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RESUMO

A quimica medicinal estuda os aspectos relacionados a descoberta ou
invencdo dos farmacos, aspectos moleculares envolvidos em seu mecanismo
de acdo e aqueles que governam a absorcdo, distribuicdo, metabolismo,
eliminacao e toxicidade, incluindo a compreensao da relacdo entre a estrutura
quimica e a atividade terapéutica. A quimica Bioinorganica Medicinal estuda as
funcBes, metabolismo e aplicacdes de ions inorganicos e seus complexos em
sistemas biologicos, correlacionando a atividade bioldgica apresentada por um
sistema inorganico com suas caracteristicas estruturais e eletrénicas. O ferro é
um elemento envolvido em numerosos processos metabdlicos e é, portanto,
indispensavel a vida. Diversas classes de compostos vém sendo estudadas
com acdo quelante de ferro para o excesso de ferro nos tecidos
(Hemocromatose), talassemia, cancer, inflamacdes, doencas neurogenerativas,
dentre outras.

No ambito de uma linha de pesquisa que visa o planejamento, a sintese
e a avaliacdo farmacoldgica de novos padrbes moleculares uteis na terapia
farmacoterapéutica, esse trabalho € parte integrante de um projeto que visa a
identificacdo de novos derivados da isoniazida, candidatos a protétipos de
farmacos com atividade quelante de ferro. A Isoniazida ou hidrazida do acido
isonicotinico (INH) é o mais antigo farmaco sintético efetivo contra a
tuberculose (TB).

Neste  trabalho foi  sintetizado o N’-(2-hidroxibenzilideno)
isonicotinohidrazida. A rota sintética utilizada para a sintese deste composto
mostrou-se ser simples e eficaz, sendo alcancado um rendimento de 73%. A
estrutura quimica foi elucidada por meio de espectrometria de RMN H'e C*3, IV
e CG/EM. A partir desta molécula pode-se iniciar o estudo de suas
propriedades farmacoldgicas, principalmente como quelante de ferro, explorar
a versatilidade dos compostos N-acilhidrazénicos na obtencdo de outros
nacleos heterociclicos biologicamente importantes, fazer estudos de toxicidade
in vitro e realizar modifica¢cdes estruturais a fim de identificar protétipos com

atividade farmacologica.



ABSTRACT

Medical chemistry studies aspects related to drug discovery or
invention, molecular aspects involved in its mechanism of action, and those
governing absorption, distribution, metabolism, elimination and toxicity,
including understanding the relationship between chemical structure and
therapeutic activity. The Bioinorganic Medicinal Chemistry studies the functions,
metabolism and applications of inorganic ions and their complexes in biological
systems, correlating the biological activity presented by an inorganic system
with its structural and electronic characteristics. Iron is an element involved in
numerous metabolic processes and is therefore indispensable to life. Several
classes of compounds have been studied with iron chelating action for excess
iron in the tissues (hemochromatosis), thalassemia, cancer, inflammation,
neurogenerative diseases, among others.

As part of a research line aimed at the planning, synthesis and
pharmacological evaluation of new molecular patterns useful in
pharmacotherapeutic therapy, this work is an integral part of a project aimed at
the identification of new derivatives of isoniazid, candidates for drug prototypes
With iron chelating activity. Isoniazid or isonicotinic acid hydrazide (INH) is the
oldest effective synthetic drug against tuberculosis (TB).

In this work N '- (2-hydroxybenzylidene) isonicotinohydrazide was
synthesized. The synthetic route used for the synthesis of this compound was
shown to be simple and effective, with a yield of 73% being achieved. The
chemical structure was elucidated by means of H1 and C13, IR and GC / MS
NMR spectroscopy. From this molecule one can begin the study of its
pharmacological properties, mainly as iron chelator, to explore the versatility of
the N-acylhydrazonic compounds in the obtaining of other biologically important
heterocyclic nuclei, to carry out toxicity studies in vitro and to make structural

modifications in order to identify prototypes with pharmacological activity.
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1. INTRODUCAO

A Quimica Medicinal tem como estudo as razdes moleculares da acéo
dos farmacos descrevendo a relacdo entre a estrutura quimica e a atividade
farmacoldgica, diferenciando contribui¢cdes funcionais. Inclui-se o planejamento
e o0 desenho estrutural de novas substancias que possuam propriedades
farmacoterapéuticas Uteis, capazes de representarem novas entidades
quimicas, candidatas a protétipos de novos farmacos de uso seguro. *

