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RESUMO

Os nitréxidos sdo radicais livres que tem recebido devida atencdo em funcéo
de seu potencial emprego como agente terapéutico, de suas propriedades
antioxidantes e suas baixas toxicidades. Os nitroxidos reagem com diversos oxidantes
e redutores biologicos enquanto estdo sendo reciclados na forma do cation oxamoénio
e derivados de hidroxilamina. Por estas razdes, devido a resultados promissores em
outros estudos com nitroxidos, o objetivo € a sintese de derivados nitroxidos para
serem testados como antioxidantes in vitro e posteriormente avaliados como
candidatos para o tratamento de COVID-19 por meio de culturas de células Vero
infectadas. Este trabalho relata o esquema de sintese e identificacdo dos compostos
com potencial atividade antioxidante: 3,5-dibromo-2,2,6,6-tetrametilpiperidin-4-ona
(rendimento 97%), 2,2,5,5-tetrametil-2,5-dihidro-1H-pirrolina-3-carboxiamida
(rendimento 80%), 2,2,5,5-tetrametil-2,5-dihidro-1H-pirrolina-3-carboxiamida-1-oxi
(rendimento de  42%), acido 2,2,5,5-tetrametil-2,5-dihidro-1H-pirrolina-3-
carboxiamida-1-oxi (rendimento 97%), 3-(hidroximetil)-2,2,5,5-tetrametil-2,5-dihidro-
1H-pirrolina-1-oxi (rendimento 36%), benzenossulfonato de (1-hidroxi-2,2,5,5-
tetrametil-2,5-dihidro-1H-pirrolina-3-il)metil (rendimento 26%), 3-(azidometil)-2,2,5,5-
tetrametil-2,5-dihidro-1H-pirrolina-1-oxi (rendimento 65%), e um produto inédito, o
3,3’-((1,3-fenilenobis(1H-1,2,3-triazol-4,1-diil))bis(metileno))bis(2,2,5,5-tetrametil-2,5-
dihidro-1H-pirrol-1-oxi) (Rendimento 68%). A caracterizagdo estrutural desses
antioxidantes foi realizada através de espectroscopia de infravermelho e as reacoes

se mostraram bastante promissoras com a obtencao do produto final planejado.

Palavras-Chave: Nitroxidos, Sintese Organica, Antioxidantes, COVID-19, SARS-
CoV-2



ABSTRACT

Nitroxides are free radicals that have received due attention due to their
potential use as a therapeutic agent, their antioxidant properties and their low toxicities.
Nitroxides react with various biological oxidants and reductants while being recycled
in the form of the oxamonium cation and hydroxylamine derivatives. For these reasons,
due to promising results in other studies with nitroxides, the objective is the synthesis
of derived nitroxides to be tested as antioxidants in vitro and later evaluated as
candidates for the treatment of COVID-19 through cultures of infected Vero cells. This
work reports the scheme of synthesis and identification of compounds with potential
antioxidant activity: 3,5-dibromo-2,2,6,6-tetramethylpiperidin-4-one (yield 97%),
2,2,5,5-tetramethyl -2,5-dihydro-1H-pyrroline-3-carboxyamide (80% vyield), 2,2,5,5-
tetramethyl-2,5-dihydro-1H-pyrroline-3-carboxyamide-1-oxy (yield 42%), 2,2,5,5-
tetramethyl-2,5-dihydro-1H-pyrroline-3-carboxyamide-1-oxy acid (97% yield), 3-
(hydroxymethyl)-2,2,5, 5-tetramethyl-2,5-dihydro-1H-pyrroline-1-oxy (yield 36%), (1-
hydroxy-2,2,5,5-tetramethyl-2,5-dihydro-1H-pyrroline- 3-yl)methyl (26% yield), 3-
(azidomethyl)-2,2,5,5-tetramethyl-2,5-dihydro-1H-pyrroline-1-oxy (65% vyield) and an
unpublished product, 3,3'-((1,3-phenylenebis(1H-1,2,3-triazol-4,1-diyl))bis
(methylene))bis(2,2,5,5-tetramethyl-2 ,5-dihydro-1H-pyrrol-1-oxy) (Yield 68%). The
structural characterization of these antioxidants was carried out using infrared
spectroscopy and the reactions are very promising with the achievement of the
planned final product.

Keywords: Nitroxides, Organic Synthesis, Antioxidants, COVID-19, SARS-CoV-2
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17

1 INTRODUCAO
1.1 Radicais Livres

Radicais livres sdo &tomos ou moléculas que possuem um ou mais elétrons que
ocupam sozinhos um orbital atdmico ou molecular (elétrons desemparelhados). A
presenca de elétrons desemparelhados torna a maioria dos radicais livres muito
reativa frente a outras espécies com elétrons desemparelhados (outros radicais livres,
oxigénio molecular e ions de metais de transicdo) (SCHNEIDER; DE OLIVEIRA,
2004).

Ja a reatividade dos radicais livres em moléculas organicas varia enormemente e
existem radicais livres pouco reativos, como o oxido nitrico, e outros muito reativos,
como o radical hidroxila. Este, por exemplo, faz uma combinacdo extremamente
rapida com metais ou outros radicais no proprio sitio onde foi produzido. Caso tenha
sido produzido préximo ao DNA e este DNA tenha um metal fixado, poderdo ocorrer
modificacdes de bases purinicas e pirimidinicas, levando a inativagdo ou mutacéo do
DNA. Além disso, a hidroxila pode inativar varias proteinas (enzimas e membrana
celular), ao oxidar seus grupos sulfidrilas (-SH) a pontes dissulfeto (-SS). Também
pode iniciar a oxidacédo dos acidos graxos poli-insaturados das membranas celulares
(lipoperoxidac&o).(FERREIRA; MATSUBARA, 1997; SCHNEIDER; DE OLIVEIRA,
2004). Essa caracteristica reativa pode leva-los a reagir com outras moléculas, em
especial proteinas e DNA, prejudicando seu funcionamento (CERQUEIRA;
MEDEIROS; AUGUSTO, 2007).

Os sistemas de defesa antioxidantes enzimaticos (superéxido dismutase (SOD),
catalase (CAT), glutationa peroxidase (GPX) e n&o enziméticos (glutationa,
carotendide, a-tocoferol, vitamina C, flavondide), quando eficientes, mantém a
homeostase fisioldgica (crescimento e metabolismo normais) e quando estdo
ineficientes, permitem a instalacdo do estresse oxidativo, representado pelo dano
celular em macromoléculas como DNA, proteinas. Ha evidéncias de que o estresse
oxidativo tem importancia nos processos de envelhecimento, transformacéo e morte
celular, como consequéncia direta em muitos processos patolégicos, como indugéo
do cancer e a propagacdo da AIDS em pacientes soropositivos, bem como na
fisiopatologia de doencas cronicas, como cardiopatias, cancer e doencas do pulméo
(CERQUEIRA; MEDEIROS; AUGUSTO, 2007; KALYANARAMAN, 2013).

Entdo, o uso de antioxidantes se torna bastante importante para diminuir esses
danos causados e sabe-se que os radicais nitroxila ciclicos sdo exemplos de

substancias estaveis sequestradoras de radicais livres (Figura 1). Estes compostos
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degradam superoxidos e peroxidos, como também permitem a recombinacéo radical-
radical no processo biolégico (SHINTO et al., 2018).

Estudos mostram que a capacidade redox dos radicais nitroxila de modificar o
estresse oxidativo, permitira que estes compostos possam ser explorados para uso
terapéutico, como por exemplo, prevencédo e tratamento do cancer, protecdo contra
radiacdo ionizante e no controle da hipertensdo. Um dos radicais nitroxila mais
estudados em funcdo da sua capacidade redox é o 4-hidroxi-2,2,6,6-
tetrametilpiperidinil-1-oxi ou Tempol (Figura 1). Esta substancia é permeavel a
membrana plasmatica e tem capacidade de proteger os animais de laboratério,
bactérias e células mamarias dos efeitos nocivos do estresse oxidativo (FERNANDES
et al., 2005).

R

R R
'.“ : N = ’.“ :
o o} 0O
R=0H
(Tempol)

Figura 1: Exemplos de radicais nitroxila, incluindo o Tempol

Baseados na capacidade redox do Tempol, muitos derivados foram planejados
e sintetizados, conforme mostrados na Figura 2. Estes radicais nitroxila presentes na
Figura 2 sdo ativos biologicamente e desempenham func¢bes distintas, porém
correlacionadas a capacidade antioxidante adquiridas pela incorporacdo do anel
2,2,6,6-tetrametil-piperidinil-1-oxi (BAN et al., 2007; CECCHI et al., 2008; ENDERLIN;
NIELSEN, 2008; VAZQUEZ et al., 2008).
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Figura 2: Substancias analogas do Tempol com atividade biol6gica

1.2 Coronavirus

A pandemia da doenga de coronavirus 2019 (COVID-19) é uma das crises de
saude mais significativas da sociedade moderna. De acordo com a Organizacao
Mundial da Saude (OMS), em dezembro de 2022, mais de 656 milhdes de pessoas
foram infectadas pelo Coronavirus da Sindrome Respiratéria Aguda Grave 2 (SARS-
CoV-2), e mais de 6,6 milhdes de mortes confirmadas em todo o mundo (WHO, 2023).
Além de causar uma sindrome de desconforto respiratorio proeminente, a COVID-19
€ uma doenca sistémica que afeta varios 6rgdos (WADMAN, COUZIN-FRANKEL J,
KAISER J, MATACIC C., 2020).

Adentrando no estresse oxidativo causado pelo coronavirus, ocorre a ativacao
de fagocitos, como macréfagos e neutrofilos, os quais se infiltram na circulacéao
pulmonar e causam a liberacdo de radicais livres e espécies reativas de oxigénio
(ROS), as quais sao citotoxicas, bem como mdltiplas citocinas. A combinagédo de ROS
com a diminuicdo da atividade antioxidante resulta em dano celular significativo nos
pulmdes, abrangendo danos as células endoteliais e epiteliais. Além disso, a producao
de grandes quantidades de superéxido por fagécitos ativados pode resultar em uma

cascata de liberacao de citocinas como TNF-alfa e IL1 (MOSS, 2020).
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Na totalidade, a liberacdo de ROS, bem como de citocinas inflamatorias, causa
lesdo pulmonar significativa, resultando em aumento do edema alveolar e pulmonar.
Portanto, os agentes que atuam como antioxidantes podem ter um efeito benéfico na
limitacdo das espécies reativas de oxigénio na doenca COVID-19. O Tempol, um
antioxidante, foi testado quanto a sua capacidade de proteger contra espécies reativas
de oxigénio induzidas por radiacdo. O Tempol parece diminuir a regulacado do NF-«B,
um regulador chave da inflamag¢do. Em modelos animais de lesdo pulmonar aguda e
cronica, ele preservou as arquiteturas pulmonares e diminuiu as citocinas
inflamatorias multiplas. Portanto, o Tempol esta sendo investigado como um
tratamento para COVID-19 (MOSS, 2020; ZHU et al., 2020).

