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PREPARATION OF HYDRAZONE AND N-ACYLHYDRAZONE USING COMMERCIAL DRUGS AS REAGENTS:
PRACTICAL CLASSES OF BIOACTIVE COMPOUND SYNTHESIS. Several scientific works demonstrate the chemical and
medicinal importance of hydrazone compounds. In this regard, the present paper proposes some practical classes of chemoinformatics

and organic chemistry, using investigative and illustrative strategies, to teach the synthesis of a hydrazone and a N-acylhydrazone with

proven biological activity. The motivating element used for the development of this didactic material was the use of commercial drugs,

such as hydralazine and isoniazid, as alternative reagents for the synthesis of the target compounds. The sequence of experimental

classes was planned to demonstrate the role of chemistry in the development of new drugs, to estimulate the curiosity of undergraduate

students and to facilitate learning and the assimilation of the contents.
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INTRODUCAO

Compostos organicos que possuem em sua estrutura quimica uma
porcdo hidrazona e N-acilidrazona, tém sido relatados como substin-
cias promissoras frente a inibi¢do das enzimas COX (ciclooxigenase)
e 5-LO (5-lipooxigenase).! Em 2017, Hussain e Ali® relataram que
derivados hidrazdnicos apresentam um amplo espectro de atividades
farmacoldgicas e bioldgicas de interesse, e reforcaram que a busca por
novas estruturas quimicas desta classe pode levar ao desenvolvimento
de novos farmacos com finalidades terapéuticas diversas. Assim, € vi-
lido dizer que tais substancias podem se tornar compostos-prototipos
interessantes para serem estudados pela Quimica Medicinal.!

Em 2018, Thota e colaboradores® descreveram uma série de
compostos sintetizados da classe das N-acilidrazonas que exibiram
atividades bioldgicas para diferentes alvos terapéuticos, e que ja estdo
em fase de estudos pré-clinicos e clinicos. Os autores também citam
diversos farmacos, que jd foram aprovadas e vém sendo utilizados em
vérios paises, os quais contém um fragmento N-acilidrazona em sua
estrutura quimica, tais como a nifuroxazida (antisséptico intestinal), o
dantrolene (relaxante muscular) e o carbazocromo (anti-hemorragico).

As hidrazonas também constituem uma importante classe de
intermedidrios sintéticos, sendo usadas em andlises quimicas visando
a identificacdo de compostos carbonilicos e como complexantes de
cétions metélicos.* Pesquisas recentes também demonstram que tais
compostos podem ser usados como maquinas e interruptores molecu-
lares, devido a propriedade de isomerizagdo reversivel E/Z, provocada
pela ligacdo azometina (C=N), e induzida por radiagdo UV.?

Desta forma, considerando a importancia quimica e medicinal
de hidrazonas e N-acilidrazonas (Figura 1), o presente artigo traz a
proposi¢do de aulas praticas de sintese de substancias representativas
destas classes, usando estratégias investigativas e ilustrativas, que
possam ser facilmente ministradas durante as disciplinas de Quimica
Organica e/ou Quimica Medicinal, e em cursos de Graduagdo em
Quimica, Engenharia Quimica e Farmdcia. A realizacdo dessas
praticas também possibilitard ao professor trabalhar com softwares
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online de uso gratuito de quimioinformdtica (Molinspiration e Osiris)
que predizem alguns aspectos de bioatividade e toxicidade para
compostos-teste, assim como fazer uma abordagem contextualizada
sobre a reacdo cldssica de sintese de hidrazonas, a qual possui grande
relevancia na Quimica.

Pode-se, ainda, citar como elemento motivador para o desen-
volvimento deste material didatico o uso de farmacos comerciais
(hidralazina 3 e isoniazida 4) como matérias primas principais
(reagentes alternativos) para a sintese dos compostos hidrazonicos
almejados (Figura 1).
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Figura 1. Esquema mostrando a estrutura quimica geral de hidrazonas (1),
N-acilidrazonas (2) e os farmacos hidralazina (3) e isoniazida (4)

ASPECTOS TEORICOS
Hidrazonas e N-acilidrazonas
As hidrazonas compdem uma classe de compostos com estru-

tura geral: R,R,C=N-NH-R,. Sdo substancias obtidas normalmente
pela condensagdo de hidrazinas com cetonas ou aldeidos, sendo
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consideradas substancias de derivatizacdo cldssica de compostos
carbonilados.®’ J4 as N-acilidrazonas sdo derivados hidrazonicos que
exibem a estrutura geral: R,R,C=N-NH—(C=0)-R,, sendo preparadas
pela condensac¢@o de hidrazidas com compostos carbonilicos (aldei-
dos e cetonas).? Essas condensacdes ocorrem em solventes proticos
e podem ser catalisadas em meio dcido (Esquema 1). Aspectos
importantes das hidrazonas e derivados a serem citados sdo suas
propriedades estruturais variadas, facilidade de sintese e estabilidade
frente a hidrélise.®?