A Quimica Bioinorganica Medicinal € uma area moderna que vem sendo
bastante estudada, € conhecida como uma ciéncia caracterizada por aplicar a
guimica inorganica na medicina, estudando as aplicacdes de ions metalicos e
seus complexos em sistemas biolégicos. >

Os elementos e compostos comumente denominados inorganicos eram
considerados de pouca ou nenhuma importancia para os sistemas biolégicos.*
No entanto, diversos metais sdo encontrados em proteinas, enzimas e
cofatores, 0s quais s&80 requeridos em varios processos biolégicos.”> Por
exemplo, o cobalto € encontrado na coenzima B12, a qual € essencial para a
transferéncia de grupos alquilas de uma molécula a outra em sistemas
biolégicos.® Metais como cobre, zinco e manganés também sdo incorporados
em proteinas cataliticas (metaloenzimas), as quais participam de reacfes
quimicas necessarias a vida.” Dentro deste contexto vale ressaltar a
importancia do elemento ferro em sistemas bioldgicos. O ferro € um elemento
envolvido em numerosos processos metabolicos e é, portanto, indispensavel a
vida. Ao nivel bioldgico, encontra-se em dois estados de oxidacao, ferro ferroso
(Fe?*) e ferro férrico (Fe®*), sendo um componente essencial de muitas
metaloproteinas que exploram esta propriedade de oxidacao-reducéo, devido a
sua capacidade de passar de um estado a outro. Quase todos 0s organismos
requerem o ferro como um micronutriente, sendo necessario também para a
biossintese de macromoléculas e divisdo e proliferagdo celular estando
envolvido em uma ampla variedade de processos celulares, como a producéo
de energia, o transporte de oxigénio e a sintese de DNA. Como exemplo, a

ribonucledtido redutase (RR), uma enzima chave na sintese de DNA que



catalisa a transformacéo de ribonucleétideos em desoxirribonucleétideos, tem
dois atomos de ferro no seu sitio ativo. °

Nos seres humanos, a quantidade de ferro € mantida a um nivel
constante, cerca de quatro gramas. No organismo humano, o ferro encontra-se
numa forma heme (como um complexo de porfirina) (Figura 1) dentro das
hemoproteinas, o que representa cerca de 80% de ferro, e numa forma néo
heme distribuida entre armazenamento (ferritina e hemossiderina) e proteinas
de transporte (transferrina). A homeostase do ferro € um processo finamente
regulado e sua desregulacdo conduz a deficiéncia ou sobrecarga, que é
prejudicial para o organismo devido a producdo de espécies reativas de
oxigénio (ROS). °

Figura 1- Estrutura molecular do Heme.
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A formacdo de ROS, e particularmente de radicais hidroxil, que sé&o
muito reativos através da reacdo de Fenton (Esquema 1), provoca mutacdes e
danos celulares graves. Como resultado dessas reacdes, um alto nivel
intracelular de ferro foi identificado como fator de risco para o desenvolvimento
de canceres. ° Estudos in vitro t&m mostrado que os quelantes de ferro,
inicialmente concebidos para o tratamento de sobrecarga de ferro, apresentam

propriedades antiproliferativas muito interessante.’®

Esquema 1- Reacao de Fenton.

O, + Fe*t —— O, + Fe?*

H,O, + Fe?* —— Fe¥*+ OH™ + OH*



Existem estudos que utilizam agentes quelantes de ferro e a sua
suplementacdo com o intuito de avaliar o efeito da modulacdo da
disponibilidade intracelular desse elemento sobre a infec¢cdo por Leishmania,
além de outros patégenos.*'? Dados da literatura mostraram que o tratamento
com agentes quelantes de ferro sdo capazes de reduzir a infeccdo por
Leishmania.'” O acimulo de ferro no cérebro tem sido relacionado a diferentes
doencas neurodegenerativas como Doenca de Parkinson®® e Alzheimer.*
Assim sendo, a quelacdo de metais parece ser uma alternativa promissora para
o desenvolvimento de novos agentes terapéuticos originais.*>*°

Estudos sistematizados sobre as fungdes que os metais desenvolvem
em organismos Vivos tornaram-se essenciais. O interesse por novas moléculas
estruturalmente modeladas com caracteristicas coordenantes teriam o
potencial de contribuir para a acdo de farmacos.

