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formaram cinquenta e dois oficiais professores das diversas especialidades do magistério. O
curso foi realizado em dois semestres; no primeiro fizemos disciplinas relacionadas com a vida
castrense enquanto no sequndo semestre cursamos as disciplinas especificas do magistério
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Naquele mesmo ano de 1994, fui classificado como professor no recém criado
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mestrado em Quimica na UFMS, fui dispensado integralmente das atribuicées no CMCG e
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com o Titulo “Estudo quimico de Adiantum tetraphyllum Homb. < Bonpl. Ex Willd
(Pteridaceae), orientado pela Professora Dr* Sénia Corina Hess, onde relatei a obtengdo de
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relagdo entre esses constituintes e a propriedade alelopdtica do vegetal estudado. Paralelamente
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Ao mesmo tempo, como chefe da Secdo de ensino de ciéncias, institucionalizei o
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assim, pude participar de reunides da Sociedade Brasileira para o Progresso da Ciéncia, onde os
alunos e seus orientadores podiam apresentar seus trabalhos cientificos e interagir com jovens de
outras partes do Pas.

Nesta modalidade orientei a Aluna Pauline Souza Castro no trabalho “Reagées
de transesterificacdo de ésteres de dcidos graxos” que foi apresentado no 1° Encontro de
Iniciagdo Cientifica dos Colégios Militares no IME , Rio de Janeiro, em 1999.
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alta condecoragdo do professor militar, por ter prestado relevantes servigos ao Magistério do
Exército

Atualmente, desenvolvo pesquisas educacionais na Se¢do Técnica de Ensino do

Instituto Militar de Engenharia (IME), que visam orientar decisées do Diretor de Ensino do



IME e em parceria com o IME trabalho no laboratério de sintese orgdanica da Professora PhD
Whei Oh Lin e utilizo os equipamentos do laboratério de RMN do Professor PhD ° Figueroa,
meu co orientador.
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RESUMO

Patologias causadas por parasitas de espécies dos géneros Trypanosoma e Leishmania afetam
centenas de milhares de pessoas em mais de noventa paises dos cinco continentes. No Brasil
milhares de pessoas sofrem da doenca de Chagas e de Leishmanioses. As pessoas infectadas por
esses parasitas, geralmente, sdo pobres. Os tratamentos disponiveis sdo antigos, agressivos, caros
e ineficazes; e isto se explica, em parte, pela falta de sensibilidade da industria farmacéutica, que
ndo se dispGem a investir em medicamentos para populacfes de baixa renda. O que levou estas
parasitoses, dentre outras doengas, a compor o rol das doencas ditas “negligenciadas”. Assim,
este trabalho apresenta a sintese de vinte e duas tiossemicarbazonas sendo doze derivadas do
nacleo 3,4-metilenodioxila e dez benzofluoradas que objetivaram a acdo tripanocida sobre
Tyipanssoma cruzi e Leishmania amazonensis. Dentre estas tios-semicarbazonas quatorze sdo
inéditas. Ainda foram sintetizados seis compostos da classe dos carbimidotioatos e dois da classe
dos benzotriazocinicos, ndo relatados na literatura. Os compostos foram caracterizados
estruturalmente, através de experimentos de IV e RMN 'H, °C, DEPT Q e DEPT 135°.
Diferentes metodologias sintéticas foram empregadas como formas alternativas para as reacoes
de Sandmayer, objetivando bons resultados, para o ndcleo 3,4-metilenodioxila.. A reacdo de
cloracdo do piperonal com acido tricloroisocianurico é relatada neste trabalho originalmente. As
reacOes de sintese das tiosemicarbazonas apresentaram rendimentos entre 91,0% e 98,5%. Foi
realizada uma revisdo da literatura sobre as enzimas, rotas metabolicas e biossintéticas de
tripanossomatideos que pudessem ser alvos quimioterapicos dos compostos sintetizados.
Experimentos da avaliacdo antiparasitaria, in vitro, com as formas epimastigogas de T. cruzi e
promastigotas de L. amazonensis foram conduzidos com dez das tiossemicarbazonas
sintetizadas, cinco mostraram atividade tripanomicida abaixo de 100 uM, sendo que trés delas
com valores de 1Csy muito promissores, ou seja, a iodo-substituida 1C5,=7,00 uM, a amino-
susbtituida com ICsp = 7,62 uM e a dicloroaceacetilamino-substituida com 1Csy = 9,00 puM.
Foram realizados ensaios frente a macréfagos da linhagem celular J774-Al para avaliacdo da
citotoxicidade e célculo do indice de seletividade em relagdo aos valores de ICsy obtidos na
avaliacdo da atividade tripanocida. Os resultados indicaram a tiossemicarbazona iodo-substituida
com melhor indice de seletividade, isto é, uma baixa citotoxicidade (279 1Cso uM) e elevada
acao tripanocida (7,0 uM), revelando-se como bastante promissora para ensaios in vivo. Ensaios
realizados frente a macréfagos murinos infectados com a forma amastigota de L. amazonensis
revelaram resultados muito promissores com valores de ICsy = 10,37 puM para a
tiossemicarbazona ciano-substituida e 1Cso = 9,45 uM para a tiossemicarbazona iodo-substituida
Neste contexto, aparece como uma via muito importante o seqiiestro de fons de Fe*?, ja que a
enzima superdxido dismutase dos tripanossomatideos sdo dependentes destes ions, enquanto no
hospedeiro humano a enzima homdloga superéxido dismutase tem como metal central &tomos de
zinco ou manganés. Assim, a avaliacdo da atividade quelante frente aos fons Fe*? e Zn*? foi
realizada, Os resultados obtidos foram muito interessantes indicando o maior efeito quelante das
substancias ensaiadas para o Fe*? quando comparado ao Zn*? e, com maior intensidade para a
tiossemicarbazona iodo-substituida que foi a que apresentou melhor atividade leishmanicida e
tripanomicida. A  alta  seletividade apresentada pela  6-iodo-1,3-benzodioxol-5-
carbaldeidotiossemicarbazona sobre o fon Fe*?, comparado a mesma capacidade sobre o fon
Zn*?, sugere a inviabilidade da metaloenzima superéxido dismutase dos parasitas através da
privacdo de um elemento vital para essa enzima.

Palavras-chave: Tiossemicarbazonas. Quelacéo. Tripanossomatideos.



ABSTRACT

Diseases caused by parasites of the species of Trypanosoma and Leishmania affect hundreds of
thousands of people in more than ninety countries on five continents. Thousands of people suffer
from Chagas and Leishmaniasis disease in Brazil. People infected by these parasites are
generally poor. The treatments available are old, aggressive, expensive and ineffective, and this
is explained in part by the lack of sensitivity of the pharmaceutical industry, who are unwilling to
invest in drugs for low-income populations. What led these parasites, among other diseases, to
compose the list of diseases called "neglected”. This work presents the synthesis of twenty-two
thiosemicarbazones, including twelve 3,4-metilenodioxil derived and ten benzo-fluorinateds
derived. Fourteen of these are new thiosemicarbazones. Although six compounds were
synthesized from the class of hydrazine-carbimidothioates and two were synthesized from the
class of benzotriazocin-6(5H)-2-one, all never reported. The compounds were structurally
characterized by 1V and RMN *H, *C, DEPT Q e DEPT 135°. Different synthetic methodologies
were employed as alternative means for the reactions of Sandmayer, aiming good results for the
core 3.4-metilenodioxil. The chlorination reaction of piperonal with trichloroisocyanuric acid is
reported in this study originally. The synthesis reactions of thiosemicarbazones showed yields
between 91.0% and 98.5%. Was made a review about enzymes, biosynthetic and metabolic
pathways of trypanosomatids, that could be chemotherapeutic targets of these synthesized
compounds. Antitripanosomic assessing experiments, in vitro, with epimastigogas T. cruzi and
promastigotes of L. amazonensis, was performed with ten synthesized thiosemicarbazones. Five
substances have shown trypanomicidal activity below 100 puM, three of which with very
promising 1Cso values ie, the iodine-substituted 1Cso = 7,00 uM, the amino-substituted with
ICs0 = 7,62 UM and the dicloroaceacetilamino-substituted with 1Cso = 9,00 uM. Assays were
performed against the macrophage cell line J774-Al to evaluate the cytotoxicity and selectivity
index was calculated from the values obtained in the 1Cso trypanomicidal activity. The results
indicated the iodine-substituted thiosemicarbazone with the best selectivity index, ie, a low
cytotoxicity (279 I1Cso uM) and high trypanocidal action (7,0 uM), revealed itself as very
promising for in vivo testing. Tests carried forward to murine macrophages infected with
amastigote L. amazonensis showed very promising results with 1Cso = 10.37 uM to the cyano-
substituted thiosemicarbazone and ICsp = 9.45 uM for iodine-substituted thiosemicarbazone. In
this context, appears as a very important way of iron ions sequestration, since the superoxide
dismutase enzyme of trypanosomes are dependent on these ions, while in the human host the
homologous superoxide dismutase enzyme has atoms of zinc or manganese like central metal.
Thus, evaluation of chelating activity against the Fe*? and Zn*? ions was performed. The results
were very interesting showing the greatest effect of chelating substances tested for Fe*? when
compared to Zn*?, and greater intensity for the iodine-substituted thiosemicarbazone that
showed the best leishmanicidal and trypanomicidal activity. The high selectivity shown by the 6-
iodo-1,3-benzodioxole-5-carbaldehyde-thiosemicarbazone on the ion Fe*?, compared with the
same capacity on the ion Zn*2, suggests the impossibility of metalloenzyme superoxide
dismutase of parasites through the hardship of a vital element for this enzyme.

Key words: Thiosemicarbazones. Chelation. Tiypanosomatids.
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8.38 Espectro de RMN de *H do 6-flGorpiperonal M12

8.39 Espectro de RMN de DEPT Q do 6-fliorpiperonal M12

8.40 Espectro de 1V do 6-fluorpiperonal M12

8.41 Espectro de RMN de *H do 6 metoxipiperonal M13

8.42 Espectro de DEPTQ do 6 metoxipiperonal M13

8.43 Espectro de IV do 6 metoxipiperonal M13

8.44 Espectro de RMN de *H do 2-cloro-N-(6-formil-1,3-benzodioxol-5-il)-
acetamida M14

8.45 Espectro de DEPTQ do 2-cloro-N-(6-formil-1,3-benzodioxol-5-il)-
acetamida M14

8.46 Espectro de IV do 2-cloro-N-(6-formil-1,3-benzodioxol-5-il)-acetamida
M14

8.47 Espectro de RMN de *H do 2,2,2-triflGor-N-(6-formil-1,3-benzodioxol-5-
il)-acetamida M15

8.48 Espectro de DEPTQ do 2,2,2-triflGor-N-(6-formil-1,3-benzodioxol-5-il)-
acetamida M15

8.49 Espectro de 1V do 2,2,2-trifluor-N-(6-formil-1,3-benzodioxol-5-il)-aceta-
mida M15

8.50 Espectro de RMN de *H do 1,3-benzodioxol-5-carboxaldeidotiossemcar-
bazona

8.51 Espectro de RMN de **C do 1,3-benzodioxol-5-carboxaldeidotiossemicar-
bazona

8.52 Espectro de RMN de DEPT135 do 1,3-benzodioxol-5-carboxaldeidotios-
semcarbazona

8.53 Espectro de 1V do 1,3-benzodioxol-5-carboxaldeidotiossemicarbazona

8.54 Espectro de RMN de *H do 6-nitro-1,3-benzodioxol-5-carboxaldeidotios-
semicarbazona

8.55 Espectro de RMN de **C do 6-nitro-1,3-benzodioxol-5-carboxaldeidotios-
semicarbazona

8.56 Espectro de RMN de DEPT 135 do 6-nitro-1,3-benzodioxol-5-carboxal-
deidotiossemicarbazona
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8.57 Espectro de IV do 6-nitro-1,3-benzodioxol-5-carboxaldeidotiossemica-
rbazona

8.58 Espectro de RMN de *H do 6-amino-1,3-benzodioxol-5-
carbaldeidotiosse-micarbazona

8.59 Espectro de RMN de **C do 6-amino-1,3-benzodioxol-5-carbaldeido-
tiossemicarbazona

8.60 Espectro de RMN de DEPT135 do 6—amino-1,3-benzodioxol-5-carbaldei-
dotiossemicarbazona

8.61 Espectro de IV do 6—amino-1,3-benzodioxol-5-carboxaldeidotiossemicar-
bazona

8.62 Espectro de RMN de *H do 6-fltor-1,3-benzodioxol-5-carboxaldeido-
tiossemicarbazona

8.63 Espectro de RMN de **C do 6-fltior-1,3-benzodioxol-5-carboxaldeidotio-
ssemicarbazona

8.64 Espectro de IV do 6-fldor-1,3-benzodioxol-5-carboxaldeidotiossemicar-
bazona

8.65 Espectro de RMN de *H do 6-cloro-1,3-benzodioxol-5-carboxaldeidotios-
semicarbazona

8.66 Espectro de DEPTQ do 6-cloro-1,3-benzodioxol-5-carboxaldeidotiosse-
micarbazona

8.67 Espectro de IV do 6-cloro-1,3-benzodioxol-5-carboxaldeidotiossemicar-
bazona

8.68 Espectro de RMN de *H do 6-bromo-1,3-benzodioxol-5-carboxaldeido-
tiossemicarbazona

8.69 Espectro de RMN de **C do 6-bromo-1,3-benzodioxol-5-carboxaldeido-
tiossemicarbazona

8.70 Espectro de RMN de DEPT135 do 6-bromo-1,3-benzodioxol-5-carbo-
xaldeidotiossemicarbazona

8.71 Espectro de IV do 6-bromo-1,3-benzodioxol-5-carboxaldeidotiossemi-
carbazona

8.72 Espectro de RMN de *H do 6-iodo-1,3-benzodioxol-5-carboxaldeido-
tiossemicarbazona

8.73 Espectro de DEPTQ do 6-iodo-1,3-benzodioxol-5-carboxaldeidotios-
semicarbazona

8.74 Espectro de IV do 6-iodo-1,3-benzodioxol-5-carboxaldeidotiossemi-
carbazona

8.75 Espectro de RMN de *H do 6-ciano-1,3-benzodioxol-5-carboxaldeido-
tiossemicarbazona

8.76 Espectro de DEPTQ do 6-ciano-1,3-benzodioxol-5-carboxaldeido-
tiossemicarbazona

8.77 Espectro de IV do 6-ciano-1,3-benzodioxol-5-carboxaldeidotiossemi-
carbazona

8.78 Espectro de RMN de *H do 6-hidroxi-1,3-benzodioxol-5-carboxaldeido-
tiossemicarbazona,

8.79 Espectro de RMN de **C do 6-hidroxi-1,3-benzodioxol-5-carboxaldeido-
tiossemicarbazona

8.80 Espectro de RMN de DEPT135 do 6-hidroxi-1,3-benzodioxol-5-carboxal-
deidotiossemicarbazona

8.81 Espectro de 1V do 6-hidroxi-1,3-benzodioxol-5-carboxaldeidotiossemi-
carbazona
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8.82 Espectro de RMN de *H do 6-metoxi-1,3-benzodioxol-5-carboxaldeido-
tiossemicarbazona

8.83 Espectro de DEPT Q do 6-metoxi-1,3-benzodioxol-5-carboxaldeido-
tiossemi-carbazona

8.84 Espectro de IV do 6-metoxi-1,3-benzodioxol-5-carboxaldeido-
tiossemicarbazona

8.85 Espectro de RMN de *H do 6-
cloroaminoacetilpiperonaltiossemicarbazona

8.86 Espectro de DEPTQ do 6-cloroaminoacetilpiperonaltiossemicarbazona

8.87 Espectro de 1V do 6-cloroaminoacetilpiperonaltiossemicarbazona

8.88 Espectro de RMN de *H do 6-
trifluoraminocetilpiperonaltiossemicarbazona

8.89 Espectro de RMN de **C do 6-
trifluoraminocetilpiperonaltiossemicarbazona

8.90 Espectro de RMN de DEPT 135 do 6-
trifluoraminocetilpiperonaltiossemicarbazona

8.91 Espectro de IV do 6-trifluoraminocetilpiperonaltiossemicarbazona

8.92 Espectro de RMN de *H do 2’-fluorbenzaldeidotiossemicarbazona

8.93 Espectro de RMN de **C do 2’-fluorbenzaldeidotiossemicarbazona

8.94 Espectro de RMN de DEPT135 do 2’-fluorbenzaldeidotiossemicarbazona
8.95 Espectro de IV do 2’-fluorbenzaldeidotiossemicarbazona

8.96 Espectro de RMN de 'H do 2’,3’-difluorbenzaldeidotiossemicarbazona
8.97 Espectro de DEPT Q do 2’,3’-difluorbenzaldeidotiossemicarbazona
8.98 Espectro de IV do 2°,3’-difluorbenzaldeidotiossemicarbazona

8.99 Espectro de RMN de 'H do 2,5’-difluorbenzaldeidotiossemicarbazona
8.100 Espectro de DEPTQ do 2,5 -difluorbenzaldeidotiossemicarbazona
8.101 Espectro de IV do 2,5’-difluorbenzaldeidotiossemicarbazona

8.102 Espectro de RMN de 'H do 2,6’-difluorbenzaldeidotiossemicarbazona
8.103 Espectro de RMN de 3¢ do 2,6°-difluorbenzaldeidotiossemicarbazona

8.104 Espectro de RMN de DEPT135 do 2,6’-
difluorbenzaldeidotiossemicarbazona
8.105 Espectro de IV do 2,6’-difluorbenzaldeidotiossemicarbazona

8.106 Espectro de RMN de 'H do 3,4’-difluorbenzaldeidotiossemicarbazona
8.107 Espectro de RMN de **C do 3,4’-difluorbenzaldeidotiossemicarbazona

8.108 Espectro de RMN de DEPT135 do 3,4’-
difluorbenzaldeidotiossemicarbazona
8.109 Espectro de IV do do 3,4’-difluorbenzaldeidotiossemicarbazona

8.110 Espectro de RMN de *H do 3,5’-difluorbenzaldeidotiossemicarbazona
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8.111 Espectro de RMN de **C do 3,5’-difluorbenzaldeidotiossemicarbazona

8.112 Espectro de RMN de DEPT135 do 3,5’-
difluorbenzaldeidotiossemicarbazona
8.113 Espectro de IV do 3,5 -difluorbenzaldeidotiossemicarbazona

8.114 Espectro de RMN de 'H do 2°,3,4’-
trifluorbenzaldeidotiossemicarbazona
8.115 Espectro de DEPT Q do 2°,3”,4’-trifluorbenzaldeidotiossemicarbazona