A ligagdo azometina (C=N) nas hidrazonas e N-acilidrazonas &
responsdvel pela formacdo de isdmeros geométricos (E e Z), e essa
caracteristica pode exercer um papel fundamental para a bioatividade
normalmente apresentada por esta classe de compostos.'® A ligacdo
azometina também € responsdvel por gerar o tautomerismo azo-
-hidrazo (H;C-N=N-R — H,C=N-NH-R) em solu¢@o.’ Sugere-se
ainda que a conjugac¢ao p-T existente nos fragmentos da imina, amina
e carbonila de N-acilidrazonas eleva a estabilidade quimica de tais
compostos.'" O fragmento caracteristico de hidrazonas exibe um
grupo imino (C=N) com cardter nucleofilico e uma amina (NH) com
nitrogénio reativo e hidrogénio dcido. Além disso, o carbono iminico
apresenta tanto um cardter eletrofilico quanto nucleofilico. Tais carac-
teristicas estruturais determinam as propriedades fisicas e quimicas
das hidrazonas, e exercem um papel crucial em suas aplicagdes.’

nh

HO Ry -HA HO Ry
_H — O H
R2 N RZ H/IT_;_ 4\
HN, HN_ A
Ry R3

_H
R2)§I\|I = R, Il\f : + H-A
my, ROy
R3 R;

Esquema 1. Mecanismo de formagado de hidrazonas empregando a reag¢do de
condensagdo em meio dcido (Adaptado de Guimardes e colaboradores, 2017)"

Cloridrato de hidralazina

A hidrazina usada neste trabalho para a sintese da hidrazona
almejada foi o cloridrato de hidralazina 3, principio ativo do medi-
camento comercial denominado de Apresolina®. Esse firmaco exibe
acdo anti-hipertensiva e vasodilatadora periférica, sendo denominado
quimicamente como cloridrato de 1-hidrazinilftalazina (hidralazina),
e usado inclusive como redutor emergencial da pressdo arterial de
pacientes em crise de hipertensdo."

Na forma de cloridrato (sal), a hidralazina 3 é uma substincia
cristalina, branca (ou quase branca) e inodora, solivel em agua,
pouco solivel em etanol, e insoldvel em éter etilico e cloroférmio,
com temperatura de fusdo (com decomposic¢do) em 275 °C, férmula
molecular CgH,N,Cl (MM = 196,64 g mol!) e pKa 7,3 (Figura 1).'41
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O professor pode adquirir o medicamento Apresolina® em farma-
cias comerciais locais, na forma de drageas de 25 ou 50 mg, e usé-las
para a realizac@io das aulas praticas. Uma caixa desse medicamento
na dose de 25 mg contém 20 drageas, sendo um produto farmacéutico
de baixo custo e facil acesso. Recomenda-se adquirir o medicamento
na dose de 25 mg, pois nesta formulagdo as drageas ndo possuem
o revestimento rosa de laca de eritrosina. Se o professor preferir,
a aquisicdo desse farmaco como reagente puro também pode ser
realizada em alguma loja especializada (Sigma Aldrich), contudo,
neste caso, 0 mesmo normalmente é comercializado a um alto custo.

Isoniazida

A hidrazida usada neste trabalho visando a sintese das
N-acilidrazonas almejadas foi a isoniazida 4, principio ativo do
medicamento genérico de mesmo nome. A isoniazida 4 é um
pro-farmaco usado como primeira escolha para o tratamento
quimioterdpico da tuberculose, infec¢do causada pelo bacilo
Mycobacterium tuberculosis."®

Do ponto de vista quimico, a isoniazida 4 € a hidrazida do 4cido
4-piridinacarboxilico, de férmula molecular C;H,N;O, massa molar
137,14 g mol”!, ponto de fusdo 170-174 °C, pKa (2,0 e 3,5), aspecto
de um po cristalino branco incolor, bastante solivel em dgua e ligei-
ramente solivel em etanol.'*!”

Comprimidos de isoniazida de 100 mg sdo de dificil acesso,
pois se trata de um antibidtico e sua venda no Brasil € proibida no
comércio, sendo dispensada gratuitamente ao paciente atendido pelo
Sistema Unico de Sadde (SUS) durante o tratamento da tuberculose.
Contudo, o professor pode adquirir este firmaco como reagente qui-
mico puro em alguma loja especializada (Sigma-Aldrich), uma vez
que esta substancia possui baixo custo comercial.

Molinspiration

A ferramenta online de quimioinformatica 2D denominada de
Molinspiration (www.molinspiration.com) pode fazer previsdes
de uma série de pardmetros fisico-quimicos e farmacocinéticos de
compostos organicos baseando-se na regra dos 5 de Lipinski.'® Essa
regra € usada em quimica medicinal para auxiliar no desenvolvi-
mento e descoberta de novos fidrmacos, uma vez que os parametros
calculados visam fazer uma previsao de propriedades relacionadas a
biodisponibilidade oral de substincias quimicas que serdo usadas em
ensaios de avaliacdo de atividade biolégica. Essa regra propde que a
substincia teste serd provavelmente ativa quando administrada por via
oral quando a molécula: 1) possuir menos que 5 doadores de ligacdo
de hidrogénio (grupos OH e NH); 2) possuir menos que 10 aceptores
de ligacao de hidrogénio (O e N); 3) possuir peso molecular menor
que 500 Da e; 4) possuir log P calculado (coeficiente de parti¢ao
octanol/agua) menor que 5."