Além da atividade para tratamento do COVID-19, é importante ressaltar que a
literatura apresenta os nitréxidos como possiveis agentes antivirais. Segundo Cunha
(2020), nitréxidos tiveram uma importante atividade anti-HSV-1, ou seja, contra o
herpesvirus 1. Essas moléculas sintetizadas sé@o derivadas do Tempol (radicais nitroxil
4-substituidos-1,2,3-1H-1,2,3-triazol) e todas testadas foram inibidores mais seletivos
do que o medicamento antiviral de referéncia, o que os tornam bons candidatos a
compostos lideres devido as suas atividades anti-herpéticas e boa seletividade.

Desta forma, este trabalho visa realizar modificagbes moleculares e estruturais
para a sintese do nitroxido ciclico de cinco membros 20 (Esquema 1) e de novos

analogos correlacionados 23 e 24.
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Esquema 1: Planejamento e sintese do nitroxido ciclico 20 e novos anélogos 23 e 24 como provaveis

candidatos a inibicdo de radicais livres
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2 FUNDAMENTAGCAO TEORICA
2.1 Radicais Livres e Antioxidantes

Os radicais livres sdo pequenas moléculas difusiveis que sdo altamente
reativas por causa do elétron desemparelhado (BARBOSA et al., 2010)(ALKADI,
2022). Espécies reativas de oxigénio (ERO) sdo geradas em resposta a estimulos
enddgenos e exdgenos. Em concentracdes fisioldégicas, as EROs atuam como
moléculas sinalizadoras mediando o crescimento, migracdo e diferenciacdo celular,
enquanto em concentracdes mais altas, induzem a morte celular, apoptose e
senescéncia (ZIECH et al., 2010)

Nos radicais livres, a presenca de elétrons desemparelhados torna a maioria
deles muito reativa frente a outras espécies com elétrons desemparelhados (outros
radicais livres, oxigénio molecular e ions de metais de transi¢édo). Ja a reatividade dos
radicais livres com moléculas organicas varia enormemente e existem radicais livres
pouco reativos, como o éxido nitrico, e outros muito reativos, como o radical hidroxila
(SCHNEIDER; DE OLIVEIRA, 2004). Eles tém um numero impar de elétrons e, por
conta disso, podem reagir com outras moléculas, em especial proteinas e DNA,
prejudicando seu funcionamento (CERQUEIRA; MEDEIROS; AUGUSTO, 2007).

Os radicais livres podem ser gerados por fontes enddégenas ou exdgenas. As
fontes enddgenas séo a partir de processos hioldgicos que normalmente ocorrem no
organismo, tais como: o resultado da atividade de oxidases, cicloxigenases,
lipoxigenases, desidrogenases e peroxidases; a presenca de metais de transicao no
interior da célula e o de sistemas de transporte de elétrons. A geracdo de radicais
livres envolve véarias organelas celulares, como mitocdndrias, lisossomos,
peroxissomos, nucleo, reticulo endoplasmético e membranas. A origem exdgena dos
radicais livres sdo tabaco, poluicdo do ar, solventes organicos, anestésicos, pesticidas
e radiacdes (SOARES, 2002; ZIECH et al., 2010).

Os organismos vivos interagem com o0 meio ambiente visando manter um
ambiente interno que favoreca a sobrevivéncia, o crescimento e a reprodugdo. O
oxigénio (O2) é vital para organismos aerobios; contudo, espécies reativas formadas
intracelularmente a partir do oxigénio ameacam a integridade celular por meio da
oxidacado de biomoléculas, e podem comprometer processos biolégicos importantes.
O dano oxidativo de biomoléculas pode levar a inativacdo enzimatica, mutacao,
ruptura de membrana, ao aumento na aterogenicidade de lipoproteinas plasmaticas

de baixa densidade e a morte celular. Estes efeitos toxicos do oxigénio tém sido
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associados ao envelhecimento e ao desenvolvimento de doencgas cronicas,
inflamatorias e degenerativas (LEE; YU; WANG, 2016).

A producéo de espécies reativas de oxigénio (ERO) e nitrogénio (ERN), entre
outras espécies derivados de enxofre (ERS), de cloro (ERCI), de carbono (ERC), e
metais de transicdo, € parte integrante do metabolismo humano. Estes agentes
oxidantes sao gerados do metabolismo normal como na mitocondria, em
peroxissomas e em uma variedade de enzimas citosélicas, tais como lipoxigenase,
NADPH oxidase, Citocromo P450, citocinas e inflamacdes. Existem diversas fontes
exdgenas de producdo de espécies reativas como raios ultravioleta, radiacéo
ionizante, quimioterdpicos e xenobio6ticos (BARBOSA et al., 2010; GOMES, 2017).

Os sistemas de defesa antioxidantes enzimaticos (superdxido dismutase
(SOD), catalase (CAT), glutationa peroxidase (GPX)) e ndo enzimaticos (glutationa,
carotendide, a-tocoferol, vitamina C, flavonoide), quando eficientes, mantém a
homeostase fisioldgica (crescimento e metabolismo normais) e quando estdo
ineficientes, permitem a instalacdo do estresse oxidativo, representado pelo dano
celular em macromoléculas como DNA, proteinas e lipideos. Ha evidéncias de que o
estresse oxidativo tem importancia nos processos de envelhecimento, transformacao
e morte celular, como consequéncia direta em muitos processos patoldégicos, como
inducdo do cancer e a propagacdo da AIDS em pacientes soropositivos, bem como
na fisiopatologia de doencas crbnicas, como cardiopatias, cancer e doencas do
pulméo (CERQUEIRA; MEDEIROS; AUGUSTO, 2007; KALYANARAMAN, 2013). No
sentido de se combater os efeitos nocivos dos radicais livres € necessario a pesquisa
por substancias antioxidantes de origem natural e sintética como exemplificado a

sequir.

2.2 Processo inflamatorio na Covid-19

A familia do coronavirus (CoVs) é de virus de RNA gue infectam tanto humanos
como animais, envolvendo o sistema respiratorio, gastrointestinal e sistema nervoso
central. Coronavirus da sindrome respiratoria aguda grave (SARS-CoV) e
Coronavirus da Sindrome Respiratéria do Oriente Médio (MERS-CoV) séo letais,
altamente infecciosos e levaram a milhares de mortes nas Ultimas duas décadas e o
SARS-CoV-2 descoberto em 2019 também (ZHANG et al., 2020).

Os pacientes infectados por SARS-CoV-2 tem como sintomas febre, tosse
seca, mialgia, fadiga, diarreia entre outros disturbios que variam de acordo com a

idade do paciente. Pacientes graves desenvolvem hiperinflamacdo periférica,
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coagulopatia, hipdxia, disfuncao hepatica, sepse e insuficiéncia renal aguda (LYRA E
SILVA et al., 2022). Os disturbios neurolégicos sdo frequentes em pacientes com
COVID-19 e variam de sintomas relativamente leves, como dor de cabeca, anosmia e
ageusia, a complicacdes graves, incluindo encefalopatia, acidente vascular cerebral,
delirio e coma (LYRA et al., 2022). Estudos de acompanhamento realizados até agora
indicam que uma proporgdo significativa de sobreviventes de COVID-19 apresenta
alteracdes neuropsicologicas persistentes, incluindo ansiedade, depressédo e
comprometimento cognitivo. Tanto a manifestacdo de sintomas neurolégicos durante
a hospitalizacdo quanto a existéncia de doencas neurolégicas prévias, incluindo
deméncia e distlrbios neuropsiquiatricos, estdo associados a maior mortalidade por
COVID-19. Similarmente, fatores como idade, diabetes e resposta imune desadaptada
aumentam o risco para gravidade e mortalidade por COVID-19 (LYRA et al., 2022)

Pacientes que descobriram que estavam com COVID-19, no momento da
cirurgia de cancer de pulmao, apresentaram edema, exsudato proteico com glébulos,
infiltracdo celular inflamatoria irregular e formacao moderada de membranas hialinas.
Ja em uma avaliacdo post mortem de um paciente com COVID-19 em um quadro de
sindrome de insuficiéncia respiratoria aguda grave, amostras do pulméao infectado
mostraram um dano alveolar bilateral difuso com edema, descamacédo de
pneumacitos e formacgdo de membrana hialina (ZHANG et al., 2020).

Segundo Khan e colaboradores (2020), a COVID-19 parece estar associada
também com trombose venosa e arterial, ao se perceber que mesmo ao se realizar a
tromboprofilaxia nos pacientes, foi comumente desenvolvido trombose venosa com
tromboembolismo pulmonar.

Em um estudo recente foi observado que aqueles pacientes que estavam com
SARS-CoV-2 em seu estado critico possuiam niveis elevados de D-dimero,
fibrinogénio e produtos de degradacdo do fibrinogénio quando comparados com
pacientes controle saudaveis (HAN et al., 2020). Esse estado pode ter ocorrido devido
a lesdo endotelial, a qual resultou na geracdo de trombina e no desligamento da
fibrindlise, contribuindo para o estado de hipercoagulabilidade (KHAN et al., 2020).
Uma relacdo semelhante entre a sindrome do desconforto respiratério agudo (que
pode ocorrer em pacientes com COVID-19) e a trombose venosa profunda foi
previamente demonstrada com influenza A (H1N1). O processo de doenga
inflamatoria, internacdo prolongada e comorbidades pré-existentes podem contribuir

para o tromboembolismo venoso (OBI et al., 2019).
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A imunopatogénese do SARS-CoV-2 permanece sem ser completamente
compreendida. A fase inicial da infeccdo por SARS-CoV-2 parece ser caracterizada
pela replicacdo viral juntamente com a regulagdo positiva de citocinas inflamatérias.
De fato, a inflamacéo severa acompanhada por marcadores sistémicos de inflamacao
como proteina C reativa juntamente com regulacao positiva de citocinas inflamatérias
séo indicadores de prognoéstico desfavoravel para pacientes com COVID-19 (MATHI
et al., 2021).

Acredita-se que o estresse oxidativo desempenhe um papel critico na infeccao
do SARS-CoV, bem como outras infec¢des respiratorias, incluindo influenza. Tal como
acontece com outros patdgenos respiratérios, foi levantada a hipétese de que os
danos causados pelos radicais livres devido ao estresse oxidativo podem resultar em
lesdo sistémica do hospedeiro perpetuada por uma resposta imune aberrante em
pacientes com COVID-19 (MATHI et al., 2021).

SARS-CoVs, MERS-CoVs e SARS-CoV-2 sao classificados em membros da
familia beta-coronavirus. Pesquisas publicadas recentemente sugerem que 0 SARS-
CoV-2 compartilha 79,0% de identidade de nucleotideos com SARS-CoV e 51,8% de
identidade com MERS-CoV, indicando uma alta homologia genética entre SARS-CoV-
2, MERS-CoV e SARS-CoV. No modelo animal infectado por SARS-CoV e MERS-
CoV, respostas inflamatérias e imunes marcantes podem ativar uma “tempestade de
citocinas” e apoptose de células epiteliais e células endoteliais; subsequentemente,
vazamento vascular, células T anormais e respostas de macréfagos ocorrem e
induzem ALI/ARDS ou mesmo a morte (CHANNAPPANAVAR; PERLMAN, 2017,
CHEN, 2020; REN et al., 2020).

