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RESUMO

Passado mais de cem anos a partir da descoberta da doenca de Chagas em 1909, esse
mal que afeta cerca de 18.000 milhdes de pessoas ainda se encontra sem uma quimioterapia
adequada. As duas unicas drogas utilizadas no tratamento atual da doenca de Chagas,
Nifurtimox e o Benznidazol, mostram-se totalmente inadequadas, tendo em vista seus altos
indices de efeitos colaterais e ineficacia na fase crénica da doenca. Atrelado a isto, ainda
existe o fato de existir resisténcia por parte de cepas do parasita. Afetando principalmente
classes mais baixas da populacdo, a Doenca de Chagas tem sido negligenciada no que diz
respeito aos campos de pesquisa e desenvolvimento de novos farmacos, havendo, desta forma,
uma grande necessidade na busca por novas drogas antichagasicas. Semicarbazonas
representam uma classe de compostos com grande potencial antichagasico, tendo sido
relatado por diversos pesquisadores sua grande diversidade de acgBes biol6gicas, como
antimicrobiana, antitumoral, anticonvulsivante e principalmente anti T. cruzi. Neste trabalho,
derivados aril-semicarbazonicos foram sintetizados por meio da reacdo de condensacdo entre
diversos aril-aldeidos substituidos e a semicarbazida hidroclorada, os quais tiveram suas
estruturas confirmadas por meio de espectroscopia de infravermelho e de ressonancia
magnética nuclear de proton. Foi desenvolvida uma série de 20 aril-semicarbazonas, das quais
foram avaliadas suas atividades bioldgicas, como acdo anti-T. cruzi e citotoxicidade, além da
acdo antimicrobiana. A toxicidade aguda de alguns derivados da série foi determinada. Em
relagdo ao poder antimicrobiano, esses compostos apresentaram de baixa a moderada acao.
Tratando-se da atividade frente ao parasita causador da doenca de Chagas, merecem atencao
0s compostos 04, 08 e 10 que demonstraram uma moderada acdo anti T. cruzi, e 0 composto
16 que se mostrou 0 mais promissor da série, chegando a possuir atividade superior aos
farmacos padrBes, Nifurtimox e Benznidazol. Analisando os dados de citotoxicidade,
podemos observar que se trata de moléculas com baixas propriedades citotdxicas, as quais
chegam a ser cerca de 100 vezes menor que a apresentada pelo Nifurtimox, por exemplo. No
teste de toxicidade aguda, foi observado que por meio da dose oral de 2000 mg/kg os
derivados semicarbazonicos avaliados mostraram-se pouco toxicos, ndo provocando morte
dos animais por um periodo de 14 dias, e apds sacrificio destes, ndo foram encontradas
modificacfes anatdmicas considerdveis nos oOrgdos observados, figado, rins e bago. O
derivado 06 apresentou excelente acdo antitumoral, com inibicdo de 74,74% do tumor
Sarcoma 180. Frente aos resultados obtidos fica-se evidenciada a importancia bioldgica dos
derivados aril-semicarbazénicos sintetizados, comprovada principalmente pelas notaveis
atividades anti T-cruzi e antitumoral desempenhadas pelos compostos 16 e 06,
respectivamente.

Palavras chave: Doenca de Chagas, aril-semicarbazonas, atividade anti T. cruzi, atividade
antimicrobiana, atividade antitumoral, citotoxicidade.
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ABSTRACT

After more than a hundred years after the discovery of Chagas disease in 1909, this
condition that affects about 18.000 million people, is still without an adequate
pharmacotherapy. The only two drugs used in the current treatment of Chagas disease,
Nifurtimox and Benznidazole, appear to be totally inadequate in view of their high rates of
side effects and inefficiency in the chronic phase of disease. Coupled to these, there is the fact
that there are resistances from strains of the parasite. Affecting mainly the lower classes of the
population, Chagas disease has been neglected with regard to basic research and drug
development, then, there is great need in the search for new drugs antichagasic.
Semicarbazones represent a class of compounds with great antichagasic potential, having
been reported great diversity of biological actions by several researchers, such as
antimicrobial, antitumor, anticonvulsant and especially anti-T cruzi activities. In this study,
aryl semicarbazones derivatives were synthesized by the condensation reaction of various
aryl-substituted aldehydes and semicarbazide hydrochloride, which had their structures
confirmed by infrared spectroscopy and proton nuclear magnetic resonance. Was developed a
series of 20 aryl semicarbazones, which were evaluated their biological activities, such as
anti-T. cruzi and cytotoxicity, besides their antimicrobial activities. The acute toxicity of some
derivatives of the series was determinate. Regarding the antimicrobial power these
compounds showed low to moderate action. As regards the activity against the parasite that
causes Chagas disease, deserve attention compounds 04, 08 and 10 which showed a moderate
action anti-T. cruzi, and the compound 16 which showed the most promising of the series, and
had superior activity than the standard drugs, Nifurtimox and Benznidazole. Analyzing the
data of cytotoxicity, we can see that these are molecules with low cytotoxic properties, which
are up to about 100 times smaller than that presented by Nifurtimox, for example. In acute
toxicity test, it was observed that through the oral dose of 2000 mg/kg the semicarbazones
derivatives evaluated proved to be low toxic, causing no death of animals for a period of 14
days, and after sacrifice of these, there weren’t considerable anatomical changes of observed
organs, liver, kidneys and spleen. The derivative 06 showed extraordinary antitumor action,
with 74.74% inhibition of tumor Sarcoma 180. Given our results it is evident the biological
importance of the synthesized aryl-semicarbazonics derivatives, proven by the remarkable
anti-T. cruzi and antitumor activities developed by the compounds 16 and 06, respectively.

Keywords: Chagas desease, aryl-semicarbazones, anti-T. cruzi activity, antimicrobial
activity, antitumor activity, cytotoxicity.
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1. INTRODUCAO

A cada dia, cerca de trés mil pessoas morrem no mundo vitimas de doencas
negligenciadas como malaria, leishmaniose visceral, doenca de Chagas e doenca do sono. Séo
mais de 1 milhdo de mortes por ano. Um dos motivos para esse nimero elevado de 6bitos é a
falta de ferramentas adequadas para o diagnostico e tratamento destas doencas. Elas afetam as
populagBes mais empobrecidas nos paises menos desenvolvidos do mundo, e, portanto, ndo
constituem um mercado lucrativo para as industrias farmacéuticas
(www.dndi.org.br/Portugues/doencas_negligenciadas.aspx).

Como podemos observar na Figura 01, entre 1975 e 2004, apenas 21 medicamentos
foram registrados para doengas tropicais e tuberculose, ainda que estas doencgas constituam
mais de 11% da carga global de doenca. Durante 0 mesmo periodo, 1.535 medicamentos
foram registrados para outras doencas

(www.dndi.org.br/Portugues/doencas_negligenciadas.aspx).

Novos medicamentos desenvolvidos
entre 1975 e 2004: 1.556

@18

Doencas

tropicais 1.30/0
uberculose

|
@3

Apenas 21 novos medicamentos, dos 1.556 desenvolidos
para doencas negligenciadas nos ultimos 30 anos

Figura 01: Numero de novos medicamentos desenvolvidos entre os anos de 1975 e 2004.

Fonte: http://www.dndi.org.br/Portugues/doencas_negligenciadas.aspx

Desde a descoberta da Doenca de Chagas, em 1909, pesquisadores tém se empenhado
na busca por farmacos que possam ser realmente eficazes contra esta doenga, promovendo a

cura parasitoldgica tanto na fase aguda quanto na fase crénica. Todavia, passados mais de

Lucas Olverra da Silva
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cem anos, este € um problema que ainda permanece sem uma solucéo adequada, visto que as
duas principais drogas aplicadas na terapéutica, o Nifurtimox e o Benznidazol (Figura 02),
tratam-se de farmacos considerados de acdo supressiva, ndo curativa, apresentando atividade
antiparasitaria, porém sem capacidade de cura radical da infeccdo, além disso, sdo compostos
que apresentam alto indice de efeitos colaterais.

O  Nifurtimox, um  nitrofurano com  estrutura geral  3-metil-4-(5"-
nitrofurfurilidenoamino)tetrahidro-4H-1, 4-tiazina-1,1-di6xido, comercializado como nome
de Lampit®, vem tendo sua producdo descontinuada a partir da década de 1980, inicialmente
no Brasil e depois na Argentina, Chile e Uruguai. O Benznidazol, (N-benzyl-2-nitroimidazol
acetamida, comercializado no Brasil com o nome de Rochagan®, esta sendo passado pela
Roche para o Laboratério Farmacéutico do Estado de Pernambuco (Lafepe)

(www.fiocruz.br/chagas/cgi/cgilua.exe/sys/start.ntm?sid=37).

0 (\N

ON_ O )I\/N /
) T
H NO,

Nifurtimox Benznidazol

Figura 02: Estruturas do Nifurtimox e Benznidazol

A droga ideal para o tratamento da doenca de Chagas deveria apresentar 0s seguintes
requisitos:
e Produzir a cura parasitoldgica de casos agudos e cronicos e evitar a evolucdo da
doenca, sendo eficaz com poucas doses em curto prazo (10 a 15 dias);
e Nao produzir efeitos colaterais importantes nem teratogénicos e nao induzir resisténcia
parasitaria;

e Ser barata, de facil aplicacéo e acessivel aos pacientes.

Semicarbazonas e semicarbazidas sd@o importantes grupamentos farmacoféricos na
busca por novas drogas. Suas atividades biolégicas e diversidade de aplicacfes medicas séo
exemplificadas por uma gama de propriedades terapéuticas, atuando contra Trypanosoma
cruzi, tumor e bactérias (BRONDANI, D. J. et al., 2007).

Lucas Olverra da Silva
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A Nitrofurazona, 5-nitro-2-furaldeido semicarbazona, é um exemplo de farmaco com
comprovada atividade anti-T. cruzi, porém provido de alta toxicidade, impossibilitando-o de
ser utilizado na terapéutica antichagasica.

Simplificadamente a Nitrofurazona exerce sua atividade através de um mecanismo
citotoxico o qual inicialmente envolve uma ou mais reagdes de reducdo do grupo nitro,
seguindo da inibicdo de vérias enzimas necessérias para a célula do parasita requerer energia.
O grupo nitro presente na molécula € o responsavel pela atividade, sendo considerado como
parasitéforo (BOSQUESI, P. L., 2009). O grupo Nitro apresenta metabolizacao tanto in vitro
como in vivo, resultando em sinais de toxicidade a nivel celular e tecidual do hospedeiro
humano (ABREU, F. C. etal., 2002).

Baseando-se no principio da similaridade estrutural, nosso trabalho estd direcionado
no planejamento e sintese de novos derivados aril-semicarbazénicos desprovidos do
grupamente nitro, 0s quais possam apresentar real atividade contra o T. cruzi e que possuam
menor toxicidade se comparado a farmacoterapia atual; em paralelo, seréo realizados testes a

fim de se determinar o poder antimicrobiano e antitumoral dessa classe de compostos.
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2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL

Sintetizar e avaliar a atividade bioldgica de derivados semicarbazoénicos, visando
obtencdo de compostos ativos contra o T. cruzi e de menor toxicidade que os farmacos

utilizados atualmente na farmacoterapia da doenca de Chagas.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Obter aril-semicarbazonas substituidas através da condensacao entre a semicarbazida

hidroclorada e uma série de aril-aldeidos.

e Determinar as principais propriedades fisico-quimicas e realizar elucidacéo estrutural
por meio de Ressonancia Magnética Nuclear de Prétons (RMN-'H) e Infravermelho
(V).

e Avaliar a atividade antimicrobiana das aril-semicarbazonas

e Auvaliar a toxicidade aguda de compostos aril-semicarbazdnicos através da

administracdo da dose maxima permitida
e Avaliar a agdo antitumoral.
e Auvaliar em cultura de células esplénicas a citotoxicidade dos compostos obtidos

e Verificar a agdo das aril-semicarbazonas em formas epimastigotas da cepa y de T.
cruzi.

Lucas Olverra da Silva
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3. REVISAO DA LITERATURA

3.1. DOENCA DE CHAGAS

3.1.1. Aspectos gerais da doenga de Chagas

Em abril de 1909 o cientista brasileiro Carlos Chagas comunicou ao mundo cientifico
a descoberta de uma nova doenca, a qual no final de 1908 ele j& havia também identificado
seu agente etiolégico — o protozoario Trypanosoma cruzi, por ele assim nomeado em
homenagem a Oswaldo Cruz — e o inseto vetor — um triatomineo conhecido popularmente
como barbeiro, pelo habito de picar o rosto de suas vitimas enquanto essas dormiam
(www.fiocruz.br/chagas/cgi/cgilua.exe/sys/start.ntm?sid=171).

O parasita possui um complexo ciclo biol6gico passando por hospedeiros vertebrados
e invertebrados, e apresenta diferentes formas evolutivas flageladas (epimastigota e
tripomastigota) ou aflagelada (amastigota).

A principal forma de transmissdo da doenca se da por meio do inseto vetor (Figura
03), porém, também é comum a transmissdo através de transfusdes sanguineas e transplante
de 6rgdos, através de aleitamento materno e via congénita, acidentes laboratoriais, e mais
recentemente, houve surtos de transmissdao por meio da via oral, devido ingestdo de alimentos

contaminados.

/
d

Figura 03: Triatoma infestans (barbeiro), inseto vetor do T. cruzi

Fonte: http://www.fiocruz.br/chagas/cgi/cgilua.exe/sys/start.ntm?sid=21
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Esta doenca, denominada entdo de Tripanossomiase americana ou doenca de Chagas,
trata-se de um dos principais problemas socioeconémicos enfrentados na Ameérica Latina,
afetando cerca de 18 milhdes de pessoas desde o sul dos Estados Unidos até a Patagobnia,
causando aproximadamente 50.000 mortes por ano, sendo que outros 100 milhdes de
individuos vivem em &reas de risco de contaminacgdo (DIAS, L. C. et al., 2009). As pessoas
mais afetadas pela doenca de Chagas sdo as muito pobres, que vivem em casas de pau-a-

pique, um habitat perfeito para os insetos, com podemos ver na Figura 04.

Figura 04: Fatores preponderantes para o aparecimento da doenca de Chagas

Fonte: http://www.mombacaonline.com.br/saude/tramissao.gif

Doencas tropicais — como por exemplo a doenga de Chagas, leishmaniose, doenca do
sono e malaria — juntamente com a tuberculose e hanseniase fazem parte do grupo das
chamadas doencas negligenciadas e tém um impacto devastador nos paises mais
empobrecidos do mundo. Tendo em vista que as pessoas afetadas por essas doencas nao
representam um mercado lucrativo para atrair investimentos necessarios para a pesquisa € 0

desenvolvimento de novos medicamentos, essas doencas vém sendo progressivamente
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marginalizadas pelas decisdes dos responsaveis pelos programas de pesquisa, tanto no setor
privado, quanto no setor publico (www.dndi.org.br/Portugues/doencas_negligenciadas.aspx).
Nos paises ricos, 0 progresso cientifico dos dltimos 30 anos gerou avan¢os médicos
sem precedentes e um ganho substancial na expectativa de vida. No entanto, doencas tropicais
fatais, que muitas vezes podem ser prevenidas, tratveis e curdveis continuam a assolar
comunidades pobres nos paises em desenvolvimento, devido, em grande parte, a falhas de
mercado e de politicas publicas adequadas

(www.dndi.org.br/Portugues/doencas_negligenciadas.aspx).