Assim, os parametros calculados por este software sdo: miLogP
(coeficiente de particdo octanol/dgua), TPSA (drea superficial polar
topoldgica, expressa em A), n OHNH (niimero de doadores de ligacio
de hidrogénio), n ON (nimero de aceptores de ligacao de hidrogénio),
n violations (nimero de violagdes da regra dos 5 de Lipinski) e MW
(peso molecular, expresso em Da ou g mol™).!8

O software Molinspiration também realiza cdlculos para predizer
possiveis bioatividades, fornecendo um conjunto de dados tedricos
que, ao serem avaliados, podem indicar alguns alvos farmacolégicos
dos compostos quimicos em estudo. De acordo com essa plataforma
de quimioinformdtica, um “score” calculado acima de 0,00 sugere
uma considerdvel atividade bioldgica para aquele alvo especifico,
enquanto que valores de “score” entre -0,50 e 0,00, indicam uma mo-
derada atividade biolégica para o alvo e, por fim, um “score’ abaixo de
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-0,50 sugere inatividade frente ao alvo farmacoldgico considerado.'
Dentre os alvos farmacoldgicos que este programa utiliza para estimar
possivel bioatividade estdo: atuagdo sobre “GPCR ligand” (receptor
acoplado a proteina G), “Ion channel modulator” (modulador de canal
ionico), “Kinase inhibitor” (inibidor de quinase), “Nuclear receptor
ligand” (ligante de receptor nuclear), “Protease inhibitor” (inibidor
de protease) e “Enzyme inhibitor” (inibidor enzimatico).'*

Osiris

O software Osiris (www.organic-chemistry.org/prog/peo/),”’ outra
ferramenta de quimioinformadtica 2D online, € usada para predizer o
potencial toxicoldgico (efeitos indesejaveis) de compostos quimicos
organicos em estudo. Essa plataforma classifica o risco toxicolégico
de compostos-teste usando cores, em que o verde representa baixo
risco, o amarelo um risco moderado, e o vermelho representa alto
risco. A simulagio realizada baseia-se na busca de similaridade de
grupos funcionais ou de fragmentos moleculares existentes na es-
trutura quimica dos compostos-teste em rela¢do a estrutura quimica
e dados de ensaios toxicoldgicos in vitro e in vivo de substincias ja
estudadas e que compdem o banco de dados do programa.'®

Esse programa também disponibiliza aos seus usudrios outros pa-
rametros fisico-quimicos preditos para o compostos-teste, tais como:
“cLogP” (coeficiente de particdo octanol/agua), “Solubility” (solu-
bilidade, expressa como LogS a partir da molaridade), “Molweight”
(massa molar, expressa em g mol™!) e “TPSA” (drea superficial polar
topoldgica). Além desses, o Osiris também fornece dois pardmetros
préprios do software, que sdo: “Druglikeness” (um “score” que
indica a presenca de fragmentos moleculares no composto teste que
também estdo presentes em farmacos comerciais) e o “Drug-score”
(um “score” que visa estimar a potencialidade deste composto em
se tornar um farmaco comercial). No caso do “Druglikeness”, um
“score” mais positivo indica a presenca de mais fragmentos de
medicamentos comerciais no composto-teste. J4 o valor de “Drug-
score” calculado pode variar entre 0,0 e 1,0, onde o valor unitdrio
representa uma maior potencialidade do composto-teste em se tornar
um farmaco comercial.

PARTE EXPERIMENTAL
Equipamentos

Espectros de absor¢do molecular UV-Vis dos compostos foram
obtidos usando o Espectrofotdmetro Nova Instruments (NI-1600 UV).
Pontos de fusdo (P.f) das substancias sintetizadas foram registrados
utilizando o Fusidmetro digital Microquimica (MQAPF-302). O perfil
cromatografico dos compostos foi avaliado usando placas de croma-
tografia em camada delgada (CCD) de silica-gel (2x4 cm), contendo
indicador de fluorescéncia GF,s,., sendo calculados os respectivos fa-
tores de retengdo (R.f). Espectros de FTIR das substancias sintetizadas
foram registrados utilizando um Espectrometro de Infravermelho com
Transformada de Fourier Shimadzu (IRTracer-100, método ATR).

Reagentes e materiais

Para a realizag@o deste trabalho foram usados os reagentes:
2-hidroxibenzaldeido (98%, Sigma-Aldrich), isoniazida (99%,
Sigma-Aldrich), H,PO, (Dindmica), NaHCO, (Dinamica), alcool
etilico absoluto (Dinamica), acetato de etila (Synth) e hexano (Synth).

A fonte de hidralazina 3 usada nos experimentos foram drigeas
de 25 mg deste medicamento (Apresolina®), o qual foi adquirido
em uma farmdcia local. As 20 drigeas existentes em 1 (uma) caixa
deste medicamento foram pesadas e maceradas conjuntamente, € a
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relagéio farmaco/p6 obtida foi de 208,85 mg g'. O p6 desse medi-
camento (mistura de fdrmaco e excipientes) foi usado nas reacdes
sem purificagao.