8.116 Espectro de IV do 2°,3’,4’-trifluorbenzaldeidotiossemicarbazona

8.117 Espectro de RMN de 'H do 2°, 3°, 5°, 6’-tetrafluorbenzaldeidotiossemi-
carbazona

8.118 Espectro de DEPTQ do 2, 3°, 5°, 6’-tetrafluorbenzaldeidotiossemicar-
bazona

8.119 Espectro de IV do 2, 3°, 5°, 6’-tetrafluorbenzaldeidotiossemicarbazona

8.120 Espectro de RMN de *H do 27, 3°, 4, 5°, 6’-pentafluorbenzaldeidotio-
ssemicarbazona

8.121 Espectro de RMN de *C do 2°, 3°, 4°, 5, 6’-pentafluorbenzaldeidotios-
semicarbazona

8.122 Espectro de IV do 2, 3°, 4°, 5, 6’-pentafluorbenzaldeidotiossemicarba-

Zona

8.123 Espectro de RMN de *H do 4-(trifluorometil)-benzaldeidotiossemicarba-
zona

8.124 Espectro de DEPT Q do 4-(trifluorometil)-benzaldeidotiossemicarbazo-
na

8.125 Espectro de RMN de *H do metil-(2E)-2-(1,3-benzodioxol-5-il-metile-
no)-hidrazinacarbimidotioato

8.126 Espectro de DEPT Q do metil-(2E)-2-(1,3-benzodioxol-5-il-metileno)-
hidrazinacarbimidotioato

8.127 Espectro de IV do metil-(2E)-2-(1,3-benzodioxol-5-il-metileno)-hidrazi-

nacarbimidotioato

8.128 Espectro de RMN de *H do metil-(2E)-2-[(6’-iodo-1,3-benzodioxol-5-
il)metileno]-N-metilhidrazinacarbimidotioato

8.129 Espectro de DEPT Q do metil-(2E)-2-[(6°-iodo-1,3-benzodioxol-5-
il)metileno]-N-metilhidrazinacarbimidotioato

8.130 Espectro de IV do metil-(2E)-2-[(6°-iodo-1,3-benzodioxol-5-il)metile-
no]-N-metilhi-drazinacarbimidotioato

8.131 Espectro de RMN de *H do alil-(2E)-2-(1,3-benzodioxol-5-il-metileno)-
hidrazinacar-bimidotioato

8.132 Espectro de DEPTQ do alil-(2E)-2-(1,3-benzodioxol-5-il-metileno)-
hidrazinacar-bimidotioato

8.133 Espectro de 1V do alil-(2E)-2-(1,3-benzodioxol-5-il-metileno)-

hidrazinacarbimidotioato

219
219

220

220

221
221

222

222
223

223

224

224

225

225

226

226

227

227

228

228

229

229

230

Xviii



8.134 Espectro de RMN de *H do alil-(2E)-2-(6’-bromo-1,3-benzodioxol-5-il-
metileno)-hidrazinacarbimidotioato

8.135 Espectro de DEPTQ do alil-(2E)-2-(6’-bromo-1,3-benzodioxol-5-il-
metileno)-hidrazinacarbimidotioato

8.136 Espectro de IV do alil-(2E)-2-(6’-bromo-1,3-benzodioxol-5-il-metileno)-

hidrazinacarbimidotioato

8.137 Espectro de RMN de *H do metil-(2E)-2[(6-cloro-1,3-benzodioxol-5-il)
metileno-N-metilhidrazinacarbimidotioato

8.138 Espectro de DEPTQ do metil-(2E)-2[(6-cloro-1,3-benzodioxol-5-
il)metileno-N-metilhidrazinacarbimidotioato

8.139 Espectro de IV do metil-(2E)-2[(6-cloro-1,3-benzodioxol-5-il)-metileno-

N-metilhidrazinacarbimidotioato

8.140 Espectro de RMN de *H do metil(2E)-2[(6-bromo-1,3-benzodioxol-5-
il)metileno-N-metilhidrazinacarbimidotioato

8.141 Espectro de DEPT Q do metil(2E)-2[(6-bromo-1,3-benzodioxol-5-
il)metileno-N-metilhidrazinacarbimidotioato

8.142 Espectro de IV do metil(2E)-2[(6-bromo-1,3-benzodioxol-5-il)metileno-

N-metilhidrazinacarbimidotioato

8.143 Espectro de RMN de *H 8-(4-metoxifenil)-7,8-dihidro[1,3]dioxo[4,5-
i]benzotriazocin-6-(5H)ona

8.144 Espectro de DEPTQ do 8-(4-metoxifenil)-7,8-dihidro[1,3]di-oxo[4,5-
i]benzotriazocin-6-(5H)ona

8.145 Espectro de RMN de *H do 8-(2-nitrofenil)-7,8-dihidro[1,3]dioxo[4,5-i]-
benzo-triazocin-6-(5H)ona

8.146 Espectro de DEPTQ do 8-(2-nitrofenil)-7,8-dihidro[1,3]dioxo[4,5-
i]benzotria-zocin-6-(5H)ona

8.147 Espectro de RMN de *H de troca com D,0 do 6-flior-1,3-benzodioxol-
5-carboxaldeidotiossemicarbazona, 400 MHz em DMSO

8.148 Espectro de RMN de 'H de troca com D,O do 2°,6’-difluorbenzaldeido-
tiossemicarbazona 400 MHz em DMSO

8.149 Espectro de RMN de 'H de troca com D,0 do 2°,3°,5”,6’-tetrafluorben-
zaldeidotiossemicar- bazona 400 MHz em DMSO

8.150 Espectro de RMN de 'H de troca com D,O do 2°,3°,4°,5,6’-pentafluor-
benzaldeidotiossemi carbazona 400 MHz em DMSO
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1. INTRODUCAO

1.1 - Doencas Causadas por Parasitas da Familia Trypanosomatidae

Entre as doencas parasitarias ndo intestinais mais importantes destacam-se as causadas
por parasitas da familia Trypanosomatidae pertencentes aos géneros Leishmania (leishmaniose
cutanea e leishmaniose visceral) e Trypanosoma (doenca de Chagas e doenca do sono)
(GONTHO et al., 2003). A leishmaniose humana é a mais importante e quando ndo tratada, a
mais fatal doenca parasitaria tropical; relata-se ainda a pequena eficacia nos tratamentos
conhecidos (DODD et al.,1989). Estima-se que trezentos e cinqlienta milhdes de habitantes
estejam em risco de infeccdo no mundo. A leishmaniose é uma doenca endémica na América do
Sul e afeta aproximadamente doze milhdes de pessoas, em 88 paises. Estima-se que dois milhGes
de novos casos da doenga ocorram anualmente, sendo um milhdo e meio de casos de
leishmaniose cutanea e quinhentos mil casos de leishmaniose visceral. Destes totais apenas
seiscentos mil casos sdo oficialmente declarados, ja que a declaracdo é obrigatoria somente em

trinta e dois dos oitenta e oito paises afetados pela doenca (WHO, 2012).

As leishmanioses sdo importantes em termos de morbidade que é o nimero de portadores
de determinada doenca em relacdo aos habitantes de uma populagdo especifica por periodo de
tempo; enquanto outras leishmanioses sdo importantes em termos de mortalidade, que é um dado
demogréafico representativo do nimero de ébitos de uma determinada regido por periodo de
tempo (MAYRINK & MAGALHAES, 1999).

Ja a doenca de Chagas é a doenca parasitaria mais importante das Américas, estima-se
que entre oito a quinze milhdes de pessoas estdo infectadas e trinta milhdes de pessoas correm o
risco de serem infectadas por residirem em areas endémicas (LANNES-VIEIRA, et al., 2010); o
que constitui um sério problema de salde publica. A doenca também ocorre em regibes
metropolitanas dos Estados Unidos da América, devido ao fluxo de imigrantes da América
Central (WHO, 2007).

1.1.1 - Doenca de Chagas - causada por espécie do género Trypanosoma

A doenca de Chagas é uma infeccdo de natureza endémica, causada por um protozoario, o
Trypanosoma cruzi, e transmitida originalmente ao homem através de triatomineos (VERONESI,
1991).



1.1.1.1 - Agente etioldgico: T. cruzi

O parasita T. cruzi (Figura 1) é um protozoario da classe Mastigophora, ordem
Kinetoplastida, familia Trypanosomatidae. Durante seu ciclo de vida, apresenta-se sob as formas
flageladas (epismastigota e tripomastigota) e aflagelada (amastigota). No homem e nos animais
vertebrados (tatus, macacos, gambas, etc.), o tripomastigota tem por habitat o meio circulante, e
0 amastigoto, os tecidos. No triatomineo, além dos tripomastigotas, observa-se a forma de
transicdo epismastigota (VERONESI, 1991). Considera-se que os epimastigotas sejam formas
que se dividem nos invertebrados enquanto os amastigotos se dividem nos vertebrados, enquanto

que, os tripomastigotas sao as formas infectantes, que ndo se multiplicam.

¢
e
Trypanosoma cruzi  Trypanosoma cruzi Trypanosoma cruzi
tripomastigota amastigota epimastigota
(sangue) (tecidos) (inseto)

Figura 1 — Formas do T. cruzi (http://www.ib.unicamp.br/dep parasitalogia, 2007).

1.1.1.2 - Transmissor: Triatoma sp
Os triatomineos sdo insetos da ordem Hemiptera, familia Reduviidae, subfamilia
Triatominae, vulgarmente conhecidos como “barbeiros” ou “chupancas”. J& foram descritas
cerca de cento e quarenta espécies de triatomineos, porém apenas algumas espécies sao
consideradas vetores, e dependendo de cada regido prevalece uma espécie. Na América do Sul,
atualmente, apresentam importancia epidemiologica os Triatomas brasiliensis, dimidiata e

infestans; Rhodnius prolixus e Panstrongylus megistus (Figura 2) (RASSI Jr, A. et al. 2012).

Rhodnius prolixus Triatoma sp Panstrongylus megistus

Figura 2 — Triatomineos (http://www.ib.unicamp.br/dep_parasitalogia, 2007)



http://www.ib.unicamp.br/dep_parasitologia
http://www.ib.unicamp.br/dep_parasitologia

1.1.1.3 - Formas de transmisséao e fases da doenca

Até a métade da década de 90, a principal forma de transmissdo da doenca de Chagas era
através da picada do triatomineo. Entretanto, através de varias medidas profilaticas de combate
ao inseto, as transfusdes de sangue passaram a ser as principais causas do surgimento de novos
casos dessa enfermidade (DIAS & SCHOFIELD, 1998). Segundo Veronesi, outras formas
menos comuns s&o: a transmissdo congénita, pelo leite materno, por acidentes em laboratorios,
por transplantes de Orgdos e por via digestiva através da contaminacdo de alimentos ou de
utensilios domésticos com fezes de triatomineos infectados.

Uma vez infectado, o individuo pode passar por duas fases da doenca: aguda e crénica. A
fase aguda é definida como o estagio da doenca no qual o parasita, T. cruzi, é facilmente
detectado pelo exame direto do sangue periférico (LUQUETTI, 1997). Inicialmente, ela
caracteriza-se pelo aparecimento de inflamag&o local com inchago “geralmente em um dos olhos
— mal de Romafia”, febre baixa e permanente e inguas. Apos alguns dias de incubacio, 4 a 10,
podem ocorrer cefaléia, mal estar geral com perda de apetite e aumento da frequéncia cardiaca.
Alguns 6rgdos como coracao, figado e bago, apresentam aumento de volume. Com a regressao
das manifestacOes da fase aguda (geralmente 2 meses), o paciente entra em um estado de cura
aparente, podendo permanecer assintomatico durante longo periodo. Ap6s 10 ou 20 anos, podem
aparecer 0s sintomas caracteristicos da fase cronica, principalmente de problemas relacionados

ao coracao e ao sistema digestorio (VERONESI, 1991).

1.1.1.4 - Tratamento
O tratamento da doenca de Chagas € feito de forma sintomatica (para atenuacdo dos
sintomas) e através de terapéutica especifica (contra o parasita).
Desde o final de década de 60 e inicio dos anos 70, dois farmacos tém sido usados para o

tratamento especifico dessa doenca: o nifurtimox e o benzonidazol (Figura 3).

NO, 5
—
O ~ N—/U\N
S N~ /
H
=< N-—N 50, NO,
NIEURTIMOX BENZONIDAZOL

Figura 3 — Estruturas do nifurtimox e do benzonidazol.



O nifurtimox (Lampit ®) € um derivado do 5-nitrofurfurilideno, que desde os anos 80 nédo
é mais comercializado no Brasil. O modo de acdo desse farmaco envolve a formagdo do radical
nitrodnion por enzimas nitroredutases, que, na presenca de oxigénio, leva a intermediérios
reativos. Como o T. cruzi é deficiente em mecanismos de desintoxicacdo de radicais livres, ele
fica suscetivel a tais intermediarios, (Do CAMPO, 1986).

O benzonidazol (Rochagan ®) é um derivado 2-nitroimidazélico, cujo modo de acdo
pode envolver a ligacdo covalente (ou outras interacfes) dos intermediérios nitroreduzidos com
0s componentes dos parasitas (POLAK & RICHELE, 1978) ou do DNA, lipideos e proteinas
(TORANZO et al., 1988).

A eficiéncia desses farmacos depende do estagio da doencga, do periodo de tratamento, da
dosagem, da idade e da regido geografica em que residem os pacientes (COURA & De
CASTRO, 2002). Em geral, o periodo de tratamento é de 30 a 60 dias, com doses diarias do
medicamento, e requer internacdo do paciente.

Esses medicamentos parecem ser eficientes apenas nas fases aguda ou cronica recente da
doenca (menos que 10 anos), com taxa de cura soroldgica e parasitaria de até 60%, sendo contra-
indicados na fase crénica (LUQUETTI, 1997). Quando utilizados na fase cronica, a definicédo de
cura é bastante dificil, pois se observa geralmente parasitemia negativa e a persisténcia de
resultados positivos de sorologia.

Além disso, possuem graves efeitos colaterais. O nifortimox afeta, principalmente, o
sistema digestdrio, podendo causar nauseas, vOmito, colicas intestinais e diarréia, € 0
benzonidazol causa manifestacdes cutaneas, segundo Luquetti.

Os fatos anteriores evidenciam a necessidade do desenvolvimento de novos agentes
especificos para a doenca de Chagas. A Organizacdo Mundial da Saide (OMS) postula que o
farmaco ideal para o tratamento dessa doenca deva preencher os seguintes requisitos: cura
parasitaldgica dos casos agudos e cronicos; baixo custo; ndo apresentar efeitos colaterais ou
teratogénicos, ndo deve haver necessidade de hospitalizacdo para o tratamento; ndo induzir
resisténcia no protozoario (COURA & De CASTRO, 2002).

1.1.2 - Leishmaniose causada por espécies do género Leishmania
A leishmaniose é uma enfermidade infecciosa generalizada, crénica, causada por
protozoarios do género Leishmania e transmitida ao homem por insetos fleb6tomos (NEVES,
1991).



1.1.2.1 — Agente etioldgico: Leishmania

Os membros do género Leishmania pertencem & ordem Kinetoplastida, familia
Trypanosomatidae e sdo classificados em diferentes “complexos”. Durante seu ciclo biolédgico,
0s parasitas do género Leishmania existem em duas formas: promastigota e amastigota (Figura
4). A forma promastigota é flagelada e extracelular e infecta seres humanos e outros vertebrados,
vivendo também no trato digestivo do inseto vetor. A forma amastigota é desprovida de
movimento e localiza-se nos macréfagos dos hospedeiros. Ambas as formas possuem a
propriedade de se dividir (CHAN-BACAB & PENA RODRIGUES, 2001 e VERONESI, 1991).

promastigota amastigota
Figura 4 — Formas de Leishmania sp. (http://www.ib.unicamp.br/dep parasitalogia, 2007)

1.1.2.2 - Transmissor: Lutzomyia
A leishmaniose é adquirida devido a acdo de fémeas de insetos hematdfagos pertencentes
a familia Psychodidade, conhecidos pelo nome genérico de fleb6tomos. No “Novo Mundo”, eles
estdo representados pelo género Lutzomyia, (Figura 5) e sdo vulgarmente conhecidos por
“birigui” ou “mosquito-palha”; e no “Velho Mundo” por insetos do género Phebotomus (CHAN-
BACAB & PENA RODRIGUES, 2002 e NEVES, 1991).

Figura 5 — Lutzomya longipalpis (fémea do mosquito-palha)


http://www.ib.unicamp.br/dep_parasitologia

1.1.2.3 - Transmissao e manifestacdes clinicas da doenca

A principal forma de transmissdo da leishmaniose € através da picada do inseto
fleb6tomo, mas existem outros meios que, apesar de serem raros € sem importancia
epidemioldgica, podem ocorrer, dentre eles: transmissdo congénita, transfusdo de sangue e
acidentes em laboratério (NEVES, 2001).

Uma vez infectado com o parasita Leishmania spp o individuo pode apresentar uma das
manifestagdes clinicas da doenca. Essas manifestaces sdo usadas pela Organizacdo Mundial de
Salude (OMS) para classificar as leishmanioses em quatro formas distintas; visceral,
mucocutanea, cutanea difusa ou disseminada e cuténea.

A leishmaniose visceral é a forma mais grave da doenga, sendo fatal na maioria dos
casos. As demais leishmanioses, geralmente, ndo sdo fatais, mas causam a desfiguracdo dos
individuos, além de, se ndo tratadas, poderem evoluir para a forma mais grave da doenca
(GARNIER & CROFT, 2002).

A cada forma clinica da doenca esta associada uma espécie do parasita: Leishmanias do
complexo donovani causam a leishmaniose visceral; do complexo tropica induzem a leséo
cutdnea no “Velho Mundo”; e do complexo mexicana ocasionam as leishmanioses cutanea e
cutanea difusa em paises da América Latina (CHAN-BACAB & PENA RODRIGUES, 2001).
No Brasil, de maneira geral, a leishmaniose cutanea é causada por L. amazonensis (Figura 6); a

forma mucocutanea por L. brasiliensis, e a visceral por L. infantum.

Figura 6 - Leishmaniose tegumentar americana em caboclo da Amazdnia
(www.exercito.gov.br/03ativid/Amazonia/doetropi/0021806.htm - 2008)



http://www.exercito.gov.br/03ativid/Amazonia/doetropi/0021806.htm

1.1.2.4 — Tratamento
H& cinqlenta anos a quimioterapia das leishmanioses beseia-se na utilizacdo de
antimoniais, principalmente do estibogluconato de sodio (Pentostan ®) e do antimoniato de

meglumina (Glucantime ®) (Figura 7).
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Figura 7 — Estrutura do Pentostan ® e estruturas propostas para o Glucantime ® (WILLIAN et al., 1998).

Esses antimoniais agem através da interferéncia nos processos bioenergéticos das formas
amastigotas. Segundo Berman, (1998) eles ligam-se e inibem diferentes proteinas do parasita,
particularmente enzimas envolvidas na glicélise e na oxidagdo de acidos graxos, resultando na
reducdo da geracdo de ATP e GTP.

Segundo Chan-Bacab e Pena-Rodrigues, as formulaces destes farmacos contém varias
estruturas moleculares “ndo caracterizadas”. O Pentosam® contém muitos complexos de
antiménio com derivados de carboidratos, formados a partir do acido glucénico. Ja o
Glucantime® é constituido por derivados da N-metilglucamina.