3.1.2. Epidemiologia

Endémica em 21 paises da América Latina, a doen¢a de Chagas mata, todos os anos,
mais pessoas na regido do que qualquer outra doenca parasitaria, incluindo a maléria. E
crescente 0 numeros de pacientes em paises desenvolvidos ndo endémicos (tais como,
Australia, Canada, Japdo, Espanha e Estados Unidos), devido ao aumento dos fluxos
migratorios (www.treatchagas.org/cp_chagas_globalview.aspx). Na Figura 05 podemos ver

uma estimativa global dos paises afetados pela doenca de Chagas.

[ No estimated cases
[ Less than 1,000
7771 1,001 - 10,000
[ 10,001 - 100,000
Il 100,001 - 1,000,000
I 1,000,000 and above

Figura 05: Estimativa da popula¢do global afetada pelo Trypanosoma cruzi, 2009.

Fonte: http://www.treatchagas.org/imagens/MapChagasJun09_large.jpg
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No Brasil a ocorréncia de doenca de Chagas aguda (DCA) tem sido observada em
diferentes Estados, como: Bahia, Ceara, Piaui, Santa Catarina e S&o Paulo, com maior
frequiéncia de casos e surtos registrados na regido da Amazonia Legal (Amazonas, Maranhdo,
Mato Grosso, Amapa, Para, Tocantins), onde a transmissdo oral tem sido registrada com
maior freqiiéncia (MINISTERIO DA SAUDE, 2009).

Nos anos de 2000, 2001 e 2004, ocorreram 57 casos de doenca de Chagas aguda, por
transmisséo oral; no periodo de 2005 a 2007, esses numeros somaram 301 casos. Em 2008,
foram diagnosticados 94 casos de DCA no estado do Pard, dos quais 57 (65%) estavam
envolvidos em transmissdo oral; 20, no estado do Amap4, todos por provavel transmisséo oral
e 7 no estado do Tocantins, 4 por transmissdo oral (80%) e 1 vetorial (MINISTERIO DA
SAUDE, 2009).

3.1.3. Ciclo bioldgico

O ciclo bioldgico do T. cruzi € do tipo heteroxénico, passando o parasito por uma fase
de multiplicacdo intracelular no hospedeiro vertebrado (homem e mamiferos pertencentes a
sete ordens diferentes) e extracelular no inseto vetor (triatomineos) (NEVES, D. P., 2005). As
formas evolutivas envolvidas nesse ciclo sdo a amastigota, tripomastigota e epimastigota
(Figura 06).

Nos hospedeiros vertebrados e em culturas de tecidos s@o encontradas
intracelularmente as formas amastigotas, e extracelularmente as formas tripomastigotas
presentes no sangue circulante. Durante a fase no hospedeiro invertebrado, o T. cruzi se
transforma em epimastigotas e entdo, no intestino posterior, diferenciam em tripomastigotas
metaciclicos os quais, eliminados pelas fezes e urina do inseto vetor, sdo capazes de infectar o

hospedeiro vertebrado (www.fiocruz.br/chagas/cgi/cgilua.exe/sys/start.ntm?sid=11).
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Figura 06: Formas evolutivas do T. cruzi — A: formas amastigotas intracelulares, B: formas tripomastigotas
sanguineas e C: formas epimastigotas.

Fonte: http://www.fiocruz.br/chagas/cgi/cgilua.exe/sys/start.htm?sid=13

Os amastigotas, formas arredondadas ou ovoides, imoveis, desprovidas de flagelo
livre, agrupam-se em "ninhos™ na intimidade de tecidos diversos do hospedeiro vertebrado.
Trata-se da forma de multiplicacdo do parasita no hospedeiro vertebrado e medem de 1,5 a
4um de diametro (LEAO, R. N. Q., 1997).

Os tripomastigotas apresentam corpo alongado, com cerca de 20um de comprimento.
Sdo formas encontradas no sangue circulante dos hospedeiros vertebrados e nas porcdes
terminais do intestino dos vetores (LEAO, R. N. Q., 1997).

A forma epimastigota, apresenta cerca de 20um de comprimento e trata-se da forma
multiplicativa do parasita no intestino do triatomideo, é também a forma predominante em
cultivo axénico, sendo por isso, mais comumente utilizada em estudos bioquimicos (PRATA,
A., 2001).

O ciclo bioldgico do T. cruzi encontra-se esquematizado na Figura 07.

Lucas Olverra da Silva



Sintese de Derivados Aril-Semicarbazonicos como Prot6tipos Moleculares Contra o Trypanosoma cruzi (Antichagas) 31

CICLO DO Trypanosoma cruzi CICLO DO Trypanosoma cruzi EM
EM TRIATOMINEOS HUMANOS E OUTROS MAMIFEROS
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Ciclo de transmissao do Trypanosoma cruzi (simplificado). Infografico: Venicio Ribeiro, ICICT/Fiocruz.

Figura 07: Ciclo bioldgico da doenca de Chagas
Fonte: http://miriamsalles.info/wp/wp-content/uploads/ciclotrypanosomacruzi.jpg

3.1.4. Sintomatologia

A infecgdo chagasica humana é caracterizada por uma fase aguda que dura em média
dois meses, sendo sucedida por uma fase crénica que tipicamente se prolonga por toda a vida
do hospedeiro. Na maioria dos casos, a fase aguda da doenca € oligossintomatica,
principalmente em adultos, ndo sendo valorizada pelo paciente ou pelo agente de saude. Pode
ainda ndo haver instalagdo de uma fase aguda classica, uma vez que estd relacionada
diretamente com o nimero de parasitas inoculados (DIAS, L. C. et al., 2009). Esta fase tem as
caracteristicas clinicas de uma infeccdo generalizada, de gravidade variavel, sendo o
diagndstico sugerido pela presenga dos sinais de porta de entrada, sinal de Romafia e chagoma

cutaneo de inoculacdo (Figura 08) quando evidentes, e comprovado pelo encontro dos

Lucas Olverra da Silva



Sintese de Derivados Aril-Semicarbazonicos como Prot6tipos Moleculares Contra o Trypanosoma cruzi (Antichagas) 32

parasitos no  sangue  periférico (exame a fresco ou gota  espessa)
(www.fiocruz.br/chagas/cgi/cgilua.exe/sys/start.ntm?sid=93).

o -

-

/ Al
Figura 08: Sinal de Romaria e chagoma de inoculagéo

Fonte: http://www.fiocruz.br/chagas/cgi/cgilua.exe/sys/start.ntm?sid=35

A fase aguda sintomatica ocorre principalmente em criancas, na primeira década de
vida, podendo levar a morte devido a complicacdes decorrentes de insuficiéncia cardiaca e
processos inflamatdrios que envolvem o cérebro (e.g., meningoencefalite). A medida que os
niveis de parasitemia e as lesfes inflamatérias da fase aguda diminuem em intensidade, uma
miocardite focal se instala durante a fase indeterminada da doenca, podendo em muitos casos
evoluir em magnitude e abrangéncia, com a destruicdo de fibras cardiacas e aumento da
fibrose. Cerca de 60% dos pacientes chagasicos crénicos permanecem assintomaticos por
longo periodo, sendo que 30% destes desenvolvem complicagfes cardiacas que podem levar a
cardiopatia chagasica cronica, lesdo mais grave da doenca, e/ou afetar o sistema
gastrointestinal, resultando em severos problemas digestivos (DIAS, L. C. et al., 2009). Na
Figura 09 podemos observar a morfologia de coragdes de pacientes chagasicos que morreram

vitimas de diferentes complicagdes.
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Figura 09: Coracdo de pacientes que desenvolveram doenga de Chagas e morreram por: (A) morte subita, (B)
megaco6lon ou mega-eséfago e (C) insuficiéncia cardiaca congestiva
Fonte: www.uftm.edu.br/instpub/fmtm/patge/mac0220.htm

3.1.5. Tratamento

A partir de 1911, Chagas e seus companheiros do Instituto Oswaldo Cruz se puseram
em campo para melhorar o diagndstico e tentar estabelecer um tratamento especifico da
doenca, que vitimava geralmente criancas em sua etapa aguda e desencadeava uma terrivel e
mortal cardiopatia em muitos casos da fase crénica. Muitos medicamentos foram
experimentados contra o T. cruzi, ao longo de decadas, tais como, arsenicais, antimoniais,
derivados do quinino, aminas, sulfas e antibidticos, que se mostravam ativos em outras
infeccBes e doencas tropicais, porém, mostraram-se inGcuos contra o parasita causador da
doenca de Chagas (www.datasus.gov.br/cns/temas/tribuna/tratamento.htm).

A partir da década de 1960 estudos demonstraram que a Nitrofurazona (Figura 10) em
esquema de duracdo prolongada (53 dias em média) na dose de 100mg/kg/dia curava mais de
95% dos camundongos cronicamente infectados. Entretanto, a conclusdo final foi de que a
Nitrofurazoma poderia ser curativa, mas 0s pacientes ndo toleravam os efeitos colaterais nas
doses e no tempo necessarios para a cura

(www.fiocruz.br/chagas/cgi/cgilua.exe/sys/start.ntm?sid=124).
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Figura 10: Primeiro farmaco utilizado no tratamento da doenca de Chagas

No final de 1960 duas novas drogas sugiram entdo com melhores perspectivas para o
tratamento da doenca, Nifurtimox e Benznidazol, estas possuiam melhor potencial de cura,
principalmente na fase aguda da doenca, e apresentavam melhor tolerancia, se comparando
com a Nitrofurazona. A acdo destes farmacos é afetada diretamente por algumas condicdes,
como a duragdo do tratamento, a idade e a distribuicdo geografica dos pacientes, entre outros
(DIAS, L. C. et al., 2009).

Embora tenham sido consideradas um avancgo para o tratamento da doenca de Chagas,
o Nifurtimox (Lampit®) e Benznidazol (Rochagan®) ndo sdo exemplos de drogas ideais, visto
gue ndo sdo ativos durante a fase crénica da doenca e apresentam sérios efeitos colaterais,
requerem administracdo por longos periodos de tempo sob supervisdo médica, ha grande
variacdo na susceptibilidade de isolados do parasito a acdo destas drogas, apresentam alto
custo e ndo ha formulagdes pediatricas, apesar do fato de que criancas até 12 anos possuirem
maiores chances de se beneficiarem com o tratamento por ndo apresentarem ainda a
sintomatologia cronica da doenca
(www.fiocruz.br/chagas/cgi/cgilua.exe/sys/start.ntm?sid=125).

Atualmente outros compostos véem sido estudados como agentes anti-T. cruzi, é o
caso dos antifingicos Cetoconazol® e Terbinafina® (Figura 11), inibidores da biossintese de
esterdis de membrana. Estes agentes antifungicos tém mostrado possuirem acdo contra
culturas do parasita (PORCAL, W. et al., 2008).

Evidéncias indicam que o Nifurtimox e Benznidazol atuam através da formacéo de
radicais livres e/ou metabdlitos eletrofilicos, esses metabdlitos (eletrofilicos) formados através
do mecanismo de acdo destas drogas podem atuar também em outros sistemas, especialmente
do hospedeiro (humano), devido a sua alta reatividade. Esta baixa especificidade de acéo por
vias biogquimicas especificas e exclusivas do parasita, contribui para os efeitos citotoxicos

observados no tratamento de pacientes chagasicos (DIAS, L. C. et al., 2009).
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Figura 11: Farmacos utilizados clinicamente e experimentalmente como agentes anti-T. cruzi.

3.1.6. Alvos especificos na busca de fArmacos tripanomicidas

O desenvolvimento de farmacos mais efetivos e menos toxicos requer um melhor
conhecimento do ciclo de vida e do metabolismo do T. cruzi. Uma extensa distribuicdo da
forma intracelular amastigota dos parasitos nos tecidos e células, durante as fases aguda e
cronica da doenga de Chagas, é o fator que causa maior dificuldade para a acdo de um
farmaco especifico, especialmente quando se compara com a leishmaniose, na qual as formas
amastigotas estdo restritas aos macréfagos (CROFT, S. L., 1999).

Para 0 sucesso do desenvolvimento deste tipo de farmaco, realmente efetivo e menos
toxico, é necessario a determinacdo de alvo(s) especifico(s) identificado(s) em vias
metabolicas chave para o parasito. Estudos recentes tém permitido a identificacdo de alvos
potenciais em T. cruzi e que incluem o metabolismo de esterois, 0 DNA e diferentes enzimas,
como por exemplo, a tripanotiona redutase (TR), cruzaina, dentre outras
(www.fiocruz.br/chagas/cgi/cgilua.exe/sys/start.ntm?sid=125).

T. cruzi, assim como a maioria dos fungos e leveduras patogénicos, requerem 24-
alquil esterdides especificos para a viabilidade e proliferacdo celular, em todos os estagios de
seu ciclo de vida, e ndo sdo capazes de utilizar as reservas de colesterol presentes em seus

hospedeiros mamiferos. A biossintese de ergosterol do T. cruzi tem sido quimicamente

Lucas Olverra da Silva



Sintese de Derivados Aril-Semicarbazonicos como Prot6tipos Moleculares Contra o Trypanosoma cruzi (Antichagas) 36

validada como um alvo quimioterapico em varias etapas, incluindo a escaleno epoxidase, uma
enzima que catalisa a conversdao de escaleno em 2,3-oxidoescaleno, utilizando oxigénio
molecular (GERPE, A. et al., 2009).

Escaleno epoxidase é essencial na sintese de colesterol em mamiferos e ergosterol em
fungos, e e potencialemte inibida por alilaminas, utilizadas com sucesso como agentes
antifungicos. Derivados de alilaminas tém também demonstrado serem potentes inibidores do
crescimento do T. cruzi in vitro e in vivo, atuando por meio de uma reducdo seletiva nos
niveis endogenos de esterol de membrana do parasito, o farmaco Terbinafina € um exemplo
disto (GERPE, A. et al., 2009).

Tripanotiona redutase (TR), trata-se de uma flavoenzima NADPH-dependente
responsavel pela protecdo do parasita contra radicais livres. Ocorre exclusivamente em
tripanosomatideos, sendo indicada por varios autores como um dos mais promissores alvos na
busca por drogas tripanomicidas (AGUIRRE, G. et al., 2004). Derivados nitrofuranicos tém
demonstrado produzirem inativacdo irreversivel desta enzima em condi¢des anaerdbicas. Em
uma etapa inicial estes compostos séo reduzidos pela enzima, os produtos finais desta reacéo
sdo oxidados pelo oxigénio molecular e atuam como inibidores enzimaticos, bloqueando a
redu¢do do substrato fisiologico, “tripanotiona dissulfide” (CHUNG, M.-C. et al., 2003).

