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RESUMO

A doenca de Chagas, causada pelo Trypanosoma cruzi, € uma infeccdo que causa
aproximadamente 12 mil mortes a cada ano. O T. cruzi é susceptivel as tiossemicarbazonas, e
isso faz com que esta classe de compostos seja muito atraente para o desenvolvimento de
drogas. Nesse trabalho é apresentado o planejamento estrutural, sintese e avaliagdo anti-T.
cruzi de novas ariloxitiossemicarbazonas 9a-x. Para o planejamento dessa série foi utilizada a
técnica de homologacdo, introduzindo-se um grupo espagador entre o aril e a
tiossemicarbazona. Os compostos foram obtidos em duas etapas, sendo a primeira a obtengéo
de ariloxicetonas 7a-x e a segunda, a condensacdo dessas com a tiossemicarbazida, obtendo
assim as ariloxitiossemicarbazonas 9a-x. Variando os substituintes ligados ao anel aril,
observou-se substituintes que mantém ou aumentam a atividade anti-T. cruzi em comparagéo
com o derivado ndo substituido. Com poucas excecdes, 0s substituintes hidrofébicos ligados
ao anel fenil reforgaram a atividade, tal como bromo, fenil e fenoxi. Especificamente, foram
identificadas tiossemicarbazonas que inibem a proliferacdo epimastigota e sdo tdxicas para
tripomastigotas metaciclicas, sem afetar a viabilidade de esplendcitos de ratos, e mais
importante, com uma poténcia semelhante ou superior ao benznidazol e o nifurtimox. As
tiossemicarbazonas mais potentes foram avaliadas em culturas de células para inibir a
atividade da cruzaina, contudo nenhuma inibicao destas enzimas foi observada, sugerindo que
0s compostos funcionam por meio de outro mecanismo. Em concluséo, o design estrutural da
série de ariloxitiossemicarbazonas sintetizadas 9a-x levou a identificacdo de novos potentes
agentes anti-T. cruzi, tais como os compostos 9h, 9r e 9t, os quais inibiram muito a
proliferacdo de epimastigotas e foram seletivamente tdéxicas para tripomastigotas.
Mecanisticamente esses compostos ndo inibem a cruzaina, mas induzem a morte das células
T. cruzi por um processo necrético.

Palavras-Chave: Doenca de Chagas. Doencas Negligenciadas. Hidrazonas. Trypanosoma
cruzi.



ABSTRACT

Chagas disease, caused by Trypanosoma cruzi, is a life-threatening infection with
approximately 12000 deaths each year. T. cruzi is susceptible to thiosemicarbazones, and this
makes this class of compounds very appealing for the drug development. Here, it is report the
structural  planning, synthesis and anti-T. cruzi evaluation of new 9a-x
aryloxythiosemicarbazones. For planning this series we used the technique of homologation,
introducing a spacer group between the aryl and thiosemicarbazone. The compounds were
obtained in two stages, the first being obtainment aryloxy ketones 7a-x and the second step is
the  condensation of these with thiosemicarbazide, obtaining the 9a-x
aryloxythiosemicarbazones. By varying substituents attached to the aryl ring, it was observed
substituents that retain or enhance the anti-T. cruzi activity in comparison to the
nonsubstituted derivative. With few exceptions, hydrophobic substituents attached to the
phenyl ring enhanced the activity, such as bromine, phenyl and phenoxyl. Specifically, it was
identified thiosemicarbazones that inhibit the epimastigote proliferation and are toxic for
metacyclic trypomastigotes without affecting viability of mouse splenocytes, and importantly,
with a potency similar or higher than benznidazole and nifurtimox. Most potent
thiosemicarbazones in cell culture were evaluated to inhibit activity of cruzain, however no
inhibition of this enzymes was observed, suggesting that the compounds work through
another mechanism. In conclusion, the structural design performed within the series of 9a—x
aryloxythiosemicarbazones led to the identification of new potent anti-T. cruzi agents, such as
compounds 9h, 9r and 9t, which greatly inhibited epimastigote proliferation, are selectively
toxic for trypomastigotes. Mechanistically, these compounds do not inhibit the cruzain, but
induces T. cruzi cell death by a necrotic process.

Keywords: Chagas Disease. Hydrazones. Neglected Diseases. Trypanosoma cruzi.
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1.1 INTRODUCAO

A doenga de Chagas, causada pelo protozoéario flagelado Trypanosoma cruzi, afeta
cerca de 10 milhGes de pessoas na America Latina (BARRETT et al., 2003; RASSI et al.,
2010). O unico farmaco utilizado é o nitro-heterociclo benznidazol (LAFEPE, Brasil), que é
eficaz para a cura da doenca na fase aguda, mas é menos eficaz em doentes que atingiram a
fase cronica (URBINA, 2009; MACHADO et al., 2012; MARIN-NETO et al., 2009). Além
disso, 0 benznidazol ndo é considerado adequado, uma vez que exibe efeitos secundarios
graves, conduzindo um grande numero de pacientes a interromper o tratamento (PINAZO et
al., 2010). Na verdade, a doenca de Chagas é considerada a doenga tropical infecciosa mais
preocupante em toda a América Latina (TARLETON & CURRAN, 2012). Assim, existe uma
necessidade para a identificacdo de novos farmacos para o tratamento desta.

Para atender a essa necessidade, uma série de alvos moleculares para farmacos anti-T.
cruzi tém sido investigados, aumentando a velocidade e qualidade de identificacdo de um
medicamento para o tratamento da doenca de Chagas. Exemplos de alvos moleculares de T.
cruzi sdo lanosterol 14-a-desmetilase (BUCKNER & URBINA, 2012), tripanotiona redutase
(LANTWIN et al., 1994), cruzaina (ENGEL et al., 1998), trans-sialidase (DC-RUBIN &
SCHENKMAN, 2012) e fosfatidilinositol 3-quinase (WILKOWSKY, 2001). Por meio do
planejamento de farmacos baseado na estrutura, dois novos candidatos a farmacos foram
desenvolvidos recentemente: K11777, um derivado peptidil que inibe cruzaina (DOYLE et
al., 2007), e VNI, derivado oxadiazol inibidor da atividade da 14-o-desmetilase (VILLALTA
et al., 2013). Eles foram selecionados para iniciar ensaios clinicos, no entanto, as
possibilidades de uma droga ser aprovada no estagio clinico sdo muito baixas; além disso,
existe a necessidade de uma terapia de combinacdo de drogas a fim de evitar o
desenvolvimento da resisténcia das cepas do T. cruzi. Portanto, 0 nimero de potenciais
candidatos a farmacos deve ser reforcado. Tendo em vista os resultados observados para
K11777 e VNI na inibigdo do T. cruzi, o design de compostos para inibir a atividade cruzaina
e o lanosterol 14-a-desmetilase tém recebido atencdo especial (MOREIRA et al., 2009;
RASCON et al., 2013).

A enzima cruzaina, principal protease do T. cruzi, esta envolvida no processo invasao,
diferenciacéo e proliferacdo do parasita em células hospedeiras (DUSCHAK et al., 2001).
Especificamente, a cruzaina é responsavel pela degradacdo de proteinas de macréfagos,
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contribuindo para a evolucdo da infeccdo (DOYLE et al.,, 2011). No que diz respeito a
identificacdo de inibidores da cruzaina, a maior parte dos esforcos tem sido feito por meio da
investigacao de peptideos e compostos semelhantes a peptideos, tais como a ureia (DU et al.,
2000), hidrazonas (SANTOS-FILHO et al., 2009; ROMEIRO et al., 2009; SANTOS-FILHO
et al., 2012), triazdis (BRAK et al., 2008; BRAK et al., 2010) e tiossemicarbazonas (DU et
al.,, 2002; GREENBAUM et al., 2004; SILES et al., 2006). Curiosamente, as
tiossemicarbazonas foram originalmente desenvolvidas como potenciais inibidores da L-
catepsina, uma das principais proteases relacionadas a células cancerigenas. No entanto, com
base na homologia e propriedades bioguimicas semelhantes entre a L-catepsina e a cruzaina
da cruzaina. De fato, as aril tiossemicarbazonas mostraram-se como uma classe de compostos
anti-T. cruzi, capazes de inibir a atividade da cruzaina (DU et al., 2002).

Um modelo geral para a ligacdo de aril tiossemicarbazonas a cruzaina é a ligacdo de
um grupo tioamida covalentemente aos aminoacidos Cys25 e His159 e dos grupos aril a um
profundo bolso hidrofobico (DU et al., 2002; GREENBAUM et al., 2004; SILES et al., 2006;
LOZANO et al., 2012). Este modelo considera que esta classe de compostos contém dois
diferentes determinantes estruturais e sugere-se que a presenca de um espacador entre 0 grupo
aril e a tiossemicarbazona é uma estratégia possivel para aumentar a poténcia antichagasica
frente a cruzaina (estratégia de homologacdo) (MOUSSA et al., 2011; POMPEU et al., 2013).

Nesse trabalho, usou-se o grupo espacador alcOxi para preparar uma nova série de
ariloxitiossemicarbazonas 9a-x. Uma variedade de substituintes foram ligados ao anel fenil de
forma a examinar o papel de um substituinte em termos de contribuicdes eletrénicas para o
atividade anti-T. cruzi. A avaliagdo da atividade anti-T. cruzi para 0s compostos 9a-x serviu
para a identificagdo da maioria dos determinantes estruturais para a atividade, assim como

para encontrar ariloxitiossemicarbazonas com poténcia igual ou maior do que o benznidazol.
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1.2 OBJETIVOS

1.2.1 OBJETIVO GERAL

Visando-se a identificacdo de novos agentes tripanocidas, esse trabalho teve como
objetivo realizar o planejamento e a sintese de novas ariloxitiossemicarbazonas quimicamente
funcionalizadas, estruturalmente planejadas através da estratégia de homologacéo, e posterior

avaliacdo das propriedades antichagasicas desses compostos.

1.2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Sintetizar uma série de inéditas ariloxitiossemicarbazonas 9a-x;

e Caracterizar a estrutura de todos os compostos através de técnicas de Ressonancia
Magnética Nuclear de Protons (*H-RMN) e Carbono (33C-RMN), Infravermelho (IV) e
LCMS;

e Analisar a citotoxicidade celular frente a células de mamiferos;

e Auvaliar atividade anti-proliferativa “in vitro” frente a tripomastigotas e epimastigotas
do T. cruzi, com determinacdo da concentracao inibitdria para 50% (Clso);

e Avaliar quanto a inibicdo da atividade de cruzaina, as ariloxitiossemicarbazonas mais
ativas frente a tripomastigota;

e Avaliar o processo de morte celular (necrose/apoptose) do T. cruzi quando exposto a

essas ariloxitiossemicarbazonas.
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1.3 REVISAO DA LITERATURA

1.3.1 DOENCA DE CHAGAS

1.3.1.1 Historico

A doenca de Chagas constitui-se um dos maiores problemas de Saude Publica em
paises do cone sul das Américas, pela sua vasta distribuicdo, altos indices de prevaléncia e
gravidade de evolucdo (REY, 2013; CERECETTO & GONZALEZ, 2008). Estima-se que
sejam de 18 a 20 milhdes os individuos infectados nessa regido e que outros 100 milhGes
vivam em areas de risco de contaminacao (DIAS et al., 2009).

O primeiro relato de doenca de Chagas pode ter sido realizado pelo famoso cientista
Charles Darwin, que possivelmente contraiu a infeccdo através do T. cruzi durante a sua
expedicdo a América do Sul em 1835. Isto pode ser sugerido por sua vivida descricdo do
contato com o barbeiro, triatomineos, e por alguns de seus sintomas na vida adulta
(BERNSTEIN, 1984).

Também conhecida como tripanossomiase americana, esta infeccdo permanente é
causada pelo protozoario Trypanosoma cruzi, e foi descoberta em 1909, pelo médico
brasileiro Carlos Chagas (1879-1934) (Figura 1). O relato original de Chagas (CHAGAS,
1909) € unico na histéria da medicina, no sentido de que um Unico cientista descreveu
detalhadamente tanto o ciclo de transmissao (vetores, hospedeiros, e um organismo infeccioso
novo) quanto as manifestacfes clinicas agudas do primeiro caso humano. Desta forma, a
descoberta da doenca de Chagas passou a ser tratada pelos contemporaneos e pela
memorialistica médica, até o presente, como um mito glorificador da ciéncia brasileira
(KROPF, 2013a)
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Figura 1: Visita de Einstein ao Instituto Oswaldo Cruz. Da esquerda para a direita: Carlos Burle de Figueiredo,
Antodnio Eugenio de Aréa-Ledo, ndo identificado, Nicanor Botafogo Gongalves da Silva, Adolpho Lutz, Alcides
Godoy, Carlos Chagas, Astrogildo Machado, Albert Einstein, José da Costa Cruz, ndo identificado, José
Carneiro Felippe e Leocadio Chaves. Foto de J. Pinto. Rio de Janeiro, maio de 1925. Departamento de Arquivo e
Documentacdo da Casa de Oswaldo Cruz/Fiocruz (KROPF, 2013b).

1.3.1.2. Epidemiologia

Um século depois de sua descoberta, a doenca de Chagas permanece como uma
doenca tropical negligenciada na América Latina (COURA & DIAS, 2009; MONCAYO &
SILVEIRA, 2009). Globalmente essa enfermidade é descrita como a terceira mais importante
doenca parasitaria, sendo responsavel por significativos encargos econémicos e de saude
publica na América Latina (CERECETTO & GONZALEZ, 2008).

Estimativas informam que essa doenca leva a 6bito aproximadamente 14 mil pessoas
por ano nessa regido, matando mais do que qualquer outra doenga negligenciada, inclusive a
malaria. Relata-se também que outros 100 milhdes de individuos vivam em areas de risco de
contaminacéo (DIAS et al., 2009; HOTEZ, 2008).

Em pesquisas realizadas na década de 1980, estima-se que 100 milhGes de pessoas
(25% de todos os habitantes da América Latina) estavam em risco de infeccdo, e 17,4 milhdes
foram infectadas em 18 paises endémicos em 1980-85 (WHO, 2002).
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Os dados mais recentes no Brasil apontam que a doenca de Chagas segue como
problema de saude publica, sendo observados casos e surtos em diferentes estados (Bahia,
Ceara, Piaui, Santa Catarina, S&o Paulo), sendo sua maior a frequéncia na regido da Amaz6nia
Legal, que engloba os estados do Amazonas, Maranhdo, Mato Grosso, Amapd, Para,
Tocantins (MINISTERIO DA SAUDE, 2009). A doenca de Chagas ¢ a quarta causa de morte
no Brasil entre as doencas infecto-parasitarias, sendo as faixas etarias mais atingidas acima de
45 anos. (ARAUJO et al., 2013).

