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RESUMO

As Azinas que sdo compostos formados a partir de hidrazonas e apresentam
diversas atividades bioldgicas, dentre elas a atividade anticolinesterasica,
usada no tratamento da doenca de Alzheimer. Na doenga de Alzheimer
(DA), uma doenga complexa neurodegenerativa e multifatorial, atingindo
primordialmente a populacdo idosa com mais de 65 anos de idade sé&o
observados déficits cognitivos e funcionais. Evidéncias demonstram que
esses déficits relacionam-se com a degeneracdo do sistema colinérgico,
devido principalmente a diminui¢do dos niveis plasmaticos de acetilcolina.
Pacientes com DA apresentam melhora dos sintomas cognitivos,
comportamentais e funcionais relacionados as deméncias hipocolinérgicas,
guando tratados com inibidores de acetilcolinesterase (AchE). Esses
inibidores aumentam os niveis de acetilcolina presentes nas sinapses entre
neurdnios colinérgicos. A principal classe de medicamentos inibidores da
(AchE) séo a tacrina, donezepil, galantamina e rivastigmina, justificando a
busca por inibidores da AchE mais potentes e com menor toxicidade.
Estudos sugerem semelhangas estruturais entre o donepezila e algumas
azinas. Sendo assim o objetivo desse trabalho foi sintetizar com o uso de
irradiacdo por micro-ondas, identificar a estrutura dos compostos
sintetizados e realizar testes anticolinesterésicos de uma série de azinas,
semelhantes ao donepezila. Essas azinas foram sintetizadas e testadas,
verificando-se que das azinas sintetizadas 20 e 29, utilizando o teste de
modificado de Ellman em placas cromatograficas inibiram a
acetilcolinesterase, mas ao confirmar o teste fazendo o teste de falso
positivo, ndo confirmou-se a inibicdo da acetilcolinesterase por esses
compostos, nos compostos 16, 17, 18, 22, 23,25, 26, 27 e 30 ndo houve
inibicdo enzimatica e sim reacdo quimica entre 0s compostos e a tiocolina,
e 0s compostos 19, 21, 24, 28 e 31 ndo apresentaram atividade e nem
reagiram com a tiocolina. Concluindo-se que a técnica de Irradiacdo por
Micro-ondas é bastante eficaz em sintese organica, reduziu o tempo, 0
custo das reagOes e quantidade de solvente liberado no meio ambiente. Pelo
fato das azinas apresentarem atividades biologicas descritas na literatura,
como antitumoral, anti-coagulante, plagquetaria entre outras sugere-se que
se facam outros testes com as azinas sintetizadas para avaliar se apresentam
outras atividades bioldgicas.

Palavras-chave: Sintese, Micro-ondas, Atividade Anticolinesterasica,
Hidrazona, Azina.



ABSTRACT

The azines that are compounds formed from hydrazones and exhibit several
biological activities, among them anticholinesterase activity, used in the
treatment of Alzheimer's disease. In Alzheimer's disease (AD), a
neurodegenerative multifactorial and complex disease primarily affecting
the elderly population over 65 years old are observed cognitive and
functional deficits. Evidence has shown that these deficits relate to the
degeneration of the cholinergic system, mainly due to the reduction of
plasma levels of acetylcholine. AD patients show improvement of
cognitive, behavioral and functional symptoms related to hypocholinergic
dementias, when treated with acetylcholinesterase (AChE) inhibitors.
These inhibitors increase levels of acetylcholine present in the synapses
between cholinergic neurons. The main class of inhibitor medicines
(AChE) are tacrine, donepezil, galantamine and rivastigmine, justifying the
search for more potent and with less toxicity AChE inhibitors. Studies
suggest structural similarities between the donepezil and some azines. Thus
the aim of this study was to synthesize using microwave irradiation,
identify the structure of the synthesized compounds and perform
anticholinesterase test a number of azines, similar to donepezil. These
azines were synthesized and tested, verifying that the azines 20 and 29
synthesized using a modified Ellman's test for chromatographic plates
inhibited acetylcholinesterase, but confirm the test making false positive
test that has not confirmed the inhibition acetylcholinesterase by these
compounds, the compounds 16, 17, 18, 22, 23,25, 26, 27 and 30 no enzyme
inhibition but chemical reaction between the thiocholine and compounds,
and compounds 19, 21, 24, 28 and 31 showed no activity nor reacted with
thiocholine. Concluding that the irradiation Microwave technique is quite
effective in organic synthesis, reduced the time, the cost of the reaction and
the amount of solvent released into the environment. Because of azines
present biological activities described in the literature, such as antitumor,
anti-coagulant, among other platelet is suggested to make other tests with
azines synthesized to evaluate if present other biological activities.

Keywords:  Synthesis, Microwave, acetylcholinesterase activity,
Hydrazone, Azine.
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1 INTRODUCAO

A Quimica Medicinal em suas inumeras atribui¢cdes engloba o
planejamento racional de novas substancias bioativas, envolvendo a sintese
ou a modificacdo molecular de substancias; o isolamento de principios
ativos naturais (plantas, animais, minerais); a identificacdo ou elucidagao
da estrutura; a descricdo das moléculas desde a sua constituicdo atdmica
(passando por relagbes entre a estrutura e propriedades) até suas
caracteristicas estruturais quando da(s) interacbes com os diferentes
sistemas bioldgicos; a compreensdo em nivel molecular de processos
farmacodinamicos, farmacocinéticos e toxicologicos; finalmente, a
proposicdo e validacdo de modelos matematicos atraves dos estudos de
relacbes entre a estrutura quimica e a atividade farmacologica e/ou
toxicoldgica, permitindo entdo a proposicdo de novas entidades de interesse
(AMARAL e MONTANARI, 2002).

Sendo assim, o cumprimento desta dificil e complexa misséo
exige uma equipe interdisciplinar e fundamenta-se, simplificadamente, na
triade: Quimica Organica - Farmacologia - Quimica Computacional
(Barreiro, 2002). A partir do avanco da Biologia Molecular, inGmeros
processos bioldgicos foram identificados, fornecendo diversos novos alvos
farmacologicos para o planejamento e desenvolvimento de novos farmacos
(CERA e PANCOTE, 2009).

Para a quimica o surgimento de reatores de micro-ondas foi um
grande desenvolvimento que potencializou as reacfes organicas e ocorreu
como consequéncia direta do estudo das reagbes em forno domeéstico, que
demonstrou o grande potencial desta técnica. Estes aparelhos, segundo
alguns autores, teriam vantagens marcantes sobre o forno doméstico de

micro-ondas, tais como: possibilidade de realizacdo de refluxo e controle
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de temperatura e pressdo (que nao é possivel no forno doméstico) (LOUPY
et al., 2002). A seguranca operacional também seria muito maior, ja que o
forno de micro-ondas doméstico nao foi fabricado para o uso em Quimica.
Outro fator importante, é que esses reatores operam de forma diferente que
um forno domeéstico, onde a distribuicdo de micro-ondas no interior do
forno ndo é homogénea (forno multimodo) (SANSEVERINO, 2002).

Assim, os reatores de micro-ondas sdo mais eficientes do ponto
de vista energético, reduzindo o tempo das reacOes e garantiriam uma
maior reprodutibilidade de experimentos. Outro fato apontado é a
possibilidade de trabalhar com poténcias menores nestes reatores (15-300
W), que evita decomposicao térmica em certas reagcdes conduzidas no forno
domestico (BARBOZA et al.,2001).

As hidrazonas que sdo compostos que podem ser obtidas pela
reacdo entre aldeidos ou cetonas com hidrazina e as azinas sintetizadas a
partir das hidrazonas  sdo substadncias quimicas com diversas e
pronunciadas atividades biologicas, relacionando as atividades
antimicrobiana, antiparasitaria, analgésica, anti-inflamatoria,
anticonvulsivante, anti-agregante, plaquetaria, além de atividades
antituberculose, antitumoral, anticolinesterasica entre outras (LIMA,2000;
ROLLAS, 2007).

Perante o exposto, unindo a técnica de sintese por irradiacdo de
micro-ondas e a possibilidade de sintetizar compostos com atividades
bioldgicas, o objetivo deste trabalho sera realizar a sintese com o uso de
reator de micro-ondas e resolver o problemas de formacédo de subprodutos
da hidrazona (E) - 1 - (4- Nitrobenzilideno) hidrazina e de uma série de
azinas, fazer a identificacdo estrutural, para que posteriormente sejam

realizados o teste bioldgico (Anticolinesterasico) .

20



2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 PLANEJAMENTO DE FARMACOS

O Planejamento e Desenvolvimento de Novos Farmacos é uma
area da Quimica Farmacéutica Medicinal, ciéncia que engloba inovacéo,
descoberta, sintese ou modificacdo molecular, extracdo, isolamento,
identificacdo de substéncias bioativas, bem como suas respectivas relagdes
entre estrutura quimica e atividade bioldgica (REA) (CERA e PANCOTE,
2009). O processo de descoberta e desenvolvimento de farmacos é
complexo, longo e de alto custo, onde 0s avangos expressivos da Quimica e
Biologia e a melhor compreenséo de vias bioquimicas, alvos moleculares e
de mecanismos que levam ao aparecimento e desenvolvimento de doencas
sd0 muito importantes para se criar um novo farmaco (GUIDO et al.,
2008).

A quantidade de medicamentos de origem natural vem
diminuindo, e aqueles de origem sintética aumentam constantemente, em
detrimento da sintese quimica que esta contribuindo cada vez mais com
novos farmacos e esta, por sua vez, exige conhecimento dos mecanismos
que regem as reacOes quimicas, a interacdo com catalisadores e metodos
especializados de purificacdo e identificacdo dos farmacos (FERREIRA,
2003).

O processo de descoberta e desenvolvimento de farmacos, é
dividido em duas grandes fases: (i) descoberta (também conhecida como
pré-clinica ou pesquisa bésica) e (ii) desenvolvimento (ou clinica). Nos
estagios iniciais da fase de descoberta, as pesquisas Sse concentram
geralmente na identificacdo e otimizacdo de moléculas pequenas capazes
de representar novas entidades quimicas (NCE, do inglés New Chemical

Entities) com potencial de desenvolvimento clinico. A validacdo do alvo
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molecular selecionado € fundamental por uma série de razdes que
envolvem desde o estabelecimento de sua relevancia no processo
fisiopatolégico em estudo até a caracterizacdo do impacto de sua
modulacdo seletiva no tratamento ou na cura de doencas ou disfuncdes em
humanos (LOMBARDINO e LOWE, 2004).

2.1.2 Processo de Modificacdo Molecular em Farmacos

Diversas estratégias de planejamento molecular de farmacos séo
disponiveis, sendo a principal aquela baseada no mecanismo de acéo
farmacologica pretendido, tambem denominada de abordagem fisiologica
(GANELLIN,2000; BARREIRO, 2002).

Uma vez comprovada a atividade farmacologica desejada por
meio de protocolos farmacoldgicos in vivo, tem-se um novo composto
prototipo, candidato a novo farmaco. Introduziu-se o termo “hit” para
designar ligante ou analogo-ativo de baixa afinidade ou eficacia,
respectivamente, representando uma etapa anterior a identificacdo do
composto protétipo (BARREIRO, 2002).