Cruzaina (TCC) é a principal cisteina protease do T. cruzi sendo liberada em todos 0s
estagios do ciclo de vida do parasita, porém entregue em diferentes compartimentos celulares
em cada estagio. Esta enzima é essencial para a replicacdo intracelular do parasita, sendo um
alvo potencial para o desenvolvimento de novas drogas tripanomicidas (LEITE, A. C. L. et
al., 2007). Recentemente tem sido demonstrado que a infecgdo pelo T. cruzi pode ser curada
em células de ratos e modelos de cées pelo tratamento com inibigdo irreversivel da cruzaina
(BRAK, K. et al., 2009). Diversos trabalhos tém descrito a atividade inibitdria provocada por
diversos grupos de compostos, como por exemplo, N-acilhidrazidas, uréias, tiouréias e
tiosemicarbazonas (LEITE, A. C. L. et al., 2007).
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3.2. QUIMICA DE SEMICARBAZIDA E SEMICARBAZONAS

3.2.1. Sintese de semicarbazidas

Semicarbazida € originada da reacdo da hidrazina (I) em uréia (1) (Esquema 01) ou
em cianatos. Hidrazinas substituidas, uréias e isocianatos organicos formam semicarbazidas
substituidas. A reacdo da hidrazina com uréia acontece sob aquecimento a 100°C, ou melhor,
sob refluxo em alcool amilico (BYRKIT, G. D.; MICHALEK, G. A., 1950).

NoH; . H,O  + H,N NH, —> 'Tl NH, + NHjz
) ) H

Esquema 01: Rota de sintese da semicarbazida a partir de hidrazina e uréia.

Cianato de potéssio e sais de hidrazina formam cianato de hidrazina, o qual sofre

rearranjo originando semicarbazida, conforme Esquema 02 a seguir.

@)

HaN /H\

KCNO + NyH;.HCI ——> H,NNH,.HCNO —» NH;

!
H

Esquema 02: Rota de sintese da semicarbazida a partir de cianato de potéssio e hidrazina

Segundo Byrkit e Michalek, Baker e Gilbert em 1942 afirmaram que esta reacdo pode
proceder-se naturalmente em temperatura ambiente, o aquecimento prolongado normalmente
utilizado seria desnecessario. Um excesso de uréia, cianato ou tiocianato (utilizado na sintese
de tiossemicarbazida) pode formar hidrazodicarbonamida (biurea), um derivado
semicarbazida secundario, ou o correspondente hidrazoditiocarbamida (BYRKIT, G. D.;
MICHALEK, G. A., 1950).
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Semicarbazida pode também ser formada pela redugéo de nitroureia (BYRKIT, G. D.;
MICHALEK, G. A., 1950).

3.2.2. Oxidagéo de semicarbazida

Linch em 1912 citou que a oxidacdo de semicarbarzida com hipobromito de sddio
formaria tetrahidro-3,4-sim-tetrazinediona (1), porém Stolle, em 1913, em um artigo sem
resultados experimentais declarou que a oxidacdo de semicarbazida resultaria em biurea (1)
como principal produto ao invés do tetrahidro-3,4-sim-tetraziodiona (Figura 12) (WILEY, P.
F., 1954).

o)

/”\ oxid ? oxid |C|) :I: NH
M M TN b
HN_ _NH | | I

o)

Figura 12: Produtos propostos na oxidacdo da semicarbazida

Segundo Wiley, 1954, a segunda afirmativa parece mais provavel, tendo em vista que
a ja comprovada oxidagdo de semicarbazida a biurea realizada por D’ Arcangelo utilizava iodo
e iodeto de cianogenio. Estas oxidacdes sdo semelhantes aquela utilizando hipobromito, onde
0 agente oxidante € também um halogénio positivo. Assim, a oxidacdo de hidrocloreto de
semicarbazida com quantidade equimolar de bromo gera 91% de biurea (Il), conforme
sequencia de reacdes mostradas a seguir (Esquema 03).
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| ” | _N_ NH;
NH N=
HZNJ\I}I/ 2 NaOBr 2N/\l/NHBr NaOH HZNKITI N \lor
H H H
C|’ |
— > N_ _NH, N
Hszl}l/ + 2
H (1)

Esquema 03: Oxidacéo de semicarbazida

3.2.3. Sintese de semicarbazonas

39

Semicarbazonas constituem uma importante classe de compostos que vém sido

largamente estudada na Quimica Organica Medicinal devido sua ampla gama de atividades

bioldgicas. Apresentam-se com a estrutura geral da Figura 13 e sdo obtidas diretamente por

meio da condensacdo entre aldeidos ou cetonas com a semicarbazida, podendo ser

empregados diferentes meios reacionais.

O
1
i

R, H R,

R, Ry, Ry e Ry =H, grupos alquil ou aril

Figura 13: Estrutura geral de semicarbazonas e numeracao dos atomos.

Utilizando irradiagdo em microondas, Shalini e equipe em 2007, obteve uma série de 4-

bromo-3-metilfenil semicarbazonas fazendo-se reagir 4-bromo-3-metilfenil semicarbazida e

diferentes aldeidos ou cetonas substituidos em etanol e &cido acético glacial, como

catalisador, por um periodo de 2-3 minutos (Esquema 04) (SHALINI, M. et al., 2007).
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v Lo
N_ _N HsC NN\/)\

HsC .
“NH Aldeidos ou cetonas subst. N R
\n/ 2 CH;COOH glacial, \ﬂ/ !
O MW (1=80%), 2-3 min Br o

Br

\

Esquema 04: Rota de Sintese de 4-bromo-3-metilfenil semicarbazona

Mikhaleva e equipe, 2008, sintetizou semicarbazonas atraves da condensacao entre
uma série de 1-vinilpirrol-2-carboxaldeido e a semicarbazida sob agitacdo em etanol e com
adicdo de 0,1% de &cido trifluoracético, como catalisador, porém antes disso, a semicarbazida
foi primeiro convertida em base pela agitagdo por 1 hora em temperatura ambiente com
quantidade equimolar de NaHCOj3 (Esquema 05) (MIKHALEVA, A. I. et al., 2008).

O O
I\ 1) NaHCO
DCHO +  HoN_ k 2)0.1% 07:3COOH /N PN k

R™ N N~ “NH > R N~ “NH
| 2 EtOOHy N | 2
~ H 20-25°C, 4h K H

Esquema 05: Rota de sintese de semicarbazonas a partir de 1-vinilpirrol-2-carboxaldeido

T. Hemalatha e equipe, 2008, obteve uma série de semicarbazonas N-nitroso-2,6-
diarilpiperidin-4-ona, fazendo-se reagir semicarbazida com a série de piperidonas e acetato de

sodio em etanol sob refluxo por um periodo de 3 horas em banho de vapor (Esquema 06)

(HEMALATHA, T. et al,. 2008).

)
N NH
(0] - 2
o N \”/
R
Hn, L R ©
+ N NH, CH;COONa/EOH
| refluxo, 3h -
X X X X

Esquema 06: Rota de sintese de derivados semicarbazénicos N-nitroso-2,6-diarilpiperidin-4-ona
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Shafiee et al.,2009, preparou uma série de 4-(2-fenoxifenil)semicarbazonas a partir da
reacdo entre 4-(2-fenoxifenil)semicarbazida e diversos benzaldeidos e acetofenonas sob

agitacdo em etanol e temperatura ambiente (Esquema 07) (SHAFIEE, A. et al., 2009).

Esquema 07: Rota de sintese de 4-(2-fenoxifenil)semicarbazonas

3.2.4. Ciclizacdo de semicarbazonas

Semicarbazonas podem ser utilizadas como importantes intermediarios na sintese
organica, principalmente para obtencdo de anéis heterociclicos, como tiazolidonas,
oxadiazois, pirazolidonas e tiadiazois (BRONDANI, D. J. et al., 2007).

L. D. S. Yada e equipe, em 2002, desenvolveu um método rapido para sintese de 2H-
benz[e]-1,3-0xazin-2-ones por meio da ciclodehidrazinacgéo de salicilaldeido semicarbazona, a
reacdo se processou em um meio de argila sobre irradiagdo no microondas na auséncia de
solvente (Esquema 08) (YADAYV, L. D. S. et al., 2002).
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OH
O montmorillonite K 10 clay
MW, 1,5-3 min
= N\ /lk
Ry N7 NH
H
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NH,
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(@) (@) O
—0 B /
\[/ g \'/
N - NH;NH, _N
W H 2

(NHNHZ

Esquema 08: Mecanismo de ciclizagdo de salicilaldeido semicarbazona

Lebedev et al., 2005, descreveu a formacdo de 3-arilpirazol-4-carboxaldeidos a partir
de metilaril semicarbazonas, via formilacdo de Vilsmeier por meio de 2 mols do complexo
POCI;3-DMF (Esquema 09).

N 1) 2 POCl;— DMF
| 2) NaOH/ H,0

Esquema 09: Rota sintética de ciclizagdo de metilaril semicarbazonas

Metilaril semicarbazonas entram na reacdo de Vilsmeier com o complexo POCIl;-DMF
(1) dando origem a 3-arilpirazol-4-carboxaldeidos através da seqiiéncia de dois ataques por I:
primeiro no grupamento -CH3 da semicarbazona, com subsequente ciclizagdo a 3-arilpirazol,
e apos, no atomo de carbono 4 , resultando no aldeido heterociclico (Esquema 10)
(LEBEDEYV, A. V. et al., 2005).
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—
POCI; + (CH),NCHO ——> |ECH3)2N=CHOPOCI;| cl
(n
O Ar Ar CHO
CH; N /m | 7\ I H,0 7\
Y ITI NH, —o— =N > N\N > NaOH> N _
ArH o, | \
H H

Esquema 10: Etapas da ciclizacdo de metilaril semicarbazonas

M. Shalini et al., 2009, objetivando desenvolver derivados 1,2,4-triazois, analogos
ciclicos de aril-semicarbazonas (Figura 14), promoveu a ciclodesidratacdo de N*-(4-
substituido benzoil)-N*-(substituido fenil) hidrazina-carboxamidas.

Figura 14: Analogia de Aril-semicarbazonas e 1,2,4-triaz6is

Os derivados substituidos difenil-1,2,4-triazol-3-ona (1-18) foram obtidos através da
condensagédo de cloretos benzoil substituidos e fenil semicarbazidas substituidas na presenca
de solucdo de K,COj3 a 4% em refluxo por 2-3 horas. Os derivados N*-(4-substituido benzoil)-
N*-(substituido fenil) hidrazina-carboxamidas formados, foram entéo, ciclizados & 4,5-difenil-
2H-1,2,4-triazol-3-(4H)-ona em meio ligeiramente alcalino (4% de NaOH) em aquecimento
por mais ou menos 3 horas (Esquema 11) (SHALINI, M. et al., 2009).
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Esquema 11: Rota de sintese para obtencéao de 1,2,4-triazdis

3.2.5. Semicarbazonas a tiossemicarbazonas

O grupamento carbonila presente na estrutura das semicarbazonas pode ser convertido
a um grupamento tiocarbonilado, obtendo-se desta forma, uma tiossemicarbazona, composto
que, assim como as semicarbazonas, possui uma vasta utilizacdo na Quimica Medicinal.

As reacOes de tiocarboxilagdo podem ser realizadas através de dois reagentes: o
pentasulfeto de fosforo (P;Si0) ou o 1,3-ditio-2,4-difosfatano-2,4-disulfeto-2,4-bis(4-
metoxifenil), comumente conhecido como reagente de Lawesson (Esquema 12). A primeira
reacao apresenta desvantagens como necessidade de um excesso de P4S;o, ambiente inerte,
solvente anidro (dioxano ou tetrahidrofurano), um tempo prolongado de reacdo e baixos
rendimentos (DE SOUZA, M. V. N. et al., 2005).
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%N\ /|L aoub N /\N—Rl
I

a = Método Classico: THF, refluxo, excesso P4S1q, tempo prolongado (40-70%0)

b = Reagente de Lawesson, THF, t.a (80-95%0)

S
S_ /
CO P_ v/
s < > /AR
S

Esquema 12: Rotas sintéticas para obtencéo de tiossemicarbazonas a partir de semicarbazonas

Reagente de Lawesson =

A reacdo utilizando o reagente de Lawesson é mais eficaz, limpa, de facil purificacéo,
realizada em condic¢des brandas e com excelentes rendimentos. O mecanismo proposto para
esta reacdo encontra-se no Esquema 13 (DE SOUZA, M. V. N. et al., 2005).

,‘O i i
RS R— /“\N
R

I
| P4O
o P? |Q1|Q21\|)\N/'\l§§é —> |;( —>  RyR,N ITI/ Y
| ) S NHN = N

Sq,
1RoN

Esquema 13: Mecanismo envolvido na reacdo de Lawesson

3.2.6. N-alquilacao de semicarbazonas

A N-Alquilagdo de semicarbazonas apresenta-se como uma das solugdes em se
melhorar a lipofilia de derivados semicarbazonicos, tendo em vista que, a alta polaridade de

farmacos pode dificultar suas atividades em organismos biol6gicos.
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D. J. Brondani, 2007, descreveu um método seletivo para N%-alquilagdo em derivados
semicarbazonicos, utilizando meio aprotico e controle cinético. Até entdo, os métodos de N-
alquilacdo em derivados semicarbazonicos s6 eram regioseletivos para a porcdo -NH, (N*-
alquilacio) do grupamento amida, sendo comum a ocorréncia de overalquilacdes (N N*-
alquilacdo) (BRONDANI, D. J. et al., 2007). O esquema geral da sintese encontra-se descrito
no Esquema 14:

I
0 Oty
KoCO3/ T t. :
Ql )L DMF/ R'Br R H
N7 "N—H
| | NaOH / 60°C

H H DMF/ R'Br J)\

Q‘\w |\||—H
R R

Esquema 14: Rotas de sintese para N-alquilagdo de semicarbazonas

3.2.7. Semicarbazonas e complexos metélicos

Semicarbazonas e seus complexos metalicos exibem uma vasta gama de atividades
bioldgicas, sendo extensamente estudadas suas diversas propriedades com diferentes
complexos metalicos (BASTOS, A. M. B. et al., 2008). A atividade biologica dos complexos
metalicos diferem tanto em relacdo ao ligante como em relacdo ao ion metalico em si
(KASUGA, N.C. et al., 2006).

P. Noblia e colaboradores, 2004, estudaram a atividade antitumoral in vitro de cinco
ligantes semicarbazonicos com vanadio(V), Figura 15, onde foi observado que estes
complexos apresentaram seletiva citotoxicidade para linhagens de células tumorais TK-10
(NOBLIA, P. et al., 2005).
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Figura 15: Estrutura de complexos metalicos de semicarbazona com vanadio (V)

J. S. Yadav e equipe, 2007, descreveu o uso do complexo Paladio/semicarbazona
como catalizador nas reacdes de homoacoplamento de &cidos alquil e aril bordnico via reacao
de Suzuki, dando origem a compostos dialquil ou diaril, através da formag&o de ligacdo C-C.
O complexo catalitico é formado por meio do salicilaldeido semicarbazona com Li,PdCl, em
metanol, onde o ligante (semicarbazona) esta ligado ao Pd em um modelo tridentado por meio
do nitrogénio azometinico, oxigénio semicarbazbnico e o oxigénio fendlico, Esquema 15
(YADAV, J. S. et al., 2007).