Com base na homologia genética e nas caracteristicas patolégicas do pulméao
infectado, é previsto que uma “tempestade de citocinas” ou cascata de liberagao de
citocinas também prevalece em pacientes com COVID-19 (Figura 3). No sangue de
pacientes com COVID-19, houve um aumento acentuado de interleucina 1B (IL-1p),
interferon y (IFN-y), proteina 10 induzida por interferon (IP-10) e proteina
guimioatrativa de mondcitos 1 (MCP-1), bem como IL-4 e IL-10 quando comparados
aos de pacientes com SARS. Isso sugere alguma diferenca potencial de SARS e
MERS na patogénese do coronavirus. H4 também uma potencial fungdo imune
reprimida em pacientes com COVID-19 com hipoalbuminemia, linfopenia, neutropenia
e diminuicdo da porcentagem de células T CD8+ (CHEN et al., 2020; HUANG et al.,
2020). Relatorios recentes sugerem que, em alguns pacientes com COVID-19,

embora negativos para o teste de acido nucleico viral, as vezes ainda apresentam um
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alto nivel de inflamacéo. Coletivamente, a descoberta indica que a inflamacéo é uma
caracteristica importante em pacientes com COVID-19. Assim, ha a hipotese de que
inflamacé&o excessiva, sistema imunoldgico deprimido e uma tempestade de citocinas
ativadas contribuem substancialmente para a patogénese da COVID-19 (ZHANG et
al., 2020).

Nos estagios iniciais da infec¢do por coronavirus, células dendriticas e células
epiteliais sdo ativadas e expressam um conjunto de citocinas e quimiocinas proé-
inflamatorias incluindo 1L-1pB, IL-2, IL-6, IL-8, ambos IFN-a/ 3, fator de necrose tumoral
(TNF), CCL3, CCL5, CCL e IP-10 (Figura 3), entre outros. Estes estdo sob o controle
do sistema imunol6gico. Assim, a superproducdo dessas citocinas e quimiocinas
contribui para o desenvolvimento da doenca (CHEUNG et al., 2005; CHU et al., 2016;
LAW et al., 2016).

A IL-10, produzida pelo T-helper-2 (Th2), é antiviral, com a infec¢do causada
por coronavirus esse marcador € levado a uma diminuicdo acentuada (CHIEN et al.,
2006; FEHR et al., 2016). Curiosamente, os pacientes COVID-19 as vezes tém um
nivel significativamente elevado de IL-10 (HUANG et al., 2020). Se isso € uma
caracteristica da infeccdo por COVID-19 ou o resultado do tratamento médico é
desconhecido. A amplificacdo da resposta inflamato6ria promoveria a apoptose celular
ou necrose das células afetadas, o que aumentaria ainda mais a inflamacéo, seguida
pelo aumento da permeabilidade dos vasos sanguineos e pelo acumulo aberrante de
monaocitos inflamatérios, macréfagos e neutrofilos nos alvéolos pulmonares
(CHANNAPPANAVAR; PERLMAN, 2017). Esse circulo vicioso intensificaria a
situacao, pois a regulacdo da resposta imune é perdida e a tempestade de citocinas
€ ativada ainda mais, resultando em consequéncias terriveis como morbidade e
mortalidade significativas (MATHI et al., 2021)
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Figura 3: Esquema da infecgdo por coronavirus.
Adaptado pelo autor. Fonte Zhang et al (2020). A COVID-19 é caracterizada por uma
desregulacao de citocinas inflamatérias, resultando em uma tempestade de citocinas que
pode resultar em morbidade e mortalidade significativas.

2.3 Nitroxidos Ciclicos

Os nitroxidos sdo quimicamente conhecidos como aminoxilas ou nitroxilas, que
podem ser definidos como radicais livres sintéticos e estaveis, capazes de proteger
células, tecidos e 6rgdos animais contra danos oxidativos (GOLDSTEIN; SAMUNI;
MERENYI, 2008; SOULE et al., 2007).

Os representantes desse grupo possuem em sua estrutura um anel com cinco
membros (pirrolidina, pirrolina ou oxazolidina) ou seis membros (piperidina) (Figura
4) (SOULE et al., 2007). A estabilidade conferida ao nitroxido € responsabilidade do
grupamento metil ligado ao anel, ele impede que ocorra a dismutagéo radical-radical
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e também limita 0 acesso a substancias reativas que poderiam quelar as espécies
radicalares (PICHLA et al., 2020; SOULE et al., 2007). O tamanho, as cargas e a
lipofilicidade variam de acordo com os demais grupos substituintes que podem estar
presentes no anel (GOLDSTEIN; SAMUNI; MERENYI, 2004; SOULE et al., 2007).
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Figura 4: Estrutura quimica dos nitroxidos ciclicos. Adaptada pelo autor (5) (6) Fonte: HAHN
et al (1994); SOULE et al (2007). Nota: O composto (5) pertence ao grupo dos nitréxidos
piperidina, cujo anel possui seis membros. Ja (6) integra o grupo de nitréxidos pirrolidina,

pirrolina ou oxazolidina, cujo anel é formado por cinco membros. Ressalta-se a existéncia de

diferentes grupos substituintes (R), 0os quais podem conferir propriedades distintas a esses

compostos.

Os diferentes tipos de aneis e substituintes produzem diferentes nitréxidos com
propriedades fisico-quimicas distintas (KROLL; LANGNER; BORCHERT, 1999). Por
apresentarem estabilidade quimica e propriedades paramagnéticas permanentes, 0s
nitréxidos sdo empregados como sondas em estudos envolvendo Ressonancia
Paraeletromagnética Eletrénica (EPR) e sdo usados como agentes de contraste para
imagem de ressonancia magnética (MRI) (SOULE et al., 2007).

O Tempol (4-hidroxi-2,2,6,6-tetrametil-1-piperidiniloxi) e outros radicais nitroxidos
estaveis sao conhecidos hd muito tempo por proteger animais de laboratério de
injurias associadas com uma variedade de condicfes de estresse oxidativo. Estes
anti-oxidantes podem reagir com diversos oxidantes e redutores biolégicos e serem
reciclados através do cation oxamonio (TPNO+) e derivado hidroxilamina (TPNOH)
(Figura 5). Os efeitos protetores dos nitroxidos tém sido atribuidos a sua atividade
dismutasica mimética ao reagir com anion radical superdxido. Outros mecanismos
antioxidantes investigados incluem inibicdo de reacdes de formacdo de radicais
mediadas por metais (Reacdo de Fenton), terminacdo de reacdes radicalares em
cadeia e recebimento de elétrons da cadeia mitocondrial de transporte de elétrons
(GOLDSTEIN; SAMUNI; RUSSO, 2003; SOULE et al., 2007).
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Figura 5: O processo redox de metabolizacdo de nitroxidos. Os nitréxidos passam por uma
sequéncia de rea¢bes bioquimica, formando hidroxilamina ou cétion oxoamonio. Adaptada
de ISRAELI et al (2005).

O cation oxoamoénio € altamente oxidante e € responsavel pelas atividades pro-
oxidantes dos nitroxidos e seus efeitos colaterais (ISRAELI et al., 2005). Por outro
lado, a hidroxilamina pode doar um atomo de hidrogénio funcionando como defesa
antioxidante (SOULE et al., 2007).

2.3.1 Nitroxidos Ciclicos Na Covid-19

Como ja discutido anteriormente, acredita-se que o0 estresse oxidativo
desempenhe um papel critico na infeccdo do SARS-CoV. Baseado em outros
patdgenos respiratérios, foi levantada a hipotese de que os danos causados pelos
radicais livres devido ao estresse oxidativo podem resultar em lesdo sistémica do
hospedeiro perpetuada por uma resposta imune aberrante em pacientes com COVID-
19. Um antioxidante e anti-inflamatério que protege células saudaveis pode ser um
bom candidato para prevenir a progressado da doenca em individuos de alto risco e
complicagbes a longo prazo da COVID-19 (MATHI et al., 2021)

O Tempol € um nitroxido de ciclo redox que promove o metabolismo de muitas

espécies reativas de oxigénio nocivas (ROS) e melhora a biodisponibilidade do 6xido
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nitrico. Estudos in vitro e pré-clinicos de Tempol demonstraram uma atenuacéo do
dano pulmonar induzido por lipopolissacarideos (LPS) em modelos in vivo de lesdo
pulmonar aguda e crénica em pequenos animais. Além disso, nestes modelos animais
Tempol diminui as citocinas inflamatérias de uma variedade de tipos de células. O
Tempol também pode ser administrado por diferentes vias, incluindo a administracéo
oral. Até onde sabemos, nenhum estudo examinou os efeitos do Tempol nas células
mononucleares do sangue periférico (PBMCs) de pacientes com COVID-19 (MATHI
et al., 2021).

Além disso, existem outras moléculas patenteadas (BROWN; HOUCHEN;
KONG, 2021) que estdo sendo testadas para COVID-19 e tem grupamento nitroxido
presentes em sua estrutura como representado na Figura 6 para tratamento de
infeccdo viral. Por exemplo, uma molécula pode incluir um modulador do sistema
renina-angiotensina (RAS) e um carreador farmaceuticamente aceitavel. O modulador
RAS pode incluir varias combina¢des na molécula, podendo ser de um bloqueador do
receptor da angiotensina (ARB), o inibidor da HMG-CoA redutase, o inibidor da enzima
de conversdo da angiotensina (ACE), 3,3'-diindolimetano (DIM), indole-3-carbinol
(I3C) elou pirfenidona (PFD). Além disso, pelo menos um inibidor da enzima
conversora de angiotensina, DIM, pirfenidona pode estar ligado a um antioxidante
(BROWN; HOUCHEN; KONG, 2021)

Héa também a utilizacdo de um bloqueador do receptor de angiotensina ligado
a um antioxidante (por exemplo, Tempol) para o tratamento de infeccdes virais. Como
exemplo, YK-4-250 pode ser usado como um agente eficaz para prevenir ou inibir
complicagbes da infecgdo viral. Assim como receptores de angiotensina e um inibidor
de HMG-CoA redutase para o tratamento de infeccbes virais (tem o Telmisartan e
Rosuvastatina que podem ser usados como agentes eficazes para prevenir ou inibir
complicagbes da infecgao viral). DIM ligado a um antioxidante (por exemplo, Tempol)
para o tratamento de infec¢des virais. DIM (e seu precursor, 13 C) inibe a sinalizacao
de RAS induzido por VEGF e outros fatores de crescimento, o que interfere em seus
efeitos bioldgicos necessarios para a angiogénese. E ainda divulgado um método de
utilizacao de pirfenidona (PFD) relacionado a um antioxidante (por exemplo, Tempol)
para o tratamento de infecc¢des virais. O PFD exerce efeitos antifibroticos através do
bloqueio do promotor de atividade TGF- e do secretor de proteina TGF- 3, inibicao
da fosforilagdo de Smad 2 induzida por TGF-$, estimulagdo ECM e geracao de ROS,
e regulacdo do processamento de RNA. TGF-B1 ativa RAS e Proteina Ativada por

Mitogénio (MAP) quinase, fosfoinosidato 3-quinase (PI3K) / Akt e Rho GTPases, e
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regula a ativacao celular, sobrevivéncia, migracdes e organizacdo do citoesqueleto
(BROWN; HOUCHEN; KONG, 2021).
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Figura 6: Compostos da patente que estdo sendo desenvolvidos para o tratamento de
COVID-19. Molécula 7 (TP-3-01), molécula 8 (TP-1-01), molécula 9 (TP-2-01), molécula 10
(TP-4-01), molécula 11 (TP-6-01), molécula 13 (TP-5-01), molécula 12 (TP-7-01).