Sequéncia das aulas praticas

Aula prdtica 1: cdlculos computacionais de pardmetros de
bioatividade e toxicidade

Na primeira aula prética os estudantes trabalharam em grupos e
usaram seus computadores pessoais e a rede institucional para acessar
pela internet os softwares computacionais Molinspiration (Www.
molinspiration.com) e Osiris (Www.organic-chemistry.org/prog/
peo/). Usando essas ferramentas online, os estudantes desenharam
nestas plataformas as estruturas quimicas em 2D da hidrazona 6 e da
N-acilidrazona 7 (Figura 2), assim como dos fdrmacos precursores
(hidralazina 3 e isoniazida 4), para se obter uma série de parametros
moleculares calculados para tais compostos, que visam predizer, do
ponto de vista tedrico, o comportamento de tais substancias em orga-
nismos vivos. Os dados obtidos para cada composto sdo organizados
em tabelas para andlise e discussdo.

Aula prdtica 2: sintese da hidrazona 6 (2-(ftalazina-1-il-
hidrazonometil)-fenol)

Em um baldo de reagdo de 25 mL foram misturados 0,50 mmol
(0,0601 g) de 2-hidroxibenzaldeido 5, 0,471 g do pé do medicamento
macerado de hidralazina 3 (contém o equivalente a 0,50 mmol de
farmaco), 9,0 mL de dgua destilada e 1,0 mL de H;PO, concentrado
(Figura 2). Essa reagao foi colocada sob agitagdo magnética com
aquecimento (100 °C) por 45 min. Em seguida, adicionou-se 15 mL
de etanol absoluto a mistura reacional sendo esta filtrada e o filtrado
coletado em um béquer. O residuo retido no papel foi descartado
(excipientes) e sobre o filtrado foi adicionado 20 mL de uma solu-
¢do aquosa gelada de NaHCO; a 5,0% (m v'). O sélido formado foi
filtrado a vdcuo, lavado com etanol absoluto gelado e seco em estufa
por 30 min a 75 °C. Apés esfriar, o sélido foi removido do papel,
pesado e o rendimento reacional bruto calculado.

Aula prdtica 3: sintese da N-acilidrazona 7 (dcido isonicotinico
(2-hidroxi-benzilideno)-hidrazida)

Em um baldo de reag@o de 25 mL foram misturados 0,50 mmol
(0,0601 g) de 2-hidroxibenzaldeido 5, 0,50 mmol (0,0686 g) de
isoniazida 4, 9,0 mL de 4dgua destilada e 1,0 mL de H;PO, concen-
trado (Figura 2). Essa reagdo foi colocada sob agitagdo magnética
com aquecimento (100 °C) por 45 min. Em seguida, sobre a mistura
reacional foi adicionado 15 mL de etanol absoluto e 20 mL de uma
solugdo aquosa gelada de NaHCO, a 5,0% (m v*'). O sélido formado
foi filtrado a vacuo, lavado com etanol absoluto gelado e seco em
estufa por 30 min a 75 °C. Apds esfriar, o sélido foi removido do
papel, pesado e o rendimento reacional bruto foi calculado.

Aula prdtica 4: caracterizacdo dos produtos de sintese

A hidrazona 6 e a N-acilidrazona 7 foram caracterizadas
empregando-se as técnicas de P.f, CCD, UV-Vis e FTIR. Sugere-se
que essa ultima aula seja destinada a realizar prioritariamente as
caracterizacdes de P.f e CCD e espectrofotometria UV-Vis. Para as
andlises de FTIR, dentro das possibilidades, recomenda-se que sejam
realizadas previamente pelo professor, de forma que tais espectros
sejam mostrados e discutidos nesta aula pratica.

Na caracterizagio por espectrotofotometria UV-Vis foram pre-
paradas solucdes da hidrazona 6 e N-acilidrazona 7, na concentragio
de 10 mg L', usando etanol absoluto:dgua (3:1 v v'') como solvente.
Essa mistura de solventes também foi usada como branco. As leituras
foram realizadas em cubetas de quartzo, na faixa de comprimento de
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Figura 2. Etapas de sintese das aulas experimentais propostas
onda de 220 a 500 nm, ¢ a intervalos de 10 nm.

Descarte de residuos

Os residuos gerados nas aulas praticas foram armazenados em
frascos separados como residuos liquidos e sélidos, com uma etiqueta
descriminando as possiveis substincias presentes. Os fracos de resi-
duo de aulas préticas e pesquisa sdo recolhidos semestralmente pelo
Suporte Técnico de Laboratérios da universidade para tratamento
adequado.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Na primeira aula pratica o professor explicou a um grupo de
estudantes voluntdrios a proposta de realizagdo de uma sequéncia de
aulas experimentais de quimica visando trabalhar o seguinte conteu-
do: o papel da quimica no desenvolvimento de novos farmacos. No
primeiro momento, os estudantes foram apresentados e instruidos
a usar os softwares online Molinspiration e Osiris. A manipulacio
desses programas de quimioinformatica € gratuita e as plataformas
ndo exigem um cadastro prévio dos usudrios, o que facilita seu uso
em aulas praticas de Quimica.