Devido & importancia do &tomo de ferro no organismo humano, nosso
objetivo foi o desenvolvimento de compostos potencialmente ativos, buscando
obter protétipos de farmacos capazes de se complexar com metais tal como

ferro.
2. DESENVOLVIMENTO

Diversas classes de compostos vém sendo estudadas com acao
guelante de ferro para o excesso de ferro nos tecidos (Hemocromatose),
talassemia, cancer, inflamacdes, doencas neurogenerativas, dentre outras.
Uma promissora classe de substancias que vem se destacando devido a sua
grande versatilidade séo as hidrazonas.

As hidrazonas e N-acilhidrazonas sao classes de compostos organicos
gue possuem diversas propriedades biolégicas e farmacoldgicas, tais como
antimicrobiana, anti-inflamatéria, analgésica, antifungica, antituberculose,
antiviral, anticancerigena, antiplaquetaria, antimalarica, anticonvulsivante,
cardioprotetora, anti-helmintica, antiprotozoaria, antitripanossoma,

antiesquistossomose etc. *’

A formacdo de uma hidrazona passa pela condensacao

qguimiosseletiva de aldeidos ou cetonas com hidrazinas, seguida por eliminacéo



de uma molécula de agua (Esquema 2).* Quando essa hidrazina é uma
hidrazida o composto formado € uma acilhidrazona, um composto azometino

(Esquema 3).*°

Esquema 2- Reacao geral de formacao de uma hidrazona.

R,C=0 + HNNHR' —= R,C=NNHR' + H,0

Esquema 3- Reacao geral de formacao de uma acilhidrazona.

R,C=0 + H,NNHC(O)R' R,C=NNHC(O)R" + H,O

Um grupo de moléculas bastante versateis quanto a capacidade doadora
de elétrons e, portanto, bastante investigado na Quimica Bioinorganica

2021 530 as hidrazonas e acilhidrazonas. Estas moléculas s&o

Medicinal,
reconhecidas pela sua variabilidade quanto a coordenacdo com metais devido
a fatores como: flexibilidade ao assumir diferentes conformacdes, a
possibilidade de tautomerismo, e podem ainda ter caracteristicas diferenciadas
ao atuar como ligante na forma neutra ou como um anion. %

As N-acilhidrazonas derivadas de compostos acilas ou arilas apresentam
um sitio doador C=0. A presenca deste sitio adicional as torna mais versateis,
devido ao seu grande potencial quelante. #?* Sao usadas como reagentes
analiticos para determinar quantidades traco de ions metalicos, devido as
propriedades quelantes presente nessas moléculas. % As atividades biolégicas
apresentadas, na maioria dos casos, também sdo atribuidas a essas
propriedades.?® Algumas hidrazonas demonstraram ser quelantes efetivos de
ferro in vitro e in vivo, com potencial emprego no tratamento de desordens
genéticas como a talassemia. %’

Uma grande variedade de complexos tem sido sintetizada a partir de
hidrazonas e acilhidrazonas, onde se observa que a coordenacgéo ocorre
através das formas neutras ou anibnicas, como ligantes bi- ou tridentados
(Figura 2).



Figura 2- Exemplo geral de uma complexacdo tridentada entre uma N-
acilhidrazona e um metal.

/%

A Isoniazida (Figura 3) ou hidrazida do &cido isonicotinico (INH) & o mais
antigo farmaco sintético efetivo contra a tuberculose (TB) e um dos principais
quimioterapicos de primeira linha no tratamento desta doenca, sendo
reconhecida, jA& em 1952, como potente agente contra o Mycobacterium
tuberculosis.?®

Figura 3- Estrutura molecular da Isoniazida.
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Apesar do tratamento da tuberculose ser eficaz e barato, custando entre
US$ 10 e 20 por um periodo de 6 meses, a taxa de abandono ao tratamento &
muito elevada. Este abandono é devido a sua duracao, efeitos colaterais como
nauseas, vomitos, ictericia, perda de equilibrio, asma, alteracdes visuais,
diminuicdo da audigdo, neuropatia periférica e até cegueira, bem como a falta
de informacdo e de acompanhamento dos pacientes.”> Como consequéncia,
tem-se o desenvolvimento de bactérias multirresistentes aos farmacos

comumente empregados, necessitando-se assim da utilizacdo de farmacos de



segunda escolha, bem como a busca por novos compostos com atividade
antituberlostatica.

Foi verificado que derivados aromaticos condensados a isoniazida (INH)
apresentaram potentes atividades in vitro contra tal doenca e ndo se
demonstraram citotoxicos a células hospedeiras, podendo auxiliar no
planejamento e sintese de novos farmacos bioativos. * Assim sendo, foi
sintetizado um derivado aromético N-acilhidrazénico baseado no farmaco

isoniazida, que sera apresentado na proxima secao.