O novo composto prototipo pode ter sua eficacia otimizada por
modificacOes estruturais subsequentes, planejadas de forma a preservar as
propriedades farmacocinéticas detectadas nos bioensaios in vivo. De forma
bem breve, podemos dizer que essas modificagcbes podem consistir de
aproximacdo intuitiva, tais como a sintese de andlogos, isdGmeros e
isésteros, simplificacdo molecular, latenciacdo, modificacdo de sistemas
anelares, entre outros (KOROLKOVAS, 1988; WERMUTH, 2003).Uma
vez otimizado o composto protétipo identificado na série congénere
bioativa e com comprovada auséncia de toxicidade, tem-se uma nova

entidade quimica (“NCE”) (Ong, Allen, 1988), estruturalmente original,
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que pode ser submetida as fases de ensaios pré-clinicos e clinicos,

resultando, finalmente, num novo farmaco.
2.2 HIDRAZONAS

Na literatura quimica, as hidrazonas ndo sdo usualmente
reconhecidas como formadoras de uma classe diferenciada de compostos
organicos, sendo frequentemente consideradas como substancias derivadas
de compostos carbonilicos. S&o considerados hidrazonas, todos o0s
compostos cujas moléculas possuem em sua estrutura uma porgédo
triatdbmica, (R,C=N-NR;) considerando que esta ndo pertenca a um
heterociclo (KITAEV e BUZYKIN, 1972; JIN, 2007).

A reacdo de uma cetona ou de um aldeido 1 com uma amina
primaria 2 origina derivados do tipo imina (oximas, hidrazonas 3,
semicarbazonas e enaminas) (esquema 01), também designados por base de
Schiff. E uma reacio de equilibrio conforme pode ser visto no esquema 02
(MARCH, 1992).

Esquema 01: Representacédo da estrutura de uma hidrazona

H* N NH,
+ NH,——NH, —_— J|\ + H0
H C
3

2
H3
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Esquema 02: Formagéo de iminas.
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A hidrazona é comumente sintetizada por catalise &cida, podendo
ser também por catélise basica. No caso da catalise acida, dependendo do
solvente, ndo é necessaria a adicdo de acido, uma vez que quantidades traco
do ion hidrdnio ja sdo suficientes. A primeira etapa € concertada entre as
trés espécies reagentes, com transferéncia de préton e adicdo nucleofilica
simultaneamente. A seguir, o proton ligado ao nitrogénio é removido pela
base recém-formada enquanto o oxigénio € protonado outra vez. Em
seguida, uma molécula de &gua é eliminada com formacdo do
correspondente ion iminium. A Ultima etapa consiste na remo¢do do outro
hidrogénio acidico ligado ao nitrogénio e formacéo da hidrazona (CAREY,
2007).

O par de elétrons ndo-ligante do nitrogénio do tipo amino é
conjugado a ligacdo dupla em C-N, deixando esse carbono com carater
menos positivo e, consequentemente, menos suscetivel a ataques
nucleofilicos em comparac¢do com as iminas, conferindo maior estabilidade
que estas, portanto. Ambos 0s nitrogénios podem reagir com eletréfilos,
assim como o proprio carbono (BELSKAYA, DEHAEN, BAKULEV;
2010).
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Hidrazonas sdo passiveis de possuir isomerismo E/Z, conforme
pode ser visto no esquema 03, devido a deslocalizacdao de elétrons 7 pela
presenca do outro nitrogénio, a isomerizacdo é facilitada. Esse efeito é
causado tanto termicamente, quanto fotoquimicamente, e é promovido por
solventes polares, por catalise acida/basica ou por substituintes doadores de
elétrons. H4, ainda, a possibilidade de um tautomerismo azo-hidrazona
(CARREY, 2007).

Esquema 03: Isomerismo E/Z.

L O\, H (v H R |
M R U P2 U™y (e w R,
i o= ‘N ‘N. ! ==
H™ L R Ry H *;,GH Ry H (:_PH Ry ~—"H
OH l l OH
H H H Ra
1[‘4% H%
£ -.
Ry Ra Ry H
¢ H ¢-H
) H ) R
(\.JH / \JH 2
d x / i
R Rz R, H
isdmero £ istmero E

Solventes polares capazes de interagir por ligacdo de hidrogénio,
promovem essa isomerizacdo, devido o solvente formar ligacdo de

hidrogénio intermolecular e anular a interagdo intramolecular previamente
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existente, o que ndo é possivel em solventes pouco polares e apolares
(PALLA, PREDIERI, DOMIANO, VIGNALI, TURNER; 1986).

A funcionalidade hidrazona consiste no grupo farmacoférico de
algumas  substancias, induzindo as atividades antimicrobiana,
antiparasitaria, analgésica, anti-inflamatoria, anticonvulsivante anti-
agregante, plaguetéria, além de atividades antituberculose, antitumoral e
outras (LIMA, 2000; ROLLAS, 2007).

Devido ao comportamento quelante dessas moléculas, as
hidrazonas sdo usadas como reagentes analiticos para determinar
quantidades trago de ions metalicos. Alem disso, esses compostos sdo
usados no controle de pragas agricolas, enquanto hidrazonas aromaticas séo
utilizadas em fotorreceptores eletrofotograficos de impressoras a laser
(GETAUTIS et al, 2008).

Rollas e colaboradores (2007) estudaram o potencial
antimicrobiano de uma série de hidrazonas provenientes de éacido 4-
fluorbenzdico hidrazida, que foram testadas frente a colbnias de bactérias
S. aureus, E. coli, P. aeruginosa e de fungos C. albicans. Os resultados
mostraram que as hidrazonas inibem o crescimento das bactérias S. aureus,
apresentando valores de Concentracdo Inibitoria Minima (CIM) na mesma
faixa observada para o agente antibacteriano ceftriaxona. Por outro lado, as
hidrazonas estudadas ndo apresentaram atividade satisfatoria contra os
demais micro-organismos.

Em (2004), Walcourt e colaboradores investigaram a atividade
antimalarica de piridoxalisonicotinoil hidrazona (PIH) 4, salicilaldeido
isonicotinoil hidrazona (SIH) 5 e 2-hidroxi-1-naftaldeido isonicotinoil
hidrazona 6, figura 01, frente a parasitas sensiveis e resistentes a
cloroquina. A determinacdo de IC50 destes compostos revelou que a
hidrazona 6 possui maior atividade que o0 agente antimalarico

desferroxamina, o qual apresenta atividade em humanos; O Mesilato de
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desferroxamina (Desferal® Novartis) é um quelante utilizado para retirar o
excesso de ferro e 0 excesso ou intoxicacdo por aluminio em pacientes com

doenca renal cronica.

Figura 01: Estrutura da piridoxalisonicotinoil hidrazona (PIH) 4; Estrutura
da salicilaldeido isonicotinoil hidrazona (SIH) 5; Estrutura da 2-hidroxi-1-naftaldeido

isonicotinoil hidrazona 6.
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Vicini e colaboradores (2006) testaram uma serie de
benzo[d]isotiazol hidrazonas 7, figura 02, contra diversas linhagens de
células humanas de tumores solidos e hematoldgicos. Os resultados
mostraram que alguns compostos testados apresentaram atividade
citotoxica similar a do antineoplasico, antimetabolito 6-mercaptopurina 8,
que inibem a biossintese dos componentes essenciais para 0 DNA e RNA
impedindo sua multiplicacdo e usado contra os tumores hematoldgicos

testados, como as leucemias e linfomas.
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Figura 02: Estrutura da benzo[d]isotiazol hidrazonas 7; 6-mercaptopurina 8
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2.3 AZINAS

Uma forma de se obter uma azina é adicionando-se um aldeido a
uma hidrazona, ou quando uma hidrazona continua reagindo (formando
dimeros) como pode ser observado no esquema 04, devido a sua alta
reatividade, as hidrazonas podem reagir entre si formando dimeros e
liberando hidrazina no meio reacional (FIGUEREDO, 2013).

De acordo com a natureza dos substituintes R, as azinas podem
ser classificadas em simétricas (R2=R3) ou assimétricas (R2#R3) conforme
a figura 03. O esquema classico para sua sintese baseia-se na reacao entre
aldeidos / cetonas com hidrazina, de forma simples e eficiente (DAYAGI e
DEGANI, 1970).

Esquema 04: Formacéo de bis-hidrazonas ou azinas simétricas (dimero)

R'=H: -CHy
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Figura 03: Representagdo para azinas simétricas e assimétricas
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Azinas apresentam propriedades quimicas e espectroscopicas
Incomuns que conduziram ao interesse em ambas as suas caracteristicas
estereoquimicas em solucdo e da fase gas, bem como em estado sélido.
Azinas assimetricas sdo particularmente interessantes por causa da
capacidade dessa funcionalidade em ligar dois grupos diferentes (POMAR,
SODERQUIST, 2000).

2.4 SINTESE ORGANICA POR IRRADIACAO DE MICRO
- ONDAS

A tecnologia de irradiacdo de micro-ondas comecou a ser desen-
volvida na década de 40, possuindo um campo de aplicacdo bastante
restrito, sendo utilizada principalmente na industria de alimentos e
polimeros. A sua utilizacdo como ferramenta pelos quimicos organicos sé
aconteceu em meados da década de 80, tendo como ponto de partida 0s
trabalhos de Gedye e Guiguere. Nesses artigos, os autores descrevem 0s
resultados obtidos através da utilizacdo de aparelhos de micro-ondas
domesticos em reacdes de esterificacdo e ciclo-adicdo, respectivamente
(SOUZA, 2011)

Processos quimicos ja conhecidos foram estudados e melhorados

com o advento desta técnica. Reacles heterociclicas, reagcdes catalisadas
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por metais como a quimica do Palddio, reducdes de varios grupos
funcionais, sinteses utilizando suportes sélidos como reagentes sdo alguns
exemplos da vasta lista de relatos envolvendo a emissdo de micro-ondas
como principal atributo dessas melhorias (TIERNEY e LIDSTROM, 2005;
LOUPY, 2002).

As micro-ondas sdo radiacdo eletromagnética ndo ionizante, que
possuem uma frequéncia que vai de 300 a 300.000 MHz, conforme figura
04 e que corresponde a comprimentos de onda de 1 mm a 1 m. Estas ondas
sdo da mesma natureza das ondas de radio, ou da luz, diferindo apenas na
frequéncia. Atividades de radar e telecomunicagdes também operam nesta
regido, desta forma a maioria dos instrumentos de micro-ondas comercial
operam em 2450 MHz para evitar interferéncias (CADDICK, 1995;
PECORARO et al., 1997; SANSEVERINO, 2002).

Figura 04: Localizacdo da regido de micro-ondas no espectro eletromagnético
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Fonte: SANSEVERINO, 2002.

Na irradiacdo de micro-ondas (IMO), diferentemente do
aquecimento convencional onde a transferéncia de calor se da por

mecanismos de conducdo e conveccdo, a transferéncia é de forma direta e
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ocorre através de dois mecanismos principais: a rotacdo de dipolos e a
conducéo ionica (SANSEVERINO, 2002).

A rotacdo de dipolo relaciona-se com o alinhamento das
moléculas (que tem dipolos permanentes ou induzidos) com o campo
elétrico aplicado. Quando o campo é removido, as moléculas voltam a um
estado desordenado, e a energia que foi absorvida para esta orientacdo
nestes dipolos é dissipada na forma de calor. Como o campo elétrico na
frequéncia de 2,45 GHz oscila (muda de sinal) 4,9 x 10° vezes por segundo,
ocorre um pronto aquecimento destas moléculas. A habilidade das
moléculas em um liquido para alinhar a um campo elétrico aplicado varia
com diferentes frequéncias, com a viscosidade do liquido (LIDSTROM et
al., 2001) e com o tamanho da molécula (BARBOZA et al., 2001). Uma
representacdo esquematica € mostrada na Figura 5, onde usou-se a agua

como exemplo.