Segundo Chan-Bacab e Pena-Rodrigues (2001) diversos problemas estdo associados a
utilizacdo destes medicamentos na quimioterapia antileishmaniose. Eles causam efeitos
colaterais graves, que incluem altera¢des gastrointestinais, cardiotoxicidade e insuficiéncia renal
e hepatica, além de serem caros e requererem administracdo parenteral em tratamentos
prolongados e ainda elevarem a resisténcia do parasito. Entretanto, pelo menos um dos
inconvenientes associado ao uso dos antimoniais poderd ser solucionado por pesquisadores
brasileiros: a administracdo por formulacdo parenteral podera em curto periodo de tempo ser
substituida por formulacBes orais contendo os antimoniais associados com ciclodextrina
(DEMICHELL, et al., 2004).

Ainda segundo Chan-Bacab e Pena-Rodrigues uma das alternativas na quimioterapia da
leishmaniose ¢é a utilizacdo do antibiotico antifingico anfotericina B, que age ligando-se ao

ergosterol na membrana do parasita, aumentando a permeabilidade de pequenas moléculas.



Existem varias formulacbes desta substancia, que foram desenvolvidas com o objetivo de
aumentar a sua biodisponibilidade e reduzir a sua toxicidade (Ambisome®, Ambicel®,
Anfocil®). Entretanto, alteragfes das funcdes renais ainda sdo observadas em 80% dos pacientes
tratados.

Outro antibiotico utilizado é a aminosidina, também conhecido como paromomicina ou
monomicina, mas que, também, requer administracdo parenteral, tem alto custo e origina varios
efeitos colaterais.

Mais recentemente, o alquilfosfolipideo miltefosina, que foi originalmente desenvolvido
como um agente anticancer (UNGER et al., 1989), passou pela fase 11l dos testes clinicos e foi
registrado em marco de 2002 para o tratamento de leishmanioses visceral na India (GELB &
HOL, 2002). O modo de acdo desse farmaco ainda é a desconhecido, mas sugere-se que ele
interfira na remodelagem éter-lipideo do parasita (KAMINSKY, 2002). Ja segundo Murray, H.
W. & Delph-Etienne, S., 2000, a miltefosina estimula as células T para a producdo de espécies
microbicidas, reativas de oxigénio e nitrogénio, nos macrofagos.

A possibilidade de administracdo oral € a grande vantagem da utilizacdo desse
medicamento na terapéutica das leishmanioses, além de ter sido 95% eficaz no tratamento de
pacientes com leishmaniose visceral na india e cutanea na Colémbia. Entretanto, este farmaco,
quando utilizado na dose recomendada, ocasiona alguns efeitos colaterais graves (incluindo
alguns disturbios gastrointestinais e teratogenicidade) em 60% dos pacientes (KAMINSKY,
2002).

Apesar de ter havido nos ultimos anos um grande avanco no controle das leishmanioses,
ainda é necessaria a pesquisa de novos compostos que apresentem efeitos colaterais menos

graves e sejam mais especificos e eficientes.

1.2 - Enzimas de tripanossomatideos: Alvos quimioterapicos

O desenvolvimento de novos agentes antiparasitarios, de maneira geral, tem sido
realizado considerando-se 0s seguintes itens: a) o conhecimento de principios ativos de plantas
utilizadas na medicina popular para o tratamento de doencas parasitarias; b) a investigacdo de
farmacos ja utilizados para o tratamento de outras doengas, uma vez que ja foram submetidos a
ensaios clinicos muito dispendiosos e ¢) a identificacdo de alvo especifico em via metabolica-
chave para o parasita. Estudos recentes tém permitido a identificacdo de alvos potenciais em

tripanossomatideos e que incluem enzimas importantes em varias vias metabdlicas, como por



exemplo, a via glicolitica, o metabolismo de esterdis, a sintese do DNA, entre outras
(GENESTRA et al., 2006).

A morte do parasita por inibi¢do de uma enzima ou via metabolica que é essencial para
sua sobrevivéncia e ndo-essencial ou ndo exista no hospedeiro requer a exploracdo de dessas vias
ou enzimas. Alternativamente, a exploracdo quantitativa de diferencas no metabolismo e na
selecdo de vias ou enzimas que exercem um alto nivel de controle metabolico no parasita e um
baixo nivel de controle metabolico no hospedeiro, séo fatores que determinam a especificidade e,

conseqlientemente, a eficacia do farmaco a ser projetado (URBINA, 2010).

1.2.1 - As enzimas da via glicolitica

Tripanossomatideos sdo altamente dependentes da glicolise para a producdo de ATP, e
como muitas enzimas glicoliticas apresentam caracteristicas proprias, tém sido consideradas
como potenciais alvos para novas formulacdes na quimioterapia. Desta forma, a maioria dos
estudos realizados e relatados na literatura envolve as enzimas de tripanossomatideos: frutose-
1,6-difosfato  aldolase, triosefosfato isomerase, gliceraldeido-3-fosfato  desidrogenase,
fosfoglicerato quinase, piruvato quinase e glicerol-3-fosfato desidrogenase (VERLINDE et al.,
2001).

Dentre as enzimas da via glicolitica de tripanossomatideos, a que vem despertando maior
interesse é a gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (GADPH, Figura 8). Esta enzima catalisa a
fosforilacdo oxidativa de D-gliceraldeido-3-fosfato em 1,3-bisfosfoglicerato na presenca de
NAD" e fosfato inorganico. As formas tripomastigotas de T. cruzi, por exemplo, sdo altamente
dependentes da glicélise para a producdo de ATP, e como muitas enzimas glicoliticas
apresentam caracteristicas proprias, revelam-se como importantes alvos de novos agentes
antiparasitarios (OPPERDOES, 1985).

Estudos do metabolismo de T. brucei mostraram que a forma tripomastigota utiliza a
glicélise como sua uUnica fonte de obtencdo de energia (OPPERDOES, 1985, OPPERDOES,
1987). Posteriormente, Engel e colaboradores mostraram que a forma amastigota de T. cruzi, in
vitro, possui metabolismo essencialmente glicolitico, e que adquire a habilidade de oxidar
substratos, tais como amino&cidos, somente apos a diferencia¢do para a forma epimastigota.

Nos tripanossomatideos, o0 metabolismo parcial de carboidratos, incluindo a glicolise, é
compartimentalizado em organelas especificas denominadas glicossomas. A biogénese destas
organelas e a correta compartimentalizagcdo de enzimas glicoliticas € assim essencial para esses

parasitas. A biogénese ocorre via processos que envolvem proteinas chamadas peroximas que



apresentam, por sua vez, baixo nivel de identidade com a correspondente humana (BARRET, et
al., 1999, MOYERSOEN et al, 2004). Desta forma, as peroximas constituem-se, também, em

um alvo potencial.

Figura 8 - Gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (GADPH) de L. mexicana em complexo com inibidor (SURESH
et al., 2001) (http://www.pdb.orgpdb/home/home)

A enzima GADPH extraida dos parasitas T. brucei, T. cruzi e L. mexicana teve sua
estrutura elucidada sendo que apresentou 45-48% de homologia em relacdo a enzima humana. A
GADPH extraida dos trés parasitas diferentes mostrou 80-90% de semelhanca entre si
(VERLINDE et al., 2001).

A alta dependéncia da via glicolitica para a obtencdo de energia pelos
tripamossomatideos, a organizacdo particular das enzimas dessa via no glicossomo e a
ocorréncia de caracteristicas Unicas tanto estruturais quanto no mecanismo de muitas enzimas
envolvidas na glicélise oferece uma série de oportunidades para o desenvolvimento de novos
agentes tripanocidas. Esse conjunto de caracteristicas explica o motivo pelo qual as enzimas da
via glicolitica se tornam alvos promissores na busca por novos farmacos para o tratamento de
doencas causadas por tripanossomatideos (NYASSE et al., 2004; CORDEIRO et al., 2006; DAX
et al., 2006; ILLANA, et al., 2006).

Entretanto, estudos recentes indicam que a maioria dos tripanossomatideos desenvolve
um estilo de sobrevivéncia digenética, com mudangas morfologicas complexas na sua passagem
por um ou mais hospedeiros vertebrados e um hospedeiro hemat6fago, de maneira que esses

parasitas respondem a essas alteragdes morfologicas com alteragdes metabolicas, incluindo a
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adaptacdo do seu metabolismo de lipideos e, principalmente, de obtencao de energia (SMITH &
BUTIKOFER, 2010).

1.2.2 - Enzimas da biossintese de poliaminas

As poliaminas atuam regulando o crescimento e diferenciacdo celular. Na sintese destas
moléculas, encontra-se a acdo de duas enzimas de fundamental importancia: a ornitina
descarboxilase e a S-adenosil-L-metionina descarboxilase (BRUN et al., 1996). As poliaminas
funcionam como substrato para a tripanotiona redutase na sintese da tripanotiona. Os
tripanossomatideos utilizam a via tripanotiona/tripanotiona redutase para realizar o balanco
redox de fundamental importancia para esses parasitas. Nos mamiferos este balanco redox é
realizado  via  glutationa/glutationa  redutase, sendo  equivalente a0  sistema
tripanotiona/tripanotiona redutase dos tripanossomatideos (FAIRMAMB & CERAMI, 1985).

Tripanossomatideos dependem, ainda, da espermidina para crescimento e sobrevivéncia.
As poliaminas espermidina e espermina (Figura 9) atuam, também, no empacotamento do DNA
e sdo necessdrias em grandes quantidades nas células em processo de multiplicacdo
(LEHNINGER, et al., 2005).

H
HzN/\/\H/\/\/NHZ HNT NS SN N NH,
H

Espermidina Espermina

Figura 9 - Estruturas das poliaminas espermidina e espermina.

As enzimas envolvidas na biossintese da espermidina sdo as seguintes: arginase,
integrante do ciclo da uréia (Krebs-Henseleit); ornitina descarboxilase (ODC); S-adenosiltionina
sintase (AMDC); espermidina sintase; tripanotiona sintase e tripanotiona redutase (Figura 10).
Assim, essas enzimas sdo alvos em potencial para o desenvolvimento de farmacos com atividade
antiparasitaria (HEBY et al., 2007).
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Figura 10 - Transporte, biossintese, interconversdo e utilizagdo de poliaminas em células de parasitas e do
hospedeiro humano, adaptado de Heby e colaboradores, 2007. As abreviaturas correspondem a:

AcSpd: espermidina acetilada; AcSpm: espermina acetilada; AdoMet: S-adenosilmetionina; AdoMetDC:
adenosilmetionina descarboxilase, ARG: arginase; dcAdoMet: S-adenosilmetionina descarboxilada; GHS:
glutationa; GSS: glutationilespermidina sintase; MTA: 5'-deoxi-5'-metiltioadenosina; ODC: ornitina descarboxilase;
PAO: poliamina oxidase; Put: putrecina; ROS: espécies reativa de oxigénio; SAT: espermidina/espermina N-

acetiltransferase, Spd: espermidina; Spm: espermina; TryR: tripanotiona redutase e TryS: tripanotiona sintase.

A enzima arginase é essencial para a producdo da poliamina precursora da ornitina em
muitos tipos de células, mas ndo em T. cruzi. A Figura 10-A mostra que em células humanas, as
descarboxilases (ODC e AdoMetDC) sdo altamente reguladas e possuem meia-vida curta,
entretanto, as sintases (SpdS e SpmS) sdo expressas constitutivamente. As enzimas SAT e PAO
provéem de uma via para retro conversdo da espermidina para putrecina via seus intermediarios
acetilados (AcSpm e AcSpd). O transporte de poliamina pode regular seu nivel intracelular. Na

FiguralO-B observa-se que em T. brucei, as enzimas ODC e AdoMetDC possuem meia vida
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longa e, SpdS € perene. Esses organismos conjugam espermidina e glutationa (GSH), usando
duas enzimas (GSS e TryS) para formar tripanotiona, quando envolve a defesa quimica e o
estresse oxidativo (destaque em vermelho). Na Figura 10-C observa-se em L. donovani que as
enzimas que catalisam a sintese de poliaminas e tripanotiona sdo similares ao T. brucei, mas 0s
parasitas do género Leishmania possuem um sistema de transporte de poliaminas (POT1).
Finalmente, na Figura 10-D os parasitas T. cruzi ndo possuem a enzima ODC, mas AdoMetDC e

suas aminopropiltransferases estédo presentes (HEBY et al., 2007).

1.2.3 - Enzimas da biossintese de esterois

O conhecimento sobre a sintese de ester6is em fungos levou a possibilidade de
interferéncia nesta via em tripanossomatideos (LEPESHEVA et al., 2007). Os
tripanossomatideos, como por exemplo, o T. cruzi, de forma similar aos fungos, sintetizam
ergosterol, mas ndo colesterol. Assim, neste parasita, etapas da biossintese de esterdis que séo
divergentes em relacdo a sintese realizada por células de mamiferos (Figura 11), tém sido
intensamente estudadas como alvo quimioterapico pelo grupo de Urbina. Em especial, devem-se
observar 0s recentes estudos realizados com as enzimas hidroximetilglutaril-coenzima A
redutase, esqualeno epoxidase, Cl4a-esterol desmetilase e esterol 24-C-metiltransferase
(URBINA, 2009).
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Figura 11 - Via da sintese de esterdis de acetato até ergosterol, adaptado de Zacchino, 2001.

A enzima HMG-CoA (3-hidroxi-3-metilglutaril-coenzima A) redutase catalisa a reducgéo
do NADPH dependente de HMG-CoA para mevalonato. Ensaios com a estatina lovastatina
evidenciaram que essa molécula atua como um inibidor competitivo desta enzima em formas
epimastigotas de T. cruzi, que é primariamente localizada em sua mitocéndria (PENA-DIAZ et
al., 2004). A mesma lovastatina em combina¢do com cetoconazol, um azol que € utilizado como
agente antifungico, ou a terbinafina uma alilamina, se mostrou ativa tanto in vitro quanto in vivo
sobre o parasita, sendo observado na forma epimastigota a inibicdo da incorporacao de acetato
marcado com C'* em esterdis, e a reversdo do efeito anti-proliferativo pelo esqualeno (BEACH
et al., 1986). A estatina fluvastatina, € um importante inibidor competitivo da HMG-CoA,
enquanto que a cerivastatina atua por um processo bimodal, caracteristico de um inibidor do tipo
lento e com ligacdo forte (HURTADO-GUERRERO et al., 2002). A Figura 12 mostra as

estruturas das estatinas, do cetoconazol e terbinafina.
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Figura 12 - Estruturas das estatinas, cetoconazol e terbinafina.

A enzima esqualeno epoxidase catalisa a conversdo de esqualeno a 2,3-oxidoesqualeno, e

a terbinafina se mostrou um potente e importante inibidor desta enzima em fungos (BRAGA et

al., 2004). Em T. cruzi, a terbinafina mostrou atividade significativa, tanto in vitro quanto in vivo

(LAZARDI et al., 1990).

A Cl4a-esterol desmetilase catalisa a desmetilacdo do carbono 14 do anel D da molécula

do lanosterol levando a zimosterol, conforme a Figura 11. O cetoconazol, um imidazol, foi capaz

de induzir um acimulo de Cl4a-esterois em T. cruzi na forma epimastigota, todavia ndo foi

capaz de eliminar o parasita in vivo durante a infeccdo aguda ou crénica ou ainda de interromper

0 progresso da doenca. Segundo Magaraci e colaboradores outros compostos contendo o anel

triazol ao invés do anel imidazol, inibidores da Cl4a-esterol desmetilase, além do cetoconazol,

vém sendo ensaiados com relativo sucesso; dentre os quais se destacam: albaconazol,

ravuconazol e posaconazol (Figura 13).
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Figura 13 - Estruturas do albaconazol, ravuconazol e posaconazol.

A enzima esterol 24-C-metiltransferase catalisa a transferéncia de um grupo metila de S-
adenosil-metionina para o carbono 24 de esterdis A**, tais como zimosterol com dupla ligagdo na
cadeia lateral, levando a formacdo de esterois A2@®). Uma série de azasterois foi ensaiada frente
a Leishmania sp e T. cruzi apresentando atividade significativa indicando sua agdo sobre a
inibicdo da enzima esterol 24-C-metiltransferase, (RODRIGUES et al., 2002) destacando-se o
22,26-azasterol como potente inibidor, in vitro, do crescimento de L. amazonensis (Figura 14)
(SOARES-BEZERRA et al., 2004).

HO

22,26-AZASTEROL

Figura 14 - Estrutura do 22,26-azasterol.

1.2.4 - Enzimas do metabolismo dos folatos
A enzima diidrofolato redutase (DHFR), da via dos folatos (Figura 15) faz a redugéo do
acido diidrofolico a &cido tetraidrofolico, usando NADPH com cofator. Esta via ainda ndo € bem
definida em tripanossomatideos, e é uma das mais estudadas na atualidade, pois muitos
pesquisadores investigam compostos que atuem inibindo a enzima diidrofolato redutase com
eficacia prejudicando, assim, este metabolismo (SOARES-BEZERRA et al., 2004).
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Figura 15 - Estrutura cristalografica da enzima diidrofolato redutase-timidalato sintase de Trypanosoma cruzi
(SENKOVICH et al., 2011). (http://www.pdb.org/pdb/home/home).

A inibicdo da via dos folatos impede a formacéo do tetraidrofolato, que é essencial para a
sintese das bases nitrogenadas, sendo que a deficiéncia desses compostos purinicos e
pirimidinicos pode levar a inibigdo da sintese de DNA, RNA e proteinas (LAMBRE, D. G. &
JOHNSON R. H., 1985). O tetrafolato também esta envolvido na sintese dos aminoécidos: serina
e metionina. Assim, muitos farmacos que inibem a DHFR (Figura 16) sdo utilizados na terapia
anticancer e outros como antibidticos ou agentes antitripanossomatideos (GANGJEE et al.,
2007).

Cl
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Figura 16 - Farmacos antitripanossomatideos inibidores da DHFR: pirimetamina e sulfadiazina.

Zucotto e colaboradores, 1999, descreveram a modelacdo da enzima DHFR de T. cruzi
com base na estrutura cristalografica da enzima DHFR de L. major. Vérios derivados do
metotrexato, um inibidor da correspondente enzima humana, foram sintetizados e ensaiados,
alguns desses novos derivados mostraram uma maior seletividade pela enzima DHFR do parasita

do que pela enzima homéloga dos humanos.
1.2.5 - Enzimas da biossintese de microtubulos

Os tripanossomatideos dos géneros Trypanosoma e Leishmania exibem uma forma

celular particular que é definida por seus citoesqueletos internos. O citoesqueleto é caracterizado
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por um sub-peculiar colete de microtdbulos que sdo ligados em cruz reciprocamente, € na
membrana plasmatica, conferindo uma organizacéo precisa de suas organelas (GULL, 1999). A
tubulina é um dos varios membros de uma pequena familia de proteinas globulares. Os membros
mais usuais da familia da tubulina sdo a a-tubulina e a B-tubulina, que sdo as proteinas que
compdem os microtubulos. Cada uma delas tem um peso molecular de aproximadamente 55
kDa. Os microtibulos sdo formados por dimeros de a- e f-tubulina (DOWNING & NOGALES,
1998).