Atualmente estudos mostraram um crescimento rapido e notavel em paises fora da
Ameérica Latina, intitulados paises ndo endémicos (Australia, Canada, Espanha e E.U.A)
(Figura 2). Isto se deve ao advento da migracao de aproximadamente 15 milhGes de pessoas
vindas de areas conhecidamente endémicas (DNDi, 2013; SCHMUNIS, 2007).

Figura 2: Numero estimado de imigrantes infectados pelo Trypanosoma cruzi vivendo em paises ndo
endémicos.
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Dados fornecidos pelo Canada, Australia e Japdo em 2006 (SCHMUNIS, 2007); os EUA em 2005 (BERN &
MONTGOMERY, 2009); Espanha em 2008 (GASCON et al., 2009); e outros paises da Europa em
2004(GUERRI-GUTTENBERG et al., 2009).

Estima-se que nos EUA existam 300.167 pessoas infectadas, sendo este valor
aproximadamente seis vezes maior que o0s casos relatados na Espanha (BERN &
MONTGOMERY, 2009; TARLETON et al., 2007). Na Europa Ocidental, em 2008 foi
relatado que o numero total de pessoas infectadas vivendo nesta regido € de 25 a 40 mil,
tendendo a aumentar(CASTRO, 2009; JACKSON et al., 2009; LOPEZ-CHEJADE et al.,

2009; MILEI et al., 2009).
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1.3.1.3 Ciclo Biologico do Trypanosoma cruzi

O ciclo bioldgico do T. cruzi é do tipo heteroxénico, passando o parasito por uma fase
de multiplicagdo intracelular no hospedeiro vertebrado (homem e mamiferos pertencentes a
sete ordens diferentes) e extracelular no inseto vetor (triatomineos) (NEVES et al., 2005).
Este ciclo compreende trés estadgios ou formas principais, dotadas de caracteristicas
morfologicas e bioldgicas distintas.

As formas evolutivas envolvidas nesse ciclo sdo a amastigota, tripomastigota e
epimastigota. As formas tripomastigotas ndo replicativas sdo encontradas na corrente
sanguinea. As amastigotas intracelulares replicativas sdo encontrados no tecido de
hospedeiros mamiferos, enquanto epimastigotas replicativas e tripomastigotas metaciclicas
infecciosas infectam o vetor triatomineo (LEAO et al., 1997). A Figura 3 (abaixo) descreve

as formas evolutivas e o ciclo de vida do T. cruzi.

Figura 3: Ciclo de vida do Trypanosoma cruzi.
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Estdgios do T. cruzi no inseto vetor — 1) Tripomastigotas chegam ao intestino do triatomineo ou “barbeiro”, no
momento em que 0 mesmo faz um repasto sanguineo no hospedeiro mamifero infectado. 2) No intestino médio
do triatomineo, as tripomastigotas invadem o interior das células epiteliais, diferenciando-se em amastigotas e se
proliferando. 3) Amastigotas iniciam a diferenciacdo em epimastigotas. O estagio intermediario entre essas duas
formas é o de esferomastigota. 4) Finalmente esferomastigotas completam a diferenciagdo em epimastigotas e se
proliferam novamente. 5) Através de um processo chamado metaciclogénese, epimastigotas diferenciam-se em
tripomastigotas metaciclicas (forma infectante do parasita).
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Estégios do T. cruzi em humanos e outros mamiferos — 6) Quando o inseto pica um humano saudavel, ele passa,
através das fezes, tripomastigotas metaciclicas que alcancam a corrente sanguinea. 7) Tripomastigotas invadem
as células hospedeiras se diferenciando em amastigotas e se proliferando intracelularmente. 8) As amastigotas
podem escapar das células diferenciando-se em tripomastigotas e alcancando novamente a corrente sanguinea,
sendo capazes de infectar novas células. (GONZALEZ et al., 2013).

1.3.1.4 Manifestacdes Clinicas

Duas fases da doencga podem ser observadas: (1) fase aguda, transitoriamente com alta

concentracdo de parasitas nos tecidos e no sangue, sintomas nao especificos, e uma incidéncia
miocardite 5%, com uma duracdo de 4 - 8 semanas, e (2) fase cronica, que permanece ao
longo da vida. A fase cronica pode se apresentar como forma indeterminada, caracterizada
pela auséncia de sintomas, ECG normal e exame radiografico normal do térax, eséfago e
colon. Aproximadamente 60 - 70% dos pacientes permanecem desta forma para o resto de
suas vidas. Apenas 20 - 40% dos individuos infectados, 10 - 30 anos ap06s a infec¢do aguda
inicial, ira desenvolver forma crénica doenca. Essa fase representa um substancial problema
de saude publica, devido a alta morbidade e mortalidade (MILEI et al., 2009; RASSI et al.,
2000; RASSI et al., 2010).
A fase aguda é comumente assintomatica ou pode apresentar uma doenca febril autolimitada.
Os sintomas aparecem 1-2 semanas depois da exposi¢do a triatomineos infectados, ou até
alguns meses apos a transfusdo de sangue infectado (PINTO et al., 2009). As manifestacGes
gerais sao representadas por febre, mal-estar geral, dor de cabeca, perda do apetite, fraqueza,
edema localizado ou generalizado, inchago de ganglios linfaticos (adenopatia), hepatomegalia
e esplenomegalia. Em alguns pacientes, principalmente criancas ou individuos
imunodeficientes, quadros meningeos graves, alteracdes no eletrocardiograma e de IC
(Insuficiéncia Cardiaca) podem estar associados, chegando a ocorrer 6bito. E importante
ressaltar que a gravidade da infeccdo depende também de outros fatores, como a viruléncia do
parasito e o tamanho do inéculo (ALMEIDA-LEITE et al., 2007; CARDENAS et al., 2004;
RASSI & MARIN-NETO, 2000).

Os sintomas da fase aguda resolvem-se espontaneamente em cerca de 90% dos
individuos infectados quando a infeccdo ndo é tratada com farmacos tripanocidas. Uma
reativacdo da doenga de Chagas pode ocorrer em pacientes com infec¢do crénica que tornam-
se imunologicamente comprometidos, tais como os que sdo coinfectados com HIV ou os que

estdo recebendo drogas imunossupressoras (BRAZ et al., 2008.).
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Apds a fase aguda, a doenca caracteriza-se por apresentar positividade de exames

sorolégicos e/ou parasitolégicos, auséncia de sintomas e/ou sinais da doenca,
eletrocardiograma convencional normal e coracdo, esdfago e cdlon radiologicamente normais.
Aproximadamente 50% dos pacientes chagasicos que tiveram a fase aguda evoluem para a
fase indeterminada, que, apesar de assintomatica e de apresentar lesbes muito discretas, pode
causar morte subita de alguns pacientes mais debilitados (NEVES et al., 2005).
Cerca de um terco dos casos agudos da doenca de Chagas alcancam a fase cronica. Esta, em
alguns casos, segue imediatamente para o periodo agudo. Em outros, instala-se depois da fase
indeterminada, anteriormente descrita (BLACK, 2002; REY, 2001). Pacientes nessa fase da
doenca apresentam manifestacdes clinicas diversas, afetando de forma irreversivel um ou
mais orgdos. A cardiopatia chagasica crbnica e o aparecimento dos ‘“megavisceras”
(megaesdfago e megacolon, principalmente) representam as formas clinicas de maior
gravidade (Figura 4). (SZAJNMAN et al., 2000; MONCAYO, 2003; CAZZULO et al.,
2001).

Figura 4: Foto de hipertrofia maligna cardiaca e megacolon, respectivamente (InformagGes Biomédicas, 2013).

Dentre os seus principais sintomas da fome cronica enquadram-se arritmias (75.000
casos/ano), insuficiéncia cardiaca, tromboembolismo, insénia, congestdo visceral e edema dos
membros inferiores. Na forma cardiaca, 0 coracdo mostra-se macroscopicamente aumentado
de volume e mais pesado do que o normal (300 g), com peso de 550 g em média e hipertrofia
das paredes. (NEVES et al., 2005).

As manifestacOes digestivas sdo representadas principalmente no Brasil e na Argentina
por alteracBes morfologicas e funcionais importantes, como, por exemplo, a incoordenagdo
motora (aperistalse, discinesia) caracterizando o megaes6fago e o megac6lon (NEVES et al.,
2005).
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No caso do megaesofago (45.000 casos/ano), observa-se 0 aumento do diametro do
0rgdo e alteracbes na motilidade, além de sintomas como dores epigastricas, regurgitacéo,
hipertrofia das glandulas salivares, disfagia, pirose, soluco, tosse e sialose. Acomete mais o
sexo masculino do que o feminino, sendo mais frequente na zona rural endémica. O
megacolon (30.000 casos/ano) apresenta como principal caracteristica a obstipacdo do érgéo,
podendo durar semanas, e a perfuracdo levando por vezes a peritonite (MONCAYO, 2003;
NEVES et al., 2005; RASSI, 1992).

1.3.1.5 Transmissao

As formas bésicas de transmissdo da doenca de Chagas humana (DCH) correspondem
a transmissdo pelo inseto vetor (Triatoma infestans) e pela transfuséo de sangue. Consideram-
se alternativas as demais vias descritas como: oral, congénita e por transplantes de 6rgaos
(DIAS et al., 2011; CHIEFFI & AMATO NETO, 2000; DIAS & MACEDO, 2005). Relatos
da literatura tém informado que a transmisséo vetorial foi significativamente reduzida devido
aos esforcos de controle, como a Iniciativa do Cone Sul, um dos maiores programas de
cooperacdo internacional contra a doenca de Chagas, criada em Brasilia em julho de 1991.
(DIAS et al., 2002; DIAS, 2006).

Levando em consideracado este fato, as transfusdes de sangue, transplantes de 6rgaos e
as transmissdes congénitas comecam a representar riscos reais de transmissao da doenga de
Chagas (MILEI et al., 2009).

A Triagem das gestantes para a doenca de Chagas durante os cuidados de saude pré-
natal, especialmente quando eles nascem em uma area endémica, tem importante papel para
diminuir a incidéncia da transmissao de mée para filho, a chamada congénita (DNDi, 2013).
Este tipo de contaminacdo ocorre quando existem ninhos de amastigotas na placenta, que
podem liberar tripomastigotas, chegando a circulacao fetal (NEVES et al., 2005).

Na América Latina, a doenga de Chagas afeta cerca de dois milhdes de mulheres em
idades férteis, que sdo susceptiveis de transmiti-la para o seu feto (DAUBY et al., 2009).
Estimativas recentes indicam que na América do Norte, por ano, pelo menos 2.000 recem-
nascidos estejam sujeitos a contrai-la (BUEKENS et al., 2008).

A transmissdo transfusional ganhou relativa importancia epidemiolédgica nas duas

ultimas décadas em funcéo da migracdo de individuos infectados para os centros urbanos e da
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ineficiéncia no controle das transfusdes nos bancos de sangue (MINISTERIO DA SAUDE,
2009). A prevaléncia de sangue infectado para doagdo por T. Cruzi na Europa e América do
Norte varia muito, chegando a 0,62% na Espanha (PIRON, 2008). Recentemente, E.U.A.,
Espanha e Franca implementaram medidas para reduzir o risco transfusional através da
selecdo dos doadores de sangue e as estratégias de exclusédo (CASTRO, 2009).

O risco de transmisséo transfusional da infeccdo chagésica no Brasil é 10-15 vezes
aquela estimada para a infeccédo pelo HIV, HBV ou HCV, dependendo da regido (GONTIJO
& SANTOS, 2013).

Uma Nota Técnica da ANVISA (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria) divulgada
no Brasil em 2007 revelou quea transmissdo via oral vem mostrando alguma relevancia,
principalmente devido ao surto em Santa Catarina no ano de 2005. Nesse episodio foram
identificados 45 casos suspeitos de Doenca de Chagas Aguda (DCA) relacionados a ingestdo
de caldo de cana, 31 com confirmacéo laboratorial, sendo que cinco pacientes evoluiram para
obito.

Nos anos de 2000, 2001 e 2004, ocorreram 57 casos de DCA por transmisséo oral; no
periodo de 2005 a 2007, esses numeros somaram 301 casos. No ano de 2006 houve a
confirmacdo de 115 casos de DCA, na regido Norte e Nordeste, sendo 94 casos de
transmissdo via oral, devido ao consumo na maioria dos casos de acai contaminado.
Registrou-se também neste periodo surto pela ingestdo de bacaba e de cana-de-aglUcar
(ANVISA, 2008). Em 2008, foram diagnosticados 94 casos de DCA no estado do Para, dos
quais 57 (65%) estavam envolvidos em transmissdo oral; 20, no estado do Amapa, todos por
provavel transmissdo oral e 7 no estado do Tocantins, 4 por transmissdo oral (80%) e 1
vetorial(MINISTERIO DA SAUDE, 2009).

1.3.1.6 Tratamento Clinico

Mesmo apds mais de 100 anos da descoberta da doenca de Chagas, o tratamento
especifico anti-T. cruzi permanece inapropriado e irresoluto, permitindo efeitos supressivos,
podendo apenas diminuir a parasitemia no curso do tratamento, ndo garantindo, portanto, a
cura definitiva (TEIXEIRA, 2002).

Os primeiros compostos desenvolvidos experimentalmente para o tratamento

especifico da tripanossomiase americana, apés a sua descoberta em 1909, foram o atoxyl
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(arsénico), a tintura de fucsina, o tartaro emético (antimonial pentavalente) e o cloreto de
mercudrio. Todos estes compostos se mostraram ineficazes no tratamento proposto, além de
exibirem uma alta toxicidade (COURA & CASTRO, 2002; CROFT, 1999).

Entre os anos de 1936 e 1960 diversos medicamentos foram testados na tentativa de
obter-se éxito, porém estes apenas alcancaram resultados negativos ou duvidosos. Dentre 0s
testados destacam-se os derivados de quinoleinas e varios outros antimalaricos, arsenobenzois
e outros arsenicais, fenantridinas, sais de ouro, bismuto, cobre e de zinco, iodeto de sodio,
violeta de genciana, aminopterinas, acido para-aminosalicilico, hidrazida do &cido nicotinico,
sulfonamidas, anti-histaminicos, ACTH e cortisona, derivados da estilomicilina, anfotericina
B e mais de 30 antibidticos, e alguns nitrofuranos (BRENER, 1968).