Figura 05: Moléculas de agua com e sem influéncia do campo magnético
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Fonte: (SANSEVERINO, 2002)
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Por outro lado, sob a influéncia de alta frequéncia do campo
elétrico, os dipolos ndo tém tempo suficiente para responder a esta
oscilacdo do campo e nédo ocorre rotacdo. Uma vez que nenhum movimento
é induzido nas moléculas, ndo ha transferéncia de energia e ndo ocorre
aquecimento. Se o campo aplicado esta na regido da radiacdo de micro-
ondas, o fendbmeno ocorre entre esses dois extremos, promovendo 0
aguecimento (LIDSTROM et al., 2001).

O mecanismo de conducdo ibGnica ocorre em amostras que
contenham ions livres ou moléculas carregadas que, neste caso, sob a
aplicacdo do campo elétrico migram atraves da amostra. Este fendmeno de
migragédo, e conseguinte friccdo entre as moléculas presente na amostra,

promove a geracao de calor de maneira uniforme (SANSEVERINO, 2002).

Algumas vantagens atribuidas a emissdo de micro-ondas em
reacdes quimicas tais como o aumento da velocidade e a seletividade de
possiveis produtos competitivos tanto na presenca como na auséncia de
solventes ja € um fato conhecido e aceito no meio académico (TIERNEY e
LIDSTROM, 2005; LOUPY, 2002).

Inicialmente tais vantagens encontradas nas reacGes mediadas
por micro-ondas podem ser atribuidas a forma de aquecimento, conforme

podemos observar na figura 06.

Figura 06: Representacdo das formas de aquecimento: Convencional e por
Irradiacdo de Micro ondas

Fonte: (KAPPE, 2009)
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Tradicionalmente as reagfes que ocorrem sob aguecimento
externo, ou seja, transferéncia de energia de uma fonte externa para dentro
da amostra por conducdo é considerada lenta e ineficiente quando
comparada com o0 aquecimento sob irradiacdo, pois pode gerar diferentes
gradientes de temperatura e superaguecimentos localizados levando a
decomposicdo de produtos, reagente e substratos. Por outro lado, a
irradiacdo de micro-ondas proporciona um aquecimento interno uniforme
pela interacdo direta entre a energia e as moléculas de reagentes,

catalisadores e solventes (aquecimento dielétrico).

Entretanto, os principios fisicos e os fatores que determinam a
aplicacdo bem sucedida de micro-ondas em varios ramos da quimica bem
como na sintese orgénica ndo sdo amplamente familiares entre os quimicos.
Portanto, tal conhecimento é essencial para o entendimento das interacdes
micro-ondas - matéria e da natureza dos efeitos desta irradiacdo (KAPPE,
2009).

2.5 POPULACAO IDOSA E A DOENCA DE ALZHEIMER

Além das modificacbes populacionais, o Brasil tem
experimentado uma transicdo epidemioldgica, com alteracdes relevantes no
quadro de morbi-mortalidade. As doencas infectocontagiosas, que
representavam 40% das mortes registradas no pais em 1950, hoje séo
responsaveis por menos de 10%. O oposto ocorreu em relacdo as doencas
cardiovasculares, em 1950, eram causa de 12% das mortes e, representam
mais de 40%. Em menos de 40 anos, o Brasil passou de um perfil de
mortalidade tipico de uma populacdo jovem para um desenho caracterizado
por enfermidades complexas e mais onerosas, proprias das faixas etarias
mais avangadas (GORDILHO et al, 2000).
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Uma doenca também influenciada pelo fator idade € a doenca de
Alzheimer (DA) que é a principal causa de declinio cognitivo em adultos,
sobretudo idosos, representando mais da metade dos casos de deméncia.
Sendo entdo a idade um fator de risco, sua prevaléncia passa de 0,7% aos
60 a 64 anos de idade para cerca de 40% nos grupos etarios de 90 a 95
anos. Isso revela a magnitude do problema no Brasil, onde ja vivem cerca
de 15 milhdes de individuos com mais de 60 anos (FORLENZA, 2005).

Sendo assim, espera-se um aumento ainda maior do numero de
pacientes com a doenca com a melhoria da expectativa de vida e
consequente aumento do numero da populacdo idosa. Segundo a
Organizacdo Mundial de Saude, estima-se que 34 milhdes irdo apresentar
algum sintoma da doenca de Alzheimer em 2025 o que a torna um dos
problemas de saude publica mais alarmante nesse seculo, o que demonstra
a necessidade de estudo para cura ou amenizacdo dos sintomas da doenca
(REICHMAN, 2003; VIEGAS et al., 2005).

2.5.1 Doenca de Alzheimer (DA)

Foi descrita pela primeira vez pelo médico Alois Alzheimer, em
1907, ao descrever o caso de uma paciente que morreu apos breve doenca
caracterizada por deméncia, afasia e psicose, tendo a mesma apresentado
na autopsia placas e alteragcbes neurofibrilares no cortex cerebral
(BONDAREFF et al.,1994).

Dentre as chamadas sindromes demenciais, a doenca de
Alzheimer, conhecida como deméncia senil do tipo Alzheimer é também
chamada popularmente “esclerose” ou “caduquice”. Este tipo de deméncia
apresenta uma complexa etiologia, onde fatores genéticos e ambientais
influenciam na patogénese. A idade, o sexo, a poliproteina E4, a avangada

idade paterna, a doenca cerebrovascular, o trauma craniano, o infarto do
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miocardio e os defeitos imunoldgicos também sdo citados na literatura
como sendo fatores de risco para a Doenca de Alzheimer. Outros como
defeitos cromossdomicos, fatores ambientais, agentes infecciosos, toxinas,
grau de escolaridade, e ocupacdo também sdo relacionados como as
possiveis vertentes desencadeadoras para a doenca (REIMAN e CASELLI,
1999).

Em geral, o primeiro aspecto clinico é a deficiéncia da memoria
recente, enquanto as lembrancas remotas sdo preservadas até um certo
estagio da doenca. Além das dificuldades de atencdo e fluéncia verbal,
outras funcdes cognitivas deterioram a medida que a patologia evolui, entre
elas a capacidade de fazer calculos, as habilidades visuo-espaciais e a
capacidade de usar objetos comuns e ferramentas. O grau de vigilia e a
lucidez do paciente ndo sdo afetados até a doenca estar muito avancada. A
fragueza motora também ndo é observada, embora as contraturas
musculares sejam uma caracteristica quase universal nos estagios
avancados da patologia (LINDEBOOM, 2004).

2.5.2 Alteracdes comuns no cérebro acometido pelo Alzheimer

A doenca de Alzheimer caracteriza-se, histopatologicamente,
pela macica perda sinéptica e pela morte neuronal observada nas regides
cerebrais responsaveis pelas fungbes cognitivas, incluindo o cortex
cerebral, o hipocampo, o cortex entorrinal e o estriado ventral (SELKOE,
2001).

A DA ¢ caracterizada por dois tipos de agregados protéicos:
depdsitos  extracelulares esféricos, compactos (placas amiloides),
compostos por uma pequena proteina designada péptido B-amildide (AP) e

por depdsitos intracelulares (novelos neurofibrilhares) constituidos,
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principalmente, pela proteina tau associada a microtubulos (LA FERLA e
ODDO, 2005).

2.5.2.1 Placas amildide

Descobriu-se que o péptido (B- amildide) AP ¢é produzido
constitutivamente durante o metabolismo normal das células, no entanto,
em condi¢des normais, o péptido AP € degradado por algumas enzimas. A
hipdtese central para a causa da doenca de Alzheimer é a hipétese da
cascata amiloide, que afirma que um desequilibrio entre a producdo e a
eliminagdo do peptideo AP no cérebro ¢ o evento de iniciacdo, levando a

degeneracao neuronal e deméncia (BLENNOW et al, 2006).

A figura 07 ilustra 0 mecanismo de formacdo dessas placas
amildides, onde APP (proteina precursora amiloide) que é uma proteina
transmembranar tipo I, pode ser processada por duas vias principais. Na via
« -secretase (também designada via ndo-amiloidogénica), « -secretase
cliva APP no dominio A, prevenindo desse modo a formagdao de AP,
resultando na liberagdo de uma porcdo extracelular grande e soluvel de
APP (o - SAPP) e um fragmento C- terminal constituido de 83 residuos
(C83). C83, por sua vez, pode sofrer uma transformagdo posterior de vy-
secretase com liberacdo do pepitideo p3, que é considerado néo
amiloidogénico, embora se deposite nas placas difusas. Na via [3-secretase
cliva APP imediatamente antes do dominio AP, liberando um fragmento
soluvel de APP (B -sSAPP) e um fragmento C- terminal amiloidogénico
(C99). C99 por sua vez, pode sofrer uma transformagdo posterior por y-

secretase com liberacao do peptideo AP, que vao se aglomerando em forma

de placas (LA FERLA e ODDO, 2005).
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FIGURA 07: Formagdo das placas amiloide.
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Hipotese da cascata amiloide. A cascata é iniciada através da
geracao de péptidos AP. Oligbmeros podem agredir diretamente as sinapses
e neurites dos neurdénios do cérebro, além de ativarem microglia e
astracitos, conduzindo a morte neuronal. O péptido AP desencadeia ainda a
hiperfosforilagdo da tau, originando novelos neurofibrilhares, o que

contribui substancialmente para a doenca (SANTOS, 2009).
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FIGURA 08: Cascata de Amildide
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2.5.2.2 Emaranhados neurofibrilares

Os eventos descritos acima conduzem ndo sO a disfuncéo
neuronal como também  provocam alteracbes na  atividade
quinase/fosfatase. Estas alteracdes s@o relevantes uma vez que leva ao
aparecimento de novelos neurofibrilares que séo constituidos por proteina
tau hiperfosforilada. Num estado normal, tau € uma proteina solivel que
promove a juncdo e estabilizacdo de microtibulos. A proteina tau
patoldgica, pelo contrério, exibe propriedades de solubilidade alteradas,
estrutura com forma filamentosa e esta anormalmente fosforilada em certos
residuos (LaFerla e Oddo, 2005). A hiperfosforilacdo da tau na DA
comeca intracelularmente, levando a captacdo da tau normal e outras
proteinas associadas a microtdbulos, 0 que promove a desconexdo dos
microtubulos axonais e assim prejudica 0 transporte axonal,

comprometendo a funcéo neuronal e sinaptica (IQBAL, 2005).
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2.5.2.3 Perda das conex0es celulares e morte cerebral

Os cientistas propuseram inumeras teorias explicando o
mecanismo de desenvolvimento da DA. Algumas delas sdo: diminuicéo da
funcéo colinérgica (conhecida como hipotese colinérgica), cascata amiloide
(hipétese amiloide), stress oxidativo, diminuicdo da concentracdo de
horménios esteroides e processo inflamatdrio. A hipdtese colinérgica tem
sido amplamente estudada e confirmada, ela afirma que a incapacidade de
transmitir impulsos neuroldgicos entre as sinapses cerebrais € a razao para
as disfungdes cognitivas e comportamentais (ANAND et al, 2012; SEIDL,
2010; SZYMANSKI et al, 2011).