2.4 Triazois

Os triazbis sdo compostos organicos heterociclicos que contém um anel de
cinco membros com trés atomos de nitrogénio e dois &tomos de carbono que existem
em duas formas isoméricas, o 1,2,3-triazol e o 1,2,4-triazol. Esses heterociclos
possuem grande importancia na quimica medicinal por apresentarem algumas
caracteristicas atraentes, como a formagéao de ligagdes de hidrogénio, dipolo-dipolo e
as interagdes de empilhamento 11, 0 que permite a ligagao ao alvo bioldgico com alta
afinidade devido a sua melhor solubilidade (DHEER; SINGH; SHANKAR, 2017). Eles
sdo notavelmente estaveis em relacao a hidrdlise, condicdes oxidativas/redutoras e
degradacdo enzimatica, mas a clivagem redutora ocorre sob condicdes de forcamento
gue levam a formacéo de sais de triazélio (EL-SAGHEER; BROWN, 2012; LAU et al.,
2011).

As porc¢oes 1,2,3-triazois sdo protétipos atraentes, uma vez que oferecem uma
elevada estabilidade, mesmo sob forte ambiente oxidativo e redutor e a sua propensao
para formar ligacdes de hidrogénio aumenta a sua solubilidade, favorecendo a ligacéo
a alvos biomoleculares (DALVIE et al., 2002)]. Desta maneira, os derivados de triazol
exibem ampla gama de propriedades bioldgicas através de diferentes mecanismos de

acao, na Figura 7 temos a representacao de alguns compostos (SOARES, 2017).
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Figura 7: Compostos derivados do triazol e suas respectivas atividades

2.4.1 Atividade antiviral dos triazois

As doencas virais sdo capazes de infectar praticamente todos os 6rgdos e
sistemas de um organismo hospedeiro, causando formas latentes, agudas e cronicas
de infeccdo (FLINT et al., 2009). Por isso a exigéncia de agentes antivirais ainda &
inevitavel (DE CLERCQ, 2004; DHEER; SINGH; SHANKAR, 2017).

De fato, mais da metade dos medicamentos clinicos para o tratamento de
doencas virais sdo nucleosideos analogos (DE LOURDES G. FERREIRA et al., 2014).
Como exemplo de agentes antivirais a base de triazois, a ribavirina € um composto
com atividades relatadas contra herpes virus simplex (HSV), virus da imunodeficiéncia
humana (HIV-1), virus influenza, virus sincicial respiratério e virus da hepatite C, entre
outros virus. Porém, mais tragicamente, o uso clinico rotineiro da ribavirina € limitado
porque esse composto € consideravelmente citotoxico. A fim de modificar o padrao,
novos nucleosideos de analogos de ribavirina baseados em 1,2,3-triazol
representados na Figura 8 foram sintetizados com sucesso através de click chemistry
com rendimentos de 35-65%. Verificou-se que um dos compostos preparados foi
superior a ribavirina em termos de atividade antiviral contra a replicacdo do virus

influenza A e atividade de HIV-1 RT (transcriptase reversa).
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Figura 8: Abordagem racional para projetar analogos de nucleosideos baseados em
ribavirina (molécula 14) (Figura adaptada de DHEER et al 2017).
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3 OBJETIVOS
3.1 Objetivo Geral

Este trabalho visa a sintese dos nitréxidos ciclicos 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22 e
novos analogos correlacionados 23 e 24, contendo na posi¢cdo C-3 do anel 2,2,5,5-
tetrametilpirrolinico-1-oxi 0os correspondentes grupamentos heterociclicos, visando o

desenvolvimento de inibidores radicais livres em processos biologicos.

3.2 Objetivo Especifico

- Preparar e caracterizar novos nitroxidos e seus intermediarios;

- Avaliar atividade antioxidante dos novos candidatos e seus intermediérios a inibi¢cao
de radicais livres;

- Estabelecer a citotoxicidade de diferentes concentracées dos nitroxidos 23 e 24 e
seus intermediarios em cultura de células Vero pelo ensaio de MTT,;

- Avaliar a atividade antiviral in vitro dos nitroxidos 23, 24 e seus intermediarios contra

SARS-CoV-19 em cultura de células Vero infectadas.
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4 METODOLOGIA
A metodologia aborda todas as etapas realizadas no Esquema 2 abaixo, no

qual todas as moléculas serdo sintetizadas
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Esquema 2: Esquema de sintese para a preparacao dos derivados nitréxidos 23 e 24

Os solventes e reagentes, para fins sintéticos, foram tratados, destilados e secos
conforme necessidades requeridas nas metodologias adotadas de acordo com 0s
processos descritos na literatura (FERREIRA, 1992). O processo de monitoramento
das reac0es foi realizado através da Cromatografia em Camada Delgada (CCD), em
cromatofolhas de silicagel 60 F-254, com 0,2 mm de espessura de camada (ref.
1.05554 MERCK).

As fases moveis foram preparadas volume a volume (v/v) de acordo com suas
necessidades e a visualizacdo foi efetuada através de revelacdo na regido do
ultravioleta (254 nm).

Para a purificacdo de substancias por cromatografia em coluna foi utilizado gel
de silica 60; 0,063-0,200 mm (ref. 1.05554 MERCK) e a fase movel descrita em cada
etapa e adaptada a cada uma das moléculas.

Os espectros na regidao do Infravermelho foram obtidos em espectrofotdmetro
Perkin-Elmer FT-IR, modelo Frontier. Os valores para as bandas de absorcéo estao
expressos em numero de onda, utilizando-se como unidade o centimetro reciproco
(cm™?). As determinacbes de ponto de fusdo foram obtidas em aparelho Quimis,
modelo 340S.
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4.1 Sintese da 3,5-dibromo-2,2,6,6-tetrametilpiperidin-4-ona (16)

o] 0]
Br Br
Br,
N CH3COOH N
H 24h, t. a. H
15 16

Esquema 3: Sintese do 3,5-dibromo-2,2,6,6-tetrametilpiperidin-4-ona (16)

O composto 3,5-dibromo-2,2,6,6-tetrametilpiperidin-4-ona (16) (Esquema 3), foi
preparado utilizando-se 20 g de 2,2,6,6-tetrametil-4-piperidona (118,15 mmol) (15)
dissolvidos em um bal&o de fundo redondo de 250 mL com 80 mL de AcOH, em banho
de agua gelada. Em seguida, em um funil de separac¢éo de 250 mL, foram adicionados
14 mL de bromo (equivalente a 41,16qg; 257, 55 mmol), 57 mL de AcOH e iniciado o
gotejamento para o baléo utilizado na dissolucéo anterior (mantido em banho de agua
gelada até o fim do gotejamento). Apds o término do gotejamento, a mistura ficou em
agitacdo magnética por 24 horas em temperatura ambiente (ROZANTSEV, 1970).

Apoés 24 horas a suspensao (de cor bege) foi filtrada em papel filtro e em seguida
o solido isolado foi lavado com 40 mL de AcOH, 40 mL agua destilada e duas lavagens
com 40 mL de éter etilico, apds a lavagem (para a retirada do residuo de bromo) foi
deixado em repouso, para secar, em um dessecador de 7-10 dias e apds esse tempo
o sélido foi pesado (ROZANTSEV, 1970).

A substancia 16 apresentou-se como um solido de cor bege de p.f.: 195-198 °C
com rendimento de 97% (39,34 g, 120,28 mmol).

IV Nmax (cmL): 639(C-Br), 1254-1037 (C-N), 1388 (C-H), 1542 cm* (N-H) e 1749
(C=0)

4.2 Sintese da 2,2,5,5-tetrametil-2,5-dihidro-1H-pirrolina-3-carboxiamida (17)

0
Q NH;
B;ﬁi& 25%aq NH5 -
N KOH N
. H
H
17

16

Esquema 4: Preparacao do 2,2,5,5-tetrametil-2,5-dihidro-1H-pirrolina-3-carboxiamida (17)
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Em um baldo de fundo redondo de 100 mL, contendo 35 mL de solucéo de
amonia aquosa 25% (m/v) (hidroxido de amoénia), foram adicionados 3,5 g de 3,5-
dibromo-2,2,6,6-tetrametilpiperidin-4-ona (10,70 mmol) (16) lentamente ao baldo
contendo solucédo aquosa de amdnia 25% (m/v), sob agitacdo magnética. Em seguida,
a solucéo foi saturada com hidroxido de potassio e deixada sob agitacao por 24 horas
e o precipitado formado foi filtrado em papel de filtro e colocado em repouso para
secagem (ROZANTSEV, 1970).

ApoOs o repouso, foi realizada a pesagem dos compostos e feita a confirmacéo
estrutural.

A substancia 17 apresentou-se como um sélido de cor bege de p.f.: 176-179 °C
com rendimento de aproximadamente 80%.

IV vmax(cm); pastilha de KBr): 3183 e 3345 (N-H), 1641 (C=C), 1661 (C=0),
774,718 e 655 (N-H), 1401 (C-N), 2866 (C-H2) e 2926 (C-H3).

4.3 Sintese do 2,2,5,5-tetrametil-2,5-dihidro-1H-pirrolina-3-carboxiamida-1-oxi
(18)
o) 0]

NH, NH;
- H,0, 30% B
) 2ahta "
! ta. S
EDTA
17 Na,WO0,.2H,0 18

Esquema 5: Sintese do 2,2,5,5-tetrametil-2,5-dihidro-1H-pirrolina-3-carboxiamida-1-oxi (18)

Em um baldo de fundo redondo de 100 mL foram dissolvidos 5 g de 2,2,5,5-
tetrametil-2,5-dihidropirrolina-3-carboxamida (29,71 mmol) (17) em 100 mL de agua
destilada, juntamente com 0,1 g de tungstato de sédio e 0,1 g de EDTA. A solucao
ficou sob agitacdo magnética, em banho de gelo, e 5 mL de H202 30% (v/v) foram
adicionados ao baldo e a mistura deixada por 5 minutos. Em seguida, a reacgéo foi
mantida em temperatura ambiente e no escuro (baldo coberto com papel aluminio)
sob agitagdo por 24 horas. Apoés esse periodo, a mistura reacional foi filtrada em papel
de filtro e o sélido lavado com 30 mL de agua destilada e colocado para secar. O
restante do filtrado foi extraido com acetato de etila (3 extragdes com 50 mL de acetato
de etila) em um funil de separacdo de 250 mL. A fase organica foi coletada e seca

com sulfato de sodio, filtrada e seca a vacuo no rotaevaporador (ROZANTSEV, 1970).
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A substancia 18 apresentou-se como um solido de cor amarelada de p.f.: 203-204
°C com rendimento de 42%.
IV vmax(cm™?): 1159 (C-N), 1366 e 1411 (C-H) 1617, 3346 e 3161 (N-H), 1637
(C=C) e 1667 (C=0).

4.4 Sintese do acido 2,2,5,5-tetrametil-2,5-dihidro-1H-pirrolina-3-carboxiamida-1-
oxi (19)

O 0
NH, OH
NaOH 10% R
N > N
(')' Refluxo I
1 dia O
18 19

Esquema 6: Sintese do acido 2,2,5,5-tetrametil-2,5-dihidro-1H-pirrolina-3-carboxiamida-1-
oxi (19)

Em um baldo de fundo redondo de 125 mL, 3,66 g de 2,2,5,5-tetrametil-2,5-
dihidro-1H-pirrolina-3-carboxamida-1-oxi (19,86 mmol) (18) e 40 mL de solucéo
aquosa de hidréxido de sddio 10% (m/v) foram colocados em refluxo até o término da
evolugdo do gas amodnia. Apos resfriamento, a mistura reacional foi cuidadosamente
acidificada com aproximadamente 1,0 mL de &cido cloridrico e o precipitado obtido foi
filtrado e secado ao ar livre. A solucao acida foi extraida com éter (2 extracdes de 30
mL) e seca com sulfato de sadio, filtrado e seco a vacuo.