Maior atencdo foi dada aos nitrocompostos a partir da década de 40 com sua
introducdo e emprego em terapéutica, periodo em que milhares de compostos desta classe
foram sintetizados e testados frente a diversas doencgas, dentre estas a doenca de Chagas. Estes
pareciam ter atividade bioldgica dependente da presenca do grupo nitro ligado a molécula,
que resultava basicamente em mudancas na estabilidade do mesmo, intermediada por
interacbes entre o nitrocomposto e o seu alvo na biofase. Dentre estes nitrocompostos,
destacam-se os derivados nitrotiofénicos, nitrofurénicos, nitrobenzénicos e nitroimidazoélicos
(Figura 5) (HORROCKS et al., 2007).

Figura 5: Subestruturas quimicas fundamentais de nitrocompostos empregados em terapéutica.
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A década de 60 trouxe diversos avangcos na terapia da doenca de chagas, com
mudancas benéficas a nivel de direcionamento para o desenvolvimento de novos farmacos
eficazes no tratamento antichagasico. O primeiro passo foi dado a partir da utilizacdo de um
derivado dos nitrofuranos, a Nitrofurazona (5-nitro-2-furaldeido-semicarbazona) (Figura 6),
em esquema de duracdo prolongada (53 dias em média) na dose de 100mg/kg/dia, que curava
mais de 95% dos camundongos cronicamente infectados. Entretanto, a concluséo final foi de

que a Nitrofurazona poderia ser curativa, mas 0s pacientes nao toleravam os efeitos colaterais
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nas doses e no tempo necessario para a cura, devido a sua alta toxicidade (COURA &

CANCADO, 2013).

Figura 6: Estrutura molecular da nitrofurazona
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No final da década de 1960 dois novos nitrocompostos (Figura 7), 0s quais Sdo

utilizados até hoje surgiram trazendo melhores perspectivas para o tratamento da doenca de

Chagas, tanto pelo potencial curativo, particularmente para a fase aguda, como também por

exibirem uma melhor tolerancia quando comparados aos anteriores. Esses dois farmacos sao o

nifurtimox, um derivado nitrofuranico: 3-metil-4-(5"-nitrofurfurilidenoamino) tetrahidro-4H-

1, 4-tiazina-1,1-dioxido (Bayer 2502) comercializado como nome de Lampit; e o benznidazol,

um derivado 2-nitroimidazoélico:

N-benzil-2-nitroimidazol

acetamida (RO 7-1051),

comercializado com o nome de Rochagan® no Brasil e Radanil® na Argentina (DIAS et al.,

2009).

Figura 7: Farmacos utilizados na terapia antichagasica.
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Ambos compostos tém sido principalmente utilizados no tratamento de pacientes

agudos e crbnicos recentes, nos quais se observam resultados positivos, principalmente em

criangas (menos de 15 anos), calculando-se um percentual médio de cura em torno de 80%, no

tratamento de infecces congénitas, transplantes de 6rgdos de doadores infectados, quadros de

reagudizacdo de pacientes imunossuprimidos (CASTRO & SOEIRO, 2013). O tratamento de
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pacientes que estdo no estagio crénico indeterminado ou sintomatico da doenca de Chagas
tem sido debatido h& anos, e a eficacia de fa&rmacos no paciente nesta situacdo permanece
incerta (MURCIA et al., 2012). Apesar da maioria dos estudos revelar uma baixa eficiéncia
destes farmacos durante a terapia de pacientes crénicos, avaliaces recentes tém sugerido o
tratamento de modo a retardar ou mesmo evitar a evolucdo da doenca crénica (CASTRO &
SOEIRO, 2013).

A acdo destes farmacos é afetada diretamente por algumas condigdes, como a duracéo
do tratamento, a idade e a distribuicdo geogréafica dos pacientes, entre outros. O grupamento
nitro (NO;), considerado como parasitoforo, presente em ambas as moléculas, estd
diretamente relacionado nos seus mecanismos de acao, também contribuindo para a elevada
toxicidade apresentada por estas (DIAS et al., 2009).

O nifurtimox € tripanocida contra as formas amastigotas do T. cruzi. Seu mecanismo
de acdo envolve a reducdo parcial ao anion radical seguida por auto-oxidacéo para regenerar o
nitrofurano original e formar o radical anion superdxido e outras espécies reativas de
oxigénio, como o perdxido de hidrogénio e radical hidroxila. O T. cruzi mostra-se deficiente
em mecanismos de detoxificacdo parametabdlitos do oxigénio, particularmente o peroxido de
hidrogénio, apresentando assim, mais sensivel ao estresse oxidativo do que as células
vertebradas (BERNARDES et al., 2006).

A acédo do benznidazol ndo envolve danos oxidativos, e seu mecanismo de acéo parece
envolver uma diminuicdo da sintese de proteinas, reducdo de incorporacéo dos precursores de
RNA e diminuicdo da incorporacdo da timidina em DNA (ANANDAN, 1997; RODRIGUES
& CASTRO, 2002). O radical nitro estaria envolvido com seu efeito tripanocida através da
formagc&o de ligacdes covalentes com macromoléculas do T. cruzi (DIAZ et al., 1988).

Estudo com jovens cronicos tratados com benznidazol demonstrou cerca de 60% de
negativacdo da sorologia e que todos ficaram menos vulnerdveis a desenvolver danos
cardiacos em relacdo ao grupo ndo tratado. Apesar da recomendacdo do tratamento de todos
os individuos (agudos e crdnicos) com sorologia positiva para o parasito, ha severas criticas
relacionadas a generalizacdo desta recomendacao para 0s pacientes cronicos, pontuando-se a
necessidade de se avaliar caso a caso (CASTRO & SOEIRO, 2013).

A duracdo média do tratamento é de cerca de sessenta dias, mas quando a doenca
crénica é reativada como em pacientes imunocomprometidos, este pode durar cinco meses ou

mais. Apenas em tratamentos de pacientes contaminados acidentalmente, como por exemplo,
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em um laboratorio, a duracdo da profilaxia é aproximadamente dez dias (RODRIGUES &
CASTRO, 2002).

Segundo requerimentos de 1997 da Organizacdo Mundial de Salde, um farmaco para
ser considerada ideal no tratamento da doenca de Chagas deve possuir algumas caracteristicas

peculiares, que sdo as seguintes:

1- Cura parasitoldgica na fase aguda e cronica da doenca;
2- Ser efetiva em uma ou poucas doses;

3- Ser de baixo custo para o paciente;

4- N&o possuir efeitos colaterais nem teratogénicos;

5- Nao requerer internacao para o tratamento e;

6- Nao induzir resisténcia.

Por ndo cumprir varios desses pré-requisitos, principalmente as abordadas nos
nimeros 1 e 4, o Nifurtimox (Lampit®) e o Benznidazol (Rochagan®) mesmo sendo
apresentados como farmacos promissores, ndo podem ser considerados ideais para a terapia
anti- T. cruzi. Ambos ndo possuem eficicia consideravel na fase cronica da doenca e os
efeitos colaterais apresentados sdo o seu inconveniente principal (SZAJINMAN et al., 2000;
BOIANI et al., 2008). A Tabela 1 mostra os principais efeitos colaterais apresentados por

ambas, representando as intensidades por cruzes.

Tabela 1: Principais efeitos colaterais observados na terapia especifica da Doenca de Chagas.

Sintoma/sinal Benznidazol Nifurtimox
Anorexia ++ 4+
Cefaleia + ++

Dermatopatia +++ )

Excitacéo psiquica - F++
Gastralgia + 4+
Insonia + ++
Nausea ++ -
Perda de peso + 44
Polineuropatia + ++

Vomito ++ ++
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O benznidazol é considerado como o medicamento mais adequado na Ameérica Latina,
e € 0 Unico autorizado no Brasil. Ele ndo esté disponivel comercialmente e deve ser solicitado
através do Ministério da Sadde. Nifurtimox pode ser usado como uma alternativa ao
tratamento com benznidazol através de programas de uso compassivo (CASTRO & SOEIRO,
2013).

Tendo em vista todo esse panorama que define a terapéutica da doenca de Chagas
como algo ineficaz, ultrapassado e inapropriado, tém-se cada vez mais intensificada a
necessidade de recorrer a novas alternativas terapéuticas para a obtencdo de farmacos mais
seguros, ativos e com alvos biologicos mais especificos, principalmente para a fase cronica da
doenca. O desenvolvimento deste tipo de farmacos requer um melhor conhecimento do ciclo

de vida e do metabolismo do T. cruzi.

1.3.1.7 Desenvolvimento de Novos Farmacos

Devido ao alto custo dos investimentos e a falta de um mercado potencial e seguro nos
paises em desenvolvimento (onde a doenca é endémica), o desenvolvimento de farmacos para
o tratamento da doenca de Chagas, assim como outras doencas negligenciadas, ndo é muito
vidvel para as inddstrias farmacéuticas. Das 1393 novas drogas desenvolvidas entre 1975 e
1999, menos de 1,1% foram dirigidas para doencas tropicais e tuberculose. Desta forma, a
despeito da notavel reducdo na incidéncia da transmissdo, ainda existem desafios com dois
problemas criticos: tratamento de pacientes na fase cronica, e ocorréncia de novos casos
agudos em algumas regiGes da América Latina (FIOCRUZ, 2012).

De um modo geral, o desenvolvimento de uma quimioterapia antiparasitaria ocorre
pelo estabelecimento de principios ativos de plantas utilizadas na medicina popular, pela
investigacdo de drogas ja aprovadas para o tratamento de outras doencas, uma vez que elas ja
foram submetidas a ensaios clinicos muito dispendiosos, ou, através da 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. cruzie que incluem o
metabolismo de ester6is, 0 DNA e diferentes enzimas como a cisteina protease (FIOCRUZ,
2012).

A transialidase (TS) é uma flavoenzima NADPH-dependente e tem sido considerada

uma enzima chave no metabolismo oxidativo do parasito. Ocorre exclusivamente em
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tripanossomatideos, sendo indicada por este motivo como um dos mais promissores alvos na
busca por farmacos tripanocidas (AGUIRRE et al., 2004). Derivados nitrofuranicos, como a
hidroximetilnitrofurazona, tém demonstrado produzirem, in vitro, inativacdo irreversivel desta
enzima em condigdes anaerobicas (CHUNG et al., 2003).

O T. cruzi requer esterois especificos para a proliferacdo e a viabilidade de células em
todos os estagios de seu ciclo, sendo este parasito extremamente susceptivel a inibidores da
biossintese de esterdis. O principal esterol para o crescimento do T. cruzi é o ergosterol, o que
torna, portanto, a via de biossintese desse lipideo um alvo atrativo para o desenvolvimento de
farmacos (URBINA, 2001). Atualmente, as enzimas mais bem estudadas desta cascata
metabolica sdo a esterol 14-demetilase, lanosterol sintase, esqualeno epoxidase, esqualeno
sintase, D-24 (25) esterol metiltransferase, farnesilpirofosfato sintase e a farnesiltransferase
(DIAS et al., 2009).

A cruzaina do T. cruzi (TCC) (Figura 8) € a principal cisteina protease do T. cruzi,
sendo liberada em todos os estagios do ciclo de vida do parasita, porém entregue em
diferentes compartimentos celulares em cada estagio. E a enzima crucial para a atividade
proteolitica do T. cruzi e essencial para a replicacdo intracelular do parasita, sendo um alvo
em potencial para o desenvolvimento de novos farmacos tripanomicidas (LEITE et al., 2007).
Recentemente, tem sido demonstrado que a infec¢do por este parasito pode ser curada em
celulas de ratos e modelos de cées pelo tratamento com inibic&o irreversivel da cruzaina
(BRAK et al., 2008). Diversos trabalhos tém descrito a atividade inibitéria provocada por
diversos grupos de compostos, como por exemplo, N-acilidrazidas, ureias, tioureias e
tiossemicarbazonas (LEITE et al., 2007).

Figura 8: Representacdo da Cruzaina (KERR et al., 2009).
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1.3.2 TIOSSEMICARBAZONAS

As tiossemicarbazonas (Figura 9) apresentam um amplo perfil farmacoldgico e
constituem uma classe importante de compostos cujas propriedades tém sido extensivamente
estudadas na Quimica Medicinal. Dentre estas atividades, destacam-se a antitumoral,

antibacteriana, antiviral, antiprotozoaria e citotoxica (TENORIO et al., 2005).

Figura 9: Estrutura quimica das tiossemicarbazonas

Focando-se nesta caracteristica de alta versatilidade farmacoldgica desta classe de
compostos, varios pesquisadores tém direcionado seus estudos na sintese de novas
tiossemicarbazonas com a intencdo de obter moléculas que sirvam como prot6tipos para 0
desenvolvimento de novos farmacos antichagasicos. Desde 2002 as aril-tiossemicarbazonas
estdo sendo descritas como potentes agentes tripanocidas e de baixa citotoxicidade
(STEVERDING et al., 2006).

1.3.2.1 Aspectos Quimicos

As tiossemicarbazonas sdo compostos amplamente explorados na sintese organica,
podendo ainda adquiri-las comercialmente com precos bastante acessiveis. Apresentam-se
como sistemas com extrema deslocalizacdo eletronica, principalmente quando ha grupos
aromaticos ligados ao carbono da imina; aproximadamente planar, com o atomo de enxofre
em posicdo anti em relacdo ao &tomo de nitrogénio da funcdo imina (Figura 10). Fatores
eletrbnicos e estéricos contribuem para este arranjo estrutural, sendo, possivelmente o fator
mais importante, o &tomo de enxofre em posi¢do anti, que possibilita a ocorréncia de ligagdo

de hidrogénio intramolecular entre o nitrogénio da imina e os hidrogénios da tioamida, isso
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para as tiossemicarbazonas ndo substituidas em N-4. Levando em consideracdo as

substituidas, a conformagcao sin é a preferida pela molécula (TENORIO et al., 2005).

Figura 10: Representacéo das conformacdes das tiossemicarbazonas.