2.5.2.4 Inibidores da Acetilcolenesterase (AchE)

As drogas atuais para o tratamento da DA sdo limitadas a
inibidores da acetilcolinesterase (AchE), a enzima responsavel pela
hidrolise da Ach na fenda sinaptica. Os principais representantes dos
inibidores da AchE sdo o donepezila 9(Aricept®), rivastigmina 10
(Exelon®), galantamina 11 (Reminyl®), tacrina 12 (Cognex®)e memantina
13 (Antagonista do receptor de glutamato N- Methyl — D aspartato)
(Ebix®), Figura 09. Esses medicamentos sdo capazes de aumentar a
neurotransmissao colinérgica, através do aumento da disponibilidade da
Ach na fenda sinaptica. Além disso, os inibidores da AChE desempenham
um importante papel na deposicdo de placas P-amiloides: além da sua
funcdo catalitica, a AchE também atua como um promotor da formacéao de
fibrilas B-amiloides (PIAZZI et al, 2008; XIE et al, 2013).
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Figura 09: Estrutura molecular dos farmacos mais usados para o tratamento

da doenca de Alzheimer
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Os farmacos aprovados, entretanto, apresentam baixa eficacia em
estagios avancados da doenca de Alzheimer, além de altos custos e efeitos
adversos severos que dificultam a adesdo ao tratamento (TERRY e
BUCCAFUSCO, 2003).

Na busca por novos inibidores, varios produtos naturais tém sido
estudados. Um estudo recente demonstrou que a piperina 14, alcaloide
natural presente em frutos de pimenta preta, apresenta melhora significativa
sobre o comprometimento da memoria e neurodegeneracdo associada a
DA, sendo a inibicdo da acetilcolinesterase 0 mecanismo mais provavel
(CHONPATHOMPIKUNLERT et al, 2010).

Figueredo, 2013 propbs a sintese de uma serie de andlogos da
piperina 14, conforme o esquema 05, utilizando a estratégia de
simplificacdo molecular. A piperina 14 € estruturalmente semelhante ao
donepezil 9, um dos farmacos usado no tratamento da doenca de
Alzheimer. Entretanto os rendimentos obtidos, variavam de 44 a 70%

dependendo da azina formada, rendimento esse que poderia ser maior, 0
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que foi limitado pela tendéncia da hidrazona (E)- 1- (4- Nitrobenzilideno)

Hidrazina, em formar dimeros.

Esquema 05: Planejamento de Azinas por simplificagdo de N-acilidrazonas.
Estrutura do Donepezil.
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Estruturalmente mais simples, as azinas propostas por Figueredo,
(2013) apresentam diminuicdo do namero de grupos CH, além de
substituicdo bioisostérica da carbonila por uma ligacdo C=N. Esses
compostos também tem um amplo espectro de atividade descrito, que
inclui, entre outras, atividade antitumoral, antibacteriana, anticonvulsivante
e antioxidante (KURTEVA et al, 2011).
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

. Sintetizar e identificar estruturalmente uma série de Azinas formadas
a partir da hidrazona: (E) -1 - (4-nitrobenzilideno)-hidrazina e testar a

atividade anticolinesterasica dos compostos sintetizados.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

° Determinar condicdes ideais no reator de micro-ondas (temperatura,
pressdo e poténcia) para sintese da hidrazona (E) -1 - (4-nitrobenzilideno)-

hidrazina;

o Determinar condicdes ideais no reator de micro-ondas (temperatura,

pressao e poténcia) para sintese das azinas;

° Identificar estruturalmente os compostos sintetizados com uso de
métodos espectrométricos de Infravermelho (IV), Massas (EM) e

Ressonancia Magnética Nuclear (RMN);

° Avaliar a atividade anticolinesterasica in vitro.
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4 MATERIAIS E METODOS
4.1 MATERIAIS

4.1.1 Reagentes, Equipamentos e Laboratérios

Os reagentes organicos foram adquiridos das empresas Aldrich®,

Merck® ou Acros Organics® e foram usados sem purificacdes extras.

As reacOes foram realizadas em reator de micro-ondas

monomodo da marca Discover modelo Explorer SP operando a 2450 MHz.

Os espectros de infravermelho (1) foram obtidos a partir de um
equipamento FT-IR PERKINELMER modelo Spectrum frontier.

As reacOes de irradiacdo de micro-ondas, os espectros IV e 0s
espectros de massas foram obtidos no laboratdrio de analise instrumental
da Universidade Estadual de Goias (UEG).

As analises de RMN foram realizadas no laboratorio de
Ressonancia Magnética do Instituto de Quimica da Universidade Federal

de Goias em colaboragdo com o Prof. Dr. Luciano Morais Lido.

4.2. METODOLOGIA

4.2.1Sintese da hidrazona 16 assistida por micro-ondas

Pesou-se 1mmol de 4- nitrobenzaldeido (0,1540mg) em balanca
analitica direto no tubo do reator de micro-ondas, adicionou-se ao tubo
1mmol de hidrazina 80% (49 ulL), colocou-se uma barra magnética no
tubo tampou-o e colocou-o no reator de micro-ondas & 120° C, por dois

ciclos de 90s, com presséo de 300 psi e poténcia de 200 W.
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Esquema 06: Sintese da (E) -1 — (4-Nitrobenzilideno) — hidrazina:
(Hidrazona 16).
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4.2.2 Sintese de Azinas assistida por micro-ondas.

Apos verificar a formacdo do composto anterior (hidrazona 16) em
CG-MS (165mg — 1mmol), adicionou-se no mesmo tubo com a hidrazona
16, Immol de aldeido (cada reacdo com um aldeido diferente), realizou-se
15 reagdes. A hidrazona 16 foi sintetizada todas as vezes que se desejou
sintetizar uma azina, ele era a primeira a etapa de formacdo das azinas,
adicionou-se como solvente 1mL de etanol anidro e 1gota de acido acético
glacial como catalisador, tampou-se o tubo e colocou-se no reator para
reagir a 100°C, em dois ciclos de 90s, com pressdo de 300psi e poténcia de
200W.

Em seguida filtrou-se a vacuo, lavando-se com etanol 96% a azina
de cada reacdo separadamente e colocou-se para secar em placas de Petri
tampadas com vidros-relogios. Apos secar verificou-se no CG-MS a pureza

de cada composto.

Aldeidos usados (usou-se apenas um aldeido em cada reacdo, como

pode ser visto no esquema 07):
2 — Nitrobenzaldeido (165 mg);

2 — Piridina Carboxaldeido ( 107 uL);
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3,4,5 trimetoxibenzaldeido (196 mg)

4 — Dimetilamina benzaldeido (149mg);

4 — Etoxibenzaldeido (138 mg);

4 — Nitrobenzaldeido (151mg);

4 — Piridina — Carboxibenzaldeido (104 ulL);
4- Etilbenzaldeido (136,8 uL);

4- hidroxibenzaldeido (122mg);

4- Isopropilbenzaldeido (151uL);

4- Metilbenzaldeido (118mg);

4- Metoxibenzaldeido (122 uL);

Benzaldeido (112 uL);
Seringaldeido (182mg);

Vanilina (152mg).

Esquema 07: Sintese da série de Azinas.

° |
NH,
o @/m_’ NP
+
0N R// 0N
16

Aldeido

R:

H: Azina 17, pag.73

4-OCHgs. Azina 26 pag. 117
4-N(CHs ),. Azina 31 pag. 137
4-CHgs: Azina 18 pag.78
4-OCH,CH3. Azina 28 pag.127
2-NO,. Azina 29 pag.129
4-NO, : Azina 30 pag.132
4-CH,CHs. Azina 19 pag. 83
Fonte: Prépria autora

<"

Azina do aldeido correspondente

3,5-OCHgs, 4-OH: Azina 25 pag.113
2-piridina: Azina 21 pag.93
4-CH(CHgs),: Azina 20 pag. 88
3,4,5-OCHj3. Azina 27 pag. 122
4-piridina 22: Azina - pag.98

4-OH: Azina 23 pag. 103

3-OCHgs, 4-OH : Azina 24 pag. 108
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4.2.3 ldentificacdo Estrutural

Para confirmar a estrutura dos compostos foram utilizadas
técnicas  espectroscopicas de  Ressonancia  Magnética  Nuclear,

espectrometria de massas e Infravermelho (I1V).

Os espectros de massa foram obtidos através de um aparelho
CGMS QP 210 Ultra Shimadzu. O progresso da reacdo foi analisado por
cromatografia em camada delgada (CCD) utilizando gel de silica Merck
(60 F254) sobre chapas de aluminio, a menos que indicado de outra forma.
A visualizacdo foi realizada com luz UV a 254 nm e / ou 366 nm, a
coloracdo de vapor de iodo. As amostras foram solubilizadas em

diclorometano.

Os espectros de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) foram
obtidos em espectrometro Bruker Avance 500 operando a 500 MHz, com
cloroformio deuterado como solvente. Os deslocamentos quimicos foram
expressos em valores adimensionais (ppm) em relacdo a um padrdo interno
de tetrametilsilano (TMS). A visualizacdo dos espectros foi realizada por
meio do programa ACD LABS 12.0.

Os espectros de infravermelho (1) foram obtidos a partir de
pastilhas de KBr em equipamento FT-IR PERKINELMER modelo
Spectrum frontier. Os dados foram transportados em formato ASCII pelo

programa OriginTM versao 8.6.
4.2.4 Andlise da atividade anticolinesterasica.

4.2.4.1 Ensaio em Cromatografia de Camada Delgada (CCD)

As placas de aluminio para cromatografia de silica Gel 60 F254,

0,2 mm de espessura foram adquiridas da Merck (Darmstadt, Alemanha).
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Realizou-se trés ensaios com metodologias diferentes onde, foi
necessario o preparo de trés placas cromatograficas iguais, uma para cada
ensaio. Uma para o ensaio com o reagente de Ellman (Rhee et al. 2001),
outra para o ensaio falso-positivo com o reagente de Ellman (Rhee et al.,
2003b) e outra com o regente de Marston (Marston et al., 2002). Diluiu-se
1 mmol de cada amostra em 100% de Diclorometano separadamente e
aplicou-se volumes de 2,5 uL de cada uma nas placas. Tacrina (T) foi

aplicada como o inibidor controle em cada placa.
4.2.4.2 Tampoes

Os seguintes tampdes foram utilizados: Tampao A: Tris 50 mM,
pH 8,0; tampéo B: Tris 50 mM, pH 8,0 contendo 0,1 % de soro albumina
bovia (BSA); tampéo C: Tris 50 mM, pH 8, contendo 0,1 M NaCl e 0,02 M
de MgCI2.6H20; tampéao D: 50 mM NaH,PO,, pH 7,6; tampéo E: 0,05 M
KH,PO,4 e 1,25 M (NH4),SO,4, pH 5,8; tampédo F: Tris 0,05 M, pH 7,8
contendo 150mg de BSA.