A diferenca estrutural entre as tubulinas de parasitas e mamiferos é de aproximadamente
18%, destacando que estas enzimas sdo bastante abundantes em tripanossomatideos. Ja a y-
tubulina apresenta um importante papel na regulacdo da nucleacdo de microtibulos e
funcionamento dos flagelos, indicando-a como possivel alvo molecular (ARMSON et al., 1999;
LIBUSOVA et al., 2004).

Inibidores de microtdbulos sdo comercializados desde 1960, sendo a trifluralina e seus
analogos, exemplos que tém apresentado resultados satisfatorios na inibicdo da sintese de
tubulinas em tripanossomatideos (Figura 17) (LIBUSOVA et al., 2004; CALLAHAN et al.,
1996). No entanto, a trifluralina apresenta atividade carcinogénica o que tem limitado avancgos e
desenvolvimento de analogos (WERBOVETZ et al., 1999).

Figura 17 - a-Tubulina humana (GUASCH, J. C.,2002) (http://www.pdb.org/pdb/home/home) e estrutura da

trifluralina.

1.2.6 - Enzimas mantenedoras do equilibrio redox-Tripanotiona redutase

A tripanotiona redutase (Figura 18) pertence a familia das FAD dissulfeto oxiredutases,
que compreende (em mamiferos), além da glutationa redutase, a lipoamida desidrogenase e a
tioredoxina redutase (URBINA, 2010). Esta enzima mantém a tripanotiona em sua forma

reduzida e assim capaz de ser oxidada para tripanotiona oxidase, levando a reducéo dos niveis de

18


http://pt.wikipedia.org/wiki/Prote%C3%ADna
http://pt.wikipedia.org/wiki/Microt%C3%BAbulo
http://pt.wikipedia.org/wiki/Unidade_de_massa_at%C3%B4mica
http://www.pdb.org/pdb/home/home

radicais livres e contribuindo para a manutencdo de um ambiente intracelular redutor (HEBY et
al., 2007).

(CH2)4 0
+NH,

Tripanotiona

Figura 18 - Tripanotiona redutase ndo-ligada de Crithidia fasciculata, (BAILEY et al., 1994) e estrutura de seu

substrato a tripanotiona.

Em tripanossomatideos, a tripanotiona redutase representa o principal mecanismo de
defesa contra o estresse oxidativo. No hospedeiro humano, 0 mecanismo enzimatico defensivo
contra o estresse oxidativo € realizado pela glutationa, catalase e superdxido desmutase
(BONNEFOY et al., 2002). Em humanos ainda existe um mecanismo nao-enzimatico de defesa
envolvendo moléculas anti-oxidantes tais como o B-caroteno e o a-tocoferol, o que € inexistente
nos tripanossomatideos (GUTTERIDGE & HALLIWELL, 2000).

Assim, Macarri e coloboradores, 2011, consideram a tripanotiona redutase como uma das
principais enzimas-alvo, para o desenho de farmacos cujo objetivo € o tratamento da doenca de

Chagas.

1.2.7 - Hipoxantina-guanina fosforibosiltransferase
As purinas sdo essenciais para a sintese de nucleotideos, porém, os tripanossomatideos,
diferentemente, dos hospedeiros vertebrados, sdo auxotréficos para purino-nucleotideos, isto é,
ndo apresentam a via de sintese “do novo” desta base, convertendo bases de purina a
ribonucleotideos através de uma Unica enzima a hipoxantina-guanina fosforibosiltransferase
(HGPRT) (Figura 19) Sendo assim, os tripanossomatideos sdo totalmente dependentes desta

enzima para recuperacdo das purinas, durante seu ciclo de vida (FREYMANN et al., 2000).
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AMP, GMP, IMP: nucleotideos monofosfatados; XPRT: xantina-fosforibosiltransferase; APRT: adenina-
fosforibosiltransferase; ADP e GDP: nucleotideos difosfatados; PRPP: 5-fosforibosil-1-pirofosfato; AAH: adenina

aminoidrolase; HGPRT: hipoxantina-guanina-fosforibosiltransferase.

Figura 19 — Esquema da via de recuperacdo de purinas por protozoarios do género Trypanosoma (adaptado de
SILVA, M. et al. 2004)

Estudos de modelagem molecular conduzidos por Freymann e colaboradores 2000,
identificaram vinte e duas estruturas como potenciais inibidores para a enzima hipoxantina-
guanina fosforibosiltransferase. Ensaios revelaram que trés desses compostos, 2,4,7-trinitro-3-(2-
fluorofenil)-5-fe- e o 3,5-difenil- foram eficazes contra a forma amastigota intracelular de T.
cruzi, enguanto o [6-(2,2-dicloro)-acetamido]-criseno apresentou-se como um potente inibidor da
HGPRT.

1.2.8 - Oxido nitrico sintase

A Oxido nitrico sintase NOS, (Figura 20), assim como a arginase, utiliza a L-arginina
como substrato, produzindo citrulina e éxido nitrico. A NOS é expressa em macrofagos e essa
producdo é uma importante resposta microbicida dessas células (MORY & GOTOH, 2000). A
NOS é dependente de L-arginina, possibilitando a atuacdo negativa da arginase na regulacéo do
nivel de NO produzido, consumindo o substrato na NOS (BOUCHER et al., 1999).

Foi demonstrado que a presenca de um inibidor de arginase, a N-hidroxi-L-arginina,
diminui a capacidade de L. major em estabelecer a infeccdo em macrofagos (INIESTA et al.,
2001).
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Figura 20 - Oxido nitrico sintase (NOS) (SHIMIZU et al., 2002) e conversio da arginina a citrulina (LEHNINGER,
et al., 2005).
1.2.9 - Cisteina proteinase

Nos protozoarios da familia Trypanosomatidae as enzimas cisteina-proteases sao muito
distribuidas, ja tendo sido detectadas em varios géneros como Crithidia, Phytomonas,
Herpetomonas, Trypanosoma, Leishmania e Endotrypanum. Neste grupo de microrganismos,
estas enzimas estdo envolvidas na nutricdo, ciclo de vida e na diferenciagdo morfoldgica destes
parasitas (BOCEDI et al., 2004).

Testes preliminares demonstraram que a utilizacdo de inibidores destas proteases sdo
capazes de bloquear a transmissao do parasita. Relato recente na literatura indica que a inibicao
de cisteina-proteases se apresenta como uma importante estratégia para o tratamento de doencas
parasitarias como a doenca do sono, doenca de Chagas e leishmanioses (CHAI et al., 2005).

No T. cruzi a cisteina-protease, chamada especificamente de cruzaina, (Figura 21)
apresenta importante papel no ciclo de desenvolvimento do parasita e estd envolvida na
penetracdo do parasita dentro das células hospedeiras, participa da nutricdo do parasita a custa do
hospedeiro e dos mecanismos de escape do parasita contra o sistema imune do hospedeiro
(STEERT et al., 2010).

Em parasitas do género Leishmania, inibidores de cisteina-proteases impedem em grande
parte a transformacéo de promastigotas para amastigotas, e diminuem dramaticamente a infeccao
de macrofagos (SILVA-JARDIN et al., 2004).
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Figura 21 - O complexo cruzaina com ligante ndo covalente (FERREIRA et al., 2010)

(http://www.pdb.org/pdb/home/home).

1.2.10 - Arginase

A arginase (Figura 22) é uma metaloenzima com um centro binuclear de magnésio, que
catalisa a hidrolise de L-arginina para L-ornitina e uréia, na etapa final do ciclo da uréia, tal ciclo
representa uma série de reacfes bioguimicas que permite aos mamiferos eliminar uréia que é
prejudicial ao organismo (Da SILVA et al., 2008).

Existem duas isoenzimas da arginase. A arginase | é encontrada principalmente no
citoplasma e participa do ciclo da uréia. J& a arginase Il esta envolvida na regulacéo dos niveis de
concentracdo de arginina/ornitina em todas as células (ciclo da ureia), e estad localizada nas
mitocéndrias de todos os tecidos do corpo com maior abundancia nos rins e prdstata e pode ser
encontrada em baixos niveis no cérebro, nas glandulas mamarias e nos macrofagos (Di
CONSTANZO et al., 2007; MORRIS, 2002).

Figura 22 - Estrutura da arginase de Trypanosoma cruzi (ARAKAKI & MERRIT, 2011)
(http://www.pdb.org/pdb/home/home).

A arginase conforme citado anteriormente, pode atuar negativamente na regulacdo dos
niveis de NO produzidos pela NOS consumindo o substrato arginina, logo diminuindo e
eficiéncia da producéo de oxido nitrico pelo macréfago e desta forma, impedindo uma melhor

resposta microbicida natural. Indiretamente, a inibicdo da arginase acarreta no impedimento da
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producdo de ornitina e, conseqlentemente, afeta a biossintese de poliaminas (Figura 23)
(SHIMIZU et al., 2002).

Esquema de Competicéo entre Oxido nitrico sintase e Arginase

Oxido nitrico sintase
e L-Arginina CITRULINA + Oxido Nitrico

E://% ‘ Microbicida
Arginase

ORNITINA + Uréia

Nﬂtina descarboxilase

PUTRESCINA

Espermidina sintase ou
Espermina sintase

POLIAMINAS

Impede o crescimento, a diferenciacéo celular e o empacotamento do DN,

Figura 23 - Esquema de competicéo pela L-arginina entre as enzimas NOS e arginase.

Ensaios realizados em culturas de L. amazonensis com as formas promastigotas e
amastigotas axénicas, reportados por Soares-Bezerra e colaboradores, 2008, frente a compostos
mesoidnicos da classe 1,3,4-tiadiazdlio-2-aminidas, revelaram uma significativa diminui¢do na
producdo de 6xido nitrico para os derivados metoxilados nas posi¢Ges 3"ou 4” (cloreto de 4-fenil-
5-[4" ou 3 -metoxicinamoil]-1,3,4-tiadiazolio-2-fenilamina, Figura 24), indicando o efeito de

inibicdo da atividade da arginase.

X = 3"-OCHj3 e 4"-OCHs

Figura 24 - Estrutura do cloreto de 4-fenil-5-[3"ou 4"-metoxicinamoil]-1,3,4-tiadiaz6lio-2-fenilamina.

1.2.11 - As enzimas DNA-topoisomerases
As DNA topoisomerases sdo enzimas que catalisam mudancas na topologia da molécula
de DNA, alterando o numero de vezes que as fitas do DNA se entrelacam entre si e no espaco. A
isomerizacgdo topologica do DNA ocorre através da quebra transitoria de uma ou ambas as fitas
da molécula. Assim, a partir desta diferenca, surgem respectivamente duas categorias de

topoisomerases as do tipo | e as do tipo 11 (WANG, 1996).
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As topoisomerases do tipo | (topo 1), no curso da reacdo clivam apenas uma das fitas do
DNA, enquanto as topoisomerases do tipo Il (topo Il) clivam ambas as fitas de DNA (WANG,
1996; CHAMPOUX, 2001).

Os tripanossomatideos dos géneros Trypanosoma e Leishmania apresentam um dnico
flagelo com uma complexa estrutura paraxial, microtabulos subpeliculares associados a
membrana plasmatica e uma Unica mitocondria contendo uma regido alargada com acumulo de
DNA denominada cinetoplasto (De SOUZA & MOTTA, 1999).

O cinetoplasto concentra, aproximadamente, 30% do DNA dos tripanossomatideos,
sendo formado por dois tipos de moléculas: os minicirculos (com tamanho variando entre 0,5 e
2,5 Kb) e os maxicirculos (com tamanhos variando entre 20 e 38 Kb). Aproximadamente, dez
mil minicirculos e cinquenta maxicirculos se encontram formando uma extensa rede de KDNA,
como é chamado o DNA do cinetoplasto (SIMPSON et al., 2000). Os minicirculos de uma
determinada espécie sdo altamente heterogéneos quanto a sequéncia de nucleotideos, embora o
tamanho destes circulos dentro da rede de KDNA seja idéntico (De SOUZA & NOTTA, 1999).
Ainda segundo Shapiro, apesar da grande heterogeneidade, o0s minicirculos dos
tripanossomatideos apresentam pelo menos uma regido conservada, que corresponde a origem de
replicacdo (SHAPIRO & ENGLAUND, 1994).

A replicacdo do kDNA é um processo complexo e restrito a fase S do ciclo celular
(HINES & RAY, 1997). Neste processo os minicirculos covalentemente ligados sdo decatenados
e liberados da regido central da rede de kKDNA. Uma vez livres, os minicirculos migram para um
dos dois complexos protéicos situados em pélos opostos da periferia do cinetoplasto onde ha as
enzimas necessarias para a replicacdo do KDNA (SHAPIRO & ENGLAUND, 1995).

Nos tripanossomatideos as topoisomerases, apresentam uma importante funcdo na
replicacdo do DNA do cinetoplasto, j& que atuam na liberacdo dos minicirculos da rede de KDNA
para que estes se repliguem como moléculas livres, catalisam a segregacao de novos minicirculos
sintetizados e religam os mesmos a rede de DNA. Além da atividade catalitica, a topo Il
desempenha um papel estrutural de ancoragem dos maxicirculos a membrana mitocondrial e na
mediagdo da movimentacdo dos maxicirculos durante a replicacio (SHAPIRO &
SHOWALTER, 1994).

Assim, o DNA do cinetoplasto dos tripanossomatideos tem gerado grande interesse no
meio cientifico como um alvo quimioterapico. A DNA topoisomerase | (Figura 25),
recentemente isolada de L. donovani, esta envolvida no relaxamento de rede do DNA do

cinetoplasto e, possivelmente, em sua replicacdo. Ja os inibidores das DNA topoisomerases 11
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demonstraram atividade contra parasitas (amastigotas e promastigotas) de L. aethiopica, L.
mexicana e L. major (SLUNT et al., 2004; MAUEL et al., 1993).

Figura 25 - Estrutura cristalografica do heterodimero topoisomerase I-vanadato de L. donovani em complexo com
DNA (DAVIES et al., 2006) (http://www.pdb.org/pdb/home/home)

1.3 - Superoxido dismutase — Uma metaloenzima de ferro em tripanossomatideos

A enzima superdxido dismutase (Figura 26) catalisa a transformacdo do radical
superoxido em oxigénio molecular e peréxido de hidrogénio, através de reacdes alternadas de
reducdo e de oxidacdo do metal do sitio ativo na metaloenzima (LUDWIG et al., 1991). Assim, a
inibicdo desta enzima provoca um estresse oxidativo no parasita pelo acimulo do ion
superoxido. Segundo Turrens e colaboradores (2004) parasitas do género Trypanosoma
apresentam sistemas antioxidantes deficientes em comparacdo com mamiferos o que representa
um importante diferencial para o desenvolvimento de novos farmacos especificos na inibi¢do

dessa enzima.
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Figura 26 - Estrutura cristalina da enzima Fe-superdxido dismutase de Trypanosoma cruzi (BACHEGA et
al., 2009) (http://www.pdb.org/pdb/home/home

As enzimas superoxido dismutase sdo classificadas de acordo com o metal presente em
seu sitio ativo. Nos tripanossomatideos a enzima superoxido dismutase contém um atomo de
ferro (FeSOD) em seu sitio ativo, enquanto o hospedeiro humano apresenta a enzima contendo
em seu sitio ativo um atomo de zinco (ZnSOD) ou manganés (MnSOD) (Le TRANT et al.,
1983) (Figura 27) sendo o atomo de ferro ausente em células de eucariotos, o que explica o
interesse sobre farmacos que atuam sobre esta enzima no parasita.

O mecanismo de acdo dos compostos metélicos de ferro sobre a inibicdo da enzima
superoxido dismutase, cuja atividade e importancia aumentam em parasitas infectantes, levaria a
um aumento do nivel de radicais superoxido e a consequente morte do parasita
(RAYCHAUDRURY et al., 2005).

Além disso, sabe-se que perdxido de hidrogénio formado intracelularmente, é removido,
em células de mamiferos por acdo da catalase e de outras peroxidases. No entanto, em
tripanossomatideos que ndo dispbem ou dispdem de baixas concentracBes de catalase e
glutationa peroxidase, isto ndo ocorre provocando um acumulo de peroxido de hidrogénio que
provoca o colapso oxidativo nesses tripanossomatideos levando-os a morte (Figura 27), (LEID et
al., 1989; Do CAMPO & MORENO, 1986; FLOHE et al., 2003).
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Figura 27. Reacdes antioxidantes em células de mamiferos e em tripanossomatideos. Enzima Cu, Zn-superéxido
dismutase (CuZn-SOD); Enzima Mn-superoxido dismuta-se (Mn-SOD); Enzima Fe-superoxido dismuta-se (Fe-
SOD); radical superdxido (O,) peréxido de hidrogénio (H,0O,); enzima glutationa peroxidase (GPx); enzima
tripanotiona peroxidase (TPx) glutationa oxidada (GSSH); tripanotiona oxidada (T(S),); glutationa redutase (GRd);
tripanotiona redutase (TRd); glutationa reduzida (GSH); tripanotiona (T(SH),), adaptado de SARAIVA, 2007.

1.4 - Tons de Ferro - Importantes alvos quimioterapicos em tripanossomatideos

Segundo Breidbach et al., (2002), a vida sem ferro é impossivel para todas as plantas e
animais e praticamente todos os micrébios, com exce¢do de alguns lactobacilos e a espécie B.
burgdorferi. InUmeras enzimas essenciais apresentam ferro ligado em seus centros de ativos.
Portanto, até cento e cinco ions de ferro sdo normalmente exigidos nos principais processos
metabdlicos de uma Unica célula bacteriana. Por isso, o ferro ganhou um papel tdo eminente da
evolucdo bioldgica e continua como foco de pesquisas. O ferro é o quarto elemento mais
abundante na crosta terrestre, esta presente em condices aerdbias em pH quase neutro, sob a
forma de minerais extremamente insolGveis como: hematita, goetita e pirita ou como polimeros
oxiidratados, carbonatos e silicatos que restringem severamente a biodisponibilidade deste metal.
Microorganismos secretam ligantes de ferro chamados de sideréfilos como forma de se contrapor
a essa nao-disponibilidade de ferro na natureza.