S
J
N—H
Ni

0

N '
\H/

Anti

Sin

Devido a presenca da ligagdo dupla na tiossemicarbazonas, podem ser encontrados

diastereoisébmeros conformacionais (Z e E) (Figurall). Mesmo a configuracdo E sendo

teoricamente a mais favoravel, estudos tém evidenciado a mudanca de configuracdo de aril-

tiossemicarbazonas quando complexadas com metais de transi¢do, tornando dificil a

determinaco configuracional absoluta (TENORIO et al., 2005).

Figura 11: Representacdo dos estereoisdmeros E e Z das Tiossemicarbazonas
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Do ponto de vista sintético, apresentam como caracteristica principal, sua versatilidade

de obteng&o, assim como sua aplicagdo como intermediarios de muitos ndcleos importantes.

Em geral, apresentam baixo custo de sintese, além de grande economia de 4tomos, uma vez

que, com excecdo da dgua que é liberada em sua sintese, todos 0s outros 4tomos dos reagentes

estardo presentes na molécula final (DU et al., 2002).
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1.3.2.2 Atividade Antichagasica

Para o desenvolvimento de farmacos antichagasicos, as pesquisas tém sido focadas,
como jé citado anteriormente, na inibi¢do da enzima TCC (TRAWICK et al., 2006.) e da TR
(AUGUSTYNS et al., 2001). A porcéo tiossemicarbazona presente em alguns compostos
descritos na literatura, tem sido evidenciada como um grupo farmacoforico que apresentam
potencial atividade inibitoria da enzima cruzaina (DU et al., 2002; AGUIRRE et al., 2004).
Segundo Du e colaboradores a interacdo tiossemicarbazona TCC, acontece via ataque
covalente do residuo Cys25 da TCC em direcdo ao carbono da tiocarbonila e transferéncia de
um préton do residuo His159, formando um derivado tetraédrico. Em estudos de “docking”
realizados em 2006 e 2007 Leite e colaboradores comprovaram a afinidade das aril-
tiossemicarbazonas com a TCC, revelando a capacidade em inibir a TCC que moléculas com

nucleo tiossemicarbazona possuem (LEITE et al., 2007).

Figura 12: Mecanismo de inibicdo da TCC por derivados aril tiossemicarbazdnicos proposta por Du et al., 2002.
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2.1 PLANEJAMENTO DA SERIE QUIMICA

Para a obtencdo da série 9a-x foi escolhida a aril tiossemicarbazona por sua conhecida
atividade antichagasica, tendo como principal mecanismo a inibicdo da cruzaina. Um modelo
geral para a ligagdo de aril tiossemicarbazonas a cruzaina € a ligagdo de um grupo tioamida
covalentemente aos aminoacidos Cys25 e Hisl59 e dos grupos aril a um profundo bolso
hidrofobico (DU et al., 2002; GREENBAUM et al., 2004; SILES et al., 2006; LOZANO et
al.,, 2012). Um grande namero de modificacbes moleculares foram investigados por meio
desse modelo de ligacdo, tais como a avaliacdo de bis-tiossemicarbazonas, derivados
heterociclicos tiossemicarbazonicos, tiossemicarbazonas contendo moléculas biorredutivas,
bem como contendo complexos metalicos (SILES et al., 2006; PORCAL et al., 2008;
CAPUTTO et al., 2011; BLAU et al., 2009; DEMORO et al., 2012). Este modelo considera
que esta classe de compostos contém dois diferentes determinantes estruturais e sugere-se que
a presenca de um espacador entre o grupo aril e a tiossemicarbazona é uma estratégia
possivel para aumentar a poténcia antichagasica frente a cruzaina (estratégia de homologacéo)
(MOUSSA et al., 2011; POMPEU et al., 2013).

O nosso grupo (LpQM) observou recentemente que o uso da estratégia de
homologagéo produz tiossemicarbazonas com maior atividade anti-T. cruzi em comparagao
com tiossemicarbazonas sem um grupo espacador (LEITE et al., 2006; HERNANDES et al.,
2010; MOREIRA et al., 2012). As tiossemicarbazonas 1 e 2 exibiram atividade anti-T. cruzi
mais elevada do que os seus anadlogos sem o grupo espacador (LEITE et al., 2006;
HERNANDES et al., 2010). No entanto, as tiossemicarbazonas 1 e 2 apresentaram baixa
seletividade, sendo necessarias melhorias estruturais. Mais recentemente, a estratégia de
homologacédo foi utilizada para aumentar a atividade de bioisosteros de tiossemicarbazonas, o
que conduziu & identificacdo de potentes tiazolidinonas 3 e 4 anti-T. cruzi (Figura 13)
(MOREIRA et al., 2012).
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Figura 13: Estrutura quimica das tiossemicarbazonas 1 e 2 e tiazolidinonas 3 e 4 identificadas previamente
como agentes anti-T. cruzi. A cor vermelha destaca os grupos espacadores.
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Na literatura, alguns exemplos da estratégia de homologacdo para a concepcao de

farmacos tém sido realizados usando grupos espacadores com algum grau de restricdo
conformacional, isto é, elevada barreira de energia rotacional (DIMMOCK et al., 1996;
SELVAKUMAR et al., 2003; BOJARSKI et al., 2004; KAMAL et al., 2011; YONEZAWA
et al., 2013). De fato, a preparagdo de N-acilidrazonas conformacionalmente mais restritas,
tais como as tiossemicarbazonas, conseguiu produzir compostos com maior atividade
antiparasitaria (CARVALHO et al., 2012; VITAL et al., 2013). Com base nestes resultados
da literatura, nés procuramos grupos espacadores mais conformacionalmente restritos que o
utilizado no composto 1 aumentando a atividade anti-T. cruzi. Por isso, foi escolhido o grupo
alcoxi apresentado na Figura 14 como um grupo espacador para a homologacdo de aril
tiossemicarbazonas porque este deve também aumentar a rigidez molecular, assim como
permitir a sintese rapida de uma série de derivados.

Usou-se 0 grupo espacador alcoxi para preparar uma nova Série de
ariloxitiossemicarbazonas 9a-x. Somando-se a esta técnica foi empregado o bioisosterismo,
onde uma variedade de substituintes foram ligados ao anel fenil, tais como grupos metil,
metdxi, nitro, halogénios, de forma a examinar o papel de um substituinte em termos de
contribuicBes eletronicas para o atividade anti-T. cruzi. Primeiramente, foram preparados
derivados com fenil para-substituidos e este foi seguido de preparacdo de derivados com um
substituinte na posicdo meta ou orto no anel fenil. Depois disso, derivados contendo dois
substituintes ligados ao anel fenil, foram sintetizados, bem como a substituicdo de um grupo
fenil por um anel naftil. A avaliagdo da atividade anti-T. cruzi para 0s compostos 9a-x serviu
para a identificagdo da maioria dos determinantes estruturais para a atividade, assim como

para encontrar ariloxitiossemicarbazonas com poténcia igual ou maior do que o benznidazol.
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Figure 14: Restricdo conformacional do composto 1 protétipo para o design do 9a. Estrutura dos grupos aril
empregados durante a série de ariloxitiossemicarbazonas 9a—x. Os grupos espacadores estdo marcados em

vermelho.
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2.2 RESULTADOS E DISCUSSAO

2.2.1 PARTE QUIMICA
2.2.1.1 Obtencédo da Série Quimica

Os procedimentos sintéticos utilizados para preparar as 24 ariloxitiossemicarbazonas
9a-x sdo mostrados no Figura 15. Inicialmente, reagiu-se os compostos fendlicos 5a-x com
3-cloro-2-butanona (6) em condi¢bes basicas, a temperatura ambiente. Apos 12 h de reacéo,
B-cetonas 7a-x foram obtidas, com rendimentos variando de 66-99%. Reagiu-se entdo as
ariloxicetonas 7a-x com tiossemicarbazida (8) e HCI catalitico em banho de ultrassom a
temperatura ambiente. Apos 2 horas, as ariloxitiossemicarbazonas 9a-x precipitaram na
mistura reacional e foram recolhidas por uma etapa de filtracdo simples. Todas as
ariloxitiossemicarbazonas 9a-x foram recristalizadas e obteve-se uma pureza aceitavel (>

95%) com rendimentos variando entre 36 e 98%.

Figura 15: Sintese das ariloxitiossemicarbazonas 9a-x. Reagentes e condi¢des: (A) K,COjz, KI, butanona,
temperatura ambiente, 12h, rendimento 66-99%. (B) HCI, EtOH, banho de ultrassom, durante 2h, rendimentos
de 36-98%. Ph = fenil, iPr = isopropil, tBu = terc-butil.
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2.2.1.2 Caracterizacao Estrutural
2.2.1.2.1 Cristalografia de Raios-X (Composto 9a)

Em teoria, o0s dois diastereoisbmeros podem ser produzidos por estas
ariloxitiossemicarbazonas (Figura 16). No entanto, quando se analisou os espectros de RMN
de H, bem como a cromatografia de camada delgada, apenas a formacéo de um isémero é
observada. Para determinar a sua configuracdo, um Unico cristal da tiossemicarbazona 9a foi
analisado por cristalografia de raios-X. Como podemos ver a partir do diagrama Ortep-3 na
Figura 17, o atomo de C (2) é antiperiplanar do atomo N (2), portanto, a tiossemicarbazona
9a tem uma geometria E. No RMN *H, o deslocamento quimico dos prétons do metino C (2)
e metil C (4) ndo variou para todos 0s compostos 9a-x. Com base nisso, sugere-se que as

ariloxitiossemicarbazonas 9a-x tém uma geometria E.

Figura 16: Estrutura dos grupos aril empregadas na série de ariloxitiossemicarbazonas 9a-x. O grupo espagador

esta destacado em vermelho.
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Figura 17: (A) Representa¢des dos diastereoisbmeros da tiossemicarbazona 9a. (B) Diagrama Ortep-3 de 9a e
sua estrutura de célula unitéria mostrando o dimero.
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2.2.1.2.2 Infravermelho (Composto 9i)

A caracterizacdo da série 9a-x serd exemplificada pela caracterizacdo do composto 9i.
Através da analise espectroscopica na regido do infravermelho foi possivel constatar as
principais bandas de absorcéo (Figura 18). A banda presente na frequéncia de 3427.88 cm™ ¢
sugestivo de deformacdo axial N-H. As banda em 3265.27 cm™ e 3169.71 cm™ sugerem a
presenca do grupamento NH,. Em 1605.59 cm™ observa-se a presenca de banda caracteristica
para o estiramento C=N. Em 1234.55 cm™ observou-se a banda caracteristica de C-O e em
1085.39 cm™ a banda sugestiva de C=S.

Figura 18: Espectro de infravermelho da molécula 9i.
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2.2.1.2.3 RMN H?! (Composto 9i)

A Figura 19 apresenta os valores do espectro de RMN'H do composto 9i, onde foi
constatada a presenca de um dubleto em 1.40, integrando para trés hidrogénios, referente a um
grupo metila ligado ao grupo metino. Em 1.82 encontra-se um singleto referente a outra
metila ligada a um carbono quaternéario. O quarteto em 4.91 refere-se ao hidrogénio do metino
ligado a metila. O multipleto entre 6.97 e 7.10 esta relacionado aos quatro hidrogénios
aromaticos. Os sinais em 7.81 e 8.24 referem-se aos dois hidrogénios da amina priméria. O

sinal em 10.17 caracteriza a presenca da amina secundaria.

Figura 19: Espectro do RMN H? para a molécula 9i.
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2.2.1.2.4 RMN C! (Composto 9i).

Para confirmacdo dos carbonos presentes na molécula 9i, foi utilizada a ressonéncia
magnética nuclear de carbono 13 (Figura 20). Os picos em 10.99 e 18.73 referem-se as duas
metilas presentes na molécula. O pico em 76.81 corresponde ao carbono do grupamento
metino. Os picos em 115.69, 115.91, 116.98 e 117.07 correspondem aos carbonos aromaticos.
O sinal em 151.58 corresponde ao carbono ligado ao oxigénio. O pico em 153.51 indica o
carbono da funcdo azo metilica. Em 155.46 observa-se o pico referente ao carbono aromético

ligado ao fluor. Em 179.18 tem-se o pico referente ao carbono ligado ao enxofre.

Figura 20:Espectro do RMN C** para a molécula 9i.
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2.2.2 PARTE BIOLOGICA

ApoOs a caracterizagdo estrutural de todas as ariloxitiossemicarbazonas 9a-x, a
toxicidade celular e atividade antiparasitaria foram determinadas (Tabela 2). Primeiro, os
compostos foram avaliados quanto a inibicdo da proliferacdo de epimastigotas DM28c, bem
como a toxicidade contra tripomastigotas da cepa Y do T. cruzi. Os resultados foram
expressos em termos de valores de Clso. Ap0s isso, a citotoxicidade foi determinada em
esplendcitos de camundongos BALB/c e os resultados foram expressos como a concentracdo
mais elevada nao toxica em yuM. Benznidazol e nifurtimox foram usados como medicamentos
de referéncia.

Em relacdo a atividade em tripomastigotas, a feniltiossemicarbazona ndo substituida
9a (Clso = 27.3 uM) foi pouco ativa. A ligagdo de um grupo alquil na posicdo 4 do anel fenil
reforca a atividade anti-T. cruzi em comparacdo com a feniltiossemicarbazona ndo substituida
9a. Especificamente, o derivado 4-etilfenil, 9b (Cls, = 4.6 uM) € 4 vezes mais potente do que
a 9a e um pouco mais potente que benznidazol (Cls, = 6.2 uM). Quando um substituinte 4-
isopropil (9c, Cls, = 1.5 uM) ou 4-terc-butil (9d, Cls, = 1.4 uM) foi ligado no anel fenil, este
produziu ariloxitiossemicarbazonas duas vezes mais potentes que o benznidazol. Em
contraste, o derivado 4-metoxifenil (9e, Cls, = 26.8 uM) foi pouco ativo, enquanto o seu
isdbmero (3-metoxifenil (9f, Cls, = 6.2 uM) foi ativo, mas ndo o suficiente para produzir
compostos com indice de seletividade melhor que o benznidazol. Em comparagdo com a fenil
tiossemicarbazona ndo substituida 9a, o derivado 4-nitrofenil, 99 (Cls, = 5.9 uM) reforcou
a atividade anti-T. cruzi. A fixacdo de um grupo acetamida (9h, Cls, = 1.4 uM) aumentou
consideravelmente a atividade anti-T. cruzi. De fato, a poténcia do 9h contra tripomastigotas
foi duas vezes maior que o nifurtimox e quatro vezes mais ativo que o benznidazol.