4.2.4.3 Preparo da Enzima

Acetilcolinesterase de peixe elétrico (Tipo VI-S, po liofilizado,
292 U/mg solido, 394 U/mg proteina, Sigma, lote: 046K7675) foi utilizada
em todos os ensaios em CCD e utilizando o reagente colorimétrico de
Ellman. A enzima liofilizada foi dissolvida em tampdo A para preparar
uma solucdo estoque 1000 U/ml e, posteriormente diluida em tampédo B
para obter uma solucdo de enzima 0,226 U/ml utilizada no ensaio em
microplaca ou em tampao A para obter uma solucédo de enzima 3 U/ml para

ser utilizada no ensaio em CCD.

Acetilcolinesterase de peixe elétrico (Tipo V-S, po liofilizado,
658 U/mg solido, 1.210 U/mg de proetina, Sigma, lote: 025K7671) foi
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utilizada no ensaio em CCD utilizando o método colorimétrico de
Marston. A enzima liofilizada foi dissolvida em tampéo F para obter uma
solucdo 6,6 U/ml (ELLMAN et al, 1961; RHEE et al, 2001 SEIDL, 2010).

4.2.4.4 Preparo do Substrato

Ensaio positivo e falso positivo de Ellmam

lodeto de acetiltiocolina (ACTI) (Sigma-Aldrich®) foi o
substrato utilizado nos ensaios em CCD com o reagente colorimétrico de

Ellman nas concentracdo 1 mM em tampéo A.
Ensaio de Marston

Acetato de alfa-naftila (Sigma-Aldrich®) foi o substrato utilizado
no ensaio em CCD para o método colorimétrico de Marston em solugéo
2,5% em etanol (ELLMAN et al, 1961; RHEE et al, 2001 SEIDL, 2010).

4.2.4.5 Preparo dos reagentes colorimétricos

Teste Positivo

O ensaio foi realizado conforme Rhee e colaboradores (2001).
Resumidamente, as amostras foram aplicadas em placas de CCD e apés o
desenvolvimento com o solvente adequado, as placas foram completamente
secas. Uma mistura de solucdo de substrato e do reagente de Ellman foi
borrifada sobre a placa. Apds completa secagem da placa uma solucdo de
enzima AChE foi borrifada e alguns minutos se passaram até o
desenvolvimento ou ndo de manchas brancas sob um fundo amarelo, onde
as manchas brancas indicam a presenca de compostos inibidores da enzima
acetilcolinesterase, a auséncia dessas manchas brancas mostra que ndo

houve inibicdo da enzima (Rhee et al., 2001).
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Teste falso positivo

Resultados falsos positivos foram eliminados pelo método
descrito por Rhee e colaboradores (2003). As mesmas amostras foram
aplicadas em placas de CCD e desenvolvidas com o mesmo sistema de
solvente para o teste positivo (preferencialmente na mesma cuba
cromatografica). Apos secagem, a placa foi borrifada com uma sequéncia
diferente dos mesmos reagentes do teste positivo. Primeiro foi borrifado a
solucdo de reagente de Ellman e, apos secagem, uma solucdo de substrato
(ACTI) e da enzima AChE a 37°C (Rhee et al., 2003).

Sal fast blue — Ensaio de Marston

O ensaio foi realizado conforme descrito por Marston e colaboradores
(2002). Resumidamente, as amostras foram aplicadas em placas de
cromatografia de camada delgada (CCD), eluidas em solvente adequado e
secas a temperatura ambiente. Cada placa foi borrifada com a solucéo
estoque da enzima e novamente secas. Para incubacdo da enzima, a placa
foi colocada sob um suporte no interior de um recipiente plastico contendo
5 ml de agua (a agua ndo entra em contato com a placa, somente mantém
umido o interior do recipiente), fechado e mantido a 37°C por 20 min. Para
deteccédo da enzima, apos esse periodo, 10 ml de uma solugcdo do substrato
e 40 ml da solucdo do reagente colorimétrio sal Fast Blue B foram
misturadas momentos antes do uso e borrifadas sobre a placa. Apds alguns
minutos o desenvolvimento de manchas brancas sob o fundo roxo indicou a
presenca de compostos inibidores da enzima acetilcolinesterase
(MARSTON et al., 2002).
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES.

5.1 SINTESE DA (E) -1- (4- Nitrobenzilideno) — Hidrazina
ASSISTIDA POR MICRO-ONDAS.

Para encontrar as condicdes ideais no reator para a formacao da
hidrazona 16, obtendo-se o produto com alto rendimento, algumas
variacOes nas condigdes foram feitas e estdo na tabela 01, mantendo a
poténcia constante (200W), pressdo (300 psi) e variando a temperatura,
utilizando: 80°, 100°, 110° e 120° graus Celsius, foram realizados 3 ciclos

de 90 segundos para cada temperatura.

Tabela 01: Taxa de conversdo do 4-nitrobenzaldeido e hidrazina na
hidrazona 16, com variagdo da temperatura em 3 ciclos.

Temperatura (°C) Ciclos Taxa de conversao
(90 s) (%)

80 1 P (60,19)
D (39,81)

2 P (67,57)

D (32,43)

3 P (78,80)

D (21,20)

100 1 P (82,57)
D (17,43)

2 P (82,61)

D (17,39)

3 P (83,66)

D (16,27)

110 1 P (83,73)
D (16,27)

2 P (83,43)
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D (16,57)

3 P (80,48)
D (19,52)

120 1 P (79,43)
D (20, 57)

2 P (100)

D (0)

3 P (86,00)

D (14,00)

P — produto; D — Dimero (0 produto reagiu com ele mesmo) ndao € o desejado.
(Porcentagem obtidas através da taxa de conversdo, obtida pelo CG-MS).

Observa-se que a 80° a formacdo do produto foi inferior a sua
formacdo em temperaturas maiores, e 0 mesmo também diminui com
temperaturas acima de 120°. Em 120° ao fim do segundo ciclo a hidrazona
16, se forma completamente sem formar subproduto ou se dimerizar. As
temperaturas inferiores & 80°C, ndo aparecem na tabela 01, ndo foram
colocadas pois a reacdo ainda ndo finaliza restando ainda reagentes de
partida. Sobretudo o que se tem com o0 uso da irradiacdo por micro-ondas é
que o tempo reacional para formacdo da hidrazona 16 foi reduzido e houve
a conversdo total dos reagentes no produto esperado, e sem necessidade do

uso de solventes.

Ao final da reacdo obteve-se como produto um sélido amarelo

escuro, cujos dados espectroscopicos encontram-se em anexo.

A hidrazona 16 quando sintetizada pelo método convencional,
através da agitacdo do 4-nitrobenzaldeido e uma solucdo de hidrazina em
etanol por 10 min leva a formacgéo de subproduto, devido a alta reatividade
do composto que continua reagindo e se dimeriza, diminuindo assim o
rendimentos da proxima etapa de reacdo que € a adicdo de um segundo
aldeido para se formar uma azina (FIGUEREDO, 2013).
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Ao realizar a sintese com irradiacdo por micro-ondas o problema
da formacéo de subprodutos foi resolvido, pois a utilizacdo da irradiacdo de
micro-ondas em lugar do aguecimento convencional nas reagfes organicas

leva, na maioria dos casos, a uma diminui¢cdo dos tempos de reacdo e

reducdo de produtos indesejaveis (SOUZA e MIRANDA, 2011).

Segundo Hayes, (2002), a energia associada a irradiacdo de
micro-ondas que é usualmente empregada em reacGes quimicas é da ordem
de 0,037 Kcal. mol* sendo, portanto, muito baixa para ocasionar a
clivagem de ligagdes quimicas das moléculas - a energia necessaria para
clivar ligagbes quimicas de compostos organicos, em geral, sdo maiores
que 42,9 Kcal.mol™ (Smith e March, 2007). Esta energia permite, portanto,
apenas a modificacdo do perfil cinético destas reacdes, que era o esperado

para essas reagdes.

5.2 SINTESE DAS AZINAS ASSISTIDA POR MICRO-
ONDAS.

ApoOs otimizar a reacdo anterior, evitando a dimerizacdo da
hidrazona 16, reagiu-se a 4- (nitrobenzilideno)- hidrazina , (hidrazona 16)
com uma serie de aldeidos para obter as azinas dos respectivos aldeidos,
conforme pode ser encontrado na tabela 02. Procurou-se padronizar a
reacdo de sintese das azinas com temperatura de (100° C), poténcia (200
W) e pressdo (300 psi) cujos percentuais de conversao dos reagentes nas

respectivas azinas, obtidos por CG-MS estéo apresentados na tabela 03:
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Tabela 02: Azinas sintetizadas a partir da (E) — 1 — (4- Nitrobenzilideno) hidrazina.
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31

30

Tabela 03: Taxa de conversao da hidrazona 16 em azinas.

Azinas Taxa de conversao CG-
MS (%)

17 96
18 91
19 100
20 95
21 100
22 100
23 64
24 100
25 -

26 92
27 65
28 -

29 -
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30 100
31 90

'taxa de converséo dos reagentes no produto, obtida pelo CG-MS.

As variagcbes de grupamentos no segundo anel das azinas
produzidas foram para avaliar a influéncia dessa variagdo na atividade
anticolinesterasica. Verificar se a presenca de radicais alquila no segundo
anel exercem influéncia sobre a atividade anticolinesterasica, quais
diferencas seriam provocadas pela substitui¢do bioisostérica (CH—N) na
posicdo 2 e na posicdo 4 e a influéncia de radicais oxigenados (-OH, —
OCH; e ~OCH,CHj).

As caracteristicas das Azinas sintetizadas, com 0s respectivos

Espectros de Massas, Infravermelho e RMN estdo em anexo.
5.3 ATIVIDADE ANTICOLINESTERASICA

5.3.1 Solubilidade

Ellman e colaboradores, (1961) descreveram um método
fotométrico para a determinacdo da atividade anticolinesterasica, tal
método necessita de uma elevada solubilidade em agua de todos o0s
reagentes e principalmente das amostras ja que os tampdes e solugbes séo
aquosos. Na énfase de resolver o problema de solubilidade de diversos
compostos, Rhee e colaboradores (Rhee et al., 2001) desenvolveram um
sistema rapido e eficaz para a deteccdo de substancias inibidoras, o sistema
em CCD que tambem utiliza o reagente de Ellman e como solvente agua,
metanol, diclorometano ou uma mistura de alguns desses solventes. Neste
ensaio 0s inibidores da enzima acetilcolinesterase sdo detectados pelo
aparecimento de manchas brancas de inibicdo sobre o fundo amarelo da

placa cromatogréafica
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A hidrazona 16 e a azinas sintetizadas neste trabalho ndo séo
compostos sollveis em agua, 0 que tornou inviavel o uso do método de
Ellman, mas foram solubilizados em 100% de diclorometano, o que sugere
0 uso da técnica proposto por Rhee, que é o também chamado de teste

modificado de Ellman.

As amostras foram submetidas a ensaios para determinacdo de
atividade inibitoria para a enzima acetilcolinesterase de peixe elétrico
(AChE ee) (Electrophorus electricus): ensaio de Ellman, Falso-positivo

Ellman e ensaio Marston todos em CCD.

Os resultados obtidos dos ensaios anticolinesterasicos deste

estudo estdo na tabela 4:

Tabela 4. Resultados dos ensaios de inibicao realizados em CCD.

Ensaio em Cromatografia de Camada Delgada

Método Ensaio Falso
modificado Positivo™ =nsaio
Cadigo Composto b Marston Observacdes
de Ellman* (DTNE)
Cx
(DTNB) ?
Al 29 + + - Inibidor falso-positivo
Inibi a reacdo quimica e
A2 22 - + - ndo inibi a atividade
enzimatica.
Inibi a reacdo quimica e
A3 27 - + - ndo inibi a atividade

enzimatica.
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A4

31

Ab

23

Inibi a reacdo quimica e
ndo inibi a atividade

enzimatica.