H
| N._ _NH
~. _N_ _NH, SN7 %r ?
N \|f LiPdCl, \ S
o) MeOH o—Pd—
OH \
cl

Esquema 15: Rota de sintese do complexo catalisador Paladio/semicarbazona

Este complexo catalitico tem a vantagem de ser ativo em condicBes aerdbicas,
diferentemente de ligantes fosfina comumente utilizados nestas reagbes. O complexo
catalitico derivado do Pd e semicarbazona [Pd(HSal;NH)CI)] catalisou eficientemente as
reacOes de homoacoplamento apresentando altos rendimentos (Esquema 16) (YADAV, J. S.
etal., 2007).
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10 mol % [Pd(HSal4NH,C)] 1
DMF, H,0, K,CO3 -

™ N NH,
N
R = alquil /aril , 1= (;C\ T
o—Pd—

Cl

R-B(OH), R—R

Esquema 16: Rota de sintese da reacdo de homoacoplamento de Suzuki utilizando o complexo catalitico

Pd/Semicarbazona

Em 2008, Ana Mena B. Bastos et al., sintetizou e avaliou a atividade glicemiante de
complexos metalicos de oxavanadio(IV) e (V) tendo como ligantes 2, 3 ou 4-acetilpiridina.
Foi observado que os complexos metélicos de oxavanadio(lV) foram capazes de aumentar a
captacdo de glicose e inibir a liberacdo de glicerol dos adipdcitos, indicando seus potenciais
de agirem como insulino-miméticos (BASTOS, A. M. B. et al., 2008).

3.3. SEMICARBAZONAS E SEU AMPLO PERFIL FARMACOLOGICO

Semicarbazonas apresentam um amplo perfil farmacoldgico e constituem uma
importante classe de compostos cujas propriedades tém sido extensivamente estudadas na
Quimica Medicinal e, particularmente, na Quimica Medicinal Inorganica, em razdo de sua
capacidade quelante e do papel da coordenacdo no seu mecanismo bioquimico de acgdo
(BERALDO, H., 2004).

De modo geral pode-se dizer que semicarbazonas e tiosemicarbazonas agem, seja
como inibidores de enzimas — através da complexacdo de metais endégenos ou através de
reacOes de redox — seja através de interacbes com o DNA e da inibi¢do da sintese deste. Além
disso, alguns complexos metalicos desses ligantes apresentam a habilidade de mimetizar a
acao de certas enzimas (BERALDO, H., 2004).

Podemos encontrar semicarbazonas apresentando uma diversa gama de atividades
bioldgicas, dentre as quais podemos citar: atividades antichagasica, anticonvulsivante,

antimicrobiana, herbicida, dentre outras.
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3.3.1. Semicarbazonas e suas atividades anticonvulsivantes

Recentemente semicarbazonas adquiriram um importante papel como drogas
anticonvulsivantes, podendo ser consideradas como uma nova classe de anticonvulsivantes
orais (AGGARWAL, N. et al, 2008) e que sdo desprovidas do grupo dicarboximida —
encontrado em drogas convencionais como barbitdricos, hidantoinas, oxazolidinadionas,
dentre outros — que parece estar associado a toxicidade e efeitos colaterais (SHALINI, M. et
al., 2009).

Tem sido demonstrado que a maioria das aril-semicarbazonas agem bloqueando os
canais de sodio voltagem-dependente (THIRUMURUGAN, R. et al, 2006). P. Yogeeswari e
colaboradores demonstrou que semicarbazonas N*-fenil substituidas poderiam atuar por
mediacdo do GABA e inibir a enzima GABA-T (YOGEESWARI, P. et al., 2005).

Dimmock e colaboradores, em 1986, sintetizou uma série inicial de dezoito
semicarbazonas e tiossemicarbazonas (), das quais 10 apresentaram atividade no testes MES
e de scPTZ, quando administrados por via intraperitonial. Eliminando a dupla ligagdo na
funcdo arilideno (1) (Dimmock et al., 1991), foi observada diminuicdo da atividade
anticonvulsivante. Finalmente estudos adicionais permitiram a conclusdo de que
semicarbazonas com a estrutura geral Il tém excelente atividade oral no teste de MES e
elevados indices de protecao (Figura 16) (DIMMOCK, J. R., BAKER, G. B., 1994).
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Figura 16: Estruturas gerais de derivados semicarbazdnicos avaliados como agentes anticonvulsivantes
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R. Thirumurugan e equipe, em 2006, sintetizou e avaliou a atividade
anticonvulsivante de uma série de 2,4-dimetoxi-fenilsemicarbazonas, estas apresentaram um
amplo espectro de atividade anticonvulsivante com baixa ou nenhuma neurotoxicidade, dentre
esse compostos merece atencdo o derivado 17 (Figura 17), sendo o mais ativo nos trés
modelos de testes avaliados (MES, scPTZ, e scSTY) e desprovido de neurotoxicidade
(THIRUMURUGAN, R. et al., 2006).
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Figura 17: Estrutura do derivado 17, avaliado por R. Thirumurugan e equipe, 2006

Shalini et al., em 2007, relatou que derivados N-(4-bromo-3-metilfenil)
semicarbazonicos possuem largo espectro de atividade anticonvulsivante devido seus variados
mecanismos de acdes, dentre os derivados sintetizados por Shalini e equipe, podemos citar o
composto 20 (Figura 18), ativo em todos os testes (MES, scPTZ, scSTY e scPIC) (SHALINI,
M. et al., 2007).
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Figura 18: Estrutura do derivado 20, avaliado por Shaline et al., 2007.

Em 2009, Shalini observou o efeito da ciclizacdo, de dezoito derivados
semicarbazonicos (Figura 19), sobre a atividade anticonvulsivante, sendo notado que, para 0s
derivados 6-8 houve uma maior atividade em relagdo aos compostos da série 6a-8a (cadeia
aberta), 0 mesmo nédo ocorre em relagdo aos compostos 10-13, onde foi visto que a ciclizagédo
ndo se mostrou favoravel, diminuindo a atividade anticonvulsivante aquela observada nos

derivados 10a-13a. Em relacdo aos derivados 4-fluorofenil (14-18), estes se mostraram mais
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ativos ou equipotentes aos seus andlogos ndo ciclicos, porém toxicos nas doses ativas
(SHALINI, M. et al., 2009).
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Figura 19: Estrutura geral dos derivados semicarbazénicos ciclicos avaliados por Shalini e equipe, 2009

3.3.2. Semicarbazonas e suas atividades antimicrobianas

T. Hemalatha et al., 2008, avaliou a atividade antimicrobiana e antifungica de
derivados N-nitroso-2,6-diarilpiperidin-4-ona semicarbazonas, observando que dentre os
derivados semicarbazonicos, os compostos 3d e 3h apresentaram muito boa atividade
antibacteriana contra E. coli, B. subtilis, S. aureus e antifungica contra C. albicans
(HEMALATHA, T. et al., 2008).
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Figura 20: Estrutura geral de derivados N-nitroso-2,6-diarilpiperidin-4-ona semicarbazonas avaliados por T.
Hemalatha, 2008.
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D. J. Brondani e colaboradores, 2008, sintetizaram e avaliaram a atividade
antimicrobiana de novos derivados da nitrofurazona (5-nitro-2-furaldeido semicarbazona),
potente antibiotico usado como agente antibacteriano topico, devido suas propriedades
mutagénicas. Dentre os derivados nitrofurazénicos sintetizados, o composto 2a (Figura 21)
apresentou melhor atividade, sendo efetivo contra B. subtilis, S. Aureus, S. faecalis, Candida
sp e Aspergillus niger. Em relacdo a acdo frente a microorganismos multirresistentes
(MRSAS), 2a também apresentou melhor poténcia (BRONDANI, D. J. et al, 2008).
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Figura 21: Estrutura geral de derivados nitrofurazdnicos avaliados por D. J. Brondani, 2008

3.3.3. Semicarbazonas e suas atividades antichagasicas

M. Paulino et al.,, 2002, estudou em derivados 5-nitrofuranos e analogos 5-
nitrotiofeno a taxa de inibicdo enzimatica promovida por esses compostos em relacdo a
tripanotiona redutase (TR) e a glutationa redutase (GR), enzimas responsaveis pela defesa
contra radicais livres, no parasita e em mamiferos, respectivamente. Foi observado que, estes
compostos sdo melhores inibidores da GR do que da TR, fato este, que pode estar ligado a
efeitos toxicos no hospedeiro mamifero. Em relacdo a inibicdo in vitro do crescimento do T.
cruzi foi observado que os derivados 5-nitrofuranos foram mais potentes que seus analogos 5-
nitrotiofeno. Os compostos RD06 e GIO1 (Figura 22) foram 0s que apresentaram maior
poténcia inibitoria frente ao parasita (PAULINO, M. et al., 2002).
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Figura 22: Estrutura geral de derivados nitrofuranicos e nitrotiofénicos avaliados por M. Paulino, 2002
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M.-C. Chung et al., 2003, sintetizou e avaliou a atividade antichagasica da
hidroximetilnitrofurazona (Figura 23) como pro-farmaco. Este composto apresentou maior
atividade tripanomicida em relacdo a nitrofurazona e benznidazol, em todos os estagios
evolutivos do parasita, e mostrou-se menos toxico que seu protdtipo (nitrofurazona)
(CHUNG, M.-C. et al., 2003).
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Figura 23: Estrutura da hidroximetilnitrofurazona

Analisando a atividade in vitro de derivados 5-nitro-2-furil como agentes anti-T.
cruzi., G. Aguirre et al. em 2006, observou que dentre as semicarbazonas obtidas, o derivado
27 (Figura 24) foi o que se mostrou mais efetivo. Por meio dos estudos de estrutura atividade
em 3D (CoMFA) foi observado que em relacdo a efeitos de campo eletrostatico, duas regides
eram importantes na atividade: a cadeia lateral e a porcdo carbonil ou tiocarbonil, onde a
presenca de cadeias apolares resultaram em compostos mais ativos (AGUIRRE, G. et al.,
2006).
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Figura 24: Estrutura geral de derivados 5-nitro-2-furil avaliados por G. Aguirre, 2006

E. Cabrera et al., 2009, analisou o potencial anti-T. cruzi e toxicidade in vivo de
derivados do tipo 5-nitro-2-furil, onde foi observado que, dentre o0s analogos
semicarbazonicos, os derivados 5-nitrofurfurilideno (n = 0, compostos 1 e 2) apresentaram
maior toxicidade nos estudos realizados em relagdo a derivados do tipo (5-nitro-2-furil)

propeno (n = 1, composto 3). Por meio dos estudos realizados, o derivado 3 (Figura 25)
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mostrou possuir melhor comportamento como a gente anti-T. cruzi em musculos lisos, assim
como comportamento antitripanomicida adequado em mausculo cardiaco (CABRERA, E. et
al., 2009).

[N N )LN/R
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Figura 25: Estrutura geral de derivados 5-nitro-2-furil avaliados por E. Cabrera, 2009

A. Gerpe et al. e equipe, 2009, avaliou a capacidade de 5-nitrofuranos e 5-
nitrotiofenos em promover acimulo de escaleno no T. cruzi, determinando assim a atividade
antitripanomicidade, por meio da inibiacdo da enzima escaleno epoxidase, importante na via
de biossintese de esterois. O derivado semicarbazonico 4 (Figura 26), foi classificado como
um bom agente acumulador de escaleno, além de possuir um mecanismo de agdo adicional,

sendo capaz de produzir estresse oxidativo (GERPE, A. et al., 2009)
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Figura 26: Estrutura do derivado semicarbazo6nico 4, avaliado por A. Gerpe, 2009
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CAPITULO II

SINTESE, ELUCIDACAO ESTRUTURAL E ATIVIDADES
BIOLOGICAS
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4. METODOLOGIAS

4.1. SINTESE

Os derivados arilsemicarbazénicos desejados foram obtidos por meio da reacdo de
condensacdo entre a semicarbazida hidroclorada e uma série de aril-aldeidos susbstituidos,
obtendo-se os compostos 01-20.

Em um baldo de fundo redondo contendo aproximadamente 15 mL de alcool etilico
absoluto (EtOH) foram adicionados 2,5 mmol de semicarbazida hidroclorada e quantidade
eqliimolar do aril-aldeido ao qual desejava-se promover a condensacdo, adicionou-se entdo, 3
gotas de acido cloridrico (HCI), como catalisador. A reacdo foi mantida em temperatura
ambiente e constante agitacdo magnética, por um periodo de 3-5 horas. Para obtencdo dos
derivados 05, 06 e 19 foram adicionados 5 mmol de semicarbazida hidroclorada para 2,5
mmol dos respectivos aldeidos.

O acompanhamento das reacdes foi realizado por meio de analise cromatografica em
camada delgada (conforme metodologia a seguir) e apOs o término, os derivados
arilsemicarbazénicos obtidos, precipitados no meio reacional, foram filtrados em funil
sinterizado e lavados com agua, seguida de lavagem em solvente orgéanico (hexano).

A purificacdo dos compostos sintetizados foi por meio de recristalizagdes em agua
destilada. A pureza dos cristais foi visualizada em lampada ultravioleta ap6s cromatografia
em camada delgada utilizando sistema solvente adequado, assim como pela analise do ponto

de fusdo.

4.2. DETERMINACAO DAS PROPRIEDADES FISICO-QUIMICAS

4.2.1. Andlise cromatografica em camada delgada: As analises foram realizadas em
cromatofolhas de aluminio de silica-gel 60 para 0 acompanhamento das reacdes, avaliacdo e
purificacdo, e determinacdo dos valores de referéncia de fase dos produtos sintetizados. As

fases mdveis empregadas foram: Hex/AcOEt (7:3 v/v), sistema solvente 1; AcOEt, sistema
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solvente 2; CHCI3/MeOH (7:3 v/v), sistema solvente 3. A visualizagdo das substancias foi
realizada em lampada ultravioleta (254-365 nm).

4.2.2. Faixas de fusdo: As faixas de fusdo (ou decomposicdo) foram determinadas em
aparelho fusiébmetro, disponivel no Laboratorio de Planejamento, Sintese e Avaliacdo de
Farmacos - LABSINFA, Departamento de Farmacia - UFPE, Recife - PE

4.3. ELUCIDACAO ESTRUTURAL

4.3.1. Andlise de Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio (RMN 'H): Os espectros
de RMN 'H e das substancias sintetizadas foram obtidos no espectrometro da Central
Analitica do Departamento de Quimica Fundamental da UFPE, Recife - PE, utilizando como

solvente DMSO-ds e como padrdo interno DMSO.

4.3.2. Andlise de espectrofotometria de absorcéo no infravermelho (1V): Os espectros de
absorcéo no infravermelho na regido de 4.000 a 400 cm™, foram obtidos em pastilhas de KBr
no espectrofotbmetro de infravermelho, disponivel na Central Analitica do Departamento de
Quimica Fundamental da UFPE, Recife - PE.

4.4. AVALIACOES BIOLOGICAS

Os ensaios bioldgicos foram conduzidos como sugeridos pela Organizacdo Mundial de
Saude (OMS) e sdo testes de elevada exatiddo. Os laboratérios envolvidos apresentam
condi¢des de Biosseguranca (contencbes para NB2) adequadas para execucdo do trabalho

proposto e para trabalho com animais experimentais.