Ap6s o professor explicar aos estudantes a regra dos 5 de Lipinski,
os discentes desenharam a estrutura quimica 2D da hidrazona 6 e da
N-acilidrazona 7 no software Molinspiration e clicaram inicialmente
na ferramenta “calculate properties”. Os estudantes transferiram os
dados gerados para a Tabela 1 e foram estimulados a analisar, discutir
e responder ao Questionario 1 fornecido pelo professor (material
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suplementar). De acordo com as respostas assinaladas, os discentes
concluiram que: i) tanto a hidrazona 6 quanto a N-acilidrazona 7
ndo violam a regra dos 5 de Lipinski, sugerindo que tais compostos
podem exibir bioatividade por via oral; ii) os valores de “miLogP”
(<5) de 2,68 e 1,75 indicam que tais compostos possuem graus de
lipofilicidade que facilitam suas respectivas permeabilidades através
das membranas celulares; iii) os pesos moleculares da hidrazona 6
(264,29 g mol!) e N-acilidrazona 7 (241,25 g mol™") ficaram abaixo
de 500 Da e, com isso, existe a probabilidade de que tais substancias
sejam facilmente transportadas, difundidas e absorvidas em sistemas
bioldgicos e; iv) os pardmetros calculados de “TPSA” de 70,40 e
74,58, bem abaixo do valor limite (160 A), sugerem que a hidrazona
6 e a N-acilidrazona 7 podem exibir boa biodisponibilidade oral.
Para fins comparativos, as propriedades dos formacos precursores
hidralazina 3 e isoniazida 4 também foram calculados, e os dados
gerados mostraram propriedades semelhantes as exibidas pelos
compostos-teste, sugerindo que as modifica¢des estruturais realizadas
ndo promovem alteracdes significativas na biodisponibilidade oral
destas substancias.

Dando continuidade a aula, os estudantes inseriram novamente as
estruturas moleculares em 2D da hidrazona 6 e da N-acilidrazona 7 na
plataforma do Molinspiration e clicaram na ferramenta “predict bio-
activity”. Os estudantes transferiram os dados gerados para a Tabela
2 e foram novamente estimulados a analisar, discutir e responder ao
Questiondrio 2 fornecido pelo professor (Material Suplementar). De
acordo com as respostas assinaladas, os discentes concluiram que: 1)
a hidrazona 6 e a N-acilidrazona 7 podem exibir atividade bioldgica,

Tabela 1. Parametros moleculares calculados pelo software Molinspiration usando a ferramenta “calculate properties”

Composto miLogP TPSA n OHNH n ON n violations MW

Hidralazina 3 + 0,69 63,83 3 4 0 160,18
Isoniazida 4 -0,97 68,01 3 4 0 137,14
Hidrazona 6 2,68 70,40 2 5 0 264,29
N-acilidrazona 7 1,75 74,58 2 5 0 241,25

Legenda: miLogP = coeficiente de particio (octanol/dgua); TPSA = 4rea superficial polar topolégica (A); n OHNH = niimero de doadores de ligacdo de hidrogénio;
n ON = niimero de aceptores de ligacao de hidrogénio; n violations = nimero de violagdes da regra dos 5 de Lipinski; MW = peso molecular (Da ou g mol™).



646 Arruda et al.

usando multiplos mecanismos farmacoldgicos; ii) a hidrazona 6 mos-
tra-se promissora para atuar inibindo, nesta ordem, quinases (“score”:
-0,09), enzimas (“score”: - 0,21) e “GPCR” (“score”: - 0,40) e; iii) a
N-acilidrazona 7 € um composto mais promissor para atuar inibindo,
nesta ordem, enzimas (“score”: - 0,40) e quinases (“score”: - 0,49).
Segundo o Molinspiration, e considerando os compostos precurso-
res, a hidralazina 3 parece atuar sobre, preferencialmente, enzimas
“score”: -0,29), canais i0nicos (“score”: -0,39) e quinases (“score”:
-0,46). Esse farmaco € um vasodilatador de misculo liso arteriolar,
com mecanismos moleculares de a¢cdo ainda ndo esclarecidos, mas
que podem envolver alteragdes intracelulares do fon célcio.!® Esse
fato pode ser condizente com uma ag@o farmacoldgica sobre canais
ionicos. J4 a isoniazida 4 ndo demonstra tendéncia em atuar sobre
os alvos farmacolégicos considerados. A Farmacologia considera a
isoniazida um pré-formaco antibacteriano, cujo metabdlito ativo €
quem atua como inibidor da sintese de dcidos micdlicos (lipidios de
parede celular de micobactérias).'®
Na tltima etapa da primeira aula pratica, os estudantes acessaram
o site do software Osiris, e fizeram rapidamente o download e insta-
lacdo do programa em seus computadores. Os discentes desenharam
a estrutura quimica 2D da hidrazona 6 e da N-acilidrazona 7 no sof-
tware e, automaticamente, os dados foram gerados pelo programa.
Os estudantes transferiram as informagdes produzidas sobre o risco
toxicoldgico dos compostos para a Tabela 3 e foram estimulados
a analisar, discutir e responder ao Questiondrio 3 fornecido pelo
professor (material suplementar). De acordo com as respostas assi-
naladas, os discentes concluiram que: 1) tanto a hidrazona 6 quanto a
N-acilidrazona 7 aparentam demonstrar efeitos toxicos (indesejaveis)
semelhantes; ii) que os compostos-teste provavelmente exibem alto
risco para induzir a formagdo de tumores e de comprometer o sistema
reprodutor; e iii) que tais compostos ndo aparentam induzir efeitos
mutagénicos e irritantes. Segundo o software Osiris, 0s precursores
hidralazina 3 e isoniazida 4 aparentam mostrar muitos efeitos toxicos.
No aspecto toxicoldgico, a Farmacologia relata a possibilidade de
ocorréncia de isquemia cardfaca e reagdes auto-imunes com 0 uso
de hidralazina 3. J4 a isoniazida 4 pode provocar efeitos indesejdveis
como: reagdes de hipersensibilidade, neurotoxicidade e lesdes hepd-
ticas graves.'® Ndo foram encontrados relatos de efeitos toxicos de
ordem mutagénica, tumorgénica, irritante e reprodutiva provocados
pelo uso desses farmacos.
Ao término dessa primeira aula prdtica, os estudantes se mos-
traram entusiasmados com a possibilidade de prever, mesmo que de
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um ponto de vista tedrico, algumas propriedades bioldgicas e toxi-
coldgicas de compostos organicos de seu interesse. Também ficaram
envolvidos e até ansiosos para as préximas aulas praticas, momento
em que irdo efetivamente sintetizar em laboratério as substancias
usadas como compostos-teste (hidrazona 6 e N-acilidrazona 7) nos
ensaios de quimioinformadtica realizados com o Molinspiration e o
Osiris. A forma de execucdo dessa aula pratica seguiu um carater
investigativo, exigindo do estudante a producdo e a coleta de informa-
¢des tecnoldgicas e a subsequente interpretacio de tais dados usando
o conhecimento cientifico.