A6

30

Inibi a reacdo quimica e
ndo inibi a atividade

enzimatica.

A7

21

A8

19

A9

28

A10

20

Falso positivo

All

26

Inibi a reacdo quimica e
nao inibi a atividade

enzimatica.

A1l2

17

Inibi a reacdo quimica e
ndo inibi a atividade

enzimatica.

A13

16

Inibi a reacdo quimica e
ndo inibi a atividade

enzimatica.

Al4

18

Inibi a reacdo quimica e
ndo inibi a atividade

enzimatica.

A15

25

Inibi a reacdo quimica e
ndo inibi a atividade

enzimatica.

A6

24
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aec

(+) inibicdo, (-) ndo inibicéo; b (+) falso inibidor, (-) inibidor; *Padrdo tacrina.
5.3.2 Ensaio Modificado de Ellman

Os ensaios de atividade foram feitos de acordo com o método
modificado de Ellman. Tal método baseia-se na medida da velocidade de
producdo da tiocolina 33 formada através da hidrolise do analogo do
substrato da AChE, a acetiltiocolina 32. A tiocolina formada reage com o
chamado Reagente de Ellman 34 (acido 5,5-ditiobis[2-nitrobenzdico])
formando uma mistura de dissulfetos e um anion amarelo com intensa
absor¢do em 405nm ou 412 nm, esquema 8 (ELLMAN, 1961).

Esquema 08: Catalise da acetiltiocolina e reagéo de Ellman.

o
AChE

HiC— € — OSHCH,CHN{CHa)s =  C—0 +HSCH,CHN(CH,)s
Acetiltiocolina HsC Tiseolina
32 i3
Tiocoling [
+ 0 COOH
COOH COOH II o] COOH
N .
Oz, ) ] , | . NOs _ 0 ; - - -0 M.
A . ) | . A - - $_
5—5 Anion Amarelo s
Reagente de Ellman ' + )
14 COOH

S— SCHLCHZN{CHy)4

Na figura 10 estdo os resultados encontrados para 0 ensaio de
Ellman, cada divisdo na placa corresponde a um composto testado, e no
final da placa tem-se o padrdo para comparagdo — Tacrina (T). A inibicédo
da enzima AChE ee nos ensaios de Ellman é observada pelo aparecimento

de halos brancos na placa de silica .
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Figura 10: Placa cromatografica do Ensaio Ellman realizado com AChE ee.

AN Az Az Ay i " : Mg Mg

5‘\ (9 ,!:I” r\.; f‘ 1 Ay .3 '.,’ }‘ /. 'Y

Fonte: Propria autora

Ao observar a placa cromatografica nota-se que as azinas 29 e 20
(ver estruturas nas paginas 53 e 54), que correspondem aos codigos Al e
A2 da placa, desenvolveram manchas brancas. Somente com este teste

poderia dizer que esses dois compostos inibiram a acetilcolinesterase.

Relatos na literatura indicam que compostos como aldeidos e
aminas podem provocar resultados falso-positivo no ensaio de Ellman.
Estes compostos impedem a reacdo entre a tiocolina (produto da reacdo
enzimatica) e o reagente de Ellman, o que impediria a formacéo do anion
amarelo e resultaria na formacdo do halo branco. No entanto, neste caso,
ndo ha inibicdo da atividade enzimética e sim reacdo quimica entre o0s

compostos e a tiocolina (RHEE, 2003).

Assim, a fim de distinguir entre 0os compostos que atuam
realmente na inibicdo da atividade enzimatica e aqueles que atuam na
reacdo quimica entre a tiocolina e o reagente de Ellman, as amostras foram

submetidas ao teste de falso positivo.
5.3.3 Ensaio falso positivo de Ellman

Placa cromatografica do Ensaio falso-positivo de Ellman a

formacao do halo branco indica que a amostra ndo inibe a enzima.
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Figura 11: Placa cromatogréafica do Ensaio falso-positivo de Ellman .

Fonte: Propria autora

Portanto como pode ser visto na figura 11 os compostos de
codigos Al, A2, A3, A5, A6, A10, All, Al2, A12, Al13, Al4, Al5 que
correspondem respectivamente aos compostos 29, 22, 27, 23, 30, 20, 26,
17, 16, 18 e 25, (ver estruturas nas paginas 53 e 54) foram considerados
falsos positivos, pois formaram halos brancos. O que significa que estes

inibem a reagéo quimica, mas ndo a atividade enzimatica.
5.3.4 Ensaio de Marston

A atividade enzimatica € detectada pela conversdo do acetato de
a-nafhthyl 35 a a-naftol 36 que reage com o sal de Fast Blue B 38
formando um corante diazo 39 de cor purpura, conforme esquema 09.
Resultado positivo neste ensaio significa que o composto presente na
amostra inibiu a enzima ndo ocorrendo, portanto, a formagao do a-naftol e

a consequente formacgéo do corante (MARSTON, 2002).
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Esquema 9: Catalise da acetilcolinesterase com acetato de naftil e subsequente
formac&o do corante purpura observado.

0.L0CH, oH

Q) AaE . ::o o
37
Acetato de 1-naftil -naft
as

SaldeazulsohdoB

A figura 12 representa o0 ensaio de Marston, a placa
cromatografica ilustra o resultado obtido para o ensaio onde mostra que 19,
21,24, 28 e 31 (ver estruturas nas paginas 53 e 54), ndo inibiram a

acetilcolinesterase e nem reagiu com o substrato.

Figura 12: Placa cromatografica do Ensaio Marston.

Fonte: Prdpria autora

A atividade enzimatica € detectada pelo corante diazo de cor
purpura. A inibicdo é observada pelo aparecimento de halos brancos na

placa de silica, o que ndo ocorreu para henhum composto.
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Observou-se nessas trés analises de forma geral, que das azinas
sintetizadas as 20 e 29 revelaram ser falsos positivos, as 16, 17, 18, 22, 23,
25, 26, 27 e 30 inibiram a reacdo de formacdo para formacdo do anion
amarelo, mas néo inibiram a enzina acetilcolinesterase e 0os compostos 19,
21,24, 28 e 31 ndo inibiram a reacdo e nem a enzima. Avaliando a inibicao
da atividade enziméaticade forma geral, ndo observou-se a capacidade de
inibir a acetilcolinesterase in vitro. Com relagdo a estrutura-atividade,
observa-se que a mudanca de grupos no segundo anel praticamente nédo
exerceu influéncia sobre a atividade anticolinesterdsica e que estes
compostos inibem em sua maioria a reacdo quimica para a formacdo do
anion amarelo. Somente as azinas do 4- isopropil - benzaldeido 20 e do 2-
nitro benzaldeido 29 revelaram ser falsos positivos, o que pode sugerir um
novo teste, em concentracdo superior ao que foi realizado para esses dois
compostos, para saber se estas duas azinas inibiriam a enzima em

concentragdo maior.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

O objetivo de se otimizar os rendimentos na sintese da hidrazona
16 e das azinas foram alcancados com emprego da técnica de irradiacdo de

micro-ondas.

Esta técnica empregada também em sintese organica, revelou-se
muito eficaz na conversdo dos reagentes no produto esperado devido a
baixa energia associada a irradiacdo de micro-ondas o que evita clivagens

modificando-se apenas o perfil cinético das reagoes.

Além de otimizar as reagdes, as técnicas de IMO reduziu o tempo
da reacéo, permitiu realiza-la com pouquissimo material de partida (mmol)
e permitiu-se também reduzir o uso de solventes, visto que o descarte de

solventes organicos tem sido um inconveniente para 0 meio ambiente.

As azinas apresentam duas funcdes quimicas associadas a
compostos com diferentes perfis farmacoldgicos; um grupo NO, ligado a
um grupamento aromatico e o grupo azometino (NHN=CH), também

ligado a um anel aromatico conferindo diversas propriedades.

No teste da atividade anticolinesterésica a falta de solubilidade
dos compostos em agua foi um fator limitante, mas ndo impediu que o0s
testes fossem realizados, no entanto foi empregada a técnica com o0 uso de
CCD. Com isso propoe-se modificar a solubilidade destes compostos, por
meio de modificaches estruturais que possibilitem a formacdo de

compostos mais hidrossollveis, contudo mantendo a atividade biologica.

Das azinas sintetizadas 20 e 29 revelaram-se falsos positivos, e
como a concentracdo usada no teste foi muito baixa seria interessante
refazer os testes em uma concentragdo maior. Entretanto nos compostos 16,

17, 18, 22, 23, 25, 26, 27 e 30 ndo houve inibicdo enzimatica e sim reagdo
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guimica entre 0s compostos e a tiocolina. Os compostos 19, 21, 24, 28 e 31

ndo inibiram a enzima e nem reagiram com a tiocolina.

Visto que as azinas apresentam atividades bioldgicas,
antiparasitaria, antitumoral, antichagasica, anticolinesterasica, entre outras,
sugere-se que se facam outros testes bioldgicos, onde estas azinas possam

ser mais eficazes e capazes de apresentar maior aplicabilidade terapéutica.
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ANEXQOS - ESPECTROS

72



(E) -1- (4 nitrobenzilideno) hidrazina

S
N

O,N
Formula molecular: C14H;N3O,
Coloracdo: amarelo escuro
Pureza (CG-MS): 100%

Dados espectroscopicos:

IV (4000 — 500 cm™); (NO,) 1520cm™ e 1340cm™; ( C=N) 1600cm™;

(mono-substituido) 750cm™ e 690cm™.

EM (m/z): [M'] - 165 Pico base: 165
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Figura 13: Espectro na regido do IV do composto 16 (4000 - 500 cm™).
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Figura 14: Espectro de massas do composto 16
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(7E,8E) -1- (4 nitrobenzilideno) — 2 — hidrazina benzilideno

H
}'a
H 1
H H 18218 “‘1“‘“15"jfﬁa
SN d
3 13
ba g g RN 1R “14” ~H
| | 10 | | 13a
0 1 3 H H
N N Sy 122 14a

Formula molecular: C14H11N3O»
Coloracao: amarelo claro
Pureza (CG-MS): 96,09%
Dados espectroscopicos:

RMN de H: (500MHz, CDCly): & 7,56 (m, 3H — 15, 16, 17); § 8,13 (d, 2H
—14¢18);88,34(d,2H-3¢5); 58,78 (d,2H- 1113 ); 89,30 (s, 1H -
12); §9,33 (s, 1H- 8).

RMN de 3C: (CDCly): & 124,03 (C- 2 e 6); § 129,29 (C- 3 ¢ 5 ); $129,31
(C- 15 e 17); 6 131,92 ( C- 14 e 18); & 133,60 (C - 13); 5140,06 (C - 4); &
149,40 (C - 16); 5159,45 (C — 9 e 12); § 163,76 (C - 1)

IV (4000 — 500 cm™): (NO,) 1520cm™ e 1340cm™; ( C=N) 1600cm™;
(mono-substituido) 750cm™ e 690cm™.