Em seguida, foi avaliada a atividade em tripomastigotas por ariloxitiossemicarbazonas
contendo halogénios ligados ao anel fenil. Os derivados 4-fluorofenil, 9i (Clsy = 23.2 uM) e 4-
clorofenil, 9j (Cls, = 22.8 uM) foram pouco ativos. No entanto, quando a posi¢ao do atomo de
cloro foi mudada, ocorreu 0 aumento da poténcia, produzindo a seguinte ordem: 2-CI (91, Cls,
=1.5 uM) > 3-Cl (9K, Clso = 5.5 uM) > 4-ClI (9], Clso = 22.8 uM). A fixacdo de um atomo de
bromo aumentou a atividade independente da sua posicdo no fenil. Do mesmo modo, a
introducdo de um atomo de iodo (90, Cls, = 1.1 uM) aumentou a atividade em comparacéo
com a feniltiossemicarbazona nao substituida 9a. Avaliou-se também compostos que contém

grupo bifenil. A substituicdo de um fenil 9a pelo grupo 4-(fenil) fenil 9p (Cls, = 1.3 uM)
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aumentou significativamente a atividade contra tripomastigotas. Analisando-se os valores de
Clsp para os compostos 4-fenil 9p e 3-fenil 9q (Cls, = 1.3 uM), observou-se que a posi¢do do
grupo bifenil ndo afeta a poténcia. Seguindo essa tendéncia, o grupamento 4-(fenoxi) fenil 9s
(Cls = 1.3 uM) foi preparado, avaliado e, como esperado, foi muito ativo em tripomastigotas.

Além de avaliar os compostos com um anel fenil monossubstituido, testamos
ariloxitiossemicarbazonas contendo um naftil em vez de um anel de fenil. Enquanto a fenil
tiossemicarbazona néo substituida 9a é pouco ativa, a tiossemicarbazona a-naftil 9t (Clsy = 1.5
uM) e a B-naftil 9u (Cls, = 5.6 uM) apresentaram atividades bastante significativas. Em
seguida, testou-se as ariloxitiossemicarbazonas contendo dois substituintes ligados no anel
fenil. Enquanto o 4-clorofenil 9j foi pouco inativo, o derivado 3,4-dicloro-fenil 9v (Cls, = 4.4
uM) foi mais ativo. O mesmo foi observado para o derivado de 3-cloro-4-fluorofenil 9w (Cls
= 3.5 uM). No entanto, a ligacdo de dois atomos de cloro nas posicdes 2- e 3- 9x (Cls, = 11.9
uM) diminuiu a contra tripomastigotas.

Tendo verificado a atividade antiparasitaria para tripomastigotas, foi analisada a
atividade contra epimastigotas. Excetuando-se a 9h, a maioria dos compostos ativos contra
tripomastigotas foram capazes de reduzir a proliferacdo de epimastigota com a mesma
poténcia. No que diz respeito a citotoxicidade em esplendcitos de rato, algumas das
ariloxitiossemicarbazonas ativas contra T. cruzi exibiram baixa citotoxicidade. Por exemplo,
0s compostos 9h, 9q, 9s e 9t tiveram Cls<1,5 UM contra tripomastigotas, enquanto elas
foram atoxicas para esplendcitos em concentrac@es acima de 30 uM. Os compostos 9c. 9d,
90, 9p e 9v foram as ariloxitiossemicarbazonas mais citotoxicas para esplendcitos, porém,
foram menos toxicas que o nifurtimox.

Em seguida, foi avaliada se a atividade anti-T. cruzi das ariloxitiossemicarbazonas 9a-
X tem como mecanismo a inibicdo da cruzaina. No6s selecionamos ariloxitiossemicarbazonas
com Clso<5,0 UM contra tripomastigotas (por exemplo, derivados 9g, 9h, 9k, 9m, 9n, 90, 9p,
9s, 9t). Para comparacdo, foi incluido o derivado fenil ndo substituida 9a. Mediu-se a inibicao
da atividade enzimética da cruzaina usando um ensaio baseado na competicdo com Z-FR-
AMC. Os compostos 9a, 9h, 9k, 9m, 9n, 90 e 9s foram testados a 100 uM, enquanto os
compostos 9g, 9p e 9t foram testados a 50 puM. No entanto, ndo foi observada inibi¢cdo da
cruzaina por estes compostos, portanto, sugere-se que este ndo € 0 mecanismo para a

atividade tripanocida desses compostos.



Tabela 2: Atividade anti-T. cruzi e toxicidade em célula hospedeira por ariloxitiossemicarbazonas 9a-x.

T. cruzi, Clsy (uM)

Toxicidade em células

Compostos Ar Epimastigotas® | Tripomastigotas® |  hospedeiras (uM)*®
9a Ph 26.1 27.3 210.6
9b 4-EtPh 11.6 4.6 18.8
9c 4-'PrPh 5.9 1.5 17.9
9d 4-BuPh 4.6 1.4 17.0
% 4-MeOPh 27.6 26.8 93.5
of 3-MeOPh 6.8 6.2 37.4
9g 4-NO,Ph 176.9 5.9 88.5
9h 4-AcNHPh 71.5 14 >339.7
9i 4-FPh 86.4 23.2 >391.8
9j 4-CIPh 13.5 22.8 92.0
9k 3-CIPh 45.8 55 36.8
9l 2-CIPh 10.3 15 36.8
9m 4-BrPh 20.1 3.9 31.6
9n 3-BrPh 5.8 4.5 31.6
90 4-1Ph 4.9 11 13.7
9p 4-(Ph)Ph 4.5 1.3 15.9
9q 3-(Ph)Ph 2.2 1.3 31.9
or 2-(Ph)Ph 2.2 ND 31.9
9s 4-(PhO)Ph ND 1.3 30.3
ot a-Naphthyl 4.9 1.5 34.8
ou B-Naphthyl 17.9 5.6 34.8
v 3,4-diCIPh 4.4 4.4 16.3
ow 3-Cl-4-FPh ND 3.5 34.5
9x 2,3-diCIPh 2.2 11.9 32.6

Bdz - 48.8 6.2 96.0
Nfx = 5.7 2.7 34

® Determinado 5 dias ap6s a incubagdo com os compostos, utilizando epimastigotas DM28c.

® Determinado 24 h ap6s a incubacdo com os compostos, utilizando tripomastigotas cepa Y. Os valores de Cls
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foram calculados utilizando-se concentragdes em triplicata, e a experiéncia foi repetida, apenas Clsy com desvio
padréo <10% foi considerado significativo.
¢ Viabilidade das células de esplendcitos de ratos Balb/c determinados 24 h apés o tratamento, os resultados
foram expressos como a concentracdo mais elevada ndo-toxica. Bdz = benznidazol. Nfx = Nifurtimox. ND = ndo

determinado.
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Como pode ser observado com a utilizacdo do grupo alcoxi seguida de variacdes no
grupamento aril, foi possivel localizar a maioria dos determinantes estruturais para a atividade
anti-T. cruzi. A introducéo dos grupos 4-metdxi, 4-fluoro e 4-cloro no fenil apresentaram uma

baixa atividade semelhante a tiossemicarbazona ndo substituida. (Figura 21)

Figura 21: Estrutura dos compostos 9a, 9f, 9i e 9j.
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Em seguida, verificou-se que os substituintes bromo, bifenil e fen6xi aumentam a
atividade em comparacdo com a fenil tiossemicarbazona ndo substituida. De acordo com a
atividade observada para os derivados de bifenil, a substituicdo de um grupo fenil por um
grupo a- ou B-naftil também aumentou a atividade (Figura 22). Estes resultados apontam que
substituintes hidrofobicos podem ser determinantes estruturais para alcancar a atividade anti-
T. cruzi. Também foi observado que os derivados contendo grupos isopropil, terc-butil e iodo
aumentaram a atividade anti-T. cruzi, entretanto, apresentaram alta citotoxicidade nas células

hospedeiras (Figura 23).
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Figura 22: Estrutura dos compostos 9m, 9p, 9s, 9u e 9t, comparados com o0 9a.
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Figura 23: Estrutura dos compostos 9c, 9d e 9o.
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Uma interessante relacdo estrutura-atividade (REA) foi observada pela comparacéo

dos derivados 4-nitrofenil e 4-fenil-acetamida. Nitro é um grupo farmacoférico antiparasitario
bem conhecido (MAYA et al., 2003), mas aqui, sua ligacdo no anel fenil aumentou levemente
a atividade. Em contraste, a adicdo de uma acetamida aumentou bastante a atividade em
comparagdo com a fenil tiossemicarbazona ndo substituida. Na verdade, a insercdo de um
grupo acetamida produziu uma das ariloxitiossemicarbazonas mais potentes como agentes

anti-T. cruzi descritas aqui (Figura 24).
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Figura 24: Compostos 99 e 9h, comparados com o 9a.
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Outra interessante REA foi observada através da comparacdo da posicdo dos
substituintes (orto, meta, para). As variacdes na posicao do atomo de cloro ligado ao fenil
aumentou a atividade anti-T. cruzi, no entanto, isto ocorreu sem um ganho de seletividade. A
posicdo dos substituintes bromo e bifenil no anel fenil ndo variou a poténcia, sendo esses
compostos equipotentes na pratica. Portanto, isto sugere que a natureza do substituinte é
importante para a atividade, porém a sua posicdo ao longo do anel fenil tem menos
importancia.

O efeito dos substituintes em termos de doador de elétrons ou de retirador de elétrons
para estas ariloxitiossemicarbazonas foi examinado. No que diz respeito aos substituintes
doadores de elétrons moderados, o derivado 4-metdxi foi inativo, enquanto o 4-acetamida e o
4-fendxi foram ativos. Substituintes que eram doadores de elétrons fracos, tais como alquil e
fenil, também produziram compostos ativos. Em relacdo aos substituintes retiradores de
elétrons, substituintes desativadores fortes, como o grupo nitro, produziu compostos ativos.
No entanto, bromo e iodo, de que s&o substituintes retiradores fracos de elétrons, produziu
compostos ativos mais potentes que o derivado nitro. Isto mostra que a atividade ndo pode ser
explicada apenas pelo efeito do substituinte na reatividade do aril. Considerando-se que as
ariloxitiossemicarbazonas que contém halogénios, bifenil ou fendxi exibiram atividade anti-T.
cruzi mais elevada, as propriedades hidrofobicas, o volume efetivo e a polarizabilidade (no
caso de halogénios) séo possiveis fatores envolvidos na atividade observada (HERNANDES
et al., 2010). A limitacdo desta regra geral é o derivado acetamida, que foi um composto

altamente potente e ndo partilha de tais propriedades.
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Quanto ao mecanismo de acao, a literatura afirma que tiossemicarbazonas inibem a
principal protease tripanossomal, a cruzaina. Além disso, alguns estudos sugerem que esta
classe de compostos também inibe tripanotiona redutase (PORCAL et al., 2008). Aqui,
observa-se que apesar do fato destes compostos terem mantido a atividade anti-T. cruzi, ndo
foi observada nenhuma inibicdo da cruzaina. Isto indica que, em primeiro lugar, a restricdo
conformacional empregada para 0s compostos concebidos € deletéria para a afinidade entre a
tiossemicarbazona e a cruzaina. Em segundo lugar, isso indica que um outro mecanismo de
acdo deve estar envolvido. Seria interessante realizar mais estudos farmacol6gicos com o

objetivo de identificar o mecanismo de acdo dessa classe de compostos.



3 - SECAO
EXPERIMENTAL
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3.1 MATERIAL E METODOS

A maioria dos produtos quimicos foram adquiridos pela Sigma-Aldrich (St. Louis,
USA), Merck (Berlin, Germany) ou Alfa-Aesar (Massachusetts, USA).

3.1.1 CROMATOGRAFIAS

As cromatografias em camada delgada (CCD) foram realizadas em folhas de aluminio
pré-revestidas de Silica Gel 60 (F254, Merck, Alemanha) de 0,25 mm de espessura. A leitura
das mesmas foi realizada através de radiacdo de ultravioleta (UV) no comprimento de onda
(A) de 254 nm.

3.1.2 PONTOS DE FUSAO

Os pontos de fusdo foram medidos em capilares usando um aparelho de Thomas

Hoover e os valores ndo foram posteriormente corrigidos.

3.1.3 ESPECTROSCOPIAS DE IV, RMN 'H E RMN 3cC

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

RMN *H e 3C, foram registrados em um espectrofotometro UnityPlus 400 MHz ou
Bruker AMX-300 MHz, usando DMSO-d6 como solvente e trimetilsilano (TMS) como
padrdo interno. Padrbes de desdobramento sdo designados como se segue: s, singleto; d,
dubleto; t, tripleto; m, multipleto. Os deslocamentos quimicos (3) foram reportados em ppm.

Os espectros de massa de alta resolucdo por ionizacdo por electrospray (HRESIMS)
foram adquiridos em um nanoUPLC-Xevo G2 Tof (Waters) no modo de ionizag&o positivo.
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3.1.4 EQUIPAMENTOS

e Bomba de vacuo TECNAL TE 058; e Espatulas e pingas metalicas;

e Céamara de Neubauer; e Capela com exaustdo;

e Evaporador rotativo FISATON 802; o Freezer,

e Estufa FANEM 315/3; e Vidraria geral;

e Espectrofotdmetro BIORAD 3550; e Dessecador;

e Balanca semi-analitica BEL MARC 500 C; ¢ Placas de agitacdo e aquecimento;

e Placas de 96 pocos;
e Balanca analitica;

e Sinergy 2 (Biotek);

3.1.5 REAGENTES E SOLVENTES

e Acetato de etila;

e Acetona;

e Agua destilada;

e DMSO-dg;

e Fendis substituidos;
e 3-Cloro-2-Butanona;
e Tiossemicarbazida;
e Carbonato de potéssio;
e FEter Dietilico;

e lodeto de potassio;

e FEtanol;

e Metanol;

e Ciclohexano;

e Toluol;

e Metil etil cetona;

e Hexano.

e FISATON 7522

e Contador Beta de Cintilacéo;

e Filtros de 340nm e 440nm.