A partir do momento que pesquisadores comecaram a se interessar pela importancia que
0 elemento ferro apresenta para organismos vivos, diversos estudos foram e continuam sendo
desenvolvidos com o objetivo de compreender as fun¢BGes organicas e a sua importancia na
sobrevida de diversos microorganismos patogénicos no organismo do hospedeiro (ANTHOLINE
et al. 1977). Segundo Cook et al., (1992), o ferro, € um dos micronutrientes mais estudados e
com melhor descricéo na literatura, o qual desempenha func¢bes importantes no metabolismo tais
como: armazenamento de oxigénio, reacdes de liberacdo de energia na cadeia respiratoria,

conversdo de ribose a desoxirribose, sendo co-fator de algumas reacfes enzimaticas e de
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inimeras outras reagdes metabdlicas essenciais (MAHAN & ESCOTT-STUMP, 1998; ANKEL
& PETERING, 1980; BEARD et al., 1996; MALAFAIA, 2008; MALAFAIA et al, 2010). Ja
Lovejoy & Richardson (2002), descrevem que o ferro desempenha um papel critico em uma
variedade de processos metabolicos, devido &s proteinas-enzimas que contem ferro e que
catalisam reacOGes chaves envolvidas na producdo de energia e sintese de DNA, como por
exemplo, na ribonucleotideo redutase. Relatam, ainda, que na auséncia de ferro as células ndo
progridem, no ciclo celular, da fase G para a fase S (Figura 28) e que, além disso, a

ribonucleotideo redutase é a essencial e sem a qual o processo de sintese de DNA fica limitado.
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Figura 28 — Ciclo celular

Sabe-se que nos hospedeiros vertebrados, além dos mecanismos de defesa observados nos
macrofagos, por exemplo: pH, acidificado no interior dos fagolisossomos, proteinas
microbicidas, enzimas hidrofilicas, as concentracfes de nutrientes, incluindo a do elemento ferro,
ndo estdo disponiveis livremente para os parasitas (WILSON & BRITIGAN, 1998). Segundo
Wessfing-Resnick (2000), o ferro encontra-se em associacdo com proteinas ligantes de alta
afinidade, como a lactoferrina que esta localizada nas superficies das mucosas e secrecfes
exocrinas de muco e lagrimas, o que, desta forma, pode dificultar o crescimento desses
microorganismos nessas vias de entrada. Ja a transferrina, uma glicoproteina encontrada no
plasma sanglineo que possui alta afinidade por ferro limita a disponibilidade do ferro aos
microorganismos. Além disso, em muitas doengas infecciosas ocorre um ajuste no metabolismo
de ferro caracterizado pela hipoferrimia, em qua ha uma reducdo dos niveis de saturacdo da

transferrina (GERMANO, 2002). Como 0s microorganismos patogénicos requerem comumente
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o ferro para o crescimento, proliferacdo e viruléncia a resposta hipoférrica acaba reduzindo a
disponibilidade do elemento aos patégenos invasores. (MALAFAIA, 2008).

O interesse em pesquisar a importancia de ions de ferro para os tripanossomatideos se deu
em virtude do relato que esses parasitas apresentam grande necessidade desses ions para 0 seu
metabolismo. Tanto isso é fato que as anemias encontram-se associadas ao aparecimento de
doengas causadas por tripanossomas. “O Tripanossoma evansi € um protozoario hemoflagelado
que causa, em varias espécies, uma doenca caracterizada por altos niveis de parasitemia, com
rapido desenvolvimento de anemia” (WOLKMER et al., 2007); “A anemia ¢ uma caracteristica,
bem estabelecida, da infeccdo associada & tripanossomiase, sendo a anemia um indicador
confiavel da gravidade da infec¢do.”, “esse tipo de anemia denominada anemia da doenca
cronica é caracterizada por um ciclo entre eritrofagocitose e eritropoiese que esta ligada a uma
pertubada homeostase do ferro, incluindo a reciclagem de ferro que é alterada por macréfagos e
pelo seqiiestro de ferro.” (STIJLEMANS et al., 2008).

Assim, diante da constatacdo de que o ferro é co-fator essencial de diversas enzimas
agindo como mediador de suas trajetdrias bioquimicas, incluindo aquelas requeridas para a
replicacdo dos parasitas, assumi relevancia o entendimento de como esses parasitas conseguem
importar e consumir o ferro do organismo hospedeiro, 0 que permite a sua sobrevida dentro dos
fagolisossomos. Segundo Taylor & Kelly (2010) os tripanossomatideos requerem e necessitam
de ferro para processos metabolicos essenciais incluindo a replicacdo do DNA, de defesa anti-
oxidante e respiracdo mitocondrial. Os pesquisadores afirmam, ainda, que a fonte de ferro varia
entre as espécies, e exemplificam que enquanto tripanossomas africanos seqiiestram o ferro da
transferrina do hospedeiro, a L. amazonensis sequestra o ferro de transportadores da membrana
plasmética. Assim, cocluem os cientistas que o sequestro de ferro citosélico confere resisténcia
ante as leishmanioses enquanto o sequestro de ferro citoplasmatico € favoravel para T. cruzi.

No caso especifico dos parasitas do género Leishmania, as formas intracelulares possuem
grandes concentracbes de enzimas dependentes de ferro que as protegem dos mecanismos
microbicidas dos macréfagos como, por exemplo, as metaloenzimas, superéxido dismutase
(PARAMCHUK et al., 1997; FANG, 2004).

Essas enzimas, de acordo com estudos de Fridovick (1978); Plewes et al.; (2003) e
Getachew & Genadu (2007), apresentam um importante papel na desintoxicacdo de
intermediarios reativos de oxigénio, incluindo os anions superoxidos, produzidos pelos
macrofagos (Figura 29) em resposta a infec¢do por microorganismos invasores. Segundo Bricks
(1994), quando ha suprimento adequado de ferro, os macrdfagos, por meio do mecanismo

oxidativo, produzem enzimas que contém ferro.
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O oxigénio molecular produzido é, entdo, transformado em peroxido de hidrogénio que,

ao ligar-se a enzima mieloperoxidase, passa a ter uma agao citolitica sobre esses patogénos.

Fe3+ + 02-. Fe-SOD Fe2+ + 02

Fe2+ + 02-, + 2H+ Fe-SOD Fe3+ + H202

Figura 29 - Reacdes catalisadas pela enzima ferro superdxido dismutase.

Em contraste, quando h& deficiéncia de ferro, os macrofagos ndo produzem oxigénio
molecular e, conseqlientemente, peroxido de hidrogénio e assim promovem a lise celular dos
parasitas invasores (BRICKS, 1994).

Em células de mamiferos o perdxido de hidrogénio formado é removido por acdo da
catalase e de varias peroxidases. Ja em tripanossomatideos, que ndo apresentam ou apresentam
em baixas concentracdes a catalase ou glutationa redutase, o papel de remogéo se torna pouco
eficiente ja que envolve um sistema antioxidante analogo ao da glutationa, glutationa redutase e
glutationa peroxidase, que é realizado pela enzima especifica tripanotiona redutase (LEID et al.,
1989, Do CAMPO & MORENO, 1990, FLOHE, et al., 2003).

1.5 - Agentes quelantes de ions de ferro em tripanossomatideos

Ja em 1996, Jones et al. publicam uma pesquisa em que avaliam a eficacia relativa de
vinte agentes quelantes de ferro sobre o crescimento e na multiplicagéo de formas epimastigotas
de T. cruzi . Neste trabalho os autores concluem que determinados agentes quelantes testados
foram tdo ou mais eficazes contra a forma epimastigota que a droga de referéncia o
benzonidazol, 82% de inibi¢éo contra 81% de inibi¢do do benzonidazol.

Pesquisas utilizando o quelante de ferro, desferrioxamina sobre T. cruzi foram conduzidas
in vivo por Arantes et al., 2011; e relatam a reducdo da parasitemia e da mortalidade em ratos. J&
Merschjohann & Steverding, em 2006, relatam a avaliacdo de treze agentes complexantes de
ferro partindo da premissa que a forma sanguinea de tripanossomatideos sdo sensiveis a
desferrioxamina, um conhecido agente quelante de ferro. Neste trabalho os autores concluem que
onze dos quelantes testados exibiram atividade sobre T. brucei e T. congolense com inibicéo de
50% para concentracdes entre 2 e 200 uM. O trabalho entitulado “QSAR de compostos quelantes
inibidores de epimastigotas de T. cruzi in vitro” de Silva e colaboradores, (1999) relata que

alguns compostos quelantes e derivados, sdo tdo ou mais efetivos que a droga de primeira
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escolha utilizada para o combate a doenca — o benzonidazol. Relata, ainda, que os quelantes
atuam no sequestro de ions de ferro, e que ficam entdo, impedidos de ligar-se ao sitio ativo da
enzima superoxido dismutase, metaloenzima que age como um dos sistemas de defesa oxidativa
dos parasitas, contra a resposta imune do hospedeiro.

Seguindo esse raciocinio, Francisco e colaboradores, realizam um experimento, em 2008,
no qual associam a droga mais utilizada no tratamento da doencga de Chagas, o benzonidazol, a
um quelante de ferro potente e ja bem conhecido a desferrioxamina, foram obtidos significativos
resultados, por exemplo: a mortalidade em ratos infectados em tratamento por 35 dias foi de 0%
quando o quelante foi associado ao benzonidazol, o percentual de cura para ratos em 60 dias de
tratamento foi de 18% quando sé tratados por benzonidazol, 42% quando tratados com
desferrioxamina e benzonidazol e de 67% quando tratados apenas com desferrioxamina.

Recentemente, Bocedi e colaboradores (2010), demonstraram que embora a presenca da
tripanotiona redutase em parasitas ainda represente um enigma, essa enzima é capaz de interagir
com oxido nitrico e ferro l1abil para formar um complexo de ferro-dinitrosil com afinidade, de
pelo menos, seiscentas vezes maior de que a glutationa redutase. Assim, a capacidade peculiar da
tripanotiona reduzida em sequestrar ferro e 6xido nitrico, na forma de um complexo estavel e
inofensivo ao parasita, 0 que pode explicar a predominancia desse tiol, nesses parasitas, que sao

regularmente expostos ao éxido nitrico poveniente do sistema de defesa do hospedeiro.

1.6. Metodologia Sintética — A Hibridacdo molecular

A hidridacdo molecular ¢ um recente método em desenho e desenvolvimento de
farmacos, que leva em conta a unido de partes farmacoforicas bioativas de compostos com
reconhecida acdo sobre sistemas bioldgicos para produzir um novo composto hibrido com
propriedades diferenciadas e melhoradas (FRAGA & BARREIRO, 2008). Assim, no processo de
planejamento e criacdo de um novo farmaco, por esta técnica, busca-se unir em numa unica
molécula propriedades presentes isoladamente em moléculas distintas. Segundo Viegas Junior et
al., 2007, esta estratégia pode resultar em compostos que apresentam perfil de seletividade

modificado e com modo de acdo duplo além da reducdo de efeitos colaterais indesejaveis.
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1.6.1 — A sintese de tiossemicarbazonas e carbimidotioatos derivadas do

nucleo 3,4-metilenodioxila

Segundo Tenorio e Goes (2005) “As tiossemicarbazonas podem ser obtidas das
tiossemicarbazidas através de uma rapida reacdo de condensacao. As tiossemicarbazidas podem
ser adquiridas comercialmente. A sintese é descrita pela condensa¢do equimolecular de um
derivado carbonilado do tipo aldeido ou cetona, com a tiossemicarbazida em meio alcoolico sob
refluxo e quantidades cataliticas de acido. Esta reacdo € bastante conhecida por sua alta

quimiosseletividade, versatilidade e rapidez, apresentando altos rendimentos” (Figura 30).

|‘\| S
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o | HsO* H /N—</ H
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R H 2 \|( EtOH K i
S

Figura 30 — Reagdo de condensagdo-eliminacédo entre aldeidos e tiossemicarbazida.

A obtencdo sintética de tiossemicarbazonas é amplamente relatada na literatura (LI et al.,
1998; TARASCONI et al., 2000; SHAILENDRA et al., 2004). Na analise retrossintética, em
geral, duas estratégias podem ser empregadas: obtencdo direta, pela reacdo quimiosseletiva
(Esquema 1) de aldeidos e/ou cetonas com as tiossemicarbazidas, e obtencéo indireta, através de
preparacdo prévia das tiossemicarbazidas, utilizando hidrazina e diferentes reagentes, seguida de

condensacdo com o derivado carbonilado especifico.
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Esquema 1 — Analise retrossintética da tiossemicarbazona (TENORIO et al., 2005)

A reacdo apresenta-se favoravel a formacdo das tiossemicarbazonas, entretanto é facil
notar o carater reversivel de todas as etapas de sua sintese, dai a importancia da utilizacdo da
catélise acida em pH controlado. Em geral, a formacao de tiossemicarbazona é mais rapida em
pH entre 4 e 5. Em valores de pH menores que 4, ha possibilidade de ocorrer protonacdo do
nitrogénio N-1 da tiossemicarbazida e, conseqientemente, a velocidade da reacdo de
condensacdo serd diminuida. Por outro lado, em pH maior que 5, a velocidade de reacdo também
diminui, visto que a carbonila se encontrara progressivamente menos protonada.

Vaérios derivados de tiossemicarbazonas foram obtidos utilizando-se as condi¢des
reacionais descritas acima. Karah (2002) reagiu derivados de isatina com a tiossemicarbazida e
obteve tiossemicarbazonas com rendimentos altos, alguns variando entre 97 a 99%. Neste
trabalho de tese a sintese foi realizada em solucdo etandlica, sob refluxo, contendo quantidades
cataliticas de &cido sulfurico concentrado.

Em outro estudo, Benbrook e colaboradores em 1997, sintetizaram tiossemicarbazonas
derivadas de heteroarotindides, um conhecido sistema molecular derivado de rotindides,
utilizando acido acético como catalisador. Aqui, a condensagdo da tiossemicarbazida com
aldeido correspondente também forneceu facilmente a molécula alvo em rendimentos

satisfatorios de 83%.
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Alguns autores efetuaram uma pequena modificacdo neste método e observaram que as
tiossemicarbazonas também poderiam ser sintetizadas em solugdo neutra indicando que,
possivelmente, o emprego do &cido ndo seria uma condicdo indispensavel para a formacéo dessas
moléculas (CHIYANZU et al., 2003; AFRASIABI et al., 2003). Neste sentido, Chiyanzu e
colaboradores em 2003, demonstraram que as tiossemicarbazonas derivadas da isatina, que
tinham sido anteriormente obtidas por Karah, utilizando método convencional, também eram
facilmente sintetizadas sem auxilio de catalisadores.

As tiossemicarbazonas sdo geralmente obtidas como misturas de isdmeros E e Z no
estado solido (AFRASIABI, et al., 2003). Em solucdo, ha sempre isomerizagdo da configuracao
Z para E, devido a sua maior estabilidade termodindmica. Como regra geral, as
tiossemicarbazonas derivadas de aldeidos tendem a formar o isbmero E, enquanto que nas
derivadas de cetonas assimétricas a proporcao entre Z e E depende da estrutura dos substituintes
ligados a carbonila (LEMKE et al., 1997).
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2. JUSTIFICATIVAS

As doencas negligenciadas afetam milhares de pessoas em todo o mundo, mas néo
dispdem de tratamentos eficazes ou adequados. Em geral, sdo doencas tropicais infecciosas, que
afetam principalmente pessoas pobres, como: leishmaniose, tripanossomiase humana africana
(doenca do sono) e tripanossomiase sul-americana (doenca de Chagas). Em todo 0 mundo hd um
grande volume de projetos de P&D em biologia, imunologia e genética dos parasitas causadores
dessas doencas, no entanto, muitos desses projetos sdo interrompidos por falta de interesse da
industria farmacéutica ou falta de fontes publicas de financiamento. Assim, essas doencgas tém
sido progressivamente marginalizadas dos programas de pesquisa, tanto do setor publico - por
falta de politicas publicas de P&D adequadas - quanto do setor privado - basicamente porque as
pessoas que sofrem dessas doencas negligenciadas sdo pobres e ndo oferecem perspectiva de
retorno lucrativo (DNDi, 2008).

Nos Ultimos vinte e cinco anos, apenas 1% de todos os medicamentos desenvolvidos no
mundo foram para tratar as chamadas doengas tropicais. Na auséncia de novas terapias, 0s
médicos ainda empregam tratamentos antigos e cada vez mais ineficazes, dado o surgimento de
resisténcia aos medicamentos (DIAS et al. 2009).

Assim, este trabalho de tese apresenta uma proposta para a sintese de novas substancias
com potencial atividade bioldgica visando contribuir com a descoberta de novos farmacos para o

tratamento das doencas mencionadas.

2.1 - O nucleo 3,4-metilenodioxila — atividades sobre sistemas bioldgicos e
acdo antitripanossomatideos
Segundo Barreiro & Fraga, 1999 “Dentre os principais componentes de 0leos essenciais
brasileiros, o safrol pode ser considerado como um dos de maior abundancia, ocorrendo no 6leo
de sassafras” e mais recentemente, Cremasco & Braga, 2010, relatam que Piper hispidinervum,
cultivada no Acre, representa uma importante fonte natural para a obtencéo do 6leo de sassafras.
A quimica do safrol — alquil benzeno € intensamente estudada por diferentes grupos de
pesquisa em diversos programas de Pos-graduacdo do Pais, com destaque para o Instituto Militar
de Engenharia - IME, (AGUIAR & FRANCA, 2010) e para UFRJ, através dos grupos de
pesquisa dos professores Paulo Costa e Eliezer Barreiro (COSTA, 2000). Na década de 90, o
safrol foi empregado como matéria-prima para a sintese do alucindégeno 3,4-
metilenodioximetanfetamina — ecstasy (FRENCH, 1995). Em 1999, Barreiro & Fraga afirmam

que a presenca da unidade metilenodioxila introduz nos derivados deste nucleo, uma atividade
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quimica particular e comparam a atividade dos derivados do piperonal a existente em outros
aldeidos relacionados, que possuem ao invés da funcdo metilenodioxila, outras funcgdes, e desta
forma pode-se observar um comportamento quimico diferenciado traduzido por diferentes
propriedades fisicas, que contribuem para a atividade bioldgica diversificada.

Na quimica medicinal o nacleo metilenodioxila estd presente em farmacos, como por
exemplo, na paroxetina (DECHANT & CLISSOLD, 1991), (Figura 31) e em substancias de
interesse terapéutico como a podofilotoxina (SACKETT, 1993) e no etoposido (KELLER-
JUSLEN et al., 1971).

(PAROXETINA) F

Figura 31 — Estrutura da Paroxetina

Ainda segundo Barreiro e Fraga, 1999, a presenca do nucleo metilenodioxila assegura as
moléculas bioativas adequado cardter lipofilico facilitando assim, o transito na biofase e ao
mesmo tempo o carater aceptor de ligacbes de hidrogénio, o que pode ser interessante na
interagdo com eventuais bioreceptores.

O ndcleo metilenodioxila foi empregado como matéria-prima para a sintese de
prostaglandinas (FARIAS, 1984) explorando a unidade metilenodioxila do produto natural como
sub-estrutura analoga ao anel ciclopentanico das prostaglandinas. Ainda existe o relato da
preparacdo de diversos derivados analogos contendo esse grupo com atividade anti-inflamatéria
e analgésica (LAGES, et al. 1988; CABRAL & BARREIRO, 1995).

Recentes estudos demostraram que a piperina (Figura 33-A), uma amida, que apresenta o
nucleo metiledioxila, possue efeito antitripanossoma in vitro. O artigo “Leishmanicidal effects of
piperine, its derivatives, and analogues on Leishmania amazonensis” de Ferreira et al. (2011)
descreve o estudo da atividade leishmanicida da piperina, de trés derivados: a tetrahidropiperina,
a morfolinil amida e o 4cido piperinico e de um andlogo com o nucleo metiledioxila, a cinamoil

amida sobre a L. amazonensis, uma espécie que causa leishmaniose cutanea no novo mundo. O
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estudo demonstra que a piperina altera a fase G do ciclo celular em promastigotas, o que afeta a
mitocondria do parasita e assim diminui a modulacdo da produgdo do 6xido nitrico em
macroéfagos.