A substancia 19 apresentou-se como um solido cristalino de cor amarelo claro de
p.f.: 210-211 °C com rendimento de aproximadamente 97%.

IV vmax(cm?): 1147 (C-0O), 2986 (O-H), 1193 (C-N), 1365 e 1405 (C-H), 1631 (C=C)
e 1704 (C=0).

4.5 Sintese do 3-(hidroximetil)-2,2,5,5-tetrametil-2,5-dihidro-1H-pirrolina-1-oxi

(20)
0
OH OH
- LiAIH, >L:Q
. .
N 24h, 1. a. N
o THF 0

19 20
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Esquema 7: Sintese do 3-(hidroximetil)-2,2,5,5-tetrametil-2,5-dihidro-1H-pirrolina-1-oxi (20)

Em um baldo de fundo redondo de 100 mL foram adicionados 1,0 g do acido
2,2,5,5-tetrametil-2,5-dihidro-1H-pirrol-3-carboxiamida-1-oxi (5,39 mmol) (19) e 30 mL
de THF seco sob atmosfera de nitrogénio e em banho de gelo. Em seguida, foram
adicionados 300 mg de LiAlH4 em pequenas porgdes. A mistura ficou em temperatura
ambiente, sob agitacdo, por 24 horas. Apds esse periodo, foram adicionados 30 mL
de 4gua destilada e a mistura foi filtrada. O filtrado foi submetido a cinco extracdes de
30 mL com acetato de etila. A fase organica foi seca com sulfato de sodio, filtrada e
seca no rotaevaporador, em seguida, foi feita a purificacdo por recristalizagdo com
tolueno e o produto foi acondicionado em dessecador para evitar a umidade.

O sdlido amarelo foi purificado através da cromatografia em coluna contendo gel
de silica, usando-se como eluente a mistura éter de petroleo/acetato de etila 7:3 (v/v)
(KUCHER et al., 2017).

A substancia 20 apresentou-se como um solido amarelo com ponto de fusao 75-
76 °C com rendimento de 36%.

IV vmax(cm?): deformacéo axial (C-O) 1038 cm, (C-N) 1278 cm™, (C=C) 1468 cm"

1 e (O-H) aproximadamente 3377 cm™.

4.6 Sintese do benzenossulfonato de (1-hidroxi-2,2,5,5-tetrametil-2,5-dihidro-1H-
pirrolina-3-il) metil (21)
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Esquema 8: Sintese do intermediario nitroxido (21)

Em um baldo de fundo redondo de 100 mL foi adicionado 0,1522g do 3-
(hidroximetil)-2,2,5,5-tetrametil-2,5-dihidro-1H-pirrolina-1-oxi (20), 5 mL de
diclorometano e 136 pL de trietilamina. Apoés, foi feita lentamente a adi¢cdo de 110 uL
de cloreto de benzenossulfonila em uma temperatura de -10°C, ao término da adi¢cao
a mistura ficou em temperatura ambiente por 48 horas. Foi realizada extracdo em 10
mL de &gua destilada e 10 mL de solucdo de bicarbonato de sodio a 5% (necessério

a adicdo de diclorometano para fazer essa extracdo). A fase orgéanica foi seca com
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sulfato de sodio e evaporada sob pressao reduzida. O produto residual é um oleo
amarelo e possui um rendimento de aproximadamente 26%

IV vmax(cm): 1692 (C=C deformagéo axial), 1462 (C=C vibracdes do nucleo
aromatico), 1284 (C-N), 1020 (C-O) e 1185 e 1365 (SOz).

4.7 Sintese do 3-(azidometil)-2,2,5,5-tetrametil-2,5-dihidro-1H-pirrolina-1-oxi (22)
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Esquema 9: Sintese do intermediario nitroxido (22)

Em um balédo de fundo redondo de 100mL, uma solucéo de azida de sédio (1,3g
0,02mol) em agua (2 mL) é adicionada a uma solucao do sulfonato (3,26g; 0,01 mol)
em DMF (20 ml) e colocado sob refluxo por 4h. A mistura reacional foi diluida em agua
e foi feita 3 extracdes com 30 mL de éter. A fase do éter (organica) foi seca com sulfato
de sbdio anidro e em seguida rotaevaporado. O rendimento dessa reacdo foi de
aproximadamente 65% e o produto residual foi um éleo amarelado.

IV vmax(cm?): 3000 cm* (picos referentes a C-H aromatico e alifatico), 1669 cm-
1(C=C) e 2097 cm™ (N=N=N).

4.8 Preparacao do 3,3’-((1,3-fenilenobis(1H-1,2,3-triazol-4,1-
diil))bis(metileno))bis(2,2,5,5-tetrametil-2,5-dihidro-1H-pirrol-1-oxi) (23)

N Pz
N, S ~ N=N N=N

N, CuBr / CH,Cl,
© t.a.,24h N N
22 o} 23 (o)

Esquema 10: Sintese de novo analogo 23

Em um baldo de 50 mL adicionou-se 0,140 g (0,71mmol) do 3-(azidometil)-
2,2,5,5-Tetrametil-2,5-diidro-1H-pirrol-1-oxil, dissolvido em 7 mL de diclorometano,
0,100g (0,10 mmol) de brometo de cobre (1), 0,044g (0,35mmol) de 1,3-dietinilbenzeno
e 3 mL de diclorometano.
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Deixou-se a reacdo sob agitacdo a temperatura ambiente por 24 horas.
Purificou-se o nitroxido obtido por cromatografia em coluna de gel de silica usando
como mistura de eluente cloroféormio/metanol em diferentes concentragées (100; 50:1;
20:1 e 10:1). Durante a purificacdo foram feitas placas de CCD (com fase movel
cloroférmio/metanol 20:1) com as amostras retiradas diretamente da coluna para
verificar a separagdo dos compostos que estavam eluindo e assim realizar a
separacéo e posterior detec¢do da molécula pelo infravermelho. O rendimento dessa
reacao foi de aproximadamente 68% e o produto residual € um 6leo amarelado.

IV vmax(cm™): regido 3000 cm™ (dobramento e estiramento C-H), 1678 cm*
(C=C deformacéao axial da ligacdo), 1280cm (C-N deformacéo axial anel aromatico),
1458 e 1358 cm (C-H dobramento da ligagéo).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Preparacao do 3,5-dibromo-2,2,6,6-tetrametilpiperidin-4-ona (16)

A primeira etapa deste projeto consistiu na preparagdao do 3,5-dibromo-2,2,6,6-
tetrametilpiperidin-4-ona (16) a partir da reacdo de bromacao da piperidona (15) em
acido acético, conforme apresentado no Esquema 11 a seguir.

A reacao foi efetuada a temperatura ambiente e o isolamento do produto (16) foi
feito atraves da filtragcdo da mistura em funil, seguida do tratamento do sélido formado
com AcOH, agua e éter etilico. Apés secagem do produto, obteve-se a 3,5-dibromo-
2,2,6,6-tetrametilpiperidin-4-ona (16) como um sélido de coloracdo bege, com
rendimento de 97% e ponto de fusdo de acordo com a literatura foi 195-198 °C
(ROZANTSEV, 1970).

O 0O
Br Br
Br2
>
N CH3COOH N
H 24h, t. a. H
15 16

Esquema 11: Sintese do intermediario 16 via halogenacéo de carbono alfa carbonilico (16)

A estrutura do produto formado foi confirmada por analise espectroscopica na
regido do Infravermelho (I.V.), destacando-se no espectro a absorcdo de deformacao
axial da ligacédo (C-Br) em 639 cm™. Adicionalmente, foram verificadas as seguintes
bandas caracteristicas: 1254-1037 cm referente a ligacdo (C-N), 1388 e 1456 cm
referente a ligacéo (C-H), 1542 cm* referente a ligacdo (N-H) e 1749 cm referente a

ligacdo C=0, como mostrado no espectro abaixo (Figura 9).
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Figura 9: Espectro de infravermelho referente a molécula 3,5-dibromo-2,2,6,6-
tetrametilpiperidin-4-ona (16)

Essa reacao ocorre pelo mecanismo de halogenacéo, no qual o carbono alfa
da carbonila é halogenada pelo bromo em solucéo de acido acético. A primeira etapa
€ a de enolizacdo catalisada por &cido, e a molécula de bromo eletrofilica entdo é
atacada pelo carbono nucleofilico do enol. As setas mostram porque esse carbono em

particular é o atacado no Esquema 12.



Esquema 12: Mecanismo de formacéo do 3,5-dibromo-2,2,6,6-tetrametilpiperidin-4-

ona (16) a partir da piperidona (15).

5.2 Preparacgéo do 2,2,5,5-tetrametil-2,5-dihidro-1H-pirrolina-3-carboxiamida (17)

Uma vez obtido o 3,5-dibromo-2,2,6,6-tetrametilpiperidin-4-ona (16), este foi
submetido a reacdo de contracdo de anel com solucdo aquosa de amonia 25% (m/v)
e excesso de pastilhas de KOH (Esquema 13), resultando no composto 2,2,5,5-
tetrametilpirrolina-3-carboxiamida (17).

@)
o NH
Br Br 25%aq NH3 o
> N
N KOH |
[ H
H
16 17

Esqguema 13: Sintese do intermediario 2,2,5,5-tetrametil-2,5-dihidro-1H-pirrolina-3-

carboxiamida (17)

O mecanismo de formacdo da tetrametilpirrolinona (17) ocorre segundo o
rearranjo de Favorskii. Nesta reacdo € observada uma contracdo do anel de 6
membros, piperidina, para um anel de cinco membros, pirrol. Neste mecanismo, a
primeira etapa consiste na abstragédo de um hidrogénio no carbono a a carbonila da

piperidona (a), que é uma a-halocetona. A abstracéo do hidrogénio € promovida pelo
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ion hidroxila do hidroxido de potéassio resultando na eliminacdo de agua e formacéo
do intermediario enolato (b). Posteriormente, a carbonila é regenerada pela formacao
de uma ligagao 1 entre carbono e oxigénio, e de maneira concertada a formagéo de
uma nova ligacdo C-C resultando no intermediario (c) com eliminacdo de um atomo
de bromo. Em seguida, o intermediario (d) € formado pelo ataque do nucledfilo amonia
no carbono da carbonila. Logo apés a formacgéo do anel pirrolina (d) é constatada a
abstracdo de um hidrogénio e a desidroalogenacdo de HBr levando ao intermediério
(e) e finalmente ao produto desejado 2,2,5,5-tetrametilpirrolina-3-carboxiamida (f),

como demonstrado no Esquema 14.