4.4.1. Atividade antimicrobiana

Meétodo da difusdo em discos de papel: A atividade antimicrobiana foi verificada in vitro,

pelo método de difusdo em disco de papel, frente a bactérias Gram-positivas e Gram-
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negativas (Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis, Micrococcus luteus, Streptococcus
faecalis, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Mycobacterium smegmatis) e fungos
(Candida albicans e Malassezia furfur) da colecdo de microrganismos do Departamento de
Antibioticos da UFPE. Neste método, os discos contendo quantidades conhecidas dos
compostos sintetizados ou dos farmacos utilizados como padrdo foram colocados na
superficie de uma placa de agar que foram inoculados com uma suspensdo padronizada de
microrganismos testados. Discos de papel com apenas DMSO foram utilizados como
controles negativos. As placas foram incubadas durante 24h e 48h a temperatura de 30°C e
37°C e apds o periodo de incubacdo mediram-se os halos de inibicdo. A zona média de
inibicdo para amoxicilina (antibiético) e nistatina (antifingico) foram utilizadas como valor
de referéncia (mm). Os experimentos foram realizados em triplicata ou em duplicata, e

repetidos se os resultados fossem diferentes.

Determinagdo da Concentracdo Minima Inibitéria (CMI), Concentracdo Minima
Bacteriostatica (CMB) e Concentracdo Minima Fungistatica (CMF): Para os ensaios de
CMI, CMB e CMF, uma solugdo-mae (1mg/mL) de compostos do teste foi preparado em
dimetilsulfoxido (DMSO). Além disso, a diluicdo em série de compostos teste foi realizado
em percentuais decrescentes de 1 para 2. Compostos teste em varias concentracdes foram
adicionados ao meio de cultura em um tubo de ensaio e diferentes cepas foram inoculadas em
concentracdo 10%bacteria/mL. Tripticos Soy Agar (TSA) (para antibacteriano) e meio liquido
Sabouraud (para antifungico) foram utilizados como meio de cultura. Os tubos foram
incubados a 37°C (antibidtico) ou 30°C (antifngico) por 24-48 h, e, em seguida, examinados
para a presenga ou auséncia de organismos de cultivo. Amoxicilina e Fluconazol foram
utilizados como substancias antibacterianas e antifngicas. Os valores de CMI foram obtidos
a partir da menor concentracdo dos compostos dos tubos de ensaios, onde permaneceu claro,
indicando que o crescimento de bactérias ou fungos foi completamente inibido na
concentragdo. Os valores da CMB e CMF foram medidos através da inoculagdo dos caldos
utilizados para determinagdo da CMI para meio sem drogas. Os valores da CMI e da CMB e

CMF, foram expressos em pg/mL.
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4.4.2. Toxicidade aguda

Para este procedimento foi utilizado o método descrito por Carlini, E. A. et al., 1991.
As observagdes comportamentais foram registradas em fichas apropriadas de triagem
farmacoldgica adaptadas por Malone, R. A., 1977. Foram utilizados camundongos albinos
swiss fémeas pesando em média 20-30g com aproximadamente 60 dias. Os animais foram
privados de alimentacdo 20 h antes do experimento. As substancias apos solubilizacdo com
propilenoglicol foram administradas por via oral na mais alta dose recomendada, de
2000mg/kg, calculando-se o volume a ser administrado em relagdo ao peso de cada animal.
Os efeitos gerais foram observados com os animais em livre movimentacdo, em superficie
plana, por um periodo de 60 min. Seguida por periodo constante de observacdo por um total
de 14 dias.

4.4.3. Atividade antitumoral

Para determinagdo da atividade antitumoral do derivado 06 foram realizados ensaios
pré-clinicos em roedores portadores de tumores malignos. Foram selecionados camundongos
albinos swiss machos (Mus musculus) com sessenta dias de nascidos e pesos entre 25 e 35
gramas, divididos em grupos de seis animais por gaiolas, mantidos em condi¢fes controladas
de iluminacgdo (ciclo de 12 horas claro/escuro) e temperatura (22°C) e agua ad libitum. A
implantagcdo dos tumores solidos de Sarcoma 180 e Carcinoma de Ehrlich foi realizada
segundo método de Stock (STOCK, C. C., et al.,, 1955) e modificada por Komiyama
(KOMIYAMA, K., 1992).

O tratamento teve inicio 48 horas ap0s 0s implantes e a administragdo foi por via
intraperitoneal com doses de 10mg/kg e 5mg/kg do composto teste, 2,5mg/kg para 0 grupo

padrdo (utilizando Metotrexato) e solugéo salina para os grupos controles.
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4.4.4. Atividade antichagasica e citotoxicidade

Obtencdo de células esplénicas de camundongos isogénicos: Células esplénicas foram
obtidas de acordo com PEREIRA, V. R. A. et al., 2005. Apos sacrificio do animal por asfixia
em COz2, o baco de cada camundongo foi removido em condi¢Bes assépticas e, em fluxo
vertical, macerado em placa de Petri contendo meio de cultura RPMI. As suspensdes celulares
obtidas foram centrifugadas a 4°C, durante 5 minutos. Apds descarte do sobrenadante,
adicionou-se &gua destilada ao sedimento promovendo lise das hemacias. Apds cinco
minutos, foi coletado o sobrenadante, centrifugou-se novamente a 4°C, 200 x g por cinco
minutos. O sedimento (contendo as células esplénicas) foi ressuspendido em meio RPMI
1640 e uma aliquota de cada suspensdo celular removida, diluida 1:10 em azul de trypan e

quantificada em camara de Neubauer para verificacdo das células viaveis.

Ensaio de citotoxicidade dos compostos em células esplénicas: Células esplénicas (6x10°
células/pogo), obtidas de acordo com item anterior, foram cultivadas em placas de 96 pocos
de fundo plano, contendo meio de cultura RPMI com 10% de soro bovino fetal. Para o ensaio
de citotoxicidade, as células foram incubadas com os compostos em sete diferentes
concentragdes (faixa de 200 a 0,1 pg/mL) e com 1 uM de timidina tritiada/po¢o durante 24 h
em estufa de CO2 a 37°C. Em paralelo, foram feitos controles com células tratadas com
saponina (0,05%), com células tratadas com DMSO (0,05%), substancias com reconhecida
atividade toxica e um controle sem tratamento. Apos 24 h de incubacdo, as células foram
coletadas em papel de fibra de vidro e, posteriormente, a captacdo de timidina tritiada foi
determinada através do contador beta de cintilagdo. O percentual de citotoxicidade foi
determinado comparando-se a percentagem de incorporacdo de timidina tritiada nos pocos

com as drogas em relagdo aos pogos néo tratados.

Avaliacdo da atividade dos compostos frente ao T. cruzi: Formas epimastigotas (5 X
10°/mL) crescidas em culturas axénicas, na fase log de crescimento, foram colocadas em
placas de 96 pocos no volume de 100 pL, a 26°C. O crescimento das formas epimastigotas foi
realizado na auséncia e na presenca de diferentes concentra¢cdes dos compostos. Apos 24

horas, 10 uL de MTT (10mg/mL) foi adicionado a cada poco e as placas incubadas por 4h. A
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reacdo enzimaética foi bloqueada com a adicdo de 100 pL de isopropanol 50% e duodecil
sulfato de s6dio (SDS) 10% e a leitura realizada no espectrofotdmetro (BIORAD 3550) a 595
nm. Os testes foram conduzidos tendo como controles benznidazol (50 pug/mL) e Nifurtimox
(25 pg/mL), drogas com atividade anti-T. cruzi conhecida e culturas de parasitos sem
tratamento. O percentual de atividade contra o parasita foi determinado comparando-se 0s
valores das absorbancias dos pocos incubados com as drogas e os valores do controle sem
tratamento. A partir desses resultados, a ICsy foi determinada através da analise de probites

por meio de uma regressao linear simples utilizando o software SPSS 8.0 para Windows

Lucas Olverra da Silva



Sintese de Derivados Aril-Semicarbazonicos como Prot6tipos Moleculares Contra o Trypanosoma cruzi (Antichagas) 62

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. SINTESE

Por meio da reacdo de condensacdo entre a semicarbazida hidroclorada e uma série de
aril aldeidos substituidos foi possivel obter os derivados arilsemicarbazénicos desejados (01-
20), empregando-se um metodologia simples e barata. Obteve-se arilsemicarbazonas com
rendimentos, em geral acima de 80%, e grau pureza satisfatorios. O esquema geral da sintese

encontra-se representado no Esquema 17.

(ﬁ )
Ar O ||
H,N = A N
| H rt |
H H H
semicarbazida aril-aldeido

Esquema 17: Rota geral de sintese para obtengdo dos derivados arilsemicarbaz6nicos

A adicdo de acido cloridrico ao meio reacional (agente catalisador), provocou a
protonacdo do solvente, EtOH, o qual, entdo cedeu proton (H") para o oxigénio carbonilico do
aril-aldeido presente em reacdo. Ap0s a protonacdo do aldeido, ocorreu ativacdo da carbonila
aldeidica, favorecendo o ataque nucleofilico pelo par de elétrons livres presente no N1 da
molécula de semicarbazida.

Ao formar quatro ligagdes, o nitrogénio (N1) da semicarbazida torna-se instavel,
voltando a ser um atomo neutro apds transferéncia do préton de H* ao oxigénio que antes
integrava 0 grupamento carbonila no aldeido. Ocorrida esta transferéncia do H* para o
oxigénio, a instabilidade gerada neste atomo, favorece a formacdo de uma ligagdo iminica

entre o N1 da semicarbazida e o “C carbonilico” do aldeido inicial, com liberagao de agua. O
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N1 é entdo estabilizado pela perda de mais um atomo de hidrogénio para a formacdo do

composto final arilsemicarbazénico.

Estas etapas sdo mostradas no Esquema 18.

H‘ ‘ Ar . ..
Ar @/ . HO_Et :N O:
R >:N) O: " \N //
4 — WX
H /o \a . H NH
, 2
H NH, + H2Q.

Esquema 18: Mecanismo de sintese das arilsemicarbazonas

Os compostos aril-semicarbazénicos sintetizados tiveram suas propriedades fisico-

quimicas determinadas: faixa de fusdo e referéncia de fase (Rf), presentes na Tabela 01. As

estruturas foram confirmadas através de técnicas de espectroscopia de Ressonancia Magnética

Nuclear de Prétons (RMN'H) e espectroscopia de absorcdo no Infravermelho (1V),

confirmando a estrutura dos novos compostos.

Nos Quadros 01 e 02 sdo apresentadas as estruturas dos compostos obtidos.

Lucas Olverra da Silva



Sintese de Derivados Aril-Semicarbazonicos como Prot6tipos Moleculares Contra o Trypanosoma cruzi (Antichagas)

Quadro 01: Estrutura dos compostos 01-10

T
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Quadro 02: Estrutura dos compostos 11-20
| |
AN \N/N\”/NH2 AN \N/NTNHz
N
11 12
| |
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5.2. CARACTERIZACAO DOS DERIVADOS OBTIDOS
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Na Tabela 01 é apresentada a féormula e o peso molecular dos derivados aril-

semicarbazonicos sintetizados, assim como, os dados referentes aos rendimentos obtidos na

sintese, os valores de referéncia de fase (Rf), seguido do meio de eluicéo utilizado, e as faixas

de fusdo de cada composto.

Tabela 01: Dados fisico-quimicos e analiticos dos compostos 01-20

Composto Formula Peso Rendimento Rf Meio de eluicio Faixa de
molecular molecular (%) fuséo (°C)

01 C1oH14N,O 206.24 42 0,35 Acetato de etila 225-227
02 CgH11N304 209.20 81 0,43 Acetato de etila 237-239
03 CoH11N30, 193.20 82 0,53 Acetato de etila 210-212
04 C1oH11N50 189.21 89 0,64 Acetato de etila 215-217
05 CoH1:N;0, 249.23 55 0,66 CHCIs/MeOH (1:1) 270-272
06 C1oH12NgO, 248.24 89 0,76  CHCIs/MeOH (1:1) 245-246
07 CgHgBrN;O 242.07 83 0,64 Acetato de etila 237-239
08 CgHgFN3O 181.16 84 0,55 Acetato de etila 230-232
09 CgHgCIN;O 197.62 81 0,65 Acetato de etila 235-236
10 CgH-CI:N;0 232.06 88 0,60 Acetato de etila 246-247
11 C;HgN,O 164.16 86 0,87 CHCI3/MeOH (7:3) 206-207
12 C;HgN,O 164.16 67 0,80 CHCI3/MeOH (7:3) 218-220
13 C;HgN,O 164.16 66 0,84  CHCI3/MeOH (7:3) 225-226
14 C1oH17N30 219.28 92 0,57 Acetato de Etila 216-218
15 CoH11N50O 177.20 82 0,51 Acetato de Etila 215-217
16 CeH-N30S 169.20 84 0,54 Acetato de Etila 228-230
17 C12H11N50, 229.23 82 0,59 Acetato de Etila 220-222
18 C1oH13Ns50 243.26 90 0,48 Acetato de Etila 218-220
19 C10H12NgO, 248.24 87 - - Acima 300
20 CyH11N30S 209.26 67 0,62 Acetato de Etila 222-224

5.3. ELUCIDACAO ESTRUTURAL

5.3.1. Espectroscopia no Infravermelho (1V) e Ressonancia Magnética Nuclear (RMN

1H)

Atraves da interpretacdo dos espectros de 1V pode-se confirmar que a metodologia de

condensacdo empregada foi eficaz, pois em todas as biomoléculas sintetizadas (1-20) foram
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observadas as bandas de absorcdo caracteristicas dos grupamentos funcionais presentes, assim
como, observou-se a auséncia de bandas caracteristicas de aldeidos.

Pode-se constatar a auséncia de absorcéo entre 2830 cm™ e 2695 cm™ referente &
deformacéo axial da ligacdo C-H de aldeido, que apareceria como duas bandas moderadas. A
absorcdo referente a deformacao axial da ligacdo C=0 caracteristica de aldeidos também néo
foi notada, o sinal de carbonila constatado nos espectros de IV corresponde ao grupamento
carbonilico presente nas semicarbazonas, sinal este que aparece em campo mais baixo em
relacdo ao campo de absorcdo referente ao sinal de carbonila aldeidica. Para vibracbes
referentes a deformacgéo axial de C=0 em aldeidos o sinal normalmente aparece entre 1740-
1720 cm-!, nos espectros obtidos observamos essa absorcdo em torno de 1690 cm™,
deslocamento caracteristico conhecido como Banda de Amida I, e que se refere a deformacao
axial da ligagdo C=0 em amidas.

Adotando como exemplo a Figura 27, referente ao espectro de IV do composto 02,
observamos a presenca das bandas de absorcdo de grupamentos importantes e caracteristicos
presentes em todos 0s compostos obtidos, como por exemplo, as bandas de absorcédo
referentes ao grupamento C=0 e -NH;, da semicarbazona, a ligacdo imina formada e o

hidrogénio hidrazinico.

80
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Figura 27: Espectro de infravermelho do composto 02.
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Na regido de 1689 cm™ observa-se um pico de absorcdo intenso referente a
deformacdo axial da ligacdo C=0, conhecido como Banda de Amida I, e em 1604 cm™
observamos a Banda de Amida Il referente a deformacéo angular de N-H. Na regido de 1647
cm™ temos o pico de absorcdo referente a deformacdo axial da ligacdo iminica (N=C), e na
regido de 3196 cm™ é notada a absorcdo referente a deformacéo axial da ligagdo N-H
hidrazinico. E observada também duas bandas de absorcdo moderadas em 3465 cm™,
caracteristicas das deformacOes axiais assimétrica e simétrica da ligacdo N-H da amida (-
NH;). Bandas de absor¢cdo com caracteristicas e deslocamentos semelhantes foram
encontradas nos espectros dos demais compostos.