Na segunda aula pritica, os estudantes foram novamente divididos
em grupos e cada um recebeu o roteiro experimental impresso. O
professor explicou os procedimentos da pratica, as fontes das matérias
primas principais (firmacos comerciais) e 0 mecanismo da reagio
que os discentes iriam realizar (Esquema 1). Apesar da simplicidade
da reacdo quimica envolvida (etapa tnica), os procedimentos expe-
rimentais em sequéncia que os estudantes devem efetuar nessa aula
sdo diversos e, em cada etapa, os graduandos vdo aprimorando suas
habilidades técnicas laboratoriais, tais como: a pesagem e maceragao
de drageas de Apresolina®; cdlculos, manipula¢do e pesagem das
matérias primas em balan¢a analitica; montagem, manipulacio de
reagentes e acompanhamento da reagdo; etapas de filtracdo para a
separagdo do produto; secagem em estufa e pesagem do produto seco
obtido e; por fim, o cdlculo de rendimento bruto da sintese. Quase
todos esses procedimentos foram realizados dentro de uma aula
prética de 2 h e com dois grupos (n = 2) de 3 estudantes voluntarios
cada. As excegdes foram as etapas de pesagem do produto seco ob-
tido e o cdlculo de rendimento bruto da sintese, que os estudantes s6
realizaram na quarta aula pratica da sequéncia de aulas experimentais
propostas (aula de caracterizagdo dos produtos de sintese).

Ao término da segunda aula pratica os estudantes obtiveram a
hidrazona 6, que foi produzida a partir da reacdo de condensacgio
entre o 2-hidroxibenzaldeido 5 e a hidralazina 3, usando drigeas
de Apresolina® como matéria-prima alternativa. Esse produto se
mostrou como um sé6lido amarelo (Figura 1S), sendo que a reagio
realizada produziu em média 0,0361 g do produto bruto (sem passar
por procedimentos de purificacdo). Considerando-se a massa molar
da hidrazona 6 (C,sH;,N,O) de 264,29 g mol ™', o rendimento reacional
bruto ficou em torno de 27%, sendo esse rendimento calculado em
fun¢do da quantidade de matéria (em mmol) de 2-hidroxibenzaldeido
5 usado na reacdo. Esse valor reflete um baixo rendimento, porém,
deve-se levar em conta que foi usado um material alternativo como

Tabela 2. Valores de “score” calculados para bioatividade pelo software Molinspiration usando a ferramenta “predict bioactivity”

Ton Channel

Nuclear receptor

Composto GPCR modulator Kinase inhibitor ligand Protease inhibitor Enzyme inhibitor
Hidralazina 3 - 1,11 -0,39 -2,63 - 1,30 -0,29
Isoniazida 4 - 1,39 - 1,45 -2,33 -1,23 - 0,66
Hidrazona 6 -0,40 -0,44 - 1,28 -0,74 -0,21
N-acilidrazona 7 -0,53 -0,90 -0,77 -0,75 - 0,40

GPCR = receptor acoplado a proteina G.

Tabela 3. Potencial de risco toxicoldgico predito pelo software Osiris em escala de cores

Composto Mutagenic Tumorigenic Irritant effect Reproductive effect
Hidralazina 3 vermelho vermelho verde vermelho
Isoniazida 4 vermelho vermelho vermelho vermelho
Hidrazona 6 verde vermelho verde vermelho
N-acilidrazona 7 verde vermelho verde vermelho

Escala de cores: verde (baixo risco), amarelo (risco moderado) e vermelho (alto risco).
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fonte de matéria-prima da reacéo (drageas de Apresolina®), os quais
continham excipientes que talvez possam ter interferido na reagdo.
Apesar do baixo rendimento reacional, o importante € que os estu-
dantes perceberam que o produto almejado foi sintetizado, ja que a
hidrazona 6 apresenta caracteristicas visuais distintas das matérias-
-primas usadas, ou seja, o 2-hidroxibenzaldeido 5 € uma substancia
liquida a temperatura ambiente, o pé macerado do medicamento
possui uma tonalidade bege claro, e o produto obtido exibiu uma
coloracdo amarela. A forma de execug@o desta aula pratica seguiu um
cardter ilustrativo, exigindo do estudante uma desenvoltura técnica
laboratorial ja adquirida em disciplinas praticas de quimica cursadas
anteriormente em sua graduagao.