..0 Q... ‘H oA
“ ~ Br Br \Bj Br NH3
Br -Hzo /\/
b b b
H H H
(a) (b) (c)
© .0
HO HO*™ 7y
0 o o H
NH, Br. H Br NH,
— NH,  -H,0 ®
\ N \
H N H

(f) (e) (d)
Esquema 14: Mecanismo de formacéo do 2,2,5,5 -tetrametilpirrolina-3-carboxiamida (17)

O intermediario (17) sintetizado com um rendimento de 79% apresenta-se
como um solido cristalino e de coloracdo branca, que foi utilizado na etapa posterior,
sem prévia purificagdo, para a preparacao do nitréxido ciclico desejado.

Com a finalidade de acompanhar a formacéao do produto, foi realizada a técnica
de cromatografia em camada delgada, utilizando-se uma cromatoplaca de aluminio
revestida de silica-gel, que é a fase estacionaria e como eluente o acetato de
etila/etanol. Na placa de cromatografia foram comparados o reagente 3,5-dibromo-
2,2,6,6-tetrametil-4-oxopiperidina (A) e o produto 2,2,5,5-tetrametilpirrolina-3-
carboxiamida (B), como demonstrado na Figura 10, apresentando fator de retencao
(Rf) para A=0,98 e B= 0,46
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D1 D2

D1l=49cm
D2=23cm
D3 =5cm
A: Reagente; B: Intermediério (2,2,5,5-tetrametilpirrolina-3-carboxiamida);
D1: distancia da migracéo do reagente de partida; D2: distancia da migracéo do
intermediario; D3: distancia da migrag&o do solvente

Figura 10: Comparagédo entre o reagente A e intermediario B (Eluente acetato de

etila/etanol, revelagdo na regido do ultravioleta (254 nm).

Assim comparando-se 0 reagente  3,5-dibromo-2,2,6,6-tetrametil-4-
oxopiperidina (A) com intermediario 2,2,5,5-tetrametilpirrolina-3-carboxiamida (B),
observa-se a formagédo de manchas e fator de retengéo (Rf) distintos. As diferentes
manchas observadas se devem ao fato do reagente (A) ser mais apolar com isso
ficando menos retido na silica quando comparado com o intermediario (B) que é mais
polar, essas diferencas encontradas demonstram que a reacdo foi completa nao
apresentando residuo do material de partida 3,5-dibromo-2,2,6,6-tetrametil-4-
oxopiperidina (A), indicando a formacao a principio apenas do composto 2,2,5,5-
tetrametilpirrolina-3-carboxiamida.

O intermediario (17) obtido teve seu ponto de fusédo e rendimento realizados
como discriminados na Tabela 1.

De acordo com Rozantsev (1970), a 2,2,5,5-tetrametilpirrolina-3-carboxiamida
€ caracterizada por apresentar um precipitado levemente cristalino, através desta
metodologia, com um rendimento de 80% e ponto de fusdo entre 178-179 °C,
comparando esses resultados da literatura com os obtidos nesse estudo como
descriminado na Tabela 1, nota-se que os resultados de aspecto cristalino, ponto de

fusdo e rendimento encontram-se dentro do esperado, demonstrando que a sintese
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do 2,2,5,5-tetrametilpirrolina-3-carboxiamida foi realizada com sucesso.

Tabela 1: Comparacédo entre parametros de caracterizacao Literatura x intermediario
sintetizado.
CARACTERIZACAO DO 2, 2, 5,5-TETRAMETILPIRROLINA-3-
CARBOXIAMIDA

A LITERATURA INTERMEDIARIO
PARAMETROS (ROZANTSEV, 1970) SINTETIZADO
ASPECTO PRECIPITADO BEGE PRECIPITADO BEGE
LEVEMENTE CRISTALINO LEVEMENTE CRISTALINO
RENDIMENTO (%) 80 % 79 %
PONTO DE FUSAO (°C) 178 -179 °C 181 °C

A estrutura do 2,2,5,5-tetrametilpirrolina-3-carboxiamida foi confirmada por
andlise espectroscopica na regido do infravermelho (I.V.), como demonstrado na
Figura 11. Podem-se observar duas bandas, uma simétrica e outra assimétrica, em
3180 e 3340 cm correspondente a ligacdo N-H, bandas em 1640 e 1662 cm™
referentes a segunda banda de C=C e a C=0 respectivamente, bandas fora do plano
de N-H em 774,718 e 655 cm, uma banda em 1403 cm correspondente a ligacédo
C-N, bandas em 2866 e 2926 cm correspondente a C-H.
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Figura 11: Espectro na regido do infravermelho da 2,2,5,5-tetrametil-2,5-dihidro-1H-pirrolina-

3-carboxiamida (17), revelacdo na regido do ultravioleta (254 nm).

Desta maneira, correlacionando os resultados da literatura (ROBERT M.
SILVERSTEIN; WEBSTER; KIEMLE, 2005). com as principais bandas obtidas no

estudo, como demonstrado na Tabela 2, pode-se confirmar a estrutura da
carboxiamida formada.

Tabela 2: Comparacéo entre o infravermelho da Literatura x do intermedidrio sintetizado.

INFRAVERMELHO - 2,2,5,5-TETRAMETILPIRROLINA-3-
CARBOXIAMIDA

TIPO DE LIGACAO / FREQUENCIA (cm-Y) | TIPO DE LIGACAO / FREQUENCIA (cm-1)

LITERATURA (SILVESTEIN, 2005) INTERMEDIARIO SINTETIZADO

N-H (Simétrica e assimétrica) / 3180 e

3180 e 3340
3350
N-H (Segunda Banda) / 1655-1620 1640
C=0/1820¢e 1630 1662

N-H (Fora do plano) / 800 e 660

774,778 e 655
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C-N /1400 1401
C=C /1641 1641
C-H/2850-2960 2866 e 2926

5.3 Preparagdo do 2,2,5,5-tetrametil-2,5-dihidro-1H-pirrolina-3-carboxiamida-1-
oxi (18)

A terceira etapa consistiu na sintese da 2,2,5,5-tetrametil-2,5-dihidro-1H-
pirrolina-3-carboxiamida-1-oxi (18) a partir do composto 2,2,5,5-tetrametilpirrolina-3-

carboxiamida (17).

e} @)
NH, NH;
— H,0, 30% o
\ 24h, t. a g .
! ta. S
EDTA
17 Na,WO0,:2H,0 18

Esquema 15: Sintese do intermediario 2,2,5,5-tetrametil-2,5-dihidro-1H-pirrolina-3-

carboxiamida-1-oxi (18)

O mecanismo de reacdo para a formacgéo do intermediario (18) por oxidacao.
O peréxido de hidrogénio é um agente oxidante e é estabilizado na presenca de
tungstato de soédio formando peracidos resultando na formacdo de substancias

oxidantes mais seletivas de certas aminas, conforme Esquema 16.
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,ONa HOO, © ®
3 H,0, + O,W P A—— WO, + HO, + 2H,O + Na
\ /
ONa NaOO
NH
2 9 -
O HOO-W-0-0

'

0 0
N $@ + HO
o) 00O

Esquema 16: Reacao para sintese do 2,2,5,5-tetrametil-2,5-dihidro-1H-pirrolina-3-

carboxiamida-1-oxi

A metodologia (ROZANTSEV, 1970) utilizada na preparagdo do nitroxido foi a
oxidacao do intermediario (17) com a adicdo de perédxido de hidrogénio e EDTA para
a formacdo do nitréxido desejado 2,2,5,5-tetrametil-2,5-dihidro-1H-pirrolina-3-
carboxiamida-1-oxi (18) resultando em um solido cristalino de cor amarelo claro com

rendimento de 42%.
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Para o acompanhamento da reacao, foi realizada a cromatografia em camada
delgada, utilizando-se uma cromatoplaca de aluminio revestida de silica-gel, como
eluente o acetato de etila/etanol, para a confirmacdo da identidade do composto
pretendido, como demonstrado na Figura 10, comparando o composto 2,2,5,5-
tetrametilpirrolina-3-carboxiamida (B) com o formado (D), apresentando (Rf) de 0,46

e 0,90, respectivamente.

D3

131 D2

Dl=23cm
D2=45cm

D3 =5cm

B: Intermediario (2,2,5,5-tetrametilpirrolina-3-carboxiamida); D:Produto formado da segunda
metodologia; D1: distancia da migracdo do intermediario; D2: distancia da migracdo do
produto formado; D3: distancia da migracdo do solvente.

Figura 12: Cromatografia contendo o intermediario B e produto D, revelagdo na regido do
ultravioleta (254 nm).

Como demonstrado na Figura 12, comparou-se o0 produto 2,2,5,5-
tetrametilpirrolina-3- carboxiamida (B) com o produto obtido 2,2,5,5-tetrametil-2,5-
dihidro-1H-pirrolina-3-carboxiamida-1-oxi (D), foram observadas diferentes manchas
e valores de Rf (B = 0,46 D = 0,90), o que demonstra que o produto obtido (D) € mais
apolar que o intermediario (B) e que a reacao foi completa ndo apresentando residuo
do intermediario (B) e assim a possivel formacao do produto desejado.

O ponto de fusdo e o rendimento foram discriminados na Tabela 3. De acordo
com Rozantsev (1970), o intermediario 2,2,5,5-tetrametil-2,5-dihidro-1H-pirrolina-3-
carboxiamida-1-oxi € caracteristico por apresentar um sélido cristalino amarelo claro,
com rendimento de 42% e ponto de fusdo entre 203-204 °C com decomposicao.
Comparando esses resultados com o obtido no estudo de acordo com a Tabela 3,
podemos observar que os valores se encontram de acordo com o esperado

confirmando o nitréxido formado.
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Tabela 3: Comparacéo entre parametros de caracterizagéo da Literatura x 2,2,5,5-
tetrametil-2,5-dihidro-1H-pirrolina-3-carboxiamida-1-oxi sintetizado

CARACTERIZACAO - 2,2,5,5-TETRAMETIL-2,5-DIHIDRO-1H-
PIRROLINA-3-CARBOXIAMIDA-1-OXI (18)

PARAMETROS LITERATURA NITROXIDO
(ROZANTSEV, 1970) SINTETIZADO
ASPECTO PRECIPITADO PRECIPITADO
CRISTALINO AMARELO CRISTALINO
CLARO AMARELO CLARO
RENDIMENTO (%) 42 % 42 %
PONTO DE FUSAO (°C) 203-204 °C _ 203-204 °C _
(DECOMPOSICAO) (DECOMPOSICAO)

O espectro de infravermelho do composto (18) esta representado na Figura 13
e nele podemos observar os picos referentes as ligagbes, sendo a banda 1159
referente a ligagdo de C-N, as bandas 1366 e 1411 representando o dobramento da
ligacdo C-H, as bandas de valor 1617, 3346 e 3161 cm™ sdo referentes as ligacdes
N-H, a banda 1637 cm representa a ligagcdo dupla C=C e por fim a ligagcéo dupla C=0
nas amidas representada no comprimento de onda 1667 cm™.
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Figura 13 - Espectro na regiao do infravermelho referente a molécula 2,2,5,5-tetrametil-2,5-

dihidro-1H-pirrolina-3-carboxiamida-1-oxi (18)

54 Preparacdo do é&cido 2,2,5,5-tetrametil-2,5-dihidro-1H-pirrolina-3-

carboxiamida-1-oxi (19)

A quarta etapa do projeto consistiu na sintese do acido 2,2,5,5-tetrametil-2,5-
dihidro-1H-pirrolina-3-carboxiamida-1-oxi (19) a partir da reacdo de hidrélise alcalina
com solucdo aquosa de hidroxido de sodio 10%(m/v) do intermediario 2,2,5,5-
tetrametil-2,5-dihidro-1H-pirrolina-3-carboxiamida-1-oxi (18), conforme mostrado no

Esquema 17.