Ap06s a confirmacdo da presenca de grupamentos funcionais desejados e do sucesso da
condensacdo observado pela analise dos dados de infravermelho, a confirmacdo estrutural
mais detalhada foi realizada por RMN *H. A configurac&o das moléculas sintetizadas néo foi
determinada neste estudo, porém, pela rapida observacdo e analise na cromatografia em
camada delgada, pressupfe a presenca de apenas um isdmero, sugerindo que este esteja na
configuracdo E, a qual é termodinamicamente mais estavel.

Por meio da andlise em espectroscopia de ressonancia magnética nuclear de
hidrogénio (RMN'H) foi confirmada a estrutura quimica de cada derivado semicarbazonico
obtido. Através dos deslocamentos quimicos e acoplamentos de sinais pode-se determinar ao
certo a posic¢do de cada atomo de hidrogénio na molécula, elucidando assim cada estrutura.

Em uma répida analise das estruturas quimicas dos compostos desejados e de acordo
com o0s conhecimentos de descolamento quimico, teoria de blindagem e desblindagem dos
atomos de hidrogénio, efeito anisotrépico, assim como acoplamento de sinais, €
correlacionando com os espectros de RMN'H obtidos, podemos concluir que os derivados
almejados foram realmente obtidos. Analisando como exemplo o espectro de RMN'H do
composto 02, presente na Figura 28, observa-se 0s deslocamentos quimicos e acoplamentos
de cada sinal de hidrogénio na molécula, confirmando assim a estrutura quimica em questéo.

Pode-se notar que a maior parte dos sinais no espectro aparecem em regides acima de
6 ppm, regido caracteristica para sinais de hidrogénio ligados a anéis aromaticos, assim como
também, ligados a heteroatomos (SILVERSTEIN, R. M. et al., 2006). Temos apenas um sinal
aparecendo em frequéncia mais baixa, proximo a 4 ppm, correspondente ao sinal de

hidrogénios metilicos. Como pode ser visto na parte experimental deste trabalho,
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comportamento semelhante de deslocamento quimico é observado nos demais compostos

obtidos.

,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,

1 ppm

Figura 28: Espectro de RMN'H do composto 02.

Analisando detalhadamente cada sinal representado no espectro presente na Figura

28, temos que o singleto aparecendo em 3.81 ppm, e com integracdo correspondente a 3

hidrogénios, refere-se aos 3 hidrogénios metilicos, em freqiéncia mais alta, em 6.469 ppm

observamos mais outro singleto, com integracao pra 2 hidrogénios, e que corresponde ao NH,.

Em 6.75 e 6.96 ppm observamos dois dubletos com constante de acoplamento J=7.79 Hz,

correspondentes aos hidrogénios presentes nas posicdes 5 e 6 do anel benzénico,

respectivamente. Em 7.37 ppm observa-se mais um singleto, referente ao hidrogénio ligado a

posicdo 2 do anel aromatico. Na regido de 7.71 ppm encontra-se o sinal referente ao CHN. Os

picos mais desblindados deste composto encontra-se a 9.31 ppm, referente ao OH, e em 10.04

ppm, que é o sinal referente ao hidrogénio hidrazinico da molécula.
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5.4. AVALIACOES BIOLOGICAS

5.4.1. Atividade antimicrobiana

Por meio da avaliagdo in vitro da atividade antibacteriana e antifingica, através da
difusdo em discos de papel dos dez derivados arilsemicarbazénicos testados, foram

determinados os dados de inibi¢do antimicrobiana presentes na Tabela 02.

Tabela 02: Atividade antimicrobiana expressa em diametro da zona de inibicdo (mm)

Compostos Padréo
Microorganismos 01 02 03 04 05 06 07 08 09 10 Amox. Nist
S. aureus 0 0O 0 O 0 0 0 0 0 0 18
B. subtilis 8 0 0 O 8 8 0 0 0 0 18.5
M. luteus 126 0 0 O 16 16.3 0 0 14 133 57
S. faecalis 0 0 0 O 8 0 0 0 0 0 32.5
E. coli 123 0 0 0 123 113 0 0 106 11 26
K. pneumoniae 2 0 0 O 113 10 0 0 96 9.6 0
M. smegmatis 0 0O 0O O 76 176 0 0 7.6 0 35
Candida albicans 17 0 O 0 163 156 0 0 136 11 10
Mallaseia furfur 73 - - - 75 73 - 0 0

0 = auséncia de inibicdo de crescimento microbiano; - = ndo testado
Amox. = Amoxicilina; Nist. = Nistatina

Com os resultados presentes na Tabela 02 podemos observar que os derivados aril-
semicarbazonicos 01, 05, 06, 09 e 10 apresentaram de baixa a moderada acdo frente aos
patdgenos avaliados, apresentando halos de inibicdo de crescimento microbiano em geral
inferior a 15mm, sendo as drogas utilizadas como padrdo (Amoxicilina e nistatina) bem mais
potentes. Os derivados 02, 03, 04, 07 e 08 nao se mostraram ativos.

Nenhum dos compostos avaliados apresentou atividade frente a Staphylococcus
aureus, e dentre os microorganismos submetidos ao teste, Micrococcus luteus e Candida
albicans foram os mais sensiveis.

Os derivados 05 e 06 apresentaram uma melhor atividade em relagdo aos demais
compostos da série. Estes derivados foram obtidos por meio da condensacdo entre 1
equivalente do aldeido e 2 equivalentes da semicarbazida, enquanto que, 0s outros s&do
derivados monocondensados, 1:1 semicarbazida/aldeido. Entre 05 e 06 ndo houve grande

diferenga na poténcia inibitéria do crescimento microbiano, sendo o derivado 05
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discretamente mais ativo que 06. Na Figura 29 esta demonstrada e estrutura quimica dos
derivados 05 e 06.

i B i
N N
HZN/\ITI/ X X7 N\F \I}l/\NHZ
H 05: X =N H
06: X=C

Figura 29: Estrutura quimica dos compostos 05 e 06.

Notou-se também que a substituicdo no anel benzénico por um &tomo de halogénio
ndo foi favoravel, sendo 07 (4-Br) e 08 (4-F) inativos. O derivado 09 (4-Cl) apresentou
moderada atividade, a qual em geral foi perdida com a adi¢do de um segundo a&tomo de Cl na
posicao 3 do anel, derivado 10.

Os compostos 05 e 06, por apresentaram uma melhor acdo em relacdo aos demais,
foram selecionados para realizacdo dos testes de determinacdo das concentracdes minima
inibitéria (CMI), minima bacteriostatica (CMB) e minima fungistatica (CMF), resultados

mostrados na Tabela 03.

Tabela 03: Valores da Concentracdo Minima Inibitéria, Concentracdo Minima

Bacteriostatica e Fungistatica para os compostos 05 e 06 frente as cepas avaliadas em pg/mL

Padrao

05 06 s
Amoxicilina  Fluconazol

CMI 250 pg/mL 500 pg/mL 0.06 pg/ml

M. luteus CMB 125 pg/mL 250 pg/mL -

CMI 250 ug/mL 250 pg/mL 1,0 pg/ml
CMF 125 pg/mL 125 pg/mL -

C. albicans

Através destas andlises observamos a baixa poténcia antibiotica desses compostos,
comprovada pelas altas doses necessarias para se obter a concentracdo minima inibitoria, em

relacdo aos farmacos utilizados como padréo.
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5.4.2. Toxicidade aguda

A avaliacdo da toxicidade aguda dos compostos 02, 05 e 10 na dose elevada de 2000

mg/kg forneceu os dados presentes na Tabela 04.

Tabela 04: Média dos pesos dos animais e 6rgaos submetidos a administracdo dos derivados
02,05e 10

Peso do animal Orgaos
Composto Inicial Final Rins Baco Figado
29,7 40,4 0,25 0,37 2,5
02 21,7 25,8 0,24 0,13 1,5*
26,4 35,7 0,23 0,44 2,2
Média 28,05 38,05 0,24 0,41 2,35
Desvio 0,01 0,16 0,51
30,0 39,7 0,19 0,21 2,5
05 26,5 37,2 0,2 0,26 1,4
27,3 38,4 0,25 0,19 2,4
Média 28,7 39,05 0,21 0,22 2,10
Desvio 0,03 0,04 0,61
29,4 32,3 0,18 0,18 1,71
10 22,5 32 0,2 0,22 2,03
27,3 31,7 0,2 0,17 2,1
Média 28,35 32,00 0,19 0,19 1,95
Desvio 0,01 0,03 0,21

* Animal fora das médias dos pesos.

Ap0s administracdo por via oral dos compostos sintetizados, na dose de 2000mg/kg do
animal, foi observado primeiramente, por 1 hora, os efeitos gerais provocados nos animais
pelo uso de cada substancia.

Foi visto que os animais que receberam o composto 02 mostraram-se agitados e
apresentaram movimentos esteriotipados e piloerecdo evidentes. Os animais submetidos aos
compostos 05 e 10 apresentaram comportamentos semelhantes entre si, apresentando discreta
agitacdo inicial, com quadro de sonoléncia apds 30-45 minutos de administracdo das drogas.

Foi constatada, também, nestes grupos de animais, a ocorréncia de movimentos
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esteriotipados. A auséncia de comportamentos andmalos como, por exemplo, convulsdes e
catatonia indicam baixa ou auséncia de efeitos em nivel do sistema nervoso central.

Passada a observacdo preliminar dos animais, no periodo de 1 hora, estes foram
mantidos em observacdo por mais um periodo de 14 dias, onde nenhum dos animais foi a
Obito. De acordo com os critérios estabelecidos para a toxicidade aguda pelo GHS (Globally
Harmonized Classification System) o fato de ndo ter ocorrido 6bito ou grave injdria em
nenhum dos animais testados na dose mais alta recomendada (2000mg/kg), indica que 0s
compostos 02, 05 e 10 se enquadram na classe 5 (muito baixa ou auséncia de toxicidade).

Os animais foram entdo eutanasiados e seus Orgdos pesados e analisados
macroscopicamente, sendo constatado que as substancias 05 e 10 provocaram poucas
mudancas nos érgdos avaliados (rins, pulmdo e baco), estando estes, dentro das médias de
pesos, e entdo pouco afetados pela administracdo desses compostos. Entretanto a
administracdo do derivado 02 provocou um aumento significativo no bago, comparando-se
com o valor apresentado pelo grupo dos outros animais que fizeram uso de 05 e 10. Este

resultado serd novamente analisado em avalia¢des futuras.

5.4.3. Atividade antitumoral

A atividade antitumoral do derivado 06 foi avaliada in vivo frente a duas linhagens de
células tumorais malignas, Carcinoma de Ehrlich e Sarcoma 180, utilizando as doses de 10 e
5mg/kg do composto 06. Os resultados encontram expostos na Tabela 05.

Tabela 05: Atividade antitumoral do derivado 06 nas doses de 10 e 5mg/kg

Substancia Dose Carcinoma Ehrlich Sarcoma 180
06 10mg/kg 24.82% 74,74%
5mg/kg 37,50% 35,01%
Metotrexato 2.5mg/kg 48,47% 89,81%
Salina 0.9% Tumor invasivo Tumor vascularizado

Através dos dados obtidos podemos observar que nos ensaios realizados com

Carcinoma de Ehrlich a atividade de inibicdo tumoral, tanto do Metotrexato, utilizado como
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padrdo, como do derivado arilsemicarbazoénico ndo foram satisfatorias, sendo estas atividades
de inibicdo de crescimento tumoral inferiores a 50%.

Em relacdo a segunda linhagem de células tumorais avaliada, Sarcoma 180, o0s
resultados obtidos foram bem satisfatorios, com o derivado 06 apresentando 74,74% de
inibicdo tumoral na dose de 10mg/kg do animal. As reaces toxicas observadas apds
administracdo deste composto foram menos pronunciadas que as reagdes apresentadas pelo
padréo.

Devido ao fato de existirem na literatura poucos trabalhos relacionando atividade
antineoplasica para esta classe de compostos, 0s dados obtidos nestes testes preliminares
mostram-se bastante atrativos. Embora ainda sejam resultados iniciais, novas investigagoes
com doses intermediarias serdo avaliadas, uma vez que em estudos de toxicidade aguda, na
dose extrema de 2000mg/kg, derivados da mesma série mostraram-se pouco toxicos.
Buscando resultados mais detalhados, outra via de administracdo sera estudada e a avaliacdo

dos outros derivados da série 01-20 seréa realizada.
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5.4.4. Atividade antichagasica e citotoxicidade

Tabela 06: Atividade anti-T. cruzi e citotoxicidade dos derivados aril-semicarbazénicos

ICso epimastigotas Citotoxicidade
Compostos (ug/ml) (ug/mi)®

02 8.85 >100
03 ND >100
04 6.08 50

05 ND >100
06 60.8 >100
07 ND >100
08 6.9 >100
09 ND >100
10 5.23 >100
11 ND >100
12 28.66 >100
13 10.19 >100
14 12.77 >100
15 36.01 >100
16 0.5 >100
17 8.21 >100
18 14.94 >100
19 ND >100
20 49.71 >100

BZD 1.73 25
NFX 0.54 1

%= maior concentracdo atdxica em células esplénicas de camundongos BALB/c;

BZD = Benznidazol; NFX = Nifurtimox; ND = N&o Determinado;

* Os valores ND ("N&o Determinado") significam medidas que foram feitas, mas ndo foi possivel fazer a
regressao para determinar o ICsx. Isto significa que, apesar dos valores de 1Csq ndo terem sido determinados, 0s
dados de atividade para a curva dose-resposta foram adquiridos.

Por meio dos resultados obtidos, presentes na Tabela 06, podemos observar que
dentre os compostos avaliados o composto 06, derivado semicarbazonico bicondensado com
duas moléculas de semicarbazida, mostrou-se 0 menos ativo. Os resultados para 05 e 19, que
possuem semelhanga estrutural com o 06 ndo foram determinados pelo programa.

Os compostos 08 e 10 apresentaram uma consideravel acdo frente as formas
epimastigotas, com valores de 1Csy iguais a 6.9ug/ml e 5.23ug/ml, respectivamente,
mostrando que substituices no anel aromatico por atomos de halogénio podem ser
favoraveis. 08 apresenta um atomo de Fldor na posicdo 4 do anel aromatico e 10 possui

atomos de Cloro nas posicGes 3 e 4 do anel, o que provocou um aumento da atividade
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comparando-a com a exercida por 08. Entretanto os dados de atividade para 07 e 09,
derivados que também possuem &tomos de halogénio no anel aromético, ndo foram
determinados pelo programa.

O derivado 04 também apresentou boa atividade anti-T. cruzi,na faixa de 6.08ug/ml,
com maior citotoxicidade em relacdo aos demais componentes da série, entretanto, esta
citotoxicidade ainda é bem menor que a apresentada pelo Nifurtimox e Benznidazol. Os
derivados 02, 13, 14, 17 e 18 mostraram valores de ICso menores que 15ug/ml, enquanto que
0s compostos 12, 15 e 20 apresentaram menos poténcia, com valores de ICsp acima de
28ug/ml.