2.1 Resultados e Discussao

o composto N-acilhidrazonico (NAH) (E)-N’-(2-
hidroxibenzilideno)isonicotinohidrazida (Esquema 4) utilizado neste trabalho,
pertence a classe de compostos azometinicos que apresentam amplo interesse
por parte dos cientistas em virtude dos mesmos apresentarem importantes
propriedades quimicas, amplo espectro de aplicacdes farmacolégicas®’ e por
serem bastante versateis para a sintese de inUmeros compostos contendo
nitrogénio.*

Esquema 4- Sintese da (E)-N’-(2-hidroxibenzilideno)isonicotinohidrazida.

o NHNH,
CHO

OH H,O/EtOH

X ta 90min
+
0,
_ 73/0

N

O composto foi obtido por meio da reacdo entre o salicilaldeido e
isonicotinohidrazida (isoniazida), obtendo-se um sdlido branco com bom
rendimento (73%).

A avaliacao prévia do perfil tuberculostatico deste composto indicou que
este produto ndo se mostra ativo contra cepas susceptiveis ou resistentes ao
M. tuberculosis.*

Este composto também foi selecionado, apos uma triagem inicial, para

ser testado in vitro contra 4 linhagens de células cancerigenas humanas: HCT-



116 (colon), OVCAR-8 (ovario humano), HL-60 (leucemia), e SF-295
(glioblastoma (National Cancer Institute, Bethesda, MD) utilizando o método
MTT (Tabela 1).

As concentracdes obtidas, expressas sob a forma de ICsy, Séo

reportadas na tabela 1.

Tabela 1- Atividade citotoxica do composto em linhagens celulares
cancerigenas.

HCT-116 OVCAR-8 HL-60 SF-295
Composto ICs0 ICs0 ICs0 ICs0
DP DP DP DP
2,025 2,021 2,452 3,366
1,427a2,873 1,857a2,199 2174a2766 1,814a 6,245
. 0,125 0,265 0,02 0,23
Doxorrubicina 09 017)  (0.17-0,305)  0,01-0.02 0,19-0,25

Pode-se concluir a partir dos resultados apresentados que o composto
apresenta-se ativo, e de forma néo seletiva, contra todas as linhagens testadas
comparando.

E importante mencionar que, como grupamentos hidroxila localizados
na posicdo orto em sistemas hidrazénicos sdo bons ligantes em complexos
metalicos, o0 mecanismo de acao desta classe pode ser baseado na formacao
de complexos que sdo capazes de inativar enzimas envolvidas na divisdo
celular anormal. %

Nas analises dos espectros de ressonancia magnética nuclear (RMN) de
HY(DMSO-ds, 400 MHz) (Figura 4), do composto foi possivel observar a
presenca do grupamento hidroxila (OH) em (11,11) ppm, podemos observar um
padrdo de deslocamento quimico do hidrogénio iminico (-CH=N-) em (8,71)
ppm e o deslocamento de hidrogénio amidico (-NH-) em (12,32) ppm.

O espectro de RMN de *C (DMSO-dg, 100 MHz) (Figura 5) mostrou os
11 sinais referentes aos carbonos da molécula, o que colaborou na
caracterizacdo deste composto, sendo que a molécula possui simetria 0 que
justifica n&do mostrar os 13 sinais dos 13 carbonos. O espectro de IV em

pastilha de KBr (Figura 6) as principais bandas de absor¢bes neste composto



que podem ser observadas sdo em 3002 cm™ para hidroxila (OH), em 1683

cm® referente a carbonila (C=0) e 1567 cm™ para ligacdo C=N do grupo

iminico. Podemos observar o pico 281,1 m/Z como resultado da analise em

aparelno de cromatografia gasosa e espectro de massa.(Figura 7),

caracteristicas que confirmam a obtencdo do composto baseado em dados

analiticos espectrais.

Figura 4- Expanséo de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) de *H de (E)-N’-
(2-hidroxibenzilideno)isonicotinohidrazida (400MHz, DMSO-dg).
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Figura 5- Expansdo de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) de *3C de (E)-
N’-(2-hidroxibenzilideno)isonicotinohidrazida (100MHz, DMSO-ds).
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Figura 6- Expanséo de Infravermelho (V) de (E)-N'-(2-
hidroxibenzilideno)isonicotinohidrazida em KBr.
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Figura 7- Cromatograma e Espectro de Massa de baixa resolugédo (CG/EM) de

(E)-N'-
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2.2 Experimental
2.2.1 Materiais

Os solventes e reagentes utilizados continham grau PA ou
espectrométrico, foram cedidos pelo Laboratério de Sintese Il Farmanguinhos-
FIOCRUZ.