) 0
NH, OH
NaOH 10% o
N > N
(')' Refluxo I,
1 dia
18 19

Esquema 17: Sintese do intermediério acido 2,2,5,5-tetrametil-2,5-dihidro-1H-pirrolina-3-

carboxiamida-1-oxi (19)
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O mecanismo da reacédo para formacéo do acido (19) ocorre por hidrolise basica.
O ion hidréxido atua como nucledfilo e como uma base e entéo vai atacar o carbono
acilico da carbonila da amida removendo um préton para dar um dianion.

Em sequéncia, o dianion perde uma molécula de amdnia (passo sincronizado com
a transferéncia de proton da agua) (SOLOMONS; FRYHLE, 2012).

A técnica de cromatografia em camada delgada foi realizada, utilizando-se uma
cromatoplaca de aluminio revestida de silica-gel, como eluente o hexano/acetato de
etila (7:3), para a confirmacdo da identidade do composto pretendido, como
demonstrado na Figura 14, comparando o composto 2,2,5,5-tetrametil-2,5-dihidro-
1H-pirrolina-3-carboxiamida-1-oxi 18 (1) com o acido formado 19 (2), apresentando

(Rf) de 0,45 e 0, respectivamente.

D3

O

2
—  ()—D2

D1:1,7 cm
D2:0cm
D3:3,8cm

1: 2,2,5,5-tetrametil-2,5-dihidro-1H-pirrolina-3-carboxiamida-1-oxi; 2: acido formado; D1:
distancia da migracdo do intermediario; D2: distancia da migracdo do produto formado; D3:
distancia da migracao do solvente.

Figura 14: Placa de CCD comparando composto 18 (representado na placa por 1) e

composto 19 (representado na placa por 2), revelacdo na regido do ultravioleta (254 nm).

O ponto de fuséo e o rendimento foram discriminados na Tabela 4. De acordo com
Rozantsev (1970), o intermediario acido 2,2,5,5-tetrametil-2,5-dihidro-1H-pirrolina-3-
carboxiamida-1-oxi € caracteristico por apresentar um sélido cristalino amarelo claro,
com rendimento de 97% e ponto de fusédo entre 210-211°C com decomposicao.
Comparando esses resultados com o obtido no estudo de acordo com a Tabela 4,
podemos observar que os valores se encontram de acordo com o esperado

confirmando o nitréxido formado.
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Tabela 4: Comparacédo entre parametros de caracterizacao da Literatura x acido 2,2,5,5-
tetrametil-2,5-dihidro-1H-pirrolina-3-carboxiamida-1-oxi ido sintetizado
CARACTERIZACAO - ACIDO 2,2,5,5-TETRAMETIL-2,5-DIHIDRO-1H-

PIRROLINA-3-CARBOXIAMIDA-1-OXI (14)

PARAMETROS LITERATURA NITROXIDO
(ROZANTSEV, 1970) SINTETIZADO
ASPECTO PRECIPITADO PRECIPITADO
CRISTALINO AMARELO  CRISTALINO AMARELO
CLARO CLARO
RENDIMENTO (%) 97 % 94 %

PONTO DE FUSAO (°C) 210-2011 °C_ 209-212°C _

(DECOMPOSICAO) (DECOMPOSICAO)

O espectro de infravermelho do composto 19 esta representado na Figura 15
e nele podemos observar os picos referentes as ligagdes, sendo a banda 1147 cm™
referente a nova ligacdo presente na substituicdo da amida pelo acido carboxilico, a
ligacdo simples carbono-oxigénio (C-O) e a ligacdo oxigénio-hidrogénio (O-H),
também presente no acido carboxilico, representada entre 2876-3092cm,
aproximadamente. Na banda 1193 cm™ temos a representacdo da ligacdo C-N, as
bandas 1365 e 1405 cm representam o dobramento das ligacées C-H, em 1631cm-

L temos a ligacdo dupla de C=C e a dupla ligacdo C=0 no pico 1704 cm (Figura 15).
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Figura 15: Espectro na regido do infravermelho do acido 2,2,5,5-tetrametil-2,5-dihidro-1H-
pirrolina-3-carboxiamida-1-oxi (19), revelagéo na regido do ultravioleta (254 nm).

5.5 Preparacdo do 3-(hidroximetil)-2,2,5,5-tetrametil-2,5-dihidro-1H-pirrolina-1-
oxi (20)

A quinta etapa do projeto consistiu na sintese do 3-(hidroximetil)-2,2,5,5-tetrametil-
2,5-dihidro-1H-pirrolina-1-oxi (20) a partir do composto acido 2,2,5,5-tetrametil-2,5-

dihidro-1H-pirrolina-3-carboxiamida-1-oxi (19).

o)
OH OH
o LiAIH, _
N 24h, t. a. N
O THF O
19 20

Esquema 18: Sintese do intermediario 3-(hidroximetil)-2,2,5,5-tetrametil-2,5-dihidro-1H-
pirrolina-1-oxi (20)

O mecanismo da reacao para formacao do 3-(hidroximetil)-2,2,5,5-tetrametil-2,5-

dihidro-1H-pirrolina-1-oxi (20) ocorre pela adicdo do hidreto de aluminio e litio
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(LiAIH4), o qual realiza a redugéo do acido carboxilico transformando-o em élcool. O
agente redutor reage violentamente com doadores de protons liberando géas
hidrogénio e por isso € importante evitar a presenca de agua ou qualquer outro
solvente fracamente acido na reacdo. Dessa forma, o solvente utilizado foi o THF
seco, preparado apos destilacdo e tratamento com benzofenona e soédio em vidraria
apropriada. O sédio realiza uma reacgdo radicalar com a benzofenona dando origem a
um composto de cor violeta. A presenca desta coloracdo € a garantia de que o
solvente esta isento de agua. Ao final da reacao € adicionada agua para decompor o
complexo de aluminio (SOLOMONS; FRYHLE, 2012).

Apés a adicdo da agua a reacao foi filtrada, submetida a extragdo com acetato de
etila e seca no rotaevaporador. E entdo foi realizada a purificagdo utilizando uma
coluna cromatogréfica de silica-gel, para separar as fragcbes que apareciam na
cromatografia em camada delgada (Figura 16). O 6leo amarelo residual foi purificado
na coluna com éter de petrdleo/acetato em diferentes propor¢des 9:1; 8:2 e 7:3.

Uma vez mais foi realizada a cromatografia em camada delgada, utilizando-se uma
cromatoplaca de aluminio revestida de silica-gel, como eluente o éter de petréleo /
acetato de etila (1:1), para observar a separacao apos a coluna como demonstrado
na Figura 16, comparando o composto 20 no qual foi feita extragdo com acetato de
etila e apds isso foi purificado na coluna (P) com composto 20 que néao foi feita a
extracdo com acetato de etila e nem a purificacdo na coluna (R), apresentando (Rf)

de P1 (0,48), P2 (0,65) e R (0,55).

D3
D1l P2
r O
D4 || p1 R b2
O O

D1:2,8cm
D2:2,4cm
D3:4,3cm

D4:2,1cm
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P1 e P2: Produto da preparacdo da molécula 20 sem purificacdo; R: Produto da preparacéo
da molécula 20 ap6és purificacdo; D1 e D4: distancia da migracéo do composto P; D2:
distancia da migracdo do composto R; D3: distancia da migracéo do solvente.
Figura 16: Cromatografia comparando o composto P e R, revelagéo na regido do
ultravioleta (254 nm).

Foi realizada a caracterizagc&do por espectroscopia na regido do IV do composto
20 em uma amostra na qual nao foi realizada a extracdo com acetato de etila (espectro
azul) e uma amostra na qual foi realizada a extracdo com acetato de etila e a
purificacdo na coluna cromatografica de silica-gel (espectro preto) (Figura 17)
(KUCHER et al., 2017).

No espectro de IV do composto 20 no qual foi realizado a extracdo com acetato
de etila e a coluna cromatografica, pode-se observar que a banda da carbonila ainda
esta presente, enquanto no qual ndo se realizou a etapa de extracdo e purificacdo a
banda da carbonila em aproximadamente 2000 cm™ ndo existe. Ao comparar o
espectro em preto da Figura 17 e o espectro presente na Figura 15, podemos
observar que eles sdo semelhantes, mostrando que provavelmente a parte isolada na
coluna corresponde ao &cido  2,2,5,5-tetrametil-2,5-dihidro-1H-pirrolina-3-

carboxiamida-1-oxi (19) que n&o reagiu.
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Figura 17: Espectro infravermelho comparando amostras do possivel composto 3-
(hidroximetil)-2,2,5,5-tetrametil-2,5-dihidro-1H-pirrolina-1-oxi (20)

Ao ampliar o espectro em azul da amostra na qual n&o foi realizada a extragido
com acetato de etila (Figura 18), pode-se observar a auséncia da ligacao
caracteristica do &cido carboxilico a C=0. No espectro representado na Figura 18
pode-se observar as bandas caracteristica de C=C em 1634 cm™, a banda referente
a ligacdo carbono-oxigénio (C-O) em 1158 cm, jA na banda 3387 cm? é
representante da ligacdo oxigénio-hidrogénio (O-H) e por fim 1565 e 1397 cm™ as

duas bandas caracteristicas da ligacédo carbono-hidrogénio (C-H).
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Figura 18: Espectro infravermelho da amostra sem extragdo com acetato de etila do

possivel composto 3-(hidroximetil)-2,2,5,5-tetrametil-2,5-dihidro-1H-pirrolina-1-oxi (20)

Portanto, ao se interpretar o espectro de Infravermelho da Figura 18 é possivel
afirmar que a reacdo funcionou, porém existe a necessidade de purificacdo da
amostra. A cromatoplaca e o espectro de IV indicam que o produto recuperado foi o
acido 19, enquanto na aliquota na qual ndo houve a extragcdo com acetado de etila,
nem a purificacdo, no espectro de IV € possivel visualizar que ndo ha a presenca da
carbonila e sim a presenca da ligacdo O-H, mostrando o éxito dessa reacéo.

Posteriormente, foi realizada a recristalizacdo das amostras com tolueno. Em
seguida, as amostras foram acondicionadas no dessecador para evitar que
adquirissem umidade. Foi realizada nova caracterizacao por IV e 0 espectro dessas

amostras recristalizadas é apresentado na Figura 19
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Figura 19: Espectro infravermelho da amostra 3-(hidroximetil)-2,2,5,5-tetrametil-2,5-dihidro-
1H-pirrolina-1-oxi (20)

No espectro da Figura 19 pode-se observar que a banda referente a
deformacdo axial do &cido carboxilico ndo esta mais presente na regido de
aproximadamente 1704 cm, como no espectro representado na Figura 15. Podemos
observar uma banda bem evidente da deformacédo axial C-O em 1038 cm, como

também, C-N em 1278 cm?, C=C 1468 cm-1 e O-H em aproximadamente 3377 cm™.