O composto 16 apresentou excelente agdo tripanomicida, com ICsy na faixa de
0.5pg/ml, mostrando-se mais potente que os farmacos padrdes, Nifurtimox e Benznidazol.

Analisando sua estrutura quimica, observamos a semelhanca estrutural com a
molécula da Nitrofurazona (NF) (Figura 30), droga com consideravel acdo anti-T. cruzi, que
age via inibicdo da enzima TR do parasita, porém € altamente toxica. Vale salientar a baixa
citotoxicidade apresentada por 16, cem vezes menor que a citotoxicidade apresentada pelo

Nifurtimox, farmaco com semelhante 1Csq e utilizado na terapéutica da doenca.

O O

v R [
S = \I}l/\NHZ 02N o /N\l}l/\NHZ
6 " NE o

Figura 30: Estrutura quimica do derivado 16 e da Nitrofurazona

Através dos dados referentes a citotoxicidade podemos, mais uma vez evidenciar,
assim como pelos dados obtidos na avaliagdo da toxicidade aguda discutida anteriormente,
gue a série de compostos obtida trata-se de substancias com baixas caracteristicas toxicas.
Observarmos que, com excessdo da arilsemicarbazona 04, a qual apresentou toxicidade
celular em concentracdes acima 50ug/ml, os demais componentes da série mostraram-se
atoxicos em concentracdes acima de 100ug/ml.

Supde-se que a baixa citotoxicidade apresentada pelos compostos da série 01-20 esteja
relacionado a auséncia do grupamento Nitro (-NO;) nessas moléculas, o qual esta presente no
BZD, NFX e NF.
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CAPITULO 111

CONCLUSOES E PERSPECTIVAS
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6. CONCLUSOES

Foi sintetizada uma série de 20 derivados arilsemicarbazonicos obtidos com bons
rendimentos, em geral acima de 80%.

Em relacdo a atividade antibacteriana e antiflngica de dez compostos testados, obteve-
se atividade baixa ou moderada. Observou-se que o0s produtos com melhor acgéo
antimicrobiana foram os derivados semicarbazonicos bicondensados com a semicarbazida
(compostos 05 e 06). Os microorganismos mais sensiveis foram Micrococcus luteus e
Candida albicans.

Por meio da avaliacdo toxicolégica aguda de 02, 05 e 10 na mais alta dose
recomendada (2000mg/kg) observamos que estes compostos ndo apresentam efeitos a nivel de
sistema nervoso central. Por ndo terem ocorrido ébito dos animais, no periodo de 14 dias de
observacao, estes compostos se enquadram na classe 5 de toxicidade (muito baixa ou auséncia
de toxicidade) . Andlise dos 6rgdos dos animais, foi observado que apenas 02 provocou um
aumento no baco, resultado este que sera novamente analisado.

Na avaliacdo da atividade antitumoral o derivado 06, na dose de 10mg/kg, mostrou-se
bastante efetivo, com inibicdo tumoral préxima a 75% frente ao tumor Sarcoma 180. Este
resultado é bastante expressivo, visto que, na literatura ha poucos trabalhos relacionados a
essa classe de compostos.

Através dos estudos de atividade anti-T. cruzi, o derivado 16 apresentou excelente
acao tripanomicida, com valor de ICsy na concentracdo de 0.5ug/ml, poténcia superior aos
farmacos utilizados na terapéutica da doenca, Nifurtimox e Benznidazol.

O composto 16 apresentou baixa citotoxicidade, cerca de 100 vezes menor que a
apresentada pelo Nifurtimox. 16 se mostrou atoxico em concentracdes até 100ug/ml,

enquanto que NFX, ja apresenta citotoxicidade em concentragdes superiores a 1jug/ml.
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7. PERSPECTIVAS

Realizacdo dos ensaios de toxicidade aguda para todos 0s compostos da serie.

A avaliacdo antitumoral dos outros derivados da série serd realizada, a fim de se obter
a acdo antineoplasica desta classe de compostos, tragcando um estudo de estrutura atividade.
Bem como, sera analisada a acdo antitumoral do derivado 06 em outras doses, afim de, ser
obtida uma maior inibi¢do tumoral e calcular o indice terapéutico ou dose efetiva.

Por meio dos resultados da atividade anti-T. cruzi frente a forma evolutiva
tripomastigota, que esta em fase final de conclusdo, poderemos ter uma visdo mais ampla
sobre a acdo tripanomicida destes compostos.

Estudos de modelagem molecular “docking” serdo realizados.
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CAPITULO IV

PARTE EXPERIMENTAL
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8. METODOLOGIAS

8.1. SINTESE

Os derivados arilsemicarbazénicos desejados foram obtidos por meio da reacdo de
condensacdo entre a semicarbazida hidroclorada e uma série de aril-aldeidos susbstituidos,
obtendo-se os compostos 01-20.

Em um baldo de fundo redondo contendo aproximadamente 15 mL de alcool etilico
absoluto (EtOH) foram adicionados 2,5 mmol de semicarbazida hidroclorada e quantidade
eqliimolar do aril-aldeido ao qual desejava-se promover a condensacdo, adicionou-se entdo, 3
gotas de acido cloridrico (HCI), como catalisador. A reacdo foi mantida em temperatura
ambiente e constante agitacdo magnética, por um periodo de 3-5 horas. Para obtencdo dos
derivados 05, 06 e 19 foram adicionados 5 mmol de semicarbazida hidroclorada para 2,5
mmol dos respectivos aldeidos.

O acompanhamento das reacdes foi realizado por meio de analise cromatografica em
camada delgada e apds o término, os derivados arilsemicarbazonicos obtidos, precipitados no
meio reacional, foram filtrados em funil sinterizado e lavados com agua, seguida de lavagem
em solvente organico (hexano).

A purificacdo dos compostos sintetizados foi por meio de recristalizacbes em agua
destilada. A pureza dos cristais foi visualizada em lampada ultravioleta ap6s cromatografia

em camada delgada utilizando sistema solvente adequado.

8.2. DETERMINACAO DAS PROPRIEDADES FiSICO-QUIMICAS

8.2.1. Analise cromatografica em camada delgada

As cromatografias em camada delgada (CCD) foram realizadas em placas de Silica
Gel 60 F254 da MERCK de 0,25 mm de espessura. A leitura das mesmas foi realizada através

de radiagdo de ultravioleta (UV) no comprimento de onda (A) de 254 nm.
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8.2.2. Faixas de fusao

As faixas de fusdo (ou decomposicdo) foram medidas no equipamento QUILMES

Q.340.23, em tubos capilares imersos em banho de silicone.

8.3. ELUCIDACAO ESTRUTURAL

Os espectros de IV foram obtidos em espectrofotdmetro BRUKER IFS-66, em discos
de KBr.

Os espectros de RMN *H foram obtidos em um equipamento UNITYplus-300 MHz-
VARIAN, utilizando-se DMSO-ds como solvente. Os deslocamentos quimicos (8) foram
reportados em ppm, utilizando tetrametilsilano como referéncia interna. As constantes de
acoplamento foram indicadas em Hz, e as multiplicidades dos sinais foram designadas da

seguinte forma: s — singleto, d — dubleto, dd — duplo dubleto, t — tripleto, m — multipleto.

8.4. ENSAIOS BIOLOGICOS

8.4.1. Atividade antimicrobiana

8.4.1.1. Método da difusdo em discos de papel

A atividade antimicrobiana das arilsemicarbazonas 01-10 foi verificada in vitro, pelo
método de difusdo em disco de papel, frente a bactérias Gram-positivas e Gram-negativas
(Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis, Micrococcus luteus, Streptococcus faecalis,
Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Mycobacterium smegmatis) e fungos (Candida
albicans e Malassezia furfur) da colecdo de microorganismos do Departamento de
Antibiéticos da UFPE.

Neste método, os discos contendo concentragbes conhecidas dos compostos
sintetizados foram colocados na superficie de uma placa de &gar, onde uma suspensao

padronizada dos micro-organismos teste foi inoculada. As suspensdes dos micro-organismos
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testes foram padronizadas através da escala de McFarland com turbidez correspondente a 0,5,
equivalente a 1 a 2 x10° unidades formadoras de col6nias por mililitros (UFC/mL). Discos de
papel contendo apenas o solvente dimetil-formamida (DMF) foram utilizados como controles
negativos. As placas foram levadas a estufa durante 24h e 48h a temperatura de 30°C e 37°C e
apos o periodo de incubacdo mediram-se os halos de inibicdo em milimetros (mm). O halo de
inibicdo foi considerado como sendo a area sem crescimento detectivel a olho nu. A zona
média de inibicdo para amoxicilina (antibiotico) e nistatina (antifangico) foram utilizadas
como valor de referéncia. Os experimentos foram realizados em duplicata, e repetidos se 0s

resultados apresentassem alguma divergéncia (BAUER, A. W. et al., 1966).

8.4.1.2. Determinacdo da Concentracdo Minima Inibitéria (CMI), Concentragdo

Minima Bacteriostatica (CMB) e Concentracdo Minima Fungistatica (CMF)

Para os ensaios de CMI, CMB e CMF, foi utilizada a técnica de macrodiluicdo em
meio liquido, onde a partir de uma solu¢do-mae com concentra¢do de Img/mL dos compostos
em analise, solubilizados em dimetilformamida, foram realizadas diluicBes seriadas para
obtencédo das concentracdes desejadas. Foram adicionados 100uL da suspensdo bacteriana ou
fangica, previamente padronizadas através da escala de McFarland acima citada, aos tubos de
Muller-Hinton contendo as concentracdes desejadas dos compostos em analise. Os tubos
foram incubados a 37°C por 24-48 h, e, em seguida, examinados para visualizagdo da
presenca ou auséncia de organismos de cultivo. Tubos contendo apenas DMF também foram
avaliados. Os valores de CMI foram obtidos a partir da menor concentracdo dos compostos
onde ndo foi observado qualquer crescimento de bactérias. Apds plagueamento, os valores da
CMB e CMF foram medidos através da inoculacdo dos caldos utilizados para determinacao
do CMI. Os valores de CMB e CMF foram observados a partir do crescimento da diluigcdo
subsequente. Os valores da CMI, da CMB e da CMF, foram expressos em pg/mL (NCCLS,
2003).
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8.4.2. Toxicidade Aguda

Para este procedimento foi utilizado o método descrito por Carlini, E. A. et al., 1991.
As observacdes comportamentais foram registradas em fichas apropriadas de triagem
farmacoldgica adaptadas por Malone, R. A., 1977. Foram utilizados camundongos albinos
swiss fémeas pesando em meédia 20-30 g com aproximadamente 60 dias. Os animais foram
privados de alimentacdo 20 h antes do experimento. As substancias ap6s solubilizagdo com
propilenoglicol foram administradas por via oral na mais alta dose recomendada, de 2000
mg/kg, calculando-se o volume a ser administrado em relacdo ao peso de cada animal. Os
efeitos gerais foram observados com os animais em livre movimentacdo, em superficie plana,
por um periodo de 60 min. Seguida por periodo constante de observagdo por um total de 14
dias. Apds os 14 dias de observacédo, os animais foram eutanasiados e seus 6érgdos (baco, rins

e figado) analisados macroscopicamente.

8.4.3. Atividade Antitumoral

Para determinagdo da atividade antitumoral do derivado 06 foram realizados ensaios
pré-clinicos em roedores portadores de tumores malignos. Foram selecionados camundongos
albinos swiss machos (Mus musculus) com sessenta dias de nascidos e pesos entre 25 e 35
gramas, divididos em grupos de seis animais por gaiolas, mantidos em condi¢des controladas
de iluminacgdo (ciclo de 12 horas claro/escuro) e temperatura (22°C) e agua ad libitum. A
implantagcdo dos tumores solidos de Sarcoma 180 e Carcinoma de Ehrlich foi realizada
segundo método de Stock (STOCK, C. C., et al.,, 1955) e modificada por Komiyama
(KOMIYAMA, K., 1992).

O tratamento teve inicio 48 horas ap6s os implantes e a administracdo foi por via
intraperitoneal com doses de 10mg/kg e 5mg/kg do composto teste, 2,5mg/kg para 0 grupo

padrdo (utilizando Metotrexato) e solugéo salina para os grupos controles.

Lucas Olverra da Silva



Sintese de Derivados Aril-Semicarbazonicos como Prot6tipos Moleculares Contra o Trypanosoma cruzi (Antichagas) 85

8.4.4. Atividade antichagésica e citotoxicidade

8.4.4.1. Avaliacdo da atividade anti-T. cruzi

Para determinar o efeito anti-proliferativo para T. cruzi, formas epimastigotas (10%/ml)
crescidos em culturas axénicas, na fase log de crescimento, serdo colocadas em placas de 96
pocos no volume de 100 ml, sob condi¢des de cultura adequadas (26°C). Os testes foram
conduzidos tendo como controle o benznidazol (50 mg/ml) e culturas de parasitos sem
tratamento. As substancias foram avaliadas quanto a concentracdo inibidora de 50% do
crescimento dos parasitas (ICsge) Onde formas epimastigotas da cepa Y de T. cruzi foram
cultivadas durante 24 horas, respectivamente, na presenca de diferentes concentracdes dos
compostos, procedendo-se em seguida a contagem de parasitas viaveis. O célculo da ICsgy, foi
determinada por meio de uma regressao linear simples utilizando o software Prisma 4

Graphpad.

8.4.4.2. Obtencdo de células esplénicas de camundongos isogénicos e ensaio de
citotoxicidade

Células esplénicas foram obtidas de acordo com metodologia descrita na literatura
(PEREIRA, V. R. A. et al., 2005). Apds sacrificio do animal por asfixia em CO,, 0 baco de
cada camundongo foi removido em condicdes assépticas e, em fluxo vertical, macerado em
placa de Petri contendo meio de cultura RPMI. As suspensfes celulares obtidas foram
centrifugadas a 4°C, durante 5 minutos. Apos descarte do sobrenadante, adicionou-se agua
destilada ao sedimento promovendo lise das hemacias. Marcou-se cinco minutos, coletou o
sobrenadante e centrifugou novamente a 4°C, 200 rpm por cinco minutos. O sedimento
(contendo as células esplénicas) foi ressuspendido em meio RPMI 1640 e uma aliquota de
cada suspensdo celular removida, diluida 1:10 em azul de trypan e quantificada em camara de
Neubauer para se verificar as células viaveis.

Células esplénicas (6x10° células/pogo) foram cultivadas em placas de 96 pocos de
fundo plano, contendo meio de cultura RPMI com 10% de soro bovino fetal. Para o ensaio de

citotoxicidade, as ceélulas foram incubadas com os compostos em sete diferentes
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concentragdes (faixa de 200 a 0,1 pg/mL) e com 1 uM de timidina tritiada/po¢o durante 24 h
em estufa de CO, a 37°C. Em paralelo, foram feitos controles com células tratadas com
saponina (0,05%), com células tratadas com DMSO (0,05%), substancias com reconhecida
atividade toxica e um controle sem tratamento. Apos 24 h de incubacdo, as células foram
coletadas em papel de fibra de vidro e, posteriormente, a captacdo de timidina tritiada foi
determinada através do contador beta de cintilagdo. O percentual de citotoxicidade foi
determinado comparando-se a percentagem de incorporacdo de timidina tritiada nos pocos

com as drogas em relacdo aos po¢os néo tratados.