EM (m/z): [M™] - 253 Pico base: 225
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Figura 15: Espectro de RMN *H composto 17 (CDCls, 500 MHz)
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Figura 16: Espectro de RMN **C composto 17 (2D - HSQC).
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Figura 17: Espectro na regido do IV do composto 17 (4000 - 500 cm™).
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Figura 18: Espectro de massas do composto 17
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(7E,8E) -2- (4-metilbenzilideno) -1- (4-nitrobenzilideno) - hidrazina

Formula molecular: C1sH13N30,
Coloracdo: amarelo claro com brilho
Pureza (CG-MS): 91,96%

Dados espectroscopicos:

RMN de H: (500 MHz, CDCly): & 2,41(s, 3H - 20); & 7,29 (d, 2H — 6 € 2);
87,77 (d, 2H- 5 € 3); 5 8,01 (d, 2H — 18 e 14); 5 8,31 (d, 2H - 15 ¢ 17); &
8,66 (s, 1H - 9) 8 8,71 (s, 1H - 12).

RMN de **C: (CDCly): & 21,49 (C-20); 8128,91 (C -2, C-3,C -5, C-5, C-
14 e C- 18); 8 123,18 (C-15e C - 17); § 162,57 (C - 9); 6 158,27 (C -12).

IV (4000 — 500 cm™): (NO,) 1520 e 1340cm™; (C = N) 1600cm™; (- CHs)
2840 cm™.

EM (m/z): [M"] = 267 Pico base = 145
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Figura 19:

Espectro de RMN *H composto 18 (CDCls, 500 MHz)
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Figura 20: Espectro de RMN **C composto 18 (2D - HMBC)
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Figura 21: Espectro na regido do IV do composto 18 (4000 - 500 cm™).
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Figura 22

. Espectro de massas do composto 18
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(7TE, 8E) — 1- (4- etilbenzilideno) — 2- (4-nitrobenzilideno) hidrazina.

H H
1|7a I'I.E'a H
H 17 0 n1e
H H 185187 1677 | T2l
Ja 8a | | Hﬂﬂﬁ ~H
H 3 0 N 13 .15 2 b
fa 6 e EN-T T e hpglla
| | 10 | | 152
0: 1 3 H H
e
N T Ty 122 14a
ITI 3z
O H
3 2a

Formula molecular: C1gH15N305
Coloracdo: Amarelo claro
Pureza (CG-MS): 100%

Dados espectroscopicos:

RMN de *H: (500 MHz, CDCly): § 1,51 (t, 3H - 21); § 3,23 (g, 2H - 20);
8,67 (d, 2H — 15 ¢ 17); 59,23 (d, 2H — 14 € 18); 9,5 (d, 2H — 5 € 3); &
9,85 (d, 2H — 6 ¢ 2); 6 10,27 (s, 1H - 12); § 10,30 (s, 1H - 9).

RMN de °C: (CDCl,): & 15,05 (C - 20 ); 29,37 ( C - 21); 5 128,91 (C -
15¢17);8 128,91 (C-14 ¢ 18); 8 123,18 (C-5¢3); 8 159,70 (C—6e 2
); 8 163,28 (C - 12); 6 159,69 ( C - 9).

IV (4000 — 500 cm™): (NO,) 1506 e 1340; (C =N) 1600; (-CH,CH3) 2920 e
2985.

EM (m/z): [M*] 281 Pico base = 159
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Figura 23: Espectro de RMN *H composto 19 (CDCls, 500 MHz)
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Figura 24: Espectro de RMN **C composto 19 (2D - HMBC)
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Figura 25: Espectro na regido do IV do composto 19 (4000 - 500 cm™).
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Figura 26: Espectro de massas do composto 19
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(7E, 8E) -2- (4-isopropil - benzilideno) — 1- (4- nitrobenzilideno)

hidrazina
H
22b
H H—2|2—H
17a 22¢ 22ﬁ
H 17 /20 /21c
H H 18a>187 X167 | 21
$ % o/ e
H 5 9 N 13 15 2 21b
a6 N1 §N/11§12/ N7 Sp2la
) || | 10 | | 15a
o .. 3 H H
SN 0P TNy 120 l4a
I7I | 3a
0] H
8 2a

Formula molecular: C17H;:7N30,
Coloracao: amarelo claro
Pureza (CG-MS): 95%

Dados espectroscopicos:

RMN de *H: (500MHz, CDCly): & 1,28 (d, 6H — 21 € 22); & 2,97 (m, 1H -
20), 8 7,33 (d, 2H, 15 ¢ 17); 8 7,78 (d, 2H — 14 E 18); 6 7,99 (d, 2H -5 ¢
3); 58,29 (d, 2H — 6 ¢ 2); & 8,66 (s, 1H - 12); 8 8,69 (s, 1H - 9)

RMN de °C: (CDCly): § 22,12 (C — 21 e 22); & 33,58 (C- 20); 5 128,10 (C
- 15 € 17); 6 128.10 (C 14 ¢ 18);8 128.10 (C — 5 e 3); 8123,09 (6 € 2);
158,90 (C - 12); § 137,41 (C - 9).

IV (4000 — 500 cm™): ( NO,): 1520 e 1340; ( C=N ): 1600; (-CH (CHa),):
2950 e 1375

EM (m/z): [M*] = 295 Pico base = 252
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Figura 27: Espectro de RMN *H composto 20 (CDCls, 500 MHz)
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Figura 28: Espectro de RMN **C composto 20 (2D - HMBC)
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Figura 29: Espectro na regido do IV do composto 20 (4000 - 500 cm™).
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Figura 30: Espectro de massas do composto 20
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(7E, 8E) -2- (4-nitrobenzilideno)- 1 — ((piridin -2- il) — metileno) —

hidrazina.

H
l{ﬁa
Sne
H H NI
]It':-a }Da }
H 16 10 N 3
R e e
| | 9 | |
o: 14 i2 H H
N NEE H 2 la
17 122

Formula molecular: C13H190N4O>
Coloracao: amarelo claro
Pureza (CG-MS): 100%

Dados espectroscopicos:

RMN de *H: (500 MHz, CDCls): § 7,39 (m, 1H — 4); § 7,82 (q, 1H - 3), 8
8,05 (d, 2H, 12 e 16); 5 8,33 (d, 2H — 13 e 15); 5 8,70 (s, IH — 7); & 8,70 (s,

1H - 10); 8 8,75 (d, 1H - 5)

RMN de C: (CDCl): § 124,62 (C — 4); & 136,08 (C- 3); & 129,64 (C - 12
e 16); 8 129.63 (C - 2):5 124.61 (C — 13 e 15); 5 161,15 (C-7); & 161,15 (C

- 10); 5 158,99 (C - 5).

IV (4000 — 500 cm™): (NO,) 510 e 1345; (Py) 1460 e 750; (C = N) 1600;

(=CH-CHj) 2840 e 1430
EM (m/z): [M*] = 253 Pico base = 225
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Figura 31: Espectro de RMN *H composto 21 (CDCls, 500 MHz)
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Figura 32: Espectro de RMN **C composto 21 (2D - HMBC)
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Figura 33: Espectro na regido do IV do composto 21 (4000 - 500 cm™).
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Figura 34: Espectro de massas do composto 21
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(7E, 8E) -1 - (4-nitrobenzilideno) -2 - ((piridin-4-il)-metileno)-hidrazina

H
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]jL\__F,-f'EH_
H H 5a 37 TWIN
62 10a | !
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152~157 =11 RN s SRy H‘“sf’:} T
N
e S L = Ta 3a
17 | 122
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Formula molecular: C13H190N4O>
Coloracao: amarelo

Pureza (CG-MS): 100%

Dados espectroscopicos:

RMN de H: (500 MHz, CDCls): § 7,71 (d, 2H -3 e 5 ); 5 8,04 (d, 2H — 12
e 16), 8 8,33 (d, 2H, 13 e 15 ); 8 8,60 (s, 1H — 8); & 8,69 (s, 1H — 10); &
8,77 (d, 2H - 2 e 6).

RMN de *C: (CDCly): & 123,29 (C — 3 e 5 ); & 129,02 (C- 12 ¢ 16); &
123,28 (C— 13 ¢ 15); 5 161.24 (C - 8);8 158.38 (C — 10); 6 150,5( C-2e
6).

IV (4000 — 500 cm™): (NO,) 510 e 1345; (Py) 1460 e 750; (C = N) 1600.
EM (m/z): [M*] = 254 Pico base = 132
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Figura 35: Espectro de RMN *H composto 22 (CDCls, 500 MHz)
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Figura 36: Espectro de RMN **C composto 22 (2D - HMBC)
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Figura 37: Espectro na regido do IV do composto 22 (4000 - 500 cm™).
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Figura 38: Espectro de massas do composto 22
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(7E, 8E) - 2 — (4- hidroxi-benzilideno) - 1 — (4-nitrofenil metileno) —

hidrazina.
H
&
H H g
H 172 112 1| 1 T
17 1 2
i 10 b
O S5 13 H H
BN "““1|4"’ ~H B o
18 13z
(] H
10 142

Formula molecular: C14H11N3O3
Coloracao: amarelo claro
Pureza (CG-MS): 64,86 %

Dados espectroscopicos:

RMN de H: (500 MHz, CDCl3): § 5,87 (s, 1H—7); & 6,93 (d, 1H — 13), 8
7,69 (d, 1H - 17); 87,74 (s, IH—3); 87,79 (d, 1H - 5); & 8,01 (d, 1H — 2):8
8,05 (d, 1H — 6); 5 8,20 (s, 1H - 16); & 8,29 (d, 1H - 14); & 8,33 (d, 1H —

11); 8,69 (d, 1H - 8).

RMN de ¥C: (CDCly): § 115,91 (C — 13); & 126,31 (C- 17); & 139,11 (C -
3); 5 130,79 (C - 5):5 128.83 (C —2); § 129,68 ( C - 6); & 123,97 (C - 16);

5 123,84 (C - 14);8 163,35 (C — 11); 5 158,54 (
IV (4000 — 500 cm™): (NO,) 1510 e 1345; (OH) 3500; (C = N) 1600.

EM (m/z): [M*] = 269 Pico base = 147
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Figura 39: Espectro de RMN *H composto 23 (CDCls, 500 MHz)
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Figura 40: Espectro de RMN **C composto 23 (2D - HMBC)
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Figura 41: Espectro na regido do IV do composto 23 (4000 - 500 cm™).
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Figura 42: Espectro de massas do composto 23
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(7E, 8E) -2- (3-metoxi-4-hidroxi-benzilideno) -1- (4-nitro benzilideno)-

hidrazina
H H
80‘8/8]3
~
0~ \
7 H
H 1 80
H H a6 X2 o Y
19a 13a || | 9a
H 19 13 N 5. 23
18187 X147 XN 11R107 N g
| | 12 | 3a
0 7. 15 H H
N7 N5 SH 10a  4a
20 | 15a
O H
21 16a

Formula molecular: C15H13N304
Coloragéo: amarelo claro
Pureza (CG-MS): 100 %
Dados espectroscopicos:

RMN de H: (500 MHz, CDCl3): & 3,98 (s, 3H — 8 ); § 6,09 (s, 1H - 9),
7,00 (d, 1H - 6); 8 7,27 (d, 1H — 4); 5 7,54 (d, 1H — 3); & 8,00 (d, 2H — 15 €
19);5 8,30 (d, 2H — 16 ¢ 18); & 8,60 (s, 1H - 13); & 8,68 (s, 1H - 10)

RMN de 3C: (CDCly): 5 56,58 (C — 8); & 115,30 (C- 6); & 123,90 (C - 4); 5
108,86 (C - 3); 6 128,91 (C — 15¢ 19); 5 123,90 (C -16 ¢ 18); 5 163,90 ( C
~13); 515827 ( C -10).