Finalmente, em entrevista publicada no site da Academia Brasileira de Ciéncias

(www.abc.org.br/article.php3?id_article=351) o professor Eliezer Barreiro (UFRJ), refere-se ao

potencial do safrol como principal componente quimico do dleo de sassafras. Argumenta que o
6leo foi extraido, continuamente, da canela branca de forma predatdria até quase o esgotamento
da fonte, e que com a descoberta que tal 6leo poderia ser obtido de plantas da familia Piperaceae,
que sdo muito mais faceis de manejar, por serem plantas arbustivas. E importante destacar que
uma das variedades dela é a amazobnica, conhecida como pimenta longa, cujo dleo essencial
encontra-se nas folhas da copa da planta, que rebrota com facilidade ap6s o corte. Afirma, ainda,

o Professor, que a Embrapa Norte dispGe de uma plantacdo que produz, sustentavelmente, o dleo.

2.2 - As tiossemicarbazonas - potentes quelantes de ions de ferro e atividade
antitripanossomatideos.

As tiossemicarbazonas sdo obtidas de reacGes de condensacdo-eliminacdo de aldeidos e
cetonas e ocupam lugar especial entre os ligantes organicos, uma vez que apresentam varios
atomos doadores de elétrons e diferentes modos de coordenacdo (KONSTANTINOVIC et al.,
2007), sendo, desta forma, excelentes ligantes frente a metais de transicdo dobretudo devido ao
comportamento &cido do grupo NH iminico, que uma vez desprotonado provoca a deslocalizacédo
da carga ao longo da cadeia originando um ligante aniénico (DU & LIU, 2008). Genericamente,
as tiossemicarbazonas (Figura 32) apresentam um amplo perfil farmacoldgico (BERALDO,
2004) e, por isso, despertam considerdvel interesse cientifico, devido as suas importantes
propriedades quimicas e bioldgicas; tais como: antitumoral (FEUN et al., 2002), antibacteriana
(KASUGA et al., 2003), antiviral (TEITZ et al., 1994), antiprotozoaria (BHARTI et al., 2002),
antoamébica (BHARTI et al., 2003), citotoxica contra células tumorais (KARAH, 2002), dentre
outras. Assim, constituem uma importante classe de compostos cujas propriedades tém sido
extensivamente estudadas na quimica medicinal em razdo, fundamentalmente, de sua capacidade
quelante no seu mecanismo bioquimico de acdo. Apesar da ampla versatilidade farmacoldgica
desses compostos como uma classe, especificidades estruturais podem levar a manifestacdo de
atividades especificas. Para os complexos metalicos, em alguns casos € possivel modular a

atividade através do desenho do ligante ou atraves da escolha do metal.
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Figura 32 — Estrutura das tiossemicarbazonas

De um modo geral, pode-se dizer que as tiossemicarbazonas agem como inibidores de
enzimas, como por exemplo, da enzima ribonucleotideo difosfato redutase (RDR) que, vem
sendo relacionada como alvo promissor na terapia de doencas protozoarias (BASOLO, 1993).
Esta enzima existe em todas as células vivas e apresenta a funcéo de catalisar o passo limitante
na sintese dos deoxirribonucleotideos necessarios para a sintese do DNA (BASOLO, 1993).
Estudos indicam que a acéo inibitéria destas substancias sobre RDR é devida a complexacéo de
metais enddgenos, no caso especifico o atomo de ferro presente no sitio catalitico das RDR ou
atraves de reacOes redox, seja através das interacfes com o DNA e da inibicdo da sintese do
DNA (GONTHO & CARVALHO, 2003). Além disso, alguns complexos metalicos desses
ligantes apresentam a habilidade de mimetizar a agéo de certas enzimas.

Trabalhos publicados relatam a suscetibilidade de protozoarios frente a
tiossemicarbazonas (BHARTI et al., 2002; WALCOURT et al., 2003). Particularmente, a
atividade antitripanossoma foi estudada por Du e colaboradores (2002) e Casero e colaboradores
(1980), enquanto a atividade leishmanicida foi relatada por Dodd e colaboradores em 1989.
Pesquisas mostram que as propriedades das tiossemicarbazonas de formar quelatos com cations
metalicos sdo responsaveis pelas atividades antiprotozoarias (WALCOURT, et al., 2003;
BHARTI et al., 2003). J& em 2011, Soares e colaboradores avaliaram tiossemicarbazonas e
semicarbazonas frente as formas promastigotas e amastigotas intracelulares de T. cruzi, isolado
de peritbneo de camundongos e sobre macrdfagos humanos. “Um potencial alvo desses
compostos € a oxido nitrico sintetase, jA& que um decréscimo na atividade dessa enzima foi
observado. Ao contrario do benzonidazol que apresenta uma alta citotoxicidade essas
tiossemicarbazonas apresentaram baixa toxicidade sobre os macréfagos indicando que sua

atividade foi especifica sobre as forms investigadas do parasita”.
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A atividade tripanocida frente a T. brucei in vitro de tiossemicarbazonas foi comparada
com derivados de tiadiazolinas e todas as tiossemicarbazonas testadas foram mais ativas que suas
correspondentes tiadiazolinas (HOUSSOU et al, 2011).
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3. OBJETIVOS

1. Sintetizar e caracterizar a estrutura quimica de um conjunto de tiossemicarbazonas

derivadas do nucleo 3,4-metilenodioxila e de fluorobenzotiossemicarbazonas;

2. Sintetizar e caracterizar a estrutura quimica de uma série de carbimidotioatos derivados

do nucleo 3,4-metilenodioxila e derivados benzotriazocinicos relacionados;

3. Auvaliar, inicialmente, a atividade contra tripanossomatideos, das tiossemicarbazonas
derivadas no nucleo 3,4-metilenodioxila, in vitro, frente a formas epimastigotas de cepas

de T. cruzi e promastigotas de L. amazonensis;
4. Avaliar a atividade contra tripanossomatideos das tiossemicarbazonas derivadas do nucleo
3,4-metilenodioxila que apresentarem significativos resultados ante as formas

epimastigotas de T. cruzi e promastigotas de L. amazonensis, contra a forma amastigota, e

5. Avaliar a capacidante quelante frente a Fe?* e Zn®* das tiossemicarbazonas derivadas do

nucleo 3,4-metilenodioxila que apresentarem atividade antitripanossémica.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 — Equipamentos , Vidrarias e outros Materiais

e Espectrometro de RMN Brucker, modelo NMR ULTRASHIELD de 400 MHz;
e Espectrometro de RMN Brucker, modelo NMR ULTRASHIELD de 500 MHz

e Espectrofotdmetro de IV Brucker, modelo Vertex 70;
e Espectrofotémetro UV/VIS da Shimadzu, modelo UV mini 1240.

e Camara reveladora de UV da marca Spectronic model ENF 240C
e Evaporador rotatorio Fisatom;

e Bomba de vacuo;

e Capela de exaustdo;

e Geladeira Consul 320 L;

e Banho de Ultrassom UNIQUE Ultra Cleaner model USC-800A de 40 KHz;
e Baldes de boca esmerilhada de 25, 50 e 100 mL;

e Garras, mufas e suportes universais;

e Beckers de 25, 50 e 100 mL;

e Condensadores de refluxo e termémetros;

e Balancas analiticas das marcas OHAUS model TS2K e MARTE model AS 5500;
e Pipetas graduadas e volumétricas e Pasteur variadas;

e Aparelho de deteminacéo de ponto de fusao;

e Funis de Buckner,

e Kitasatos 100, 250 e 500 mL;

e Provetas, 10, 25, 50, 100 e 500 mL;

e Colunas cromatograficas;

e Placas para cromatografia em camada delgada (CCD);

e Tubos de ressonancia;

e Colunas de Vigreaux;

e Mantas de aquecimento;

e Placas de aquecimento e agitadoras eletromagnéticas e

e Equipamentos de seguranga: 6culos e mascaras



4.2 — Reagentes e Solventes (Reagentes: Sigma-Aldrich e Merck; Solventes: Vetec)
e Piperonal;
e Hidroxido de sodio;
e Acido nitrico, concentrado;
e Acido sulfdrico, concentrado;
e Hidroxido de amonio;
e Acido acético glacial;
e Nitrito de sodio;
e Sulfato ferroso;
e Acido cloridrico, concentrado;
e Alcool etilico;
¢ Alcool metilico;
e Hexano;
e Acetato de etila;
e Cloroformio.
e Diclorometano,
¢ Acido cloroacético;
e Piperidina;
e Piridina;
e Brometos de alila, n-propila;
e lodetos de etila e metila;
e Cloreto de cloroacetila;
e Cloreto, cianeto e brometo cuproso;
e Sulfato cuprico;
e Acido fluorobérico.
e Nitrato de prata;
e NaBHy
e lodo;
e 2-nitrofenilhidrazina;
e 4-metoxifenilhidrazina;
e Tiossemicabazida,

e Acido trifluoroacético;



e Acido tricloroisocianrico;

e Silica gel Merck-60 (70-230 Mesh);

e Zinco, em po;

e Aldeidos benzofluorados (2; 2,3; 2,5; 3,4; 2,6;3,5;2,3,4;,2,3,5,6; 2,3,4,5, 6; e 4-
trifluorometil)

e Cloreto de cromio piridina (PCC)

4.3 — Sintese - preparacao dos intermediarios (aldeidos e alcoodis)

4.3.1 — Purificacao do 1,3-benzodioxol-5-carboxaldeido M01

As caracteristicas fisicas descritas na literatura para o 1,3-benzodioxol-5-carboxaldeido
(COUTINHO, 1981), ponto de fusdo, aspecto fisico dos cristais e principalmente, a cor
revelaram a necessidade de ser realizado um processo para purificar o material de partida. Desta
forma, realizou-se a recristalizacdo, em fracdes. Varios solventes e misturas de solvente foram
ensaiadas. A melhor composicao foi & mistura agua/etanol (4:1, v/v). Assim, 332 g do material
foram recristalizados, com o0 emprego de carvéo ativo e houve a obtencéo de 280 g de cristais de
piperonal, na forma de agulhas finas com rendimento de 84,3%, e Ponto de fusdo de 37 °C, o que
confere com a literatura (LIN, W. O. & COUTINHO, E. S. 1983)

Caracterizago estrutural: Experimentos de RMN *He *Ce IV (Anexos 8.1, 8.2 e 8.3)

Infravermelho (KBr; v cm™)

2920 (V C'H meti]enodioxﬂico), 1683 (V C:O), 1600 e 1419 (V C:C), 1261 (V C'O'C meti|enodioxi|a) e
1037 (v C-O).

RMN *H (DMSO-ds, 8)
9,80 (s, 1H, Hy); 7,53 (dd, 1H, J*he.ns = 7,9 Hz, Iz = 1,5 Hz, H6); 7,33 (d, 1H, J* o6 = 1,5
Hz, H2); 7,11 (d, 1H, Pus.6 = 7,9 Hz, H5); 6,17 (s, 2H, H8).

RMN 3C (DMSO-dg, 8)

191,37 (C7); 153,22 (C4): 148,80 (C3); 131,95 (C1); 129,03 (C5); 108,96 (C2);106,68 (C6);
102,81 (C8).
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4.3.2 - Sintese do 6-nitro-1,3-benzodioxol-5-carboxaldeido M02

A reacdo de nitragdo do piperonal foi tentada por cinco vezes de acordo com o método
descrito por Coutinho, 1981. Assim, em um baldo de trés bocas, equipado com termbémetro,
colocou-se 2,0 g de piperonal (0,0133 mol), finamente pulverizado e 8,0 mL de acido acético
glacial. A seguir a mistura foi agitada até a total solubilizagdo do sélido e ainda sob agitagdo a
mistura foi resfriada até 5 °C a qual foi adicionado lentamente, 0,63 mL de acido nitrico
concentrado (8 equivalentes). A temperatura foi mantida entre 0-5 °C durante toda a adicdo do
acido nitrico concentrado. Apos a completa adicdo do acido nitrico a mistura, foi deixada reagir
por duas horas sendo a temperatura elevada até a temperatura ambiente. Ao final deste tempo a
mistura reacional foi vertida em Becker contendo gelo picado e &gua. O precipitado formado foi
filtrado e lavado varias vezes, revelando por CCD e por PF que o filtrado era piperonal, isto é, o
produto de partida, ndo ocorrendo a rea¢do como esperado. Desta forma, o método foi descartado
e optou-se pelo método descrito por Duarte e colaboradores, 2007, onde inicialmente, (0,1123
mol) ou 16,85 g de piperonal foram reagidos com &cido nitrico concentrado & 65%, com a
temperatura mantida entre 20-25 °C. Assim, apds 30 minutos de reacdo obteve-se um solido
amorfo, amarelo claro, que foi deixado, ainda em funil de Bucher, sobre a bancada, para secar.
No dia seguinte foi colocado em dessecador e posteriormente pesado encontrando-se 20,13 g.
Sabendo-se que compostos organicos sélidos quando isolados em reagdes raramente sdo puros,
optou-se pela recristalizacdo como forma de purificar o composto resultante da sintese. Varios
testes de solubilidade foram feitos e encontrou-se como solucéo ideal para a recristalizacdo do 6-
nitropiperonal, a mistura 1:1 de etanol e &gua. Assim, 400 mL da mistura, foi aquecida, em
banho-maria até 75 °C onde 20,13 g do produto obtido na reacdo de nitracéo foi solubilizado e a
seguir foi adicionado, ao sistema aquecido, carvao ativado. A mistura foi entdo filtrada a quente
e a vacuo sendo a solucdo filtrada resfriada e os cristais separados do solvente por em nova
filtracdo, agora a frio. A seguir, os cristais de 6-nitropiperonal foram deixados no préprio funil de
Buchner sobre a bancada para secagem e posterior pesagem. O sdlido posteriormente foi
acondicionado em dessecador para ser entdo pesado, obtendo-se 17,9 g de um sélido amarelo
claro.

A reacéo de nitracéo foi realizada em capela com exaustéo ligada; a reagéo se desenvolve
rapidamente depois de iniciada e se torna necessario o controle cinético; o que foi feito em um
banho de agua com gelo, ap6s o inicio da reacdo; observando-se a completa dissolucdo do

material de partida com a libera¢do continua de NO,. Apos cerca de 30 minutos observa-se uma
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acentuada diminuicdo da liberacao de anidrido nitroso-nitrico; a seguir a adi¢cdo de 4gua destilada
provocou a cristalizacdo de um sélido amarelo.

Desta forma, com confianga no método e dominio do processo, foi realizada a nitracdo de
0,666 mol (10 g) de piperonal, anteriormente recristalizado, que produziu apds purificacdo por
recristalizacdo em etanol, 9,6 g de 6-nitropiperonal, com rendimento de 75,8% e Ponto de Fusao
de 91-92 °C o que coincide com o descrito por Duarte, C. D. et al., 2007. Desta forma, somando-
se a massa de 6-nitropiperonal obtida anteriormente, integralizamos 27,5 g de material solido,

amarelo claro, em cristais, que foram guardados em dessecador.

Caracterizacdo estrutural: Experimentos de RMN H'e C*e IV (Anexos 8.4, 8.5 e 8.6)

Infravermelho (KBr; v cm™)

2927 (V C'H met“enodioxﬂico), 1683 (V C:O), 1597 e 1419 (V C:C), 1521 [V (N:O)Z assimétrica], 1338
[v (N=0)32 simétrical , 1278 (v C-O-C metitenodioxila), 1031 (v C-O) e 879 (v C-N).

RMN *H (DMSO-ds, 8)
10,07 (s, 1H, H7); 7,75 (s, 1H, H5); 7,32 (s, 1H, H2); 6,36 (s, 2H, H8).

RMN 3C (DMSO-dg, 8)

188,60 (C7); 152,38 (C3); 151,77 (C4); 127,95 (C1); 105,43 (C5); 107,42 (C2); 146,14 (C6):
104,49(C8).

4.3.3 - Sintese do 6-amino-1,3-benzodioxol-5-carboxaldeido MO03

Em um Becker, (0,005 mol) ou 1,0 g de 6-nitropiperonal foi dissolvido em uma mistura
de 25 mL de 4gua e 25 mL de alcool etilico, a quente. Em seguida, foi adicionado a essa primeira
solucdo, uma solucéo de 10 g de sulfato ferroso (0,035 mol) em 50 mL de 4gua a quente.

A mistura foi fervida durante 1 minuto, para em seguida 13,0 mL de hidréxido de aménio
concentrado ser adicionado em fragfes de 1,0 mL e agitacdo constante. Concluida a adi¢do do
hidroxido de aménio a mistura foi deixada em fervura por 10 minutos. Apds a solugdo ser
filtrada a quente o foi residuo lavado com 5,0 mL de agua a quente. O filtrado foi resfriado em

banho de gelo, sendo os cristais filtrados e deixados sobre a bancada para secar. Depois de secos
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em dessecador, foi determinado o PF que revelou ser em torno de 70 °C o que nao corresponde
ao descrito pela literatura, isto é, 103-104 °C (Coutinho, 1981).

A reducdo tradicional empregando-se zinco metalico e estanho metélico em 4cido
cloridrico também foi tentada, mas os resultados ndo se mostraram animadores, sendo o método
descartado.

O método utilizando sulfato ferroso foi mais uma vez testado o procedimento relatado
acima foi repetido com apenas uma alteracdo na adi¢cdo da solucdo de hidroxido de aménio
concentrada, que foi realizada em frag6es de 0,5 mL em intervalos de 40 segundos. Apds todo o
processamento foram obtidos cristais verdes claros que secaram em dessecador & vacuo na
presenca de cloreto de calcio. Apos trés repeticdes do experimento o rendimento obtido foi de
65,4% e o Ponto de Fusdo medido confere com o descrito na literatura 103-104 °C (Lin, W. O. &
Coutinho, E. S., 1983)

Caracterizagéo estrutural: Experimentos de RMN H'e C*e IV (Anexos 8.7, 8.8 e 8.9)

Infravermelho (KBr; v cm™)
3419 e 3315 (V N-H assimétricaesimétrica)a 2910 (V C-H metilenodioxilico), 1652 (V C:O), 1616 e 1419 (V
C:C), 1261 (V C'O'C meti|enodioxi|a) e 1035 (V C'O)

RMN *H (DMSO-ds, 8)
9,57 (s, 1H, H7); 6,34 (s, 1H, H2); 7,02 (s,1H, H5); 6,34 (s, 2H, H8); 7,29 (sbl, 2H aminicos,
H9).

RMN *C (DMSO-dg, 5)
190,97 (C7); 150,61 (C3); 154,03 (C4); 138,57 (C1); 111,40 (C2); 111,11 (C6); 101,75 (C8);
95,63 (C5).

4.3.4 - Sintese do 6-hidroxi-1,3-benzodioxol-5-carboxaldeido (Sandmayer) M04

A reacdo de hidroxilacdo do 6-aminopiperonal foi realizada pelo método de Sandmayer
(Campbell et al., 1951). Uma suspensdo de 0,016 mol ou (2,65 g) de 6-aminopiperonal foi
resfriada a 5 °C em 75,0 mL de agua e acidificada por uma solugdo de acido sulfurico
concentrado em 15,0 mL de &gua. A mistura resfriada foi diazotada pela adicdo de 1,125 g de

46



nitrito de sodio em 12,5 mL de agua. A temperatura da solucédo foi gradativamente, levada até a
temperatura ambiente, diluida com igual volume de agua e adicionado, gota a gota uma solucéao
de 31 g de sulfato de cuprico em 31 g de &gua. A solucdo foi entdo destilada por oito horas e o
produto, em forma de agulhas de cor verde claro, foi recolhido na entrada do condensador. A
massa obtida foi de 1,68 g, com rendimento de 57,7 %, com ponto de fusdo: 125-126 °C.