9. DADOS FISICO-QUIMICOS E ESPECTROSCOPICOS

9.1. COMPQOSTO 01: 4-dimetil-aminobenzaldeido semicarbazona

F.M.: C10H14N4O

H
|
\N/"T”“z M.M: 206.24
CHs 0 Cristais amarelo; Rendimento: 42%; P.F: 225-227°C;
|

CH, Ry: 0,35 (Meio de eluicéo: acetato de etila).
RMN *H (300 MHz, ppm, DMSO-ds): 62.93 (s, 6H, CHs); 6.33 (s, 2H, NH,); 6.68 (d, 2H, J=
8.99 Hz, Ar-H); 7.49 (d, 2H, J=8.99 Hz, Ar-H); 7.70 (s, 1H, CH=N); 9.94 (s, 1H, NH).

9.2. COMPQOSTO 02: 4-hidroxi-3-metoxibenzaldeido semicarbazona

F.M.: C9H11N303

H
|
HyCO \N/NTNHZ M.M: 209.20
:@A o Cristais amarelo; Rendimento: 81%; P.F: 237-239°C;
HO

Ryf: 0,43 (Meio de eluicdo: acetato de etila).

RMN *H (300 MHz, ppm, DMSO-d): & 3.81 (s, 3H, CHa); 6.46 (s, 2H, NH,); 6.75 (d, 1H,
J=7.79 Hz, Ar-H); 6.96 (d, 1H, J= 7.79 Hz, Ar-H); 7.37 (s, 1H, Ar-H); 7.71 (s, 1H, CH=N);
9,31 (s, 1H, OH); 10.04 (s, 1H, NH).
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9.3. COMPOSTO 03: 4-metoxibenzaldeido semicarbazona

F.M.: CoH11N30O,

H
|
\N/NTNHZ M.M: 193.20
/@A 5 Cristais  branco;Rendimento:
H;CO

Rf: 0,53 (Meio de eluicdo: acetato de etila).

P.F. 210-212°C;

RMN *H (300 MHz, ppm, DMSO-dg): & 3.45 (s, 3H, CHa); 6.40 (d, 2H, J= 7.00 Hz, Ar-H):
7.13 (s, 2H, NH,); 7.36 (d, 2H, J= 7.00Hz, Ar-H); 7.50 (s, 1H, CH=N); 9.35 (s, 1H, NH).

9.4. COMPQOSTO 04: Cinamaldeido semicarbazona

F.M.: CloHllNgo

H
|
\ \N/NTNHZ MM 18921
©/\/\ 5 Cristais amarelo claro; Rendimento: 89%; P.F: 215-217°C;

Ry. 0,64 (Meio de eluicdo: acetato de etila).

RMN H (300 MHz, ppm, DMSO-dg): 56.30 (s, 2H, NH,); 7.27-7.40 (m, 5H, Ar-H); 7.5-7.75

(m, 3H, CH); 10.21 (s, 1H, NH).

9.5. COMPOSTO 05: 2,6-piridina-dicarboxaldeido semicarbazona

0 \/(l/ o F.M.: CogH11N7O;
HZN*T/"\ N, /N\T JKNHZ M.M: 249.23
H H

272°C; Rt 0,66 (Meio de eluicdo: cloroférmio/metanol 1:1).
RMN *H (300 MHz, ppm, DMSO-dg): Dados nio obtidos.

Cristais amarelo; Rendimento: 55%; P.F: 270-

Lucas Olverra da Silva



Sintese de Derivados Aril-Semicarbazonicos como Prot6tipos Moleculares Contra o Trypanosoma cruzi (Antichagas) 88

9.6. COMPOSTO 06: Isoftaldeido semicarbazona

o \/@\/ o F.M.: C10H12N6O2
HZN*T/"\ Z "\T)knuz M.M: 248.24
H H

Cristais branco; Rendimento: 89%; P.F: 245-246°C;

Ry: 0,76 (Meio de eluicdo: cloroférmio/metanol 1:1).
RMN *H (300 MHz, ppm, DMSO-dg): & 6.59 (s, 4H, NH,); 7.38 (t, 1H, J= 7.49 Hz, Ar-H);
7,66 (d, 2H, J= 7.19 Hz, Ar-H); 7.86 (s, 2H, CH=N); 8.08 (s, 1H, Ar-H); 10.37 (s, 2H, NH).

9.7. COMPQOSTO 07: 4-bromobenzaldeido semicarbazona

F.M.: CgHgBrN3O

\N/ NHz| M.M: 242.07
/©/\ T Cristais branco; Rendimento: 83%; P.F: 237-239°C;
Br

Rf: 0,64 (Meio de eluicdo: acetato de etila).
RMN *H (300 MHz, ppm, DMSO-dg): & 6.54 (s, 2H, NH,); 7.56 (d, 2H, J= 6.59 Hz, Ar-H);
7.69 (d, 2H, J=6.59 Hz, Ar-H); 7.79 (s, 1H, CH=N), 10.33 (s, 1H, NH).

9.8. COMPQOSTO 08: 4-fluorbenzaldeido semicarbazona

H F.M.: C3H8FN30

\N/N NH| M.M: 181.16
/O/\ T Cristais branco; Rendimento: 84%: P.F: 230-232°C;
F

R 0,55 (Meio de eluicdo: acetato de etila).
RMN *H (300 MHz, ppm, DMSO-dg): & 6.51 (s, 2H, NH,); 7.22 (d, 2H, J= 8.99 Hz, Ar-H);
7.77 (d, 2H, J=5.39 Hz, Ar-H); 7.82 (s, 1H, CH=N); 10.24 (s, 1H, NH).
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9.9. COMPOSTO 09: 4-clorobenzaldeido semicarbazona

H

N NH
/@/\N/ T
0
ci

N

F.M.: CgHgCIN3O

M.M: 197.62

Cristais branco; Rendimento: 81%; P.F: 235-236°C;
Ry: 0,65 (Meio de eluicdo: acetato de etila).

RMN *H (300 MHz, ppm, DMSO-dg): 56.55 (s, 2H, NH,); 7.42 (d, 2H, J= 8.39 Hz, Ar-H);
7.75 (d, 2H, J= 8.39 Hz, Ar-H): 7.81 (s, 1H, CH=N); 10.32 (s, 1H, NH).

9.10. COMPOSTO 10: 3,4-diclorobenzaldeido semicarbazona

|
cl N /N\H/NHZ
N
o
cl

F.M.: CgH;CI;N30

M.M: 232.06

Cristais branco; Rendimento: 88%; P.F. 246-247°C;
Ry 0,60 (Meio de eluicdo: acetato de etila).

RMN *H (300 MHz, ppm, DMSO-ds): 56.60 (s, 2H, NH,); 7.63 (d, 2H, J= 8.39 Hz, Ar-H);
7.78 (s, 1H, Ar-H) 8.12 (s, 1H, CH=N); 10.42 (s, 1H, NH).

9.11. COMPOSTO 11: 2-piridinacarboxaldeido semicarbazona

H

AN \N/J'TNHZ
CN(\ o

F.M.: C7H8N4O
M.M: 164.16
Cristais branco; Rendimento: 86%; P.F: 206-207°C;

Rt 0,87 (Meio de eluicdo: cloroférmio/metanol 7:3).

RMN *H (300 MHz, ppm, DMSO-dg): 66.93 (s, 2H, NH,); 7.83 (t, 1H, J= 8.09 Hz, Ar-H);
7.99 (s, 1H, CH=N); 8.28 (d, 1H, J= 8.09 Hz, Ar-H); 8.44 (t, 1H, J= 8.09 Hz, Ar-H); 8.75 (d,
1H, J= 8.09 Hz, Ar-H); 11.23 (s, 1H, NH).
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9.12. COMPOSTO 12: 3-piridinacarboxaldeido semicarbazona

H

|
AN \N/NTNHZ
= 0
N

F.M.: C7H3N4O
M.M: 164.16
Cristais branco; Rendimento: 67%; P.F: 218-220°C;

Ry: 0,80 (Meio de eluicdo: cloroférmio/metanol 7:3).

RMN H (300 MHz, ppm, DMSO-ds): §6.08 (s, 2H, NH,); 7.95 (s, 1H, Ar-H). 7.95 (t, 1H, J=
7.19 Hz, Ar-H): 8.75 (d, 1H, J= 7.19 Hz, Ar-H): 8.80 (d, 1H, J= 7.19 Hz, Ar-H); 9.26 (s, 1H,

CH=N); 10.79 (s, 1H, NH).

9.13. COMPOSTO 13: 4-piridinacarboxaldeido semicarbazona

H

|
s \N/N\[(NH2
g )

7:3).

F.M.: C7H8N4O
M.M: 164.16
Cristais branco em agulha; Rendimento: 66%; P.F: 225-

226°C; Rs 0,84 (Meio de eluicdo: cloroférmio/metanol

RMN *H (300 MHz, ppm, DMSO-de): 56.68 (s, 2H, NH,); 7.69 (d, 2H, J= 4 .49Hz, Ar-H);
7.79 (s, 1H, CH=N); 8.55 (d, 2H, J= 4 .49Hz, Ar-H); 10.58 (s, 1H, NH).

9.14. COMPOSTO 14: 4-terc-butilbenzaldeido semicarbazona

T
N NH
Q/\N - T >
(o]
(H3C)3C

F.M.: C12H17N30

M.M: 219.28

Cristais branco; Rendimento: 92%; P.F: 216-218°C;
Rs: 0,57 (Meio de eluicéo: acetato de etila).

RMN *H (300 MHz, ppm, DMSO-dg): §1.31 (s, 9H, (CHa)s3); 6.52 (s, 2H, NH,); 7.43 (d, 2H,
J=8.69 Hz, Ar-H); 7.66 (d, 2H, J= 8.69 Hz, Ar-H); 7.84 (s, 1H, CH=N); 10.24 (s, 1H, NH).
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9.15. COMPOSTO 15: 4-metilbenzaldeido semicarbazona

F.M.: CnglNgo

H
|
\N/NTNHZ M.M: 177.20
/©/\ o Cristais branco; Rendimento: 82%; P.F: 215-217°C;
H,C

Rf: 0,51 (Meio de eluico: acetato de etila).
RMN *H (300 MHz, ppm, DMSO-dg): §2.34 (s, 3H, CHs); 6.49 (s, 2H, NH,); 7.22 (d, 2H, J=
8.39 Hz, Ar-H); 7.62 (d, 2H, J=8.39 Hz, Ar-H); 7.83 (s, 1H, CH=N); 10.21 (s, 1H, NH).

9.16. COMPOSTO 16: 2-tiofenocarboxaldeido semicarbazona

/ \ o F.M.: CgH7N30S
. /N\NJKNHZ M.-M:-169.20- |
| Cristais laranja claro; Rendimento: 84%; P.F. 227-230°C;
H

Rf: 0,54 (Meio de eluicdo: acetato de etila).

RMN *H (300 MHz, ppm, DMSO-dg): §6.29 (s, 2H, NH,); 7.07 (dd, 1H, J= 3.59 Hz, J= 5.09
Hz, Ar-H); 7.31 (d, 1H, J= 3.59 Hz, Ar-H); 7.55 (d, 1H, J= 5.09 Hz, Ar-H); 8.03 (s, 1H,
CH=N); 10.26 (s, 1H, NH).

9.17. COMPOSTO 17: 2-hidroxi-naftaldeido semicarbazona

o F.M.: C12H11N30,
)J\ /N\ M.M: 229.23
Cristais amarelo; Rendimento: 82%; P.F: 220-223°C;
Rf: 0,59 (Meio de eluicéo: acetato de etila).
RMN *H (300 MHz, ppm, DMSO-dg): & 6.42 (s, 2H, NH2);
7.19 (d, 1H, J=8.99 , Ar-H); 7.36 (t, 1H, J= 7.49, Ar-H); 7.54
(t, 1H, J=7.49, Ar-H); 7.83 (d, 2H, J= 7.49, Ar-H); 8.38 (d, 1H, J= 8.99, Ar-H); 8.85 (s, 1H,
CH=N); 10.28 (s, 1H, NH); 10.99 (Sjargo, 1H, OH).

H,N

Iz

OH
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9.18. COMPOSTO 18: 3-metil-1-fenil-1H-pirazol-4-carboxaldeido semicarbazona

F.M.: C12H13N5O

N CH3
QN<I i M.M: 243.26
= /N\N)J\NHZ
!

Cristais branco; Rendimento: 90%; P.F: 218-221°C;
Ry: 0,48 (Meio de eluicéo: acetato de etila).

RMN *H (300 MHz, ppm, DMSO-ds): §2.37 (s, 3H, CHa); 6.32 (s, 2H, NH,); 7.28 (t, 1H, J=
7.49 Hz, Ar-H); 7.48 (t, 2H, J= 7.49 Hz, Ar-H); 7.78 (d, 2H, J= 7.49 Hz, Ar-H); 7.84 (s, 1H,
Ar-H): 8.76 (s, 1H, CH=N); 10.12 (s, 1H, NH).

9.19. COMPOSTO 19: Tereftaldeido semicarbazona

F.M.: C10H12N602

H
|
o VQA\N/"T"“Z M.M: 248.24
HZNJ\N/”\ ° Cristais amarelo; Rendimento: 87%; P.F: acima
|
H

300°C; Rs: - (ndo foi possivel).
RMN *H (300 MHz, ppm, DMSO-dg): Dados ndo obtidos
O composto 19 apresentou alta polaridade, o que impossibilitou o calculo de seu Rf, assim

como também sua solubilizacdo para realizacio da espectroscopia de RMN *H.

9.20. COMPOSTO 20: 4-tiometilbenzaldeido semicarbazona

T F.M.: CoH11N30OS
N

N TNHZ M.M: 209.26
o Cristais branco; Rendimento: 67%; P.F: 222-224°C;
H,CS

3 Rt 0,62 (Meio de eluicdo: acetato de etila).
RMN *H (300 MHz, ppm, DMSO-dg): §2.48 (s, 3H, CHs); 6.48 (s, 2H, NH,); 7.23 (d, 2H,
J=8.09 Hz, Ar-H); 7.64 (d, 2H, J=8.09 Hz, Ar-H); 7.78 (s, 1H, CH=N); 10.20 (s, 1H, NH).
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ANEXOS: ESPECTROS DE INFRAVERMELHO DOS COMPOSTOS OBTIDOS

Composto 02: 4-hidroxi-3-metoxibenzaldeido semicarbazona
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Composto 06: Isoftaldeido semicarbazona
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Composto 09: 4-clorobenzaldeido semicarbazona
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Composto 13: 4-piridinacarboxaldeido semicarbazona
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Composto 14: 4-terc-butilbenzaldeido semicarbazona
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Composto 15: 4-metilbenzaldeido semicarbazona
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Composto 17: 2-hidroxi-naftaldeido semicarbazona
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Composto 18: 3-metil-1-fenil-1H-pirazol-4-carboxaldeido semicarbazona
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Composto 19: Tereftaldeido semicarbazona
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