A terceira aula prdtica seguiu os mesmos procedimentos ex-
perimentais da anterior, contudo, o objetivo da proposta foi o de
sintetizar a N-acilidrazona 7, a partir da reagao de condensagao entre
o 2-hidroxibenzaldeido 5 e a isoniazida 4 (firmaco adquirido como
reagente comercial com grau de pureza de 99%). Ao término dessa
aula, os estudantes obtiveram como produto reacional um sélido
branco (Figura 1S), com uma massa média de 0,1073 g do produto
bruto (sem passar por procedimentos de purificacdo). Considerando
a massa molar da N-acilidrazona 7 (C,;H;,N;0,) de 241,25 g mol,
o rendimento reacional bruto ficou em torno de 89%, sendo esse
rendimento também calculado em fun¢@o da quantidade de matéria
(em mmol) de 2-hidroxibenzaldeido 5 usado na reag@o. Nesse caso,
os estudantes perceberam que o rendimento reacional melhorou bas-
tante em relagdo a sintese da hidrazona 6. Esse resultado sustentou
a hipétese levantada na aula pratica anterior, a de que os excipientes
do medicamento Apresolina® prejudicaram a reacdo de conden-
sacdo. Diante desse fato, o professor interveio na aula e pediu que
os estudantes calculassem o percentual em massa dos excipientes
no medicamento Apresolina®, visando a construir uma explicagio
tedrica e experimental para tais resultados. No caso das drdgeas, o
percentual em massa calculado para os excipientes foi de 79,1%,
superando bastante o teor de cloridrato de hidralazina (fairmaco) pre-
sente na formulacao. Ja a sintese da N-acilidrazona 7 com isoniazida
foi usada esse reagente puro (99%), com baixissimo percentual de
impurezas. Tais dados reforcaram a hipdtese dos excipientes (impu-
rezas) terem interferido no progresso da reacio da hidrazona 6, ja
que quando estavam presentes em maior propor¢ao foi obtido um
menor rendimento. Do ponto de vista diddtico, o baixo rendimento
reacional obtido pelos estudantes na sintese da hidrazona 6 foi salutar,
pois permitiu que eles promovessem uma reflexio racionalizada para
explicar os fendmenos observados, agdo importante na construcao do
conhecimento. Diante dessa interpretagao, os estudantes ficaram mais
satisfeitos, pois perceberam que os baixos rendimentos obtidos nao
foram, provavelmente, decorrentes de procedimentos experimentais
realizados de maneira equivocada.

Na quarta aula pratica, os estudantes determinaram o P.f. dos
produtos de sintese preparados nas aulas anteriores, verificaram os
perfis cromatograficos em camada delgada e obtiveram os espec-
tros de absor¢@o molecular no UV-Vis dos compostos em solugdo
hidroalcodlica. O professor também lhes mostrou e explicou os
sinais dos espectros de FTIR obtidos previamente (Figuras 3S e
4S). Na medida em que os discentes obtinham os resultados, o
professor lhes fornecia uma explicacido baseando-se em pesquisa
bibliografica realizada previamente. Assim, a hidrazona 6, obtida
como um s6lido amarelo, mostrou P.f. variando entre 196 e 202 °C,
valor concordante com o relatado por Prasanna e colaboradores,?!
que estabeleceram P.f de 206 °C para o tautomero hidrazinilideno
deste composto. Na CCD, ap6s solubilizacdo dos compostos em
acetona, elui¢do em hexano:acetato de etila (3:2 v v'!) e revelagio
com iodo, o cloridrato de hidralazina 4 no pé do medicamento néo
deslocou-se do ponto de aplicaci@o, porém foi fortemente corado, o
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2-hidroxibenzaldeido 5 néo foi revelado com iodo, e a hidrazona 6
exibiu R.f. de 0,86, corando-se moderadamente (Figura 2S). Esse
resultado mostra uma maior hidrofobicidade do composto em razio
de menor intera¢do com a fase estaciondria polar da placa (silica)
e maior interagdo com a mistura de solventes apolares que compu-
nham o eluente. A CCD também mostrou que o produto obtido se
encontrava aparentemente puro. O espectro de varredura no UV-Vis
da hidrazona 6 revelou bandas com maximos de absor¢do em 290
e 370 nm (Figura 3). Soliman e colaboradores? sintetizaram uma
substincia andloga a hidrazona 6, usando hidralazina 3 e 2-car-
baldeido piridina, e obtiveram um espectro no UV-Vis bastante
semelhante, também com méaximos em 290 e 370 nm. Segundo
estes autores, tais absorcdes sdo referentes as transicdes eletroni-
cas HOMO—LUMO (rt—7*) na molécula. O espectro de FTIR da
hidrazona 6 mostra bandas finas de intensidade moderada, com as
principais em: 3315 (vN-H); 1612 (vC=N, azometina); 1598 e 1530
(vC=C); 1270 (vC-0) e 1015 cm™! (vC-N) (Figura 3S). Esses sinais
sdo concordantes com os relatados por El-Sherif e colaboradores,?
e confirmam a sintese do produto almejado.
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Figura 3. Espectros de absor¢ao molecular no UV-Vis dos produtos de sintese

