H, NHz), 5.97 (s, 1H, NH2), 8.75 (d, J = 1.10 Hz, 1H, CH), 8.79 (d, J
=2.21 Hz, 1H, CH), 9.31 (s, 1H, CH). RMN-"3C (CDCl3) & (ppm): 27,59; 28,02; 31,18; 38,35;
68,91; 147,30; 149,04; 150,58; 166,79; 178,48.

7.8. Procedimento para a sintese dos produtos finais 6a e 6b:

A um tubo reacional com tampa adiciona-se 150 mg (1,08 mmol) do éster 1a, bem
como 0,32 mmol (45 mg) de triazabiciclodeceno (TBD) e 0,98 mmol dos compostos 3a (114
mg) ou 3b (128 mg), para obtengdo dos compostos 6a e 6b, respectivamente. O tubo é
entdo vedado e a mistura de sdélidos aquecida até 100°C, ponto no qual obtém-se uma
mistura liquida homogénea dos reagentes, que € mantida sob agitagdo nessa mesma
temperatura por 18h. Em seguida, adiciona-se 10 mL de cloroférmio ao meio reacional, que
€ entao filtrado, e adiciona-se entdo o sélido retido no filtro a 0,5 mL de agua destilada. A
suspensao é entio filtrada novamente e, finalmente, obtém-se os compostos 6a (solido
amarelado, 54% de rendimento, p.f. 132-133°C) e 6b (s6lido amarelado, 70% de rendimento,
p.f. 144-148°C).
0 0
N /A\V/A\v/ﬂ\ NH,
[ X ¢} N
_ H
N
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5-hidrazinil-5-oxopentil pirazina-2-carboxilato (6a). Sélido amarelado, Rend. = 54%, p.f. 132-
133°C. RMN-"H (DMSO-ds) & (ppm): 1.54 (m, 4H, CH2), 2.21 (t, J = 7.35 Hz, 2H, CH2), 4,43
(t, J =4.95 Hz, 2H, CH2), 8.78 (m, 1H, CH), 8.92 (d, J = 2,68 Hz, 1H, CH), 9.18 (d, J = 1,78
Hz, 1H, CH), 10.05 (s, 1H, NHNH2), 10.58 (s, 1H, NHNH2). RMN-3C (DMSO-ds) & (ppm):
22,14; 32,20; 33,64; 60,55; 144,35; 148,67; 162,60; 171,47.

o H
N N<
[ j/u\o/\/\/\n/ NH,
~
N (0]

6-hidrazinil-6-oxohexil pirazina-2-carboxilato (6b) Solido amarelado, Rend. = 70%, p.f. 144-
148°C. RMN-'H (DMSO-ds) & (ppm): 1.48 (m, 6H, CH2), 2.19 (t, J = 7.00 Hz, 2H, CH2), 4.41
(t, J=4.52 Hz, 2H, CH2), 8.77 (s, 1H, CH), 8.91 (s, 1H, CH), 9.18 (s, 1H, CH), 10.04 (s, 1H,
NHNHz), 10.61 (s, 1H, NHNHz). RMN-"3C (DMSO-ds) & (ppm): 25,61; 32,76; 33,69; 60,90;
144,23; 148,27; 162,58; 171,59.

7.9. Procedimento para a sintese dos produtos finais 7a e 7b:

Adiciona-se a um tubo reacional com tampa 150 mg (0,8 mmol) de acido pirazinoico,
juntamente com 13 mg (0,1 mmol) de DMAP, 81 mg (0,6 mmol) do composto 4a ou 89 mg
(0,6 mmol) do composto 4b e 1 mL de diclorometano seco. A suspenséo é agitada durante
15 minutos e em seguida 229 mg (0,9 mmol) de DCC é adicionada lentamente durante um
periodo de 15 minutos. Em seguida, a reagao é vedada, aquecida até 40°C e mantida sob
agitacado e aquecimento por 18h. Por fim, outros 10 mL de diclorometano sao adicionados
ao sistema, e efetua-se entdo extracdo liquido-liquido do meio usando 2x10 mL de agua
destilada. Ao se evaporar o solvente, obteve-se um sélido branco-acinzentado em ambas
as fracbes, e embora ambas aparentassem conter misturas parecidas, aparentemente a
fracdo soluvel em diclorometano possuia uma quantidade um pouco maior do produto,

embora nao tenha sido possivel isola-lo.
~ (0]
N

6-(hidroxiamino)-6-oxohexil pirazina-2-carboxilato. (7b) Sdélido branco. RMN-'H (CDCI3)
d (ppm): 1,61 (m, 6H, CH2); 2,32 (m, 2H, CH2), 4,42 (t, J = 6,56 Hz, 2H, CH2); 8,75 (m, 1H,
CH); 8,78 (t, J = 2,20 Hz, 1H, CH); 9,31 (m, 1H, CH).
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7.10. Procedimento para a sintese do produto final 8b:

A um tubo reacional com tampa adiciona-se 150 mg (0,99 mmol) do éster 1b, bem
como 0,32 mmol (45 mg) de triazabiciclodeceno (TBD) e 1,18 mmol do composto 2b (154
mgq), para obtencédo do composto 8b. O tubo é entdo vedado e a mistura de solidos aquecida
até 100°C, ponto no qual obtém-se uma mistura liquida homogénea dos reagentes, que é
mantida sob agitacdo nessa mesma temperatura por 18h. Em seguida, adiciona-se 10 mL
de cloroférmio ao meio reacional, que é entéo filtrado, e o sdlido retido no filtro foi lavado
com mais 10 mL de cloroférmio e seco ao ar, o que fornece um sélido fino amarronzado

identificado como o composto 8b.

(0]
[Nitu\o/\/\/\n/NHz
— O
N

NH,

6-amino-6-oxohexil 3-aminopirazina-2-carboxilato (8b). Solido marrom, Rend. = 76%, p.f. =
152-157°C. RMN-'H (DMSO-ds) & (ppm): 1,37 (q, J = 8,43 Hz, 2H, CH2), 1,55 (q, J=7,14
Hz, 2H, CH2), 1,72 (q, J = 7,42 Hz, 2H, CH2), 2.07 (t, J = 7,24 Hz, 2H, CH2), 4.28 (t, J =
6.59 Hz, 2H, CH2), 6.73 (s, 1H, NH2), 7,27 (s, 1H, NH2), 7,35 (s, 2H, NH2), 7,94 (d, J = 2,06
Hz, 1H, CH), 8.28 (d, J = 2.20 Hz, 1H, CH), 9.32 (d, J = 1.48, 1H, CH). RMN-"3C (DMSO-
ds) & (ppm): 27,93; 28,55; 31,35; 38,20; 42,71; 68,00; 135,71; 150,93; 159,16; 169,41,
177,49.
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