Dimetil-sulféxido (DMSO);
Timidina tritiada;

Meio de cultura RPMI 1640 com 10%
de FBS e 50ug/mL de gentamicina;
Acetato de sodio a 0,1M;
p-Mercaptoetanol;

Ceélulas LLC-MK?2 infectadas;
Acido cloridrico concentrado;
Nifurtimox;

Benznidazol,

Triton X-100;

Cruzaina;

Esplendcitos de ratos BALB/c;
Epimastigotas (Dm28c);

Tripomastigotas metaciclicas.
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3.2 PARTE QUIMICA

3.2.1 SINTESE

Sintese de B-cetoéteres 7a—x. Exemplo para 3-fenoxibutano-2-ona 7a: em um baldo de
fundo redondo de 100 ml, foi dissolvido (5,0 g, 53 mmol) de fenol (5a) em 30 mL de
butanona sob agitacdo constante e a temperatura ambiente. K,CO3 (11 g, 80 mmol) e K1 (0,8
g, 5 mmol) foram adicionados a mistura como catalisadores, seguindo-se a adi¢do de 3-cloro-
2-butanona (6, 5,6 g, 53 mmol). A reacédo foi entdo mantida sob agitacdo durante 12 h. Apds
este tempo o precipitado foi removido sob filtracdo e lavado com acetona. Posteriormente a
acetona foi completamente eliminada da fase orgéanica. Foi adicionado éter dietilico a fase
organica e esta foi lavada com 4gua, e com a solucdo de KOH saturado até a completa
remocao de fenol que ndo reagiu. Por fim, a fase organica foi seca em Na,SO, anidro e foi
concentrada por meio de secagem a vacuo. O 0leo resultante foi utilizado no passo seguinte

sem purificacdo adicional.

Sintese de ariloxitiossemicarbazonas 9a-x. Exemplo para o composto 9a: em um baldo de
fundo redondo, 7,5 g (46 mmol) de p-cetoéter (7a) foi dissolvido em 15 mL de EtOH,
seguindo-se a adicdo de duas gotas de HCI. O baldo foi colocado num banho de ultrassom (40
kHz, 180 W) e sob sonicacdo, 4,2 g (46 mmol) de tiossemicarbazida (8) foram adicionados
em porgdes a reagdo. Apos 2 h, a mistura foi arrefecida a 0 ° C e o precipitado foi filtrado
num funil de Buchner com um filtro de disco sinterizado, lavado com agua fria, etanol e, em
seguida, secou-se sobre SiO,. O po resultante foi recristalizado em EtOH para se obter 9,7 g

(89%) de cristais incolores.
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3.2.2 CARACTERIZACAO ESTRUTURAL

2-(3-Fenoxi-2-butanilideno)tiossemicarbazida (9a).

H
o) \N/N NH,

A cristalizacdo em etanol levou a obtencdo de cristais brancos de 9a adequados para a analise

de raio-X.

Formula Molecular: Cq1;H;35N30S.

Parametros de Unidade Celular: a 7.4240(4) A, b 7.8120(3) A, ¢ 11.2780(5) A;
triclinic, P 1.

Rendimento: 89 %.

PF (°C): 160-162.

Rf (6:4 ciclohexano/acetona): 0.46.

IV (KBr): 3390 (NH), 3228 (NH,), 1598 (C=N) cm™.

RMN'H (400 MHz, DMSO-de): 5 1.41 (d, 3H, J 6 Hz, CH3), 1.82 (s, 3H, CH3), 4.97
(g, 1H, J 6 Hz, CHO), 6.89 (d, 2H, J 6 Hz, ArH), 6.97 (d, 2H, J 6 Hz, ArH), 7.25 (t,
1H, J 8.1 Hz, ArH), 7.83 (s, 1H, NH,), 8.24 (s, 1H, NH,), 10.18 (s, 1H, NH).

RMN®C (100 MHz, DMSO-dg): & 11.7 (CHs), 19.5 (CHs), 76.7 (CH), 116.2 (Ar),
121.6 (CH, Ar), 130.1 (Ar), 152.5 (C=N), 157.9 (C-0), 179.8 (C=S).

HRESIMS: 238.0575 [M+H]".


file:///C:/Users/diogo/Desktop/pesquisas%20diogo%20rodrigo%20backup%20dia%2025%20de%20fevereiro%20de%202013/referencias%20do%20artigo%2001/qualificação%20setembro%2006/shelxl%20_symmetry_space_group_name_H-M
file:///C:/Users/diogo/Desktop/pesquisas%20diogo%20rodrigo%20backup%20dia%2025%20de%20fevereiro%20de%202013/referencias%20do%20artigo%2001/qualificação%20setembro%2006/shelxl%20_symmetry_space_group_name_H-M
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2-(3-(4-Etilfenoxi)-2-butanilideno)tiossemicarbazida (9b).

H
o) N NH,

N

Através da recristalizacdo em etanol foram obtidos cristais amarelados.

Formula Molecular: C13H19N30S.

Rendimento: 72 %.

PF (°C): 87-89.

Rf (6:4 ciclohexano/acetona): 0.65.

IV (KBr): 3491 (NH), 3192 (NHy), 1571 (C=N) cm™.

RMN'H (400 MHz, DMSO-dg): 5 1.13 (t, 3H, J 7.6 Hz, CH3), 1.40 (d, 3H, J 6.4 Hz,
CHs), 1.82 (s, 3H, CHs), 2.51 (q, 2H, J 7.6 Hz, CH,), 4.92 (q, 1H, J 6.4Hz, CH), 6.88
(d, 2H, J 8.4Hz, ArH), 7.07 (d, 2H, J 8.4 Hz, ArH), 7.82 (s, 1H, NH,), 8.23 (s, 1H,
NH,), 10.16 (s, 1H, NH).

RMN®C (75.5 MHz, DMSO-dg): & 10.9 (CHs), 15.7 (CH3), 18.8 (CH3), 27.2 (CHy),
76.2 (CH), 115.5 (CH, Ar), 128.6 (CH, Ar), 136.2 (Ar), 152.0 (C-0), 155.2 (C=N),
179.1 (C=S). HRESIMS: 266.1264 [M]".
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2-(3-(4-1sopropilfenoxi)-2-butanilideno)tiossemicarbazida (9c).

H
o) N NH,
N

Através da recristalizagdo em etanol foram obtidos cristais amarelados.

Formula Molecular: C14H21N30S.

Rendimento: 55 %.

PF (°C): 106-108.

Rf (6:4 ciclohexano/acetona): 0.62

IV (KBr): 3492 (NH), 3193 (NHy), 1571 (C=N) cm™.

RMNH (300 MHz, DMSO-dg): & 1.14 (d, 6H, J 6.4 Hz, CH3), 1.39 (d, 3H, J 6.4 Hz,
CHs), 1.82 (s, 3H, CHs), 2.74-2.84 (m, 1H, CH), 4.91 (q, 1H, J 6.4 Hz, CHO), 6.88 (d,
2H, J 8.8 Hz, ArH), 7.10 (d, 2H, J 8.8 Hz, ArH), 7.81 (s, 1H, NH,), 8.23 (s, 1H, NH,),
10.16 (s, 1H, NH).

RMN®C (100 MHz, DMSO-dg): 5 10.9 (CHs), 18.8 (CH3),24.0 (CHs3),24.0 (CHs),
32.5 (CH), 76.1 (CHO), 115.3 (CH, Ar), 127.1 (CH, Ar), 140.7 (CH, Ar), 152.1 (C-
0), 155.3 (C=N), 179.1 (C=5).

HRESIMS: 280.1516 [M]".
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2-(3-(4-Tertbutilfenoxi)-2-butanilideno)tiossemicarbazida (9d).

ZT

NH>

Atraveés da recristalizacdo em etanol obteve-se cristais incolores.
e Férmula Molecular: C15H23N30S.

Rendimento: 71 %.

e PF(°C): 69-71.

e Rf (6:4 ciclohexano/acetona): 0.56

e IV (KBr): 3408 (NH), 3254 e 3156 (NH,), 1603 (C=N), cm™.

e RMN'H (300 MHz, DMSO-dg): & 1.23 (s, 9H, CH3),1.40 (d, 3H, J 6 Hz, CH3), 1.83 (s,
3H, CHs), 4.92 (q, 1H, J 6 Hz, CH), 6.89 (d, 2H, J 9 Hz, ArH), 7.25 (d, 2H, J 9 Hz,
ArH), 7.83 (s, 1H, NH,), 8.25 (s, 1H, NH,), 10.17 (s, 1H, NH).

e RMN™C e DEPT (75.5 MHz, DMSO-dg): & 16.4 (CHs), 24.3 (CH3), 36.7 (CH3), 38.5
[C(CHs)s], 81.5 (CH), 120.4 (CH, Ar), 131.5 (CH, Ar), 1485 (C, Ar), 157.3 (C-0),
160.4 (C=N), 183.90 (C=S).

e HRESIMS: 293.9266 [M]".
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2-(3-(4-Metoxifenoxi)-2-butanilideno)tiossemicarbazida (9e).

\ S

H
o) N NH,

O

Ap0s recristalizacdo em etanol obteve-se cristais amarelados.

Formula Molecular: C1oH17N30,S.

Rendimento: 92 %.

PF (°C): 120-122.

Rf (6:4 ciclohexano/acetona): 0.50

IV (KBr): 3393 (NH), 3224 e 3149 (NH,), 1600 (C=N) cm™.

RMN'H (300 MHz, DMSO-ds): & 1.38 (d, 3H, J 6.6 Hz, CH3), 1.82 (s, 3H, CHs), 3.68
(s, 3H, OCHs), 4.85 (g, 1H, J 6.6 Hz, CH), 6.80 (d, 2H, J 9 Hz, ArH), 6.90 (d, 2H, J 9
Hz, ArH), 7.79 (s, 1H, NH,), 8.23 (s, 1H, NH,),10.16 (s, 1H, NH).

RMN®C (755 MHz, DMSO-dg): & 10.9 (CHs),18.8 (CHs),55.2 (OCHs), 76.7
(CHO),114.4 (CH, Ar),116.7 (CH, Ar),151.0 (C-0),152.1 (C-0), 153.5 (C=N),179.1
(C=S).

HRESIMS: 268.0632 [M+H]".



62

2-(3-(3-Metoxifenoxi)-2-butanilideno)tiossemicarbazida (9f).

H
0 \N/N NH,

O

~

Apdbs uma recristalizacdo em etanol obteve-se cristais amarelados.

Formula Molecular: C12H17N30,S.

Rendimento: 52 %.

PF (°C): 110-112.

Rf (6:4 ciclohexano/acetona): 0.44.

IV (KBr): 3403 (NH), 3255 (NH,), 1596 (C=N) cm™.

RMN!H (400 MHz, DMSO-dg): 5 1.40 (d, 3H, J 6.6 Hz, CH3),1.82 (s, 3H, CHs),3.69
(s, 3H, OCHs),4.94 (g, 1H, J 6.6 Hz, CH),6.48-6.56 (m, 3H,ArH),7.14 (t, 1H, J 7.8
Hz, ArH),7.82 (s, 1H, NH,), 8.20 (s, 1H, NH,),10.16 (s, 1H, NH).

RMN®C (100 MHz, DMSO-dg): & 10.9 (CHs), 18.7 (CHs),54.9 (OCHs), 76.2 (CH),
101.6 (CH, Ar), 106.6 (CH, Ar), 107.7 (CH, Ar), 129.9 (CH, Ar), 151.7 (C=N),158.4
(C-0), 160.3 (C-0), 179.16 (C=S).

HRESIMS: 268.1216 [M+H]".



63

2-(3-(4-Nitrofenoxi)-2-butanilideno)tiossemicarbazida (99).

O,N

H
o) N NH,
N

Apds a
[ J
[ J

recristalizacdo em etanol obteve-se cristais amarelados.

Formula Molecular: C11H14N4O3S.

Rendimento: 87 %.

PF (°C): 160-162.

Rf (6:4 ciclohexano/acetona): 0.32.

IR (KBr): 3453 (NH), 3291 (NH,), 1589 (C=N) cm™.

RMN'H (400 MHz, DMSO-dg): & 1.47 (d, 3H, J 6.6 Hz, CH5),1.85 (s, 3H, CH3),5.15
(g, 1H, J 6.6 Hz, CH), 7.20 (d, 2H, J 9.3 Hz, ArH),7.82 (s, 1H, NH,),8.16 (d, 2H, J 9.3
Hz, ArH),8.26 (s, 1H, NH,),10.21 (s, 1H, NH).

RMN®C (100 MHz, DMSO-dg): & 11.1 (CH3),18.4 (CHs),77.2 (CH),116.0 (CH,
Ar),125.7 (CH, Ar),141.0 (C-N, Ar),150.2 (C=N),162.6 (C-0),179.3 (C=S).
HRESIMS: 283.0980 [M+H]".



64

N-(4-((3-(tiossemicarbazida)-2-butanilideno)oxi)fenil)acetamida (9h).

H
o) . N NH,
o) N

Iz

Ap0s recristalizacdo em etanol foram obtidos cristais amarelados.

Formula Molecular: C13H1gN4O,S.

Rendimento: 89 %.

PF (°C): 177-179.

Rf (6:4 ciclohexano/acetona): 0.59.

IV (KBr): 3406 (NH), 3270 (NHy), 1658 (C=N) cm™.

RMN'H (300 MHz, DMSO-dg): & 1.39 (d, 3H, J 6.3 Hz, CH3),1.82 (s, 3H, CHs),1.99
(s, 3H, CH3),4.89 (g, 1H, J 6.3 Hz, CH),6.90 (d, 2H, J 8.7 Hz, ArH),7.43 (d, 2H, J 8.7
Hz, ArH),7.78 (s, 1H, NH,), 8.19 (s, 1H, NH,), 9.77 (s, 1H, NHCO), 10.11 (s, 1H,
NH).

RMN®C (75.5 MHz, DMSO-dg): & 11.0 (CHs), 18.4 (CHs), 77.1 (CH), 116.5 (CH,
Ar), 117.7 (CH, Ar), 122.9 (Ar), 130.9 (CH, Ar), 131.55 (Ar), 150.5 (C=N), 156.7 (C—
0), 179.3 (S=C).

HRESIMS: 295.0880 [M+H]".



65

2-(3-(4-Fluorofenoxi)-2-butanilideno)tiossemicarbazida (9i).

F

H
O \N/N NH;

Ap0s a recristalizacdo em etanol obteve-se cristais incolores.

Formula Molecular: C11H14N30S.

Rendimento: 83 %.

PF (°C): 148-150.

Rf (6:4 ciclohexano/acetona): 0.45.