2.2.2 Espectro de Massa, Infravermelho (IV), Ressonéncia Magnética
Nuclear (RMN), Ponto de fusdo e Cromatografia Gasosa (CG)

O Espectro de Massa, Infra Vermelho (IV), Ressonéancia Magnética
Nuclear (RMN), Ponto de fusdo e Cromatografia Gasosa (CG) foram fornecidos
pelo laboratério de analise Farmanguinhos- FIOCRUZ.

Os espectros na regidao de Infravermelho (IV) foram obtidos no
espectrometro FTIR modelo IRPrestige-21, do fabricante Shimadzu, utilizando-
se pastilhas de KBr. Os espectros de RMN *H e RMN **C foram obtidos por
Oxford NMR200 marca BRUKER (400 MHz para *H e 100 MHz para *3C),
como padrdo interno. Os deslocamentos quimicos (&) foram medidos em
unidade de parte por milhdo (ppm) e as constantes de acoplamento (J) em
Hertz (Hz). As multiplicidades das bandas em RMN 'H foram indicadas
segundo as convencdes: s (singleto), sl (singleto largo), d (dubleto), dd (duplo
dubleto), dl (dubleto largo), t (tripleto), dt (duplo tripleto), g (quarteto), sept
(septeto) e m (multipleto). Os espectros de massa de baixa resolucdo foram
obtidos no espectrometro CGMS-QP2010 do fabricante BRUKER.

2.2.3 Método para Sintese do Composto (E)-N’-(2-
hidroxibenzilideno)isonicotinohidrazida.

Figura 8: Estrutura do composto (E)-N’-(2-
hidroxibenzilideno)isonicotinohidrazida.
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Em um baldo de fundo redondo de 25mL, equipado com agitador
magnético, uma solucdo de isoniazida (1.0eq.) em &gua (5mL) foi adicionada
uma solucéo de salicilaldeido (1.0eq.) em etanol (10mL) previamente resfriado.
Apos aproximadamente 1 hora e 30 minutos de agitacdo em temperatura
ambiente evidenciou-se o término da reacdo por CCF, sendo a mistura
reacional filtrada e o sélido obtido purificado através de lavagem com éter
etilico (2x10mL) a aproximadamente 5°C. O produto foi obtido sob a forma de

um solido branco com 73% de rendimento.

e Rendimento 73 %

e Formula molecular: C13H11N30;

e Ponto de fusdo: 253°C

e RMN 'H (400MHz, DMSO-dg) &: 12,32 (1H; s; NH); 11,11 (1H; s; OH); 8,82
(2H; dd; J= 4,4 Hz e J=1,6 Hz; H3 e H5); 8,71 (1H; s; N=CH); 7.87 (1H, dd;
J=4,4Hz e J=1,6 Hz; H2 e H6); 7,62 (1H; dd; J= 7,7 Hz e J= 1,6 Hz; H6);
7,33 (1H, dt, J=7,4 Hz e J= 1.6 Hz; H4); 6,95 (1H, m, H5); 6,93 (1H, dd, J=
7,4 Hz e J=1,0 Hz; H3) ppm.

e RMN *3C (100MHz, DMSO-dg) 5: 161,4; 157,5; 150,4; 150,4; 149,0; 140,0;
131,8;129,2; 121,5; 121,5; 119,4; 118,7; 116,4 ppm.

e IV (cm™; KBr): 3002 (OH); 1683 (CO); 1567 (C=N).

e CG/EM: 281,1 m/Z.

3. CONCLUSAO

Neste trabalho foi sintetizado o] N’-(2-
hidroxibenzilideno)isonicotinohidrazida.

A rota sintética utilizada para a sintese da molécula mostrou-se ser
simples e eficaz uma vez que se obteve 73% de rendimento. A estrutura
quimica foi elucidada por meio de espectrometria de RMN- *H e *3C, IV e
CG/EM. A partir desta molécula pode-se iniciar o estudo de suas propriedades
farmacoldgicas, principalmente como quelante de ferro, explorar a versatilidade
dos compostos N- acilhidrazénicos na obtencdo de outros nucleos
heterociclicos biologicamente importantes, fazer estudos de toxicidade in vitro e

realizar modificacdes estruturais afim de identificar protétipos com atividade
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farmacoldgica. Este trabalho é uma abordagem no estudo de bases de Schiff

como ferramentas da Quimica Medicinal.
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