A purificacdo dos cristais foi realizada por arraste a vapor com ponto de fuséo 125-126
°C, cnforme o descrito na literatura (Campbell, K. N. et al., 1951) o que corrobora a obtencdo do

6-hidroxipiperonal, o que é confirmado pelos dados obtidos de IV e RMN *H e **C.
Caracterizacdo estrutural: Experimentos RMN H*, *3C e IV (Anexos 8.10, 8.11 e 8.12)

Infravermelho (KBr; v ecm™)
3437 (v O-H), 2923 (v C-H metilenodioxitico), 1674 (v C=0), 1618 e 1417 (v C=C), 1265 (v C-O-C
metilenodioxila) e 1029 (V C'O).

RMN *H (DMSO-ds, 8)
11,03 (sbl, 1H hidroxila, H9); 10,19 (s, H, H7); 7,30 (s,1H, H2); 7,29 (s,1H, H5); 6,23 (s, 2H,
H8).

RMN *C (DMSO-dg, 5)
190,45 (C7); 160,27 (C6); 154,83 (C4); 141,72 (C3); 115,75 (C1); 106,60 (C2); 102,67 (C8);
98,44 (C5).

4.3.5 — Sintese do Piperonol - Reducéo da Carbonila M05

Dissolveu-se 1,5 g (0,01 mol) de piperonal em 15 mL de metanol. A seguir calculou-se a
quantidade de boridreto de sddio necessaria para preparar a solucdo de 10% de boridreto de
sodio em solucdo de hidréxido de sodio 0,05 M.-Assim 1,0 g de boroidreto de sodio foi diluido
em 10 mL de &gua destilada e adicionado a 1,0 mL de solucdo de hidroxido de sodio 0,05 M. A
reducdo foi acompanhada por CCD eluida em uma mistura de 4:1 acetato de etila em hexano.

Apos o término da reacdo foi adicionado acido cloridrico 6,0 M até pH levemente &cido. A

47



seguir o material foi secado e cristalizado. O ponto de fusdo obtido foi de 42 °C enquanto a
literatura relata 45 - 47 °C (Shazia, N. A. et al., 2006) com rendimento de 97,3%.

Caracterizacdo estrutural: Experimentos de RMN *H *3C e IV (Anexos 8.13, 8.14, 8.15 e
8.16)

Infravermelho (KBr; v em™)

3278 (v O-H), 2906 (v C-H metilenodioxilico), 1602 e 1448 (v C=C), 1251 (v C-O-C metilenodioxila) €
1037 (v C-0).

RMN 'H (DMSO-ds, 8)
6,93 (d,1H, J*1o-46 = 1,5 Hz, H2); 6,88 (dd,1H, J*1e.ns = 8,5 Hz, I*e.h2 = 1,5 Hz, H6); 6,79 (d,
1H, J3H5-H6 = 8,5 HZ, H5); 5,98 (S, 2H, H8); 5,16 (S, 2H, H7); 4,42 (S, 1H hidroxilicos H9).

RMN 3C (DMSO-dg, 8)
147,86 (C3); 146,43 (C4); 136,95 (C1); 120,20 (C6); 108,65 (C5); 107,74 (C2); 101,12 (C8);
63,35 (C7).

4.3.6 — Sintese do (6-amino-1,3-benzodioxol-5-il)-metanol M06

O procedimento sintético utilizado foi similar ao anterior obtendo-se cristais esverdeados
na forma de agulhas com Ponto de Fusdo de 107-109 °C conforme relato na literatura
(Mahindroo, N. 2006). O rendimento da reacéo foi de 87,1%.

Caracterizacdo estrutural: Experimentos de RMN *H , **C e IV (Anexos 8.17, 8.18, 8.17 e
8.19)

Infravermelho (KBr; v cm™)
3384 e 3296 (V N-H assimetrica e simétrica)1 3134 (V O'H), 2904 (V C-H metilenodioxilico), 1635 e 1419 (V
C:C), 1269 (V C'O'C meti|enodioxi|a) e 1043 (V C'O).

RMN *H (DMSO-ds, 8)
6,65 (s, 1H, H2); 6,29 (s, 1H, H5); 5,80 (s, 2H, H8): 4,93 (s,1H, H9); 4,61 (shl, 2H, H10); 4,29
(s, 2H, H7).
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RMN **C (DMSO-dg, 5)
146,92 (C3); 141,72 (C4); 138,75 (C6); 118,47 (C1); 108,58 (C2); 100,24 (C8); 97,20 (C5);
61,34 (C7).

4.3.7 - Sintese do (6-iodo-1,3-benzodioxol-5-il)-metanol MO07

4,40 g de piperonol, 0,0289 mol foram colocados em baldo de 500 mL, a seguir
adicionou-se 100 mL de metanol. Em um Becker solubilizou-se 0,0293 mol (7,44 g) de iodo em
200 mL de metanol. Em outro Becker de 50 mL preparou-se a solucdo de trifluoroacetato de
prata pela adicdo de 2,5 mL de acido trifluoroacético a 5,0 g de nitrato de prata e adi¢cdo de pouca
agua destilada. Inicialmente, ao baldo que continha 4,40 g de piperonol, em metanol, sob intensa
agitacdo, foram adicionados & uma solucdo de trifluoroacetato de prata e depois uma solugdo
metanolica de iodo. O término da reacao foi acompanhado por CCD. Ap6s duas horas de reacdo,
a temperatura ambiente, o conteudo do baldo foi filtrado a vacuo para separar o solido “Agl”
branco, da solucdo resultante que foi lavada com uma solucdo aquosa de tiossulfato de sodio para
remover o iodo residual na forma de iodeto. O solvente foi evaporado resultando um sélido
branco amorfo que foi deixado sobre a bancada para secar. No dia seguinte o material foi lavado
com agua destilada a frio e filtrado a vacuo, resultando um sélido branco e numa solucéo que
deixada evaporar, revelou como um sélido branco que foi recristalizado em cloroférmio. O ponto
de fusdo foi determinado em 109-110 °C, o que corresponde ao ponto de fusdo do produto
desejado, ja que a literatura revela um PF entre 110-111 °C (Crich, D. & Krishnamurthy, V.,
2006) O rendimento obtido foi de 97,4%.

Caracterizacdo estrutural: Experimentos de RMN *H , **C e IV (Anexos 8.21, 8.22, 8.23 e
8.24)

Infravermelho (KBr; v cm™)
3273 (v O-H), 2908 (v C-H metilenodioxilico), 1616 € 1419 (v C=C), 1240 (v C-O-C metitenodioxila), 1037

(v C-0) e 543 (v C-I).

RMN *H (DMSO-ds, 8)
7,34 (s,1H, H2); 7,03 (s, 1H, H5); 6,04 (s, 2H, H8); 5,40 (s, 1H, H9); 4,33 (s, 2H, H7).
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RMN **C (DMSO-dg, 5)
148,54 (C3); 147,82 (C4); 137,97 (C1); 118,16 (C5); 108,76 (C2); 101,95 (C8); 84,90 (C6);
67,84 (C7).

4.3.8 - Sintese do 6-iodo-1,3-benzodioxol-5-carboxaldeido M08

Partiu-se de 0,005 mol (1,39 g) de 6-iodopiperonol e 0,0065 mol (1,4 g) de PCC, em
baldo de 100 mL com 30 mL de diclorometano, na presenca de pedras de porcelana porosa, sob
intensa agitacdo e mantida a temperatura em 50 °C, o término da reacdo foi acompanhado por
CCD. O solvente CH,CI, foi evaporado, as pedras de porcelana impregnadas com o material
pegajoso foram separadas e o material solido que ficou foi extraido trés vezes com 100 mL de
uma solucdo de hidroxido de sodio 1,0 M em diclorometano. A fase aquosa foi desprezada e a
fase organica de diclorometano foi deixada na capela para evaporar. O produto foi recristalizado
em metanol e os cristais apresentaram forma de pequenas agulhas brancas.

O ponto de fusdo obtido na faixa de 110-112 °C, corresponde ao relatado na literatura
(Crich, D. & Krishnamurthy, V., 2006) e o rendimento de 69,8%.

Caracterizacdo estrutural: Experimentos de RMN *H, DEPT Q e IV (Anexos 8.25, 8.26 e
8.27)

Infravermelho (KBr; v cm™)
2902 (V C-H metilenodioxilico); 1662 (V CZO), 1608 e 1406 (V C:C)’ 1261 (V c-0-C metilenodioxila)n
1037 (v C-O) e 605 (v C-I).

RMN *H (DMSO-ds, 8)
9,92 (s, 1H, H7); 7,32 (s, 1H, H2); 7,31 (s, 1H, H5); 6,14 (s, 2H, H8).

RMN *C (DMSO-dg, 8)

194,51 (C7); 153,54 (C4); 149,17 (C3): 129,62 (C1); 119,98 (C5); 109,62 (C2); 102,31 (C8);
93,36 (CB6).
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4.3.9 - Sintese do 6-cloro-1,3-benzodioxol-5-carboxaldeido, através do &cido tricloro
isocianarico—- TCCA M09
12 Metodologia

Em um baldo de 250 mL adicionou-se 10 g de piperonal finamente divido, ao qual se
adicionou 100 mL de diclorometano que, solubilizou todo o piperonal. Ao baldo foi colocado,
sob intensa agitacdo, e com auxilio e um funil de transferéncia de sélidos, 7,75 g de TCCA
pulverizado e apds, 20 gotas de piridina. Deixou-se sob agitacdo por 28 horas. O término da
reacdo foi determinado por desaparecimento da mancha azul em papel amidotado. A seguir, o
solido formado de cor castanho clara foi filtrado a vacuo e o residuo sélido foi solubilizado; parte
em &gua e novamente filtrado. O sdlido castanho claro foi deixado sobre a bancada e a solucéo
aquosa foi testada quanto a seu pH que foi determinado como &acido com auxilio de papel
indicador embebido em fenolftaleina e que corresponde ao TCCA. O produto obtido é insolavel
em agua mesmo a quente, inicialmente apresentou ponto de fusdo de 98 °C contra 115 °C
descritos na literatura para o 6-cloropiperonal (Alexander, B. H. et al., 1960). O produto foi
recristalizado em é&gua/etanol, mas os experimentos de RMN de *3C indicaram que o produto
ainda estava impuro.
2% Metodologia

Apos diversas tentativas empregando-se a presente metodologia, onde variou-se a
estequiometria e o tempo de reacdo, obteve-se 0 melhor rendimento quando 0,02 mol (3,0 g) de
piperonal finamente particulado, foi colocado em baldo de 100 mL e sob intensa agitacao
magnética foi solubilizado em 60 mL de etanol, a seguir, foi adicionado ao meio, 0,0098 mol ou
(2,3 g) de TCCA, considerando um excesso, a temperatura foi fixada em 50 °C e a reagdo
processada por trés horas. Notou-se 0 aparecimento de um precipitado branco e de um
sobrenadante esverdeado. O precipitado foi filtrado a vacuo e o sobrenadante foi lancado em
agua gelada. Observou-se a formacdo de um precipitado branco que foi filtrado a vacuo e
deixado secar sobre a bancada. O material foi recristalizado em etanol. A reacgdo forneceu 1,20 g
de cristais brancos, em formas de agulhas, com rendimento de 96,3%, e ponto de fusdo 115 °C,

tal qual descrito na literatura (Alexander, B. H. et al., 1960)

Caracterizacdo estrutural: Experimentos de RMN 'H , DEPT Q e IV (Anexos 8.28, 8.29,
8.30 e 8.31)

Infravermelho (KBr; v cm™)

2922 (v C-H metilenodioxilico), 1676 (v C=0), 1618 e 1417 (v C=C), 1265 (v C-O-C metilenodioxila);
1031 (v C-O) e 786 (v C-Cl).
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RMN *H (DMSO-ds, 8)
10,16 (s,1H, H7); 7,28 (s, 1H, H2); 7,26 (s, 1H, H5); 6,21 (s, 2H, H8).

RMN *C (DMSO-dg, 5)
188,42 (C7); 153,72 (C3); 148,02 (C4); 132,66 (C1); 126,88 (C6); 110,83 (C2); 107,17 (C5);
103,81 (C8).

4.3.10 - Sintese do 6-bromo-1,3-benzodioxol-5-carboxaldeido M10

Em um baldo de 100 mL, contendo 0,0133 mol ou 2,0 g de piperonal previamente
triturados, foram dissolvidos em 14,0 mL de metanol e duas gotas de acido acético glacial, sendo
adicionados 5,75 g de solucdo de bromo 0,0359 mol ou 1,84 mL. O sistema montado em capela
foi deixado reagir até observar-se o consumo total do piperonal por CCD. Depois a mistura foi
adicionada a agua gelada para fornecer um precipitado de cor laranja ao qual se adicionou 9,60
mL de uma solucdo 1,0 M de bissulfito de soédio para remover o bromo remanescente. O
precipitado foi filtrado a vacuo e observou-se o aparecimento de um solido branco, que foi
recristalizado em metanol, fornecendo assim, 2,57 g de 6-bromo piperonal. O ponto de fuséo foi
de 129-131 °C Em quanto & literatura revela 129-130 °C (Luo, M. et al., 2002) o rendimento de
70,2%.

Caracterizago estrutural: Experimentos de RMN *H e *C e IV (Anexos 8.32, 8.33 e 8.34)
Infravermelho (KBr; v em™)

2922 (V C-H metilenodioxilico), 1674 (V C:O), 1616 e 1413 (V C:C)1 1259 (V C-0-C metilenodioxila),
1031 (v C-O) e 669 (v C-Br).

RMN *H (DMSO-ds, 8)
10,06 (s, 1H, H7); 7,43 (s,1H, H2); 7,29 (s, 1H, H5); 6,23 (s, 2H, H8).

RMN 3C (DMSO-dg, 8)

190,49 (C7); 153,95 (C4); 148,60 (C3); 127,84 (C1); 121,22 (C6); 113,76 (C5); 107,87 (C2);
103,81 (C8).
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4.3.11 - Sintese do 6-ciano-1,3-benzodioxol-5-carboxaldeido M11

A sintese do 6-cianopiperonal foi realizada em trés etapas e iniciou-se pela protecdo a
carbonila aldeidica (Wu et al., 2007 e Le et al., 2004).

12 etapa — protecdo da carbonila

Partiu-se do 6-bromopiperonal, inicialmente, procedeu-se a protecdo da carbonila. Em um
Becker de 100 mL adicionou-se 1,0 g (0,0057 mol) do 6-bromopiperonal, juntamente com 100
mL de tolueno. A seguir transferiu-se o contetido do Becker para um baldo de trés bocas de 250
mL. Foi adicionada quantidade catalitica de &cido p-toluenossulfénico e 0,5 mL de etilenoglicol.
A relacdo estequiométrica levada em consideracdo foi de 2:1, entre o etilenoglicol e o 6-
bromopiperonal. Os célculos estequiométricos realizados levaram a um volume de etilenoglicol
de 0,48 mL (0,0114 mol), A mistura foi aquecida em banho de 6leo sob agitacdo continua e
refluxo por 20 horas, onde a agua, subproduto da reacdo, foi separada e recolhida. Apds o
término da reacdo que foi monitorada por CCD, evaporou-se o solvente sob pressao reduzida. O
residuo solido foi solubilizado em etanol, aqueceu-se 0 material e lancou-se em agua gelada para
precipitar. O material filtrado a vacuo foi deixado sobre a bancada para secagem. A massa
verificada apds secagem foi de 380 mg, o que indica um rendimento de 34%. A anélise do
espectro de RMN de *3C revelou um sinal de deslocamento em 190,4 ppm, caracteristico de
carbonila aldeidica e um sinal intenso em 65,3 ppm caracteristico de carbono carbindlico, isto
nos levou a concluséo que a reagdo ainda ndo havia chegado ao fim, e o processo deve ser
repetido agora com uma massa maior dos reagentes. O espectro de RMN de H apresentou um
sinal de deslocamento em 10,0 ppm, caracteristico de hidrogénio aldeidico o que corrobora com
os dados do espectro de RMN de *C.

O experimento foi repetido com 0,0219 mol (5,0 g) de 6-bromopiperonal. O novo
procedimento foi executado, sendo a reagdo acompanhada por CCD, o tempo reacional foi de 48
horas, com o sistema em capela com exaustao ligada. Ao final da reacdo foram obtidas 6,4 g de

produto, com um rendimento calculado de 92,2 %.
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2% etapa — reacao de substituicdo

Na segunda etapa da sintese do 6-cianopiperonal, 0,0055 mol de 6-bromopiperonal
etileno acetal (1,50 g), foram colocados em um baldo de 100 mL ao qual foi adicionado 0,0066
mol de cianeto de cuproso (5,91 g) que foram previamente, solubilizados em 20 mL de
dimetilformamida. O sistema foi montado encapsulado em papel aluminio, em capela, ao qual foi
acoplada uma coluna, o sistema foi mantido sob refluxo que por 3 horas. A reagdo aquecida e no
escuro foi transferida para outro baldo de 250 mL ao qual foi adicionada a quente, uma solugéo
aquosa de cianeto de sodio na qual se havia solubilizado 10 g do sal. O sistema foi adaptado
sobre uma chapa aquecedora e agitadora onde a mistura foi agitada intensamente, por mais 2
horas. Ao término da reacdo o produto foi extraido com 60 mL de benzeno. O extrato foi
concentrado e purificado por cromatografia em coluna para obter-se 0,8 g de cristais do 6-ciano

acetal correspondente, na forma de agulhas brancas em rendimento de 66,6%.

32 etapa - abertura do anel (restituicdo da carbonila)

Colocou-se 0,00365 mol (0,80 g) do ciano acetal em um baldo de 100 mL ao qual foi
adicionado acido cloridrico a 5% (25 mL), acoplada numa coluna de resfriamento e o sistema
mantido sobre sob aquecimento por 15 minutos a 50-60 °C. O solido obtido foi coletado, lavado
com &gua e seco para fornecer 0,63 g do 6-cianopiperonal, com coloragdo amarelo palido, em
67,3% de rendimento. O ponto de fusdo obtido foi de 160-162 °C, conforme relatado na literatura
(Le, T. N. etal., 2006).

Caracterizacdo estrutural: Experimentos de RMN *H, **C e IV (Anexos 8.35, 8.36 e 8.37)

Infravermelho (KBr; v cm™)

2923 (v C-H metitenodioxitico), 2230 (v C=N), 1674 (v C=0), 1558 e 1417 (v C=C) e 1265 (v C-O-C
metilenodioxila) e 1029 (V C-O).

RMN *H (DMSO-ds, 8)
10,06 (s, 1H, H7); 7,43 (s, 1H, H2); 7,29 (s, 1H, H5); 6,23 (s, 2H, H8).