IV (KBr): 3427 (NH), 3265 e 3169 (NH,), 1605 (C=N) cm™.

RMN'H (300 MHz, DMSO-dg): 1.40 (d, 3H, J 6.8 Hz, CH3), 1.82 (s, 3H, CH3), 4.91
(q, 1H, J 6.4 Hz, CHO), 6.97-7.10 (m, 4H, ArH), 7.81 (s, 1H, NHy), 8.24 (s, 1H,
NH,), 10.17 (s, 1H, NH).

RMN®C (100 MHz, DMSO-dg): 510.9 (CH3), 18.7 (CHs), 76.8 (CH), 115.6 (CH, Ar),
115.9 (CH, Ar), 116.9 (CH, Ar), 117.0 (CH, Ar), 151.5 (C-O), 153.5 (C=N), 155.4
(C-F, Ar), 157.8 (C-F, Ar), 179.1 (C=S).

HRESIMS: 256.0987 [M+H]".



66

2-(3-(4-Clorofenoxi)-2-butanilideno)tiossemicarbazida (9j).

Cl

Ap0s recristalizacdo em etanol obteve-se cristais amarelados.

Formula Molecular: C11H14CIN3OS.

Rendimento: 59 %.

PF (°C): 119-121.

Rf (6:4 ciclohexano/acetona): 0.50.

IV (KBr): 3400 (NH), 3353 e 3246 (NH,), 1608 (C=N) cm™.

RMN®H (300 MHz, DMSO-ds): & 1.42 (d, 3H, J 6.6 Hz, CH3), 1.82 (s, 3H, CH3), 4.96
(g, 1H, J 6.6 Hz, CH), 7.01 (d, 2H, J 6.6 Hz, ArH), 7.29 (d, 2H, J 6.6 Hz, ArH), 7.85
(s, 1H, NH,), 8.27 (s, 1H, NH,), 10.21 (s, 1H, NH).

RMN®C (75.5 MHz, DMSO-dg): & 11.0 (CHs), 18.6 (CHs), 76.5 (CH), 117.4 (CH,
Ar), 124.6 (Ar), 129.2 (CH, Ar), 151.2 (C=N), 156.0 (C-O, Ar), 179.1 (C=S).
HRESIMS: 272.0127 [M]".



67

2-(3-(3-Clorofenoxi)-2-butanilideno)tiossemicarbazida (9k).

Cl

H
o) N NH,

N

Apods recristalizacdo em etanol obteve-se cristais marrons.

Formula Molecular: C11H14CIN3OS.

Rendimento: 89 %.

PF (°C): 96-98.

Rf (6:4 ciclohexano/acetona): 0.37.

IV (KBr): 3323 (NH), 3256 e 3141 (NH,), 1603 (C=N) cm™.

RMN'H (400 MHz, DMSO-ds): & 1.41 (d, 3H, J 6.6 Hz, CH5),1.83 (s, 3H, CH3),5.00
(g, 1H, J 6.6 Hz, CH),6.94-6.99 (m, 2H, Ar), 7.04-7.06 (m, 1H, Ar), 7.27 (t, 1H, J 8.1
Hz, Ar), 7.84 (s, 1H, NH,), 8.23 (s, 1H, NH,),10.18 (s, 1H, NH).

RMN™C (100 MHz, DMSO-dg): 11.0 (CHs),18.5 (CHs),76.6 (CH),114.5 (CH, Ar),
115.7 (CH, Ar),120.9 (CH, Ar),130.8 (CH, Ar),133.6 (C-CI), 150.9 (C=N), 158.1 (C—
0, Ar), 179.2 (C=S).

HRESIMS: 272.0702 [M+H]".



68

2-(3-(2-Clorofenoxi)-2-butanilideno)tiossemicarbazida (91).

Cl

H
o) \N/N NH,

Apos recristalizagdo em etanol obteve-se cristais amarelados.

Formula Molecular: C11H14CIN3OS.

Rendimento: 69 %.

PF (°C): 139-141.

Rf (6:4 ciclohexano/acetona): 0.55.

IV (KBr): 3410 (NH), 3240 (NHy), 1595 (C=N) cm™.

RMN'H (300 MHz, DMSO-dg): 1.46 (d, 3H, J 6.0 Hz, CHs3), 1.85 (s, 3H, CHs), 5.06
(g, 1H, J 6.4 Hz, CH), 6.92-6.96 (m, 1H, ArH), 7.21-7.26 (m, 2H, ArH), 7.41 (d, J 7.6
Hz, 1H, ArH), 7.822 (s, 1H, NH,), 8.256 (s, 1H, NH,), 10.210 (s, 1H, NH).

RMN®C (75.5 MHz, DMSO-dg): & 10.9 (CHs), 18.5 (CHs), 77.3 (CH), 115.8 (CH,
Ar), 121.9 (CH, Ar), 122.0 (Ar), 128.1 (CH, Ar), 130.0 (CH, Ar), 150.8 (C-O, Ar),
152.5 (C=N), 179.2 (C=S).

HRESIMS: 272.0702 [M+H]".



69

2-(3-(4-Bromofenoxi)-2-butanilideno)tiossemicarbazida (9m).

Br

H
o) \N/N NH,

Ap0s recristalizacdo em etanol foram obtidos cristais amarelados.

Formula Molecular: C11H14BrN3;OS.

Rendimento: 70 %.

PF (°C): 141-143.

Rf (6:4 ciclohexano/acetona): 0.50.

IR (KBr): 3393 (NH), 3224 e 3149 (NH,), 1600 (C=N) cm™.

RMN*H (300 MHz, DMSO-ds): & 1.41 (d, 3H, J 6.6 Hz, CH3), 1.81 (s, 3H, CH3), 4.95
(9, 1H, J 6.6 Hz, CH), 6.95 (d, 1H, J 9 Hz, ArH), 7.40 (d, 1H, J 9 Hz, ArH), 7.83 (s,
1H, NH,), 8.26 (s, 1H, NH,), 10.20 (s, 1H, NH).

RMN®C (75.5 MHz, DMSO-dg): & 11.0 (CHs), 18.6 (CHs), 76.5 (CH), 112.44 (Ar),
117.9 (CH, Ar), 132.1 (CH, Ar), 151.2 (C=N), 156.5 (C-0), 179.1 (C=S).

HRESIMS: 315.9171 [M+H]".



70

2-(3-(3-Bromofenoxi)-2-butanilideno)tiossemicarbazida (9n).

H
Br o . N NH,
N/

Ap0s recristalizacdo em etanol foram obtidos cristais amarelados.

e Férmula Molecular: C11H14BrN3OS.

e Rendimento: 36%.

e PF(°C): 121-123.

e Rf (6:4 ciclohexano/acetona): 0.46.

e IV (KBr): 3393 (NH), 3224 e 3149 (NH,), 1600 (C=N) cm™.

e RMN!H (300 MHz, DMSO-dg): & 1.41 (d, 3H, J 6.3 Hz, CH3), 1.82 (s, 3H, CH3), 5.00
(9, 1H, J 6.3 Hz, CH), 7.00 (d, 1H, J 8.4 Hz, ArH), 7.11 (d, 1H, J 8.4 Hz, ArH), 7.18
(s, 1H, ArH), 7.21 (t, 1H, J 8.1 Hz, ArH), 7.86 (s, 1H, NHy), 8.27 (s, 1H, NHy), 10.22
(s, 1H, NH).

e RMN®C (75.5 MHz, DMSO-dg): & 11.0 (CHj3), 18.5 (CHs3), 76.6 (CH), 114.9 (CH,
Ar), 118.6 (CH, Ar), 121.9 (Ar), 123.9 (CH, Ar), 131.2 (CH, Ar), 150.9 (C=N), 158.2
(C-0), 179.2 (C=S).

e HRESIMS: 315.962 [M+H]".



71

2-(3-(4-1odofenoxi)-2-butanilideno)tiossemicarbazida (90).

H
o) \N/N NH,

Apos recristalizagdo em etanol foram obtidos cristais amarelados.

Formula Molecular: C11H14IN3OS

Rendimento: 83 %.

PF (°C): 154-156.

Rf (6:4 ciclohexano/acetona): 0.51.

IV (KBr): 3347 (NH), 3243 (NHy), 1579 (C=N) cm™.

RMNH (400 MHz, DMSO-de): § 1.41 (d, 3H, J 6.4 Hz, CH3), 1.81 (s, 3H, CHg), 4.94
(9, 1H, J 6.4 Hz, CHO), 6.83 (d, 2H, J 8.4 Hz, CH, ArH), 7.55 (d, 2H, J 8.4 Hz, 2CH,
ArH), 7.81 (s, 1H, NH,), 8.24 (s, 1H, NH,), 10.18 (s, 1H, NH).

RMN®C (75.5 MHz, DMSO-ds): & 11.0 (CH3), 18.6 (CHs), 76.3 (CH), 83.8 (Ar),
118.4 (CH, Ar), 137.9 (CH, Ar), 151.2 (C=N), 157.1 (C-0), 179.1 (C=S).

HRESIMS: 364.0118 [M]".



72

2-(3-(4-Fenilfenoxi)-2-butanilideno)tiossemicarbazida (9p).

ZT

NH,

Apos recristalizagdo em etanol foram obtidos cristais brancos.

Formula Molecular: C;17H;9N30S.

Rendimento: 91 %.

PF (°C): 164-166.

Rf (6:4 ciclohexano/acetona): 0.44.

IV (KBr): 3404 (NH), 3236 (NH,), 1592 (C=N) cm™.

RMN*H (400 MHz, DMSO-ds): § 1.46 (d, 3H, J 6 Hz, CH3), 1.87 (s, 3H, CHs), 5.04
(g, 1H, J 6 Hz, CH), 7.09 (d, 2H, J 9 Hz, ArH), 7.20-7.47 (m, 1H, ArH), 7.49-7.73
(m, 2H, ArH), 7.78-7.99 (m, 4H, ArH), 7.89 (s, 1H, NH,), 8.30 (s, 1H, NH,), 10.24 (s,
1H, NH).

RMN®C (100 MHz, DMSO-dg): 5 11.7 (CHs), 19.5 (CH3), 81.7 (CH), 116.7 (CH,
Ar), 126.9 (CH, Ar), 128.4 (CH, Ar), 129.1 (CH, Ar), 129.5 (CH, Ar), 133.6 (CH, Ar),
140.4 (C, Ar), 152.4 (C=N), 157.6 (C-0O), 179.8 (C=S).

HRESIMS: 314.1336 [M+H]".



73

2-(3-(3-Fenilfenoxi)-2-butanilideno)tiossemicarbazida (99).

H
o) N NH,

N

Apos recristalizacdo em etanol foram obtidos cristais brancos.

Formula Molecular: C17H19N30S.

Rendimento: 79 %.

PF (°C): 138-140.

Rf (6:4 ciclohexano/acetona): 0.39.

IV (KBr): 3437 (NH), 3324 (NHy), 1586 (C=N) cm™.

RMN®H (400 MHz, DMSO-dg): & 1.45 (d, 3H, J 8.8 Hz, CH3), 1.85 (s, 3H, CH3), 5.09
(g, 1H, J 8.8 Hz, CH), 6.96 (d, 1H, ArH), 7.20-7.26 (m, 2H, ArH), 7.31-7.37 (m, 1H,
ArH), 7.45 (t, 2H, ArH), 7.62 (d, 2H, ArH), 7.90 (s, 1H, NH,), 8.26 (s, 1H, NHy),
10.20 (s, 1H, NH).

RMN®C (100 MHz, DMSO-d): 5 11.0 (CHs), 18.8 (CH3), 76.4 (CH), 113.9 (CH,
Ar), 114.8 (CH, Ar), 119.4 (CH, Ar), 126.7 (2CH, Ar), 127.6 (CH, Ar), 128.9 (2CH,
Ar), 130.0 (CH, Ar), 139.8 (C, Ar), 141.6 (C, Ar), 151.7 (C=N), 157.8 (C-0), 179.3
(C=S).

HRESIMS: 314.1422 [M+H]".



74

2-(3-(2-Fenilfenoxi)butano-2-ilideno)tiossemicarbazida (9r).

NH,

Apods recristalizacdo em etanol foram obtidos cristais brancos.

Férmula Molecular: C17H19N30S.

Rendimento: 83 %.

PF (°C): 179-181.

Rf (6:4 ciclohexano/acetona): 0.50.

IV (KBr): 3416 (NH), 3226 e 3156 (NH,), 1596 (C=N) cm™.

RMN'H (400 MHz, DMSO-dg): & 1.32 (d, 3H, J 6.0 Hz, CH3), 1.76 (s, 3H, CH3), 4.97
(9, 1H, J 6.4 Hz, CH), 7.02 (t, 1H, J 7.6 Hz, ArH), 7.14 (d, 2H, J 8.4 Hz, ArH), 7.25-
7.34 (m, 3H, ArH), 7.41 (t, 2H, J 7.2 Hz, ArH), 7.49 (d, 2H, J 7.2 Hz, ArH), 7.73 (s,
1H, NH,), 8.22 (s, 1H, NH,), 10.16 (s, 1H, NH).

RMN®C e DEPT (100 MHz, DMSO-dg): & 11.7 (CHs), 19.0 (CH3), 77.2 (CH), 114.8
(CH, Ar), 121.8 (CH, Ar), 127.3 (CH, Ar), 128.4 (CH, Ar), 129.2 (CH, Ar), 129.7
(CH, Ar), 130.9 (C, Ar), 131.1 (CH, Ar), 138.6 (C, Ar), 152.2 (C-0), 154.4 (C=N),
179.6 (C=S).

HRESIMS: 314.1336 [M+H]".



75

2-(3-(4-Fenoxilfenoxi)-2-butanilideno)tiossemicarbazida (9s).

H
o) N NH,

N

O

Apods recristalizacdo em etanol foram obtidos cristais amarelos.

Férmula Molecular: C17H19N30,S

Rendimento: 71 %.

PF (°C): 111-112.

Rf (6:4 ciclohexano/acetona): 0.53.

IV (KBr): 3423 (NH), 3238 (N-Hy), 1593 (C=N) cm™.

RMN'H (300 MHz, DMSO-ds): & 1.42 (d, 3H, J 6 Hz, CHs), 1.86 (s, 3H, CH3), 4.93
(9, 1H, J 6 Hz, CH), 6.90-6.95 (m, 4H, ArH), 7.00-7.05 (m, 3H, ArH), 7.32-7.38 (m,
2H, ArH), 7.81 (s, 1H, NH,), 8.26 (s, 1H, NH,), 10.20 (s, 1H, NH).