5.6 Preparacdo do benzenossulfonato de (1-hidroxi-2,2,5,5-tetrametil-2,5-
dihidro-1H-pirrolina-3-il) metil
SO,CI

P
OH O\/s/
pr— /
S - °
N 48 h,-10°C N
0 SN O

Esquema 19: Sintese do intermediario nitroxido (21)
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A sexta etapa do projeto consistiu na adicAio de um grupamento
benzenosulfonato na molécula por meio de uma reacdo de substituicdo nucleofilica
entre o alcool e cloreto de benzenossulfonila. Primeiramente temos um ataque do par
de elétrons do alcool ao enxofre do cloreto de benzenossulfonila, pois este esta com
densidade positiva (é um eletrofilo) gerada pelos seus ligantes cloro e oxigénio que
possuem carater mais eletronegativo que o enxofre. A ligacéo do cloro com o enxofre
€ desfeita e esse par de elétrons vai para o cloro formando um anion cloreto. Em
seguida o par de elétrons do nitrogénio da trietilamina vai abstrair o préton ligado ao
oxigénio do grupamento alcool e o par de elétrons volta para o0 oxigénio e

consequentemente forma o composto de interesse.

N

T /@ "0’
0=S=0 LO@ 0=%=0
a b c
%
N
R = /LL&& = \@
SN
\ H
o-N R
0 6

Esquema 20: Representacéo da substituicdo nucleofilica para formacéao do

benzenossulfonato de (1-hidroxi-2,2,5,5-tetrametil-2,5-dihidro-1H-pirrolina-3-il)metil.

Ao se realizar a eluicéo da placa de CCD, com fase movel de cloroférmio com
metanol na proporcdo (250:1), pode-se observar na placa cromatografica abaixo
(Figura 20) a presenca do alcool ao lado esquerdo da placa e ao lado direito o produto
da reacédo. Consegue ser observado a formacgéo de novas bandas ao lado esquerdo,
mostrando que a reacdo ocorreu. Em seguida as amostras foram analisadas por

espectroscopia de infravermelho.
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CCD realizada (fase movel cloroférmio/metanol na propor¢éo 2,5:0,001), lado esquerdo da
placa sendo a amostra do alcool 20 na direita temos o produto da reacdo 21 com formacgéo
do benzenossulfonato, revelagéo na regido do ultravioleta (254 nm).

Figura 20: Nitroxido 20 a esquerda e nitroxido 21 a direita.

Ao se analisar o espectro de infravermelho (Figura 21) bandas importantes

aparecem como o de comprimento 1185 cm™ que é caracteristico do grupamento
benzenossulfonila.
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Figura 21: Espectro de infravermelho referente ao nitroxido benzenossulfonato de (1-
hidroxi-2,2,5,5-tetrametil-2,5-dihidro-1H-pirrolina-3-il)metil.
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Através do espectro, podemos observar bandas caracteristicas das ligacoes
1692 cm C=C referente a deformacéo axial e 1462 cm C=C referente as vibraces
do nucleo aromatico, 1284 cm™® C-N aromatico deformacdo axial, 1020 cm
deformacéo axial C-O de éteres e por fim a mais caracteristica da molécula 1185 e

1365 cm da deformacéo simétrica e assimétrica da sulfona SO2.

5.7 Composto 3-(azidometil)-2,2,5,5-tetrametil-2,5-dihidro-1H-pirrolina-1-oxi

%
o-¢ N3
= o NaN; /DMF —
N N
o o}
21 22

Esquema 21: Sintese do intermediério nitréxido (22)

A sétima etapa ocorreu com o nitroxido (21) reagindo com a azida de s6dio em
dimetilformamida (DMF) em uma temperatura de 90°C. A azida age como nucleofilo e
ataca o carbono da molécula 21, ocorrendo uma substituicdo nucleofilica alifatica
bimolecular (SN2).

\S —
o ®o. — u\xi::> - :>[?i§22
N=N=N" >4_Q S

N 0=5=0
L. o 90

Esquema 22: Substituicdo do grupamento benzenossulfonato pelo grupamento azida

Ao realizar a eluicdo da placa de cromatografia com eluente éter de
petréleo/éter etilico 6:4 é observado a diferenca entre a separacdo do nitroxido 21
(lado esquerdo da Figura 22) e do nitroxido apds a reacdo com a azida de sodio
(nitroxido 22) ao lado direito da Figura 22, mostrando que a rea¢do ocorreu e foi
formado um produto. Ao visualizar a placa, € observado que a mancha da azida tem
um formato curvado como representado por 2 na Figura 22. O RF calculado foi de

0,47 e segundo a literatura o RF é de 0,33.



65

D3
D2
2
-_
p1| 1

D1:1,7 cm
D2:2cm
D3:4,2cm

Figura 22: Na figura temos o nitroxido 21 ao lado esquerdo e o nitroxido 22 ao lado
esquerdo, revelacdo na regiao do ultravioleta (254 nm).

Ao observar o espectro infravermelho a banda no comprimento de onda 2097
cm® se mostra bem caracteristica da azida. Pode-se observar também que a banda

gue indicava o grupamento benzenossulfonato néo é presente nesse espectro.
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Figura 23: Espectro de infravermelho referente ao nitroxido 22.
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Ao observar o espectro relatado na Figura 23, € possivel observar que na
regido de 3000 cm temos picos referentes a ligacdo C-H aromatico e alifatico, em
1669 cm™ e é observada uma deformagéo axial decorrente da ligagdo C=C. Por fim
temos o pico em 2097 cm, o qual mostra que a reacao ocorreu, este pico é referente

a ligacao da azida (N=N=N), e com isso é possivel seguir para a proOxima etapa.

5.8 - Preparacao do 3,3’-((1,3-fenilenobis(1H-1,2,3-triazol-4,1-
diil))bis(metileno))bis(2,2,5,5-tetrametil-2,5-dihidro-1H-pirrol-1-oxi) (23)

X —
N3 S ~ N= N=N,
- N\)\@/‘%/N

N, CuBr/ CH,Cl,
O t.a,24h N N
22 o 23 0)

Esquema 23: Sintese de novo analogo 23

A sintese do novo analogo do nitréxido 23 envolve a reacdo de cicloadicdo 1,3-
dipolar entre a azida derivada do nitréxido (22) e um alcino terminal (1,3-
dietinilbenzeno) substituidos, utilizando-se as condigdes de “Click Chemistry”. Para a
obtencéo desse triazol foram utilizados o sal de cobre (I), brometo cuproso (Esquema
24) e por fim uma purificacdo utilizando coluna de silica gel (QUEIROZ et al., 2012;
RAUCKMAN; ROSEN; ABOU-DONIA, 1975).

Essa reacao ocorre da seguinte forma (Esquema 24): A) Formacao do acetileto
de cobre; B) O nitrogénio nucleofilico da azida complexa-se ao metal, e favorece o
ataque nucleofilico do carbono B do acetileto de Cu (I) ao nitrogénio eletrofilico
terminal da azida organica; C) ApGs a formacédo da ligacdo C-N, o sistema passa por
um metalociclo instavel de 6 membros; D) O metalociclo sofre rearranjo levando a
formacao da triazolila de cobre; E) Em seguida sofre protondlise para dar origem ao
1,2,3-triazol 1,4 dissubstituido.
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Esquema 24: Proposta de cicloadi¢édo catalisada por cobre (l) (Adaptado de ROSTOVTSEV,
GREEN, FOKIN, 2002).

Para a realizacao da placa de cromatografia em camada delgada, a mistura de
solventes para fase movel que se mostrou mais promissora foi cloroférmio/metanol
20:1 (Figura 24). Podemos observar do lado esquerdo, representado pelo nimero
um, o composto 22 e do lado esquerdo observamos duas bandas referentes a reacao
do composto 23, apos a identificagdo dessas manchas foi realizada a coluna
cromatografica, porém nao foi possivel separar a banda nimero 3 da banda namero

2, apenas a numero 2 isoladamente, a qual foi analisada no espectro representado na

Figura 24.
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Figura 24: Na figura temos o nitroxido 22 ao lado esquerdo e duas bandas referentes ao
nitroxido 23 ao lado esquerdo, revelac¢do na regiao do ultravioleta (254 nm).
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Figura 25: Espectro de infravermelho referente ao nitroxido 23.

Com relacdo ao espectro (Figura 25), pode-se observar ligacbes de
dobramento e estiramento C-H na regido préxima a 3000 cm?, ja em 1678 cm
observa-se um pico caracteristico da deformacéo axial da ligacdo C=C, 1280 cm™
representa a deformacao axial da ligagcdo C-N no anel aromatico e por fim dois picos
referentes ao dobramento da ligacdo C-H em 1458 e 1358 cm™.
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6 CONCLUSOES

Neste trabalho foram sintetizados oito nitroxidos, sendo um deles inédito e
tendo em sua estrutura 2 grupos triazéis. As metodologias sintéticas empregadas
foram consideradas satisfatorias para a obtencdo dos intermediarios 16, 17, 18, 19,
20, 21, 22 e do produto final 23. As dificuldades encontradas na etapa de sintese do
alcool foram superadas a partir de uma série de medidas adotadas, como por
exemplo, destilar e secar o THF com sédio metélico, além de varias tentativas
frustradas de realizar a reacdo mesmo com essa etapa realizada. Somente com o
tratamento do intermediario acido carboxilico, através da recristalizacdo com tolueno,
que a reacao realmente funcionou. Os rendimentos das etapas se mostraram
regulares em sua maioria, sendo o menor rendimento 26% e o maior 97%. Outra
problematica encontrada foi com relacdo a massa dos intermediarios, que a cada
etapa reduzia, como € de se esperar para uma sintese linear. A maioria dos
compostos foi submetida a andlise por ponto de fuséo, os que nao conseguiram foram
por motivos da amostra ndo secar bem o suficiente ou se apresentarem como 6leo.
Foram realizadas CCDs durante todas as reacdes para acompanhar o andamento
delas e sua finalizacdo. Todos os nitroxidos foram analisados por infravermelho, tendo
seus espectros condizentes com as estruturas esperadas. Os testes in vitro e
atividade antioxidante ndo foram executados devido a necessidade de realizar uma
caracterizacdo inequivoca desses compostos através de RMN e espectrometria de

massas.
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Sodium Tungstate Dihydrate (Na,W0,-2H,0): A Mild Oxidizing
and Efficient Reagent in Organic Synthesis
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Sodum toegtate ditydrate (Na,; WO 2H,0) is & simple,
cheap, cossesevcially available, sad water-soluble coloeless
crystalline solid morganic matesial & is symthesioed when
excess Tungstic ackd is added 1o ageecus sodium hydrosade,
dehpdrates at 100 °C, and is inscluble in ethand. The aque-
ous solutios is shghtly alialee (pH 8-9)" The sobd can be
wored in & hermetically dowd Sk i & dry place. This
compound 5 wieadly used a8 an axidizisg agest n chemi-

J dlocding the consponding peracid s conjusction
with hydroges peroside, under mild conditonm, that can
oxidae amines and sulfurcontassing sulbstrates [Schene
1)7 Sodvan tesgatate didydiate & the mowt commeon lry-
drated form and cas also be used a5 an efficient caralyst foe
epoxidation of alkenes nd axidation of doohals nto the
coeresponding carbosyd compounds. For example, Payne
and Williams described rhe first use of sodium tengstate &-
Ipdrate for epaxidation of afi-ussatssated acids’ In adds-
lho, & cas be wsod 30 fores betevocycles. Table | presents 4
series of recent applaations of this reagent.
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