Ainda na quarta aula pratica, a N-acilidrazona 7, obtida como
um sélido branco, mostrou P.f. entre 239 e 242 °C. O Pf. descrito na
literatura para essa substancia € bastante varidvel, sendo encontrado
valores de 225 °C,?* 252 °C? e 262-264 °C.?® Na CCD, nas mesmas
condicdes experimentais para a hidrazona 6, a isoniazida 3 também
ndo deslocou-se do ponto de aplica¢do (porém foi corada fortemente
pelo iodo), o 2-hidroxibenzaldeido 5 ndo foi revelado com iodo, e
a N-acilidrazona 7 mostrou R.f de 0,18 (corando fracamente com
iodo) (Figura 2S). Esse resultado revela uma menor hidrofobicidade
do composto, ja que sua interagdo com a fase estaciondria polar da
placa (silica) foi maior que com o eluente apolar. A cromatografia
também revelou que o produto se encontrava aparentemente puro. O
espectro de varredura no UV-Vis da N-acilidrazona 7 revelou bandas
com maximos de absor¢do em 290 e 330 nm (Figura 3), sendo o perfil
desse espectro bastante semelhante ao obtido por Ferraresi-Curotto
e colaboradores’ para um composto andlogo a N-acilidrazona 7, e
obtido usando isoniazida 4 e 5-clorosalicilaldeido. Segundo esses
autores, a absor¢do em 290 nm € caracteristica da N-acilidrazona, e
refere-se a transi¢do T—7* oriunda conjuntamente do anel aldeidico
orto-substituido (~OH), do anel piridinico e da carbonila (C=0).
Ja a absor¢do em 330 nm pode ser atribuida a transi¢do n—n* dos
elétrons livres dos heterodtomos de N e O.?” No espectro de FTIR da
N-acilidrazona 7 sdo observadas diversas bandas, com as principais
em: 1680 (vC=0 de amida); 1626 (vN-H de amida); 1567 (vC=N,
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azometina); 1490 (vC=C); 1290 ¢ 1274 cm™" (vC-0) e 1159 (VC-N)
(Figura 4S). Esses sinais sd3o concordantes com os relatados por
Abou-Melha,* confirmando que o produto almejado foi sintetizado.

Para a conclusio da sequéncia de aulas praticas propostas, infor-
macdes de bioatividade jd estudadas e publicadas para a hidrazona
6 e N-acilidrazona 7 (Quadro 1) foram repassadas aos estudantes
pelo professor, para fazé-los perceber que ndo € obrigatoriamente
necessdria a realiza¢do de reagdes organicas de alta complexidade
para obter possiveis substancias bioativas e promissoras do ponto de
vista farmacolégico.

Quadro 1. Atividades bioldgicas ja avaliadas e publicadas para a hidrazona
6 e N-acilidrazona 7

Composto Descricao do estudo Referéncia

Atividades antimicrobianas
da hidrazona 6 e de seus com-
plexos metélicos de Cu(II),
Ni(II) e Co(II) foram avalia-
das in vitro. Os resultados
NH indicaram que tanto o ligante
quanto os respectivos com-
plexos metdlicos inibiram
moderadamente o crescimento
bacteriano de, principalmente,
bactérias gram-positivas (Sta-
phylococcus aureus e Bacillus
subtillis).

El-Sherif e
colaboradores
(2012)%

Hidrazona 6

Um estudo de toxicidade
aguda e avalia¢@o de algumas
atividades farmacoldgicas
para a N-acilidrazona 7 e ou-
tros andlogos foram avaliados
usando testes farmacoldgicos
em modelos animais (in vivo).
b Os resultados indicaram que
os compostos testados ndo
promoveram reacao toxica ou
mortalidade, até a dose maxi-
ma de 2000 mg Kg'!, e que
as N-acilidrazonas andlogas
exibiram efeito antidepressivo
significativo e dependente
da dose.

Thomas e
colaboradores
(2016)»

N-acilidrazona 7

CONCLUSAO

Uma sequéncia de aulas experimentais foi desenvolvida visando
demonstrar o papel da quimica no desenvolvimento de novos farma-
cos. A proposta apresentada, além de introduzir aspectos tedricos
importantes de quimica orginica e medicinal, também possibilita
ao graduando vivenciar um pouco na prética alguns procedimentos
que sd3o muitas vezes repetidos na pesquisa cientifica voltada para
a descoberta de novos compostos bioativos. Todos os experimentos
descritos podem ser reproduzidos em cursos de Graduacao em
Quimica, Engenharia Quimica e Farmécia, usando uma infraestrutura
laboratorial basica. O conjunto de experimentos executado também
pode despertar a curiosidade dos graduandos e incentiva-los a se dedi-
carem com mais afinco as disciplinas de quimica orginica e quimica
medicinal e, sendo mais otimista, pode inclusive despertar vocacdes
para a pesquisa cientifica, em nivel de mestrado e doutorado, nessas
importantes dreas do conhecimento.

MATERIAL SUPLEMENTAR

Os espectros de FTIR das substancias sintetizadas, assim como
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outras figuras e materiais de apoio estdo disponiveis em http://
quimicanova.sbq.org.br, em arquivo pdf, com livre acesso.
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