RMN **C NMR (75.5 MHz, DMSO-dg): & 11.8 (CHs), 19.5 (CHs), 77.3 (CH), 117.6
(CH, Ar), 118.2 (CH, Ar), 121.0 (CH, Ar), 123.4 (CH, Ar), 130.6 (CH, Ar), 133.6
(CH, Ar), 150.5 (C-0, Ar), 152.5 (C=N), 154.2 (C-O, Ar), 158.3 (C-0), 179.8 (C=S).
HRESIMS: 330.0697 [M+H]".



76

2-(3-(1-Naftaleniloxi)-2-butanilidene)tiossemicarbazida (9t).

H
o) L NH,

Apobs recristalizacdo em etanol foram obtidos cristais brancos.

Formula Molecular: C15H17N30S

Rendimento: 98 %.

PF (°C): 158-160.

Rf (6:4 ciclohexano/acetona): 0.49.

IV (KBr): 3408 (NH), 3228 (NH,), 1597 (C=N) cm™.

RMN!H (300 MHz, DMSO-dg): & 1.56 (d, 3H, J 6.8 Hz, CHs), 1.86 (s, 3H, CHs), 5.18
(g, 1H, J 6.4 Hz, CH), 7.05 (d, 1H, J 8 Hz, ArH), 7.36 (t, 1H, J 7.6 Hz, ArH), 7.45-
7.53 (m, 3H, ArH), 7.84-7.86 (m, 1H, ArH), 7.88 (s, 1H, NH,), 8.19-8.22 (m, 1H,
ArH), 8.26 (s, 1H, NH,), 10.20 (s, 1H, NH).

RMN®C (75.5 MHz, DMSO-dg): § 10.4 (CH3), 18.3 (CHs), 76.0 (CH), 106.6 (CH,
Ar), 119.8 (CH, Ar), 121.0 (CH, Ar), 124.7 (CH, Ar), 124.9 (CH, Ar), 125.6 (CH, Ar),
125.9 (CH, Ar), 127.0 (CH, Ar), 133.6 (CH, Ar), 151.3 (C=N), 152.0 (C-O, Ar), 179.7
(C=S).

HRESIMS: 288.1283 [M+H]".



77

2-(3-(2-Naftaleniloxi)-2-butanilideno)tiossemicarbazida (9u).

H
o) \N/N NH,

Apobs a recristalizacdo em etanol foram obtidos cristais brancos.

Formula Molecular: C15H17N30S

Porcentagem: 89 %.

PF (°C): 150-152.

Rf (6:4 ciclohexano/acetona): 0.51.

IV (KBr): 3341 (NH), 3270 (NH,), 1614 (C=N) cm™.

RMNH (400 MHz, DMSO-de): & 1.49 (d, 3H, J 6.4 Hz, CH3), 1.85 (s, 3H, CH3), 5.13
(g, 1H, J 6.3 Hz, CH), 7.19 (d, 1H, J 9.2 Hz, ArH), 7.19 (d, 1H, J 9.2 Hz, ArH), 7.33
(t, 1H, J 7.6 Hz, ArH), 7.41-7.46 (m, 2H, ArH), 7.74 (d, 1H, J 8.4 Hz, ArH), 7.80 (d,
1H, J 8.8 Hz, ArH), 7.98 (s, 1H, NH,), 8.27 (s, 1H, NH,), 10.20 (s, 1H, NH).

RMN™C (100 MHz, DMSO-dg): § 10.9 (CHs), 18.6 (CHs), 76.2 (CH), 108.9 (CH,
Ar), 118.9 (CH, Ar), 123.7 (CH, Ar), 126.3 (CH, Ar), 126.7 (CH, Ar), 127.4 (CH, Ar),
128.5 (CH, Ar), 129.3 (CH, Ar), 134.0 (CH, Ar), 151.6 (C=N), 154.9 (C-O, Ar), 179.2
(C=S).

HRESIMS: 288.1283 [M+H]".



78

2-(3-(3,4-Diclorofenoxi)-2-butanilideno)tiossemicarbazida (9v).

H
cl o) L NH,
N/

Cl

Apobs recristalizacdo em etanol foram obtidos cristais brancos.

Formula Molecular: C11H13CI,N3OS

¢ Rendimento: 74 %.

e PF(°C): 154-156.

e Rf (6:4 ciclohexano/acetona): 0.34.

e IV (KBr): 3420 (NH), 3259 e 3155 (NH,), 1593 (C=N) cm™,

e RMN'H (300 MHz, DMSO-dg): & 1.42 (d, J = 6.6 Hz, 3H, CHs), 1.82 (s, 3H, CHj),
5.00 (g, 1H, J 6.6 Hz, CH), 7.00 (dd, 1H, J 9.0 Hz, *J 3.0 Hz, ArH), 7.27 (d, 1H, *J 3.0
Hz, ArH), 7.47 (d, 1H, J 9.0 Hz, ArH), 7.85 (s largo, 1H, NH;), 8.24 (s largo, 1H,
NH,), 10.19 (s, 1H, NH).

e RMN¥C (75.5 MHz, DMSO-dg): § 11.0 (CHs), 18.4 (CHs3), 77.1 (CH), 116.5 (CH,
Ar), 117.7 (CH, Ar), 122.9 (C-Cl, Ar), 130.9 (CH, Ar), 131.5 (Ar), 150.5 (C=N),
156.7 (C-0), 179.3 (C=S).

e HRESIMS: 306.0320 [M+H]".



79

2-(3-(3-Cloro-4-fluorofenoxi)-2-butanilideno)tiossemicarbazida (9w).

Cl

F

H
o) \N/N NH,

Ap0s recristalizacdo em etanol foram obtidos cristais amarelados.

Formula Molecular: C11H13CIFN3;OS

Rendimento: 91 %.

PF (°C): 134-136.

Rf (6:4 ciclohexano/acetona): 0.Rf (6:4 ciclohexano/acetona): 0.62.

IV (KBr): 3423 (NH), 3236 (NHy), 1579 (C=N) cm™.

RMN*H (300 MHz, DMSO-dg): 51.41 (d, 3H, J 6.4 Hz, CH3), 1.82 (s, 3H, CHs), 4.96
(g, 1H, J 6.4 Hz, CH), 6.97-7.01 (m, 1H, ArH), 7.20-7.22 (m, 1H, ArH), 7.28 (t, 1H, J
9.2 Hz, ArH), 7.88 (s, 1H, NH,), 8.26 (s, 1H, NH,), 10.21 (s, 1H, NH).

RMN™C (100 MHz, DMSO-dg): 511.0 (CHs), 18.5 (CH3), 77.1 (CH), 116.0 (CH, Ar),
117.0 (CH, Ar), 117.4 (CH, Ar), 119.7 (Ar), 150.7 (C-F, Ar), 153.1 (C-O), 153.8
(C=N), 179.2 (C=5).

HRESIMS: 290.0551 [M+H]".
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2-(3-(2,3-Diclorofenoxi)-2-butanilideno)tiossemicarbazida (9x).

Cl

Cl

Apos a recristalizagdo em etanol obteve-se cristais amarelados.

Formula Molecular: C11H13CI,N3OS

Rendimento: 55 %.

PF (°C): 132-134.

Rf (6:4 ciclohexano/acetona): 0.50.

IV (KBr): 3423 (NH), 3236 (NH,), 1507 (C=N), cm™.

RMN*H (300 MHz, DMSO-dg): & 1.47 (d, 3H, J 6.0 Hz, CH3), 1.85 (s, 3H, CH3), 5.09
(g, 1H, J 6.0 Hz, CH), 7.18-7.27 (m, 3H, ArH), 7.84 (s, 1H, NH,), 8.28 (s, 1H, NH,),
10.23 (s, 1H, NH).

RMN™C (100 MHz, DMSO-dg): 510.9 (CHs), 18.5 (CH3), 78.0 (CH), 114.1 (CH, Ar),
120.6 (CH, Ar), 1225 (Ar), 128.3 (CH, Ar), 132.3 (Ar), 150.33 (C-O, Ar), 154.0
(C=N), 179.2 (C=S).

HRESIMS: 306.0235 [M+H]".



81

3.3 PARTE BIOLOGICA

Toxicidade da célula hospedeira: esplendcitos de ratos BALB/c foram colocados em placas
de 96 pocos, a um nimero de células de 5x10° células/poco em meio RPMI-1640
suplementado com 10% de FBS e 50ug/mL de gentamicina. Todos os compostos foram
dissolvidos em DMSO e depois diluidos em meio RPMI-1640 em cinco concentracGes
diferentes (1,23, 3,70, 11,11, 33,33 e 100ug / mL) e adicionado as respectivas cavidades, em
triplicata. A placa foi incubada durante 24h a 37 °C e CO2 a 5%, contendo 1,0uCi de *H-
timidina (Perkin-Elmer, Waltham, MA). A placa foi, em seguida, transferidos para um
contador de p-radiacdo (Multilabel Reader, Finlandia) e a porcentagem de *H-timidina foi

determinada. A concentragcdo mais elevada ndo toxico foi determinado para cada composto.

Atividade anti-T. cruzi (epimastigotas): Epimastigotas (Dm28c) foram contadas em um
hemocitdmetro e depois vertidas em placas de 96 pocos, a um numero de células de 106
células/pogo. Todos os compostos foram dissolvidos em DMSO e depois diluidos em meio
LIT em cinco concentracdes diferentes (1, 23, 3, 70, 11, 11, 33, 33 e 100 png / mL) e
adicionado as respectivas cavidades, em triplicata. A placa foi incubada durante 5 dias a
26°C, foram recolhidas aliquotas de cada pogo, e 0 numero de parasitas viaveis foram
contadas numa camara de Neubauer e comparados com cultura parasitaria ndo tratada. Clsgs
foram calculados por meio de regressdo ndo-linear no software GraphPad Prism 4.0.

Benznidazol e nifurtimox foram utilizados como farmacos de referéncia.

Atividade anti-T. cruzi (tripomastigotas): tripomastigotas metaciclicas foram recolhidas a
partir do sobrenadante de células LLC-MK2 infectadas e, em seguida, distribuidas em placas
de 96 pocos a uma série de células de 4.105 células/pogo em meio RPMI-1640. Todos os
compostos foram dissolvidos em DMSO e depois diluidos em meio RPMI-1640 em cinco
concentracgdes diferentes (1, 23, 3, 70, 11, 11, 33, 33 e 100ug/mL) e adicionado as respectivas
cavidades, em triplicata. A placa foi incubada durante 24h a 37°C e 5% de CO,. Aliquotas de
cada poco foram recolhidas, e 0 niUmero de parasitas viaveis foi contado numa camara de
Neubauer. A percentagem de inibicdo foi calculada em relacdo as culturas ndo tratadas. Clsg
calculo também foi realizada por meio de regressdo ndo-linear com o software GraphPad

Prism 4.0. Benznidazol e nifurtimox foram utilizados como os farmacos de referéncia.
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Inibicdo da atividade catalitica da cruzaina recombinante: cruzaina recombinante foi
fornecida por Allison Doak e Dr. Brian Shoichet, da Universidade da Califérnia em San
Francisco. A atividade da Cruzaina foi medida através da monitorizacdo da clivagem do
substrato fluorogénico Z-Phe-Arg-aminometilcumarina (Z-FR-AMC) em um Sinergy 2
(Biotek), a partir do Centro de Citometria de Fluxo e Fluorimetria no Departamento de
Bioquimica e Imunologia (UFMG), usando filtros de 340 nm para excitacdo e 440 nm para
emissdo. Os ensaios foram realizados em acetato de sodio a 0,1M, pH 5,5 e na presenca de
1mM de p-mercaptoetanol e 0,01% de Triton X-100. A concentragdo final da cruzaina foi de
0,5nM e a concentracao de substrato foi de 2,5 uM (Km = 1 uM). Os compostos 9a, 9h, 9k,
9m, 9n, 90 e 9s foram rastreados a 100 uM, enquanto 9g, 9p e 9t foram testados a 50 uM. A
triagem foi realizada em duas condicfes: sem pré-incubacdo com a enzima e depois de uma
pré-incubacdo de 10 minutos com a enzima. Todos os compostos foram testados em dois
experimentos independentes, cada um realizado em triplicata. Os ensaios foram

acompanhados durante 5 min, e a atividade foi calculada a partir de um controle de DMSO.



4 - Consideracoes Finals
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4.1 CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

e Uma série inédita de 24 ariloxitiossemicarbazonas foi estruturalmente concebida
empregando-se a estratégia de homologacdo, bem como a restricdo conformacional.

Estas modificacdes moleculares produziram as ariloxitiossemicarbazonas 9a-x.

e Essa série foi obtida empregando-se uma metodologia simples com bons rendimentos,
sendo, em seguida, avaliada quanto a atividade anti-T. cruzi frente as formas

epimastigota e tripomastigota.

e Todos os compostos apresentaram atividade tripanocida para duas formas evolutivas.
No estudo de relagéo estrutura-atividade pode-se observar que a atividade anti-T. cruzi
dessa serie € dependente da natureza do substituinte presente no anel fenil, mas a

posicao de tal substituinte ao longo do anel tem menos importancia.

e As ariloxitiossemicarbazonas 9h, 9r e 9t foram identificadas como potentes e seletivos

agentes anti-T. cruzi semelhantes ao benznidazol.

e A molécula 9h foi eleita como a melhor candidata a farmaco anti-T cruzi, uma vez que
apresentou atividade cerca de 4 vezes maior e toxicidade aproximadamente 3 vezes

menor que o benznidazol frente a forma tripomastigota do parasito.

e [Esses compostos mais ativos foram testados quanto a inibicdo da atividade da
cruzaina, no intuito de identificar um provavel mecanismo de acdo dessa série. No
entanto, nenhum apresentou propriedades inibitérias contra tal enzima, o que sugere

que a potente atividade de tais compostos envolve outro mecanismo de agéo.

e Com base nos resultados obtidos novas modificagdes estruturais em
ariloxitiossemicarbazonas poderdo ser planejadas no intuito de otimizar a atividade,

bem como reduzir a toxicidade de tais compostos.
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Além disso, seria importante obter mais informagdes com relagdo ao mecanismo de
acao de tais compostos, investigando-se outros possiveis alvos para a atividade anti-T.

cruzi dos mesmaos.
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