IV (4000 — 500 cm™): (NO,) 510 e 1345; (Py) 1460 e 750; (C = N) 1600.
EM (m/z): [M*] = 299 Pico base = 299
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Figura 43: Espectro de RMN *H composto 24 (CDCls, 500 MHz)
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Figura 44: Espectro de RMN **C composto 24 (2D - HMBC)
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Figura 45: Espectro na regido do IV do composto 24 (4000 - 500 cm™).
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Figura 46: Espectro de massas do composto 24
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(7TE,8E) — 2- (3,5 dimetodxi benzilideno) — 1 — (4- nitrobenzilideno)

hidrazina
CH
0~ 21 3
20
6
5 “‘Hl“nfE}H
15 13 N 4| 2 CH
1877 e Syl R e o
o 1|_| l 12 8
Lt el
4N e

Formula molecular: C1gH15N304
Coloracdo: amarelo escuro
Dados espectroscopicos:

RMN de 'H: (500 MHz, CDCl5): & 3,98 (s, 6H -9 e 21 ); 5 5,98 (s, 1H - 7),
7,10 (d, 2H — 15 ¢ 19); 5 8,01 (d, 2H — 16 e 18); § 8,31 (d, 2H — 3 € 5); &
8,56 (d, 1H — 10):5 8,59 (d, 1H — 13).

RMN de 3C: (CDCly): § 71,46 (C — 21); & 56,55 (C- 9); & 105,34 (C — 15 €
19); § 128,94 (C -16 € 18); 6 124,15 (C —3 e 5); 6 161,38 ( C - 10); &
8,62 (C - 13).

IV (4000 — 500 cm™): (NO,) 1520 e 1340; (C - O) 1210 e 1260; (C = N)
1600; (OH) 3500
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Figura 47: Espectro de RMN *H composto 25 (CDCls, 500 MHz)
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Figura 48: Espectro de RMN **C composto 25 (HMBC)
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Figura 49:

Espectro na regido do 1V do composto 25 (4000 - 500 cm™).
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(7TE,8E) — 2- (4 - metdxibenzilideno)- 1 — (4 - nitrobenzilideno)

hidrazina
H
H Ea 0 H
e
H H 525 “‘as“;
182 12a | / TH
H 18 12 N 2 H b
Ta~177 37 RN 0t N E g ta
MO
N 5T g %2 3a
19 | 14a
0 H

Formula molecular: C15H13N303
Coloragéo: amarelo claro
Pureza (CG-MS): 92,41%
Dados espectroscopicos:

RMN de H: (500 MHz, CDCly): & 3,98 (s, 3H — 8 ); § 6,09 (s, 1H - 9),
7,00 (d, 1H - 6); 5 7,27 (d, 1H — 4); 5 7,54 (d, 1H — 3); & 8,00 (d, 2H — 15 €
19);6 8,30 (d, 2H — 16 ¢ 18); & 8,60 (s, 1H - 13); & 8,68 (s, 1H - 10)

RMN de *C: (CDCl5): & 61,07 (C — 8); & 58,02 (C- 9); & 114,49 (C - 6); &
131,06 (C - 4); 5 130,78 (C —3); 5 129,24 (C - 15), 5124,16 (C - 19);
129,10 (C - 16); 5124,15 (C - 18); 163,79 (C - 13); 5 158,90 (C - 10).

IV (4000 — 500 cm™): (NO,) 1520 e 1340; (C - O) 1210 e 1260; (C = N)
1600.

EM (m/z): [M*] = 293 Pico base = 283
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Figura 50: Espectro de RMN *H composto 26 (CDCls, 500 MHz)
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Figura 51: Espectro de RMN **C composto 26 (HMBC)
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Figura 52: Espectro na regido do IV do composto 26 (4000 - 500 cm™).
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Figura 53: Espectro de massas do composto 26
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1,2 — Bis (3,4,5 trimetoxi benzilideno) hidrazina

Obtido:
HC
18 E}_
19 0
CH | - “‘ﬁia":f“{:H
:I: = | & =
0 3 11 N 13 17
N g RT3 T ET T
I | 12 23
H.C 1 E CH,
o Klf 4 -
0
H,C™ ¢
10
Esperado:
.

OH

Férmula molecular esperada: C15H13N304
Coloracao: amarelo claro

Pureza (CG-MS): 65,46 %

Dados espectroscopicos:

RMN de *H: (500 MHz, CDCls): § 3,92 (s, 6H — 8 € 26 ); & 3,94 (s, 12H —
12,22, 24 ¢28), 7,09 (s, 4H - 3, 5, 16 ¢ 20); & 8,57 (s, 2H — 11 e 14)

RMN de 3C: (CDCls): § 60,99 (C — 8); & 64,83 (C- 26); & 59,88 (C - 24); &
53,12 (C - 22):5 56,27 (C —28); § 39,10 ( C - 12); 105,62 (C- 3 ¢ 5); &
129,76 (C — 16 € 20); 5 161,64 (C — 11 e 14).

IV (4000 — 500 cm™): (NO,) 1520 e 1340; (O — C) 1250 e1100; (C = N)
1600.

EM (m/z): [M*] = 343 Pico base = 343
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Figura 54: Espectro de RMN *H composto 27 (CDCls, 500 MHz)
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Figura 55: Espectro de RMN **C composto 27 (HMBC)
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Figura 56: Espectro na regido do IV do composto 27 (4000 - 500 cm™).
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Figura 57: Espectro de massas do composto 27
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(7TE,8E) — 2 — (4 — etOxibenzilideno) — 1 — (4- nitrobenzilideno)

hidrazina
H H
6a Hoc, H
H 6 O_ 8b 9779
H H saNs57 X177 N8\
b R
H 19 13 N 4 2 H a
Isan1s” N1” XN 1R 107 NP Ny s
o !|7 !5 12 I|{ }|I 2a
SN N Ny 10a  3a
20 | 15a
O H
21 16a

Formula molecular: C1gH15N303
Coloracao: amarelo claro
Dados espectroscopicos:

RMN de *H: (500 MHz, CDCl3): & 1,45 (t, 3H— 9); 5 6,98 (g, 2H — 8), 8
6,98 (d, 2H —2 € 6); 6 7,80 (d, 2H — 3 € 5); § 8,01 (d, 2H — 15 ¢ 19), § 8,29
(d, 2H — 18 ¢ 16); 6 8,60 (s, 1H— 10 ); § 8,69 (s, 1H - 13).

IV (4000 — 500 cm™): (NO,) 1520 e 1340 cm™; (C = N) 1600 cm™, (O -
C) 1250cm™ e 1100cm™
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Figura 58: Espectro de RMN *H composto 28 (CDCls, 500 MHz)
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(7E,8E) — 2 — (2 — Nitrobenzilideno) — 1 — (4- nitrobenzilideno)

hidrazina
O H
19 6a
N. 6 H
H H 0?7\1/ X577 5a
18a 12a 8 || |
H 18 12 N 2 4
1725177 X137 XN 10N 7T SN
o !|6 1|4 11 1'{ 1'{ 4a
>N ~i57 ~H 9a 3a
20 | 14a
O H
21 15a

Formula molecular: C14H1oN4O»
Coloracao: amarelo claro
Dados espectroscopicos:

RMN de *H: (500 MHz, CDCl3): & 7,67 (d, 1H— 4); 8 7,74 (t, IH - 5), 8
8,05 (d, 2H — 18 € 14); 5 8,11 (d, IH -3 ); 6 8,34 (d, 2H — 17 e 15), § 8,67
(s, 1H - 12); 69,11 (s, IH-9).

RMN de °C: (CDCly): § 131.54 (C — 4); & 133,21 (C- 5); § 129,55 (C — 14
e 18); 5 124,96 (C — 3); § 129,59 (C — 6), § 124,12 (C — 15 e 17); 159,45
(C-9e12).

IV (4000 — 500 cm™): (NO,) 1520 e 1340 cm™; (C = N) 1600 cm™.
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Figura 59: Espectro de RMN *H composto 29 (CDCls, 500 MHz)
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Figura 60: Espectro de RMN **C composto 29 (HMBC)
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1,2 - bis (4 nitrobenzilideno) hidrazina

H 0
H iia Ii}‘
H H 19218”16720 0
H iy ga N i 1| N
a ] ]
6o 6 g NN A SH
|| | 10 | | 15a
O, e o3 H H
N T Ty 122 14a
ITI 3a
o H
3 2a

Formula molecular: C14H1oN4O>
Coloracdo: amarelo claro com brilho
Pureza (CG-MS): 100%

Dados espectroscopicos:

RMN de H: (500 MHz, CDCl3): & 8,05 (d, 4H -3, 5, 14 ¢ 18 ); § 8,34 (d,
4H-2,6,15¢17),58,71 (s,2H -9 e 12)

RMN de *C: (CDCly): & 89,16 (C — 3, 5,14 ¢ 18); 5 124,38 (C- 2, 6, 15 €
17); § 129,67 (C — 9 e 12).

IV (4000 — 500 cm™): (NO,) 1520 e 1340 cm™; (C = N) 1600 cm™.
EM (m/z): [M*] = 298 Pico base = 176
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Figura 61: Espectro de RMN *H composto 30 (CDCls, 500 MHz)
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Figura 62: Espectro de RMN **C composto 30 (HMBC)
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Figura 63: Espectro na regido do IV do composto 30 (4000 - 500 cm™).
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Figura 64: Espectro de massas do composto 30
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(7TE, 8E) -1 - (4-nitrobenzilideno) -2 - (4- dimetilamino benzilideno)-
hidrazina

%
H i
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]'[1 ] ___F_l'f; d__L'i::ﬂ "”]HI'E::: -_._F_-JL ::_;ill ]'[Li HTI-LI:

?z‘“%—# ~E ‘][L E- E.

Formula molecular: C1gH16N4O>
Coloracao: marrom

Pureza (CG-MS): 90,47%
Dados espectroscopicos:

RMN de H: (500 MHz, CDCl3): 6 3,07 (s, 6H -8 € 19 ): 5 6,74 (d, 2H — 1
€3),86,75(d,2H-4¢6); 57,98 (d, 2H - 14 ¢ 18); 5 8,29 (d, 2H - 15 e
17); & 8,62 (s, 1H - 9); 88,68 (s, 1H - 12).

RMN de °C: (CDCly): 6 40,22 (C —8 € 19); 8 111,77 (C-4 € 6 ); § 123,70
(C— 14 ¢ 18); 5 124.00 (C - 15);5 129,21 (C—17); 5 129,96 (C - 4); &
130,89 (C - 6); & 161.07 (C - 9); & 164,84 (C- 12).

IV (4000 — 500 cm™): (NO,) 1520 e 1340 cm™; - N (CHs), 1505 cm™;  (C
= N) 1600 cm™.

EM (m/z): [M*] = 296 Pico base = 296
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Figura 65: Espectro de RMN *H composto 31 (CDCls, 500 MHz)
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Figura 66: Espectro de RMN *H composto 31 (HMBC).
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Figura 67: Espectro na regido do IV do composto 31 (4000 - 500 cm™).
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Figura 68: Espectro de massas do composto 31
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