RMN 3C (DMSO-dg, 8)

190,93 (C7); 154,03 (C4); 150,61 (C3); 135,56 (C1); 114,16 (C9); 111,40 (C5); 111,11 (C6);
107,50 (C2); 101,17 (C8).

54



4.3.12 — Sintese do 6-fluoro-1,3-benzodioxol-5-carboxialdeido M12

O 6-fluorpiperonal foi obtido via reacdo de Sandmayer, partindo-se de 0,0060 mol de 6-
aminopiperonal (1,00 g) que foram solubilizados em 48,5 mL de acido cloridrico 1,0 M sob
intensa agitacdo, em baldo de fundo redondo de 250 mL, adaptado a chapa de aquecimento e
agitacdo magnética, sustentado por garras, a relagdo molar utilizada sugerida por Biasotto
(1987). Ao contato do &cido cloridrico, e pela adi¢do de 7, 90 mL de uma solucdo de nitrito de
sodio 1,0 M, em ambiente a 5 °C, imediatamente, a solucdo do baldo, tornou-se avermelhada,
revelando a diazotacdo, o que foi confirmado pelo teste de papel amido iodetado, a agitacéo foi

mantida ainda por 5 minutos, conforme reagdo mostrada a seguir (figura 33).

2 HNO; + 2 KI (papery + 2HCI ——— 2 KCI + I, + 2 NO + 2 H,O ’l

Figura 33 — Reacéo de confirmacédo da iodagédo
Depois a solucdo foi mantida, sob a bancada, em repouso por trinta minutos. A seguir, 2,5
mL de uma solucdo a 48% de acido fluorobdrico (HBF,) foi adicionada, ao meio reacional, sob
intensa agitagéo, sendo a temperatura elevada e mantida na faixa de 60-70 °C, por oito horas. Foi
observada a liberacdo de gas, durante o processo, o que indicou a eliminacdo de N, e o
aparecimento de um precipitado que foi neutralizado e seco com CaCOg; anidro e a seguir
extraido com éter dimetilico. O Ponto de Fuséao foi de 72-73 °C, tal qual o descrito na literatura
(Moreau, A. et al., 2004). O produto foi obtido em 62,3% de rendimento.

Caracterizago estrutural: Experimentos de RMN *H, *C e IV (Anexos 8.38, 8.39 e 8.40)

Infravermelho (KBr; v cm™)
2922 (v C-H metilenodioxilico), 1676 (v C=0), 1558 e 1417 (v C=C), 1265 (v C-O-C metilenodioxila),
1396 (v C-F) e 1031 (v C-0).

RMN *H (DMSO-ds, 8)
9,54 (s,1H, H7); 7,51; 7, 49 e 7,43 (t,1H, H6); 7,00; 6,83 e 6,81 (t,1H, H2); 6,00 (s, 2H,
metilénicos, H8).

RMN *3C (DMSO-dg, 8)
191,07 (C7); 154,03 (C6); 150,55 (C4); 138,56 (C3); 111,42 (C2); 111,10 (C1); 101,72 (C8);
95,65 (C5).
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4.3.13 — Sintese do 6-metoxi-1,3-benzodioxol-5-carboxialdeido M13

Em um baldo de 250 mL foi colocado 0,0055 mol (1 g) de 6-hidroxipiperonal, 3,5 g de
carbonato de potassio anidro e 50 mL de benzeno seco ao qual foi adicionado 2,25 g de sulfato
de metila, lentamente, com agitacdo continua. A reacdo foi refluxada por 48 horas, sendo sua
evolugdo acompanhada por CCD, ao término foi filtrada ainda a quente. O solvente foi removido
por evaporacdo a pressdo reduzida, e o produto recristalizado em &gua para obter-se, depois de
seco, 1,00 g do 6-metoxipiperonal com ponto de fusdo 110-112 °C, enquanto a literatura revela
um Ponto de Fusao na faixa de 108-110 °C (Shazia, N. A. et al., 2006). O rendimento obtido na
reacao foi de 92,6%.

Caracterizacdo estrutural: Experimentos de RMN *H, *C e IV (Anexos 8.41, 8.42 e 8.43)

Infravermelho (KBr; v em™)
2922 (v C-H metitenodioxilico), 1676 (v C=0), 1558 e 1417 (v C=C), 1265 (v C-O-C metitenodioxila) ;
1031 (v C-0).

RMN *H (DMSO-ds, 8)
10,21 (s, 1H, H7); 7,26 (s,1H, H2); 6,52 (s,1H, H5); 6,25 (s, 2H, H8); 4,05 (s, 3H, H9)

RMN *C (DMSO-dg, 5)
190,06 (C7); 156,03 (C6); 150,06 (C4); 144,46 (C3); 117,55 (C2); 111,11 (C6); 106,19 (C2);
101,21 (C8); 93,39 (C5) e 32,56 (C9)

4.3.14 - Sintese do 2-cloro-N-(6-formil-1,3-benzodioxol-5-il)-acetamida M14

12 Metodologia

A preparacdo do 6-cloroacetilpiperonal deu-se inicialmente pela adicdo de 0,64 g (0,0039 mol)
de 6-aminopiperonal em 10 mL de éter dietilico, em baldo de 100 mL, a seguir foi adicionado
0,309 g de piridina anidra e lentamente e sob intensa agitacdo 0,66 g (0,0039 mol) de anidrido
cloroacético. A reacdo foi acompanhada por CCD, que indicou seu término, apos trés horas. Ao
final procedeu-se a extragdo do produto com uma solucdo de bicarbonato de sédio 5%. O
rendimento foi de 40%. Desta forma, outro método foi empregado com o objetivo de melhorar o

rendimento.
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2% Metodologia

Em um baldo de fundo redondo de 100 mL, sob agitacdo adicionou 0,0027 mol de 6-
aminopiperonal (0,44 g) em 10 mL de benzeno seco e 0,0027 mol (0,27 g) de trietilamina. A
mistura foi resfriada, em banho de gelo, para em seguida ser adicionados ao meio reacional
0,0027 mol (0,31 g) de cloreto de cloroacetila em benzeno. O sistema foi mantido por 1 hora, sob
intensa agitagdo. Um precipitado vermelho foi formado, o material a seguir foi evaporado sob
pressao reduzida. Ao residuo vermelho que ficou no baldo foi adicionado 10 mL de etanol e
submeteu-se a mistura a refluxo com agitacdo durante trinta minutos. A mistura foi deixada em
repouso para que o produto precipitasse. Apds ser filtrado a vacuo o produto foi lavado trés
vezes com &gua gelada para eliminar qualquer residuo de &cido cloridrico. Obteve-se 0,54 g de
um sélido amarelado, O rendimento calculado foi de 84,3% e o ponto de fusdo medido de 144-
145 °C, enquanto a literatura relata 145-146 °C (Lin, W. O. & Coutinho, E. S., 1983).

Caracterizagéo estrutural: Experimentos de RMN *H, *C e IV (Anexos 8.44, 8.45 e 8.46)

Infravermelho (KBr; v cm™)

3464 e 3246 (v NH2 assimatrica e simetrica), 2920 (v C-H metilenodioxilico), 1683 (v C=O carbonila amidica), 1652
v C=0 carbonila aldeidica conjugada), 1598 € 1436 (v C=C), 1263 (v C-O-C metitenodioxila), 1035 (v C-O) e
667 (v C-Cl).

RMN *H (CDCls, 8)
9,74 (s,1H, H7); 8,38 (s,1H, H5); 7,09 (s,1H, H2); 6,11 (s, 2H, H8); 4,21 (s, 2H, H10)

RMN *3C (CDCls, 8)
192,9 (C7); 166,4 (C9); 153,4 (C4); 144,5 (C3); 137,1 (C1); 118,7 (C6); 111,8 (C2); 103,2 (C8);
101,9 (C5); 43,7 (C10).

4.3.15- Sintese 2,2,2-trifldor-N-(6-formil-1,3-benzodioxol-5-il)-acetamida M15

Em baldo de fundo redondo de 100 mL, foi colocado 1 g (0,006 mol) de 6-
aminopiperonal e 0,55g (0,0070 mol) de piridina seca em 10 mL de éter etilico, o sistema
reacional foi resfriado em banho de gelo, e a seguir foi adicionado ao meio reacional, sob intensa
agitacdo, 1,47 g (0,0070 mol) de anidrido trifluoroacético. A reagdo se desenvolveu por duas

horas, sendo monitorada por CCD. Ao téermino da reacdo procedeu-se a extracdo com agua e
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posteriormente com uma solugdo de bicarbonato de sédio 5%. A fase etérea foi evaporada a
Vacuo, a seguir o material sélido, amarelo palha foi retirado do baldo com alcool etilico a quente.
O material foi a seguir vertido em Becker com agua gelada onde o produto formou flocos
caracteristicos. Os flocos foram filtrados e 0 material deixado sobre a bancada para secagem e
posterior pesagem. A pesagem revelou 0,66 g o que corresponde a um rendimento de 41,7%. Os
experimentos de RMN de 'H e **C, em DMSO-ds, revelaram sinais compativeis com a estrutura
proposta, porém com sinais em 72,6; 69,2 e 63,3 ppm, que ndo permitiram uma atribuicdo
compativel com a estrutura desejada. Nova tentativa sintética, sequindo os mesmos padrdes foi
realizada. A mistura reacional foi deixada reagir por quatro horas, sendo o anidrido
trifluoroacético adicionado lentamente. A reagdo foi acompanhada por CCD. Ao final o material
foi recristalizado em uma mistura de agua-etanol. O Ponto de Fusdo medido foi de 127-128 °C,

conforme o descrito na literatura (Zhao, Y. et al., 2011). O rendimento da reacdo foi de 68%.
Caracterizagéo estrutural: Experimentos de RMN *H, *C e IV (Anexos 8.47, 8.48 e 8.49)

Infravermelho (KBr; v cm™)

3446 e 3325 (v NH assimétrica e simétrica)s 2900 (v C-Ha metitenodioxilico), 1683 (v C=O carbonila amidica), 1652
(v C=O0 carbonila aldeidica conjugada), 1600 e 1436 (v C=C), 1363 (v C-F), 1224 (v C-O-C metilenodioxila) €
1035 (v C-0).

RMN *H (DMSO-ds, &)
11,47 e 11,17 (d, 1H, H9); 9,80 (s, 1H, H7); 8,08 e 7,43 (d, 1H, H5) e 6,19 (s, 2H, H8).

RMN *C (DMSO-dg, 5)

191.06 (C7); 156,84 (C9); 153,77 (q, C4); 143,89 (C3); 137,76 (C6); 127,03 (C1); 119,88 (C10);
111,89 (C2); 102,50 (C8); 89,03 (C5).

4.4-Sintese das tiossemicarbazonas derivadas do nucleo 3,4-metilenodioxibenzoxila e de

benzofluorados

441 - Sintese das 1,3-benzodioxol-5-carboxaldeidotiossemicarbazonas e

benzofluoradas
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O procedimento sintético das tiossemicarbazonas foi repetido, para todas as
tiossemicarbazonas produzidas, foi mantida as mesmas relagcfes molares. Assim, genericamente,
em baldo de fundo redondo de 500 mL foi colocado 0,01 mol de 6-X-piperonal previamente
triturado, ao qual se adicionou 30 mL de etanol absoluto 99% como solvente. O baldo foi
colocado em banho de 6leo sobre uma chapa de aquecimento e agitacdo. Ao baldo foi acoplada
uma coluna de Vigreaux para facilitar a condensacdo dos vapores do solvente, sendo a
temperatura mantida a 40°C sob agitacdo. Quando todo o piperonal solubilizou foi acrescentado
ao sistema, duas gotas de &cido sulfurico concentrado, e a seguir, 0,01 mol (0,91 g) de
tiossemicarbazida. A evolucédo da reacdo foi acompanhada por CCD, e ap0s 4 horas, a agitacdo e
0 aquecimento foram desligados e o sistema e deixado sobre a bancada para esfriar naturalmente.
A seguir, o conteldo do baldo foi colocado em Becker com agua gelada e imediatamente
ocorrendo a formacdo de flocos que foram filtrados a vacuo, e deixados secar sobre a bancada,
no préprio funil de Buchner. No dia seguinte, o material foi raspado do papel de filtro e colocado
em Becker com etanol absoluto e carvao ativo, para a operagdo de recristalizagdo. A solucgéo
alcoolica resultante foi transferida para uma placa de Petri e deixada sobre a bancada para

evaporar o solvente e formar os cristais, naturalmente.

4.4.2 Caracterizacdo estrutural das tiossemicarbazonas do nucleo 3,4-

metilenodioxila

1,3-benzo-dioxol-5-carboxaldeidotiossemicarbazona M16 (Anexos 8.50, 8.51, 8.52 e 8.53)
Rendimento: 97,9%
Ponto de fusdo: 189°C

H,

| 4
s
S

Infravermelho (KBr; v em™)
3464 € 3323 (v NH assimétrica e simetrica); 3134 (v NHhigrazinico); 2966 (v C-Ha metitenodioxilico)s 1541 (v
C=N); 1253 (v C-O-C metitenodioxita), 1082 (v C=S) e 1035 (v C-O).

RMN *H (DMSO-ds, 8)

11,34 (s, 1H, H2); 8,13 € 8,05 (sbl, 2H, H4 e H5); 7,97 (s,1H, H7"); 7,64 (dd, 1H J° ys-u5 = 8,5
Hz e 3* g2 = 1,8 Hz, H6%); 7,05 (d, 1H J* pye e = 1,8 Hz, H2%); 6,90 (d, 1H J° s = 8,5
Hz, H5) € 6,05 (s, 2H, H8)

59



RMN **C (DMSO-dg, 5)
178,33 (C3); 149,64 (C3°); 148,40 (C4’); 142,76 (C7’); 129,35 (C1’); 124,46 (C6°); 108,83
(C2°); 105,86 (C57); 101,90 (C8").

6-nitro-1,3-benzodioxol-5-carboxaldeidotiossemicarbazona M17 (Anexos 8.54, 8.55, 8.56 e
8.57)

Rendimento: 95,7%
Ponto de fuséo: 255 °C

Infravermelho (KBr; v cm™)
3417 e 3234 (v NHy); 3155 (v NHhidrazinico); 2952(v C-Hz metitenodioxilico)> 1341 (v C=N); 1519 (v
assimétrico N=0), 1325 (V simétrico N=0); 1267 (v C-O-C megilenadioxita); 1099 (v C-0), 1033 (v C=S) e
885 (v arlC-N).

RMN *H (DMSO-ds, 8)
11,65 (s, 1H, H2); 8,46 (s, 1H, H7"); 8,32 e 8,24 (shl, 2H, H4 e H5); 7,99 (s, 1H, H5"); 7,54 (s,
1H, H2") € 6,25 (s, 2H, H8")

RMN 3C (DMSO-dg, 8)
178,77 (C3); 152,22 (C3°); 148,99 (C6’); 143,57 (C4’) 137,87 (C7’); 126,14 (C1°); 106,31
(C2%); 105,14 (C5°); 104,09 (C8).

6—amino-1,3-benzodioxol-5-carboxaldeido-tiossemicarbazona M18 (Anexos 8.58, 8.59, 8.60
e 8.61)

Rendimento: 92,8% f\l
/ 4
Ponto de fusdo: 251 °C ﬁ#N*N
H o7

Infravermelho (KBr; v cm™)
3402 (] 3275 (V NHZ); 3167 (V NHhidrazinico); 2966 (V C'H2 meti|en0di0x|’|ico); 1541 (V C:N); 1259 (V C'
O-C metilenodiox“a); 1076 (V C:S), 1037(\/ C'O) e 935 (V ArC'N).

RMN *H (DMSO-ds, 8)
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10,94 (s, 1H, H2): 8,06 (s, 1H, H7"); 7,96 e 7,72 (sbl, 2H, H4 e H5); 6,68 (s, 1H, H2"); 6,38 (s,
1H, H5°); 6,25 (sbl, 2H aminicos, H6”) 5,89 (s, 2H, H8")

RMN **C (DMSO-dg, 5)

176,70 (C3); 150,17 (C3°); 147,53 (C7°); 145,39 (C4’) 138,54 (C6’); 109,96 (C2°); 107,02 (C1°);
101,11 (C8’) € 96,45 (C5).

6-flaor-1,3-benzodioxol-5-carboxaldeidotiossemicarbazona M19 (Anexos 8.62, 8.63 e 8.64)

- Inédita
Rendimento: 95,2% H7, H
M 4
Ponto de fusdo: 245°C >< NfNT?\l
F

Infravermelho (KBr; v cm™)
3417 ¢ 3228 (v NHy); 3145 (v NHhigrazinico); 2977 (v C-H2z metitenodioxilico); 1535 (v C=N); 1325 (v
C-F), 1240 (v C-O-C metilenodioxita); 1097 (v C=S) e 1037 (v C-0).

RMN *H (DMSO-ds, 8)

11,50 (s, 1H, H2); 8,09 (sbl, 1H, H4): 8,02 (s, 1H, H7"); 7,77 (d, 1H J* usm> = 1,5 Hz, H5");
7,59 (d,1H 3* o5 = 1,5 Hz , H2°); 7,36 (sbl,1H, H5); 6,12 (s, 2H, HS").

RMN *3C (DMSO-dg, 8)
177,71 (C3); 160,05-156,53 (C6’); 150,17 (C4’); 147,78 (C3°); 142,29 (C7’); 122,21 (C1°);
116,33 (C2°); 102,10 (C8) e 97,10 (C5").

6-cloro-1,3-benzodioxol-5-carboxaldeidotiossemicarbazona M20 (Anexos 8.65, 8.66 € 8.67) -

Inédita
i H7 s
Rendimento: 98,2% ‘l‘\u’ 4
7 N’
Ponto de fusdo: 248 °C >< 2T H,
Cl

Infravermelho (KBr; v cm™)
3477 e 3332 (v NH2); 3143 (v NHhidrazinico); 2970 (v C-H2z metilenodioxilico); 1539 (v C=N); 1245 (v C-
O-C metilenodioxila); 1089 (V C:S)’ 1033 (V C'O) e 667 (V ArC_CI)

RMN *H (DMSO-ds, 8)
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11,51 (s,1H, H2); 8,37 (s, 1H, H7); 8,23 € 8,19 (sbl, 2H, H4 e H5); 7,92 (s, 1H, H5"); 7,10 (s,
1H, H2’); 6,12 (s, 2H, H8").

RMN **C (DMSO-dg, 5)

178,38 (C3); 149,96 (C4’): 147,75 (C3°); 138,72 (C7): 126,90 (C1°); 125,73 (C6’); 109,92
(C2°); 106,28 (C5°) € 102,88 (C8").

6-bromo-1,3-benzodioxol-5-carboxaldeidotiossemicarbazona M21 (Anexos 8.68, 8.69, 8.70 e
8.71)

Rendimento: 96,5%
Ponto de fusdo: 252 °C

Infravermelho (KBr; v em™)

3477 € 3323 (v NH assimétrica ¢ simétrica); 3151 (v NHnigrazinico); 2972 (v C-Hz metitenodionitico); 1535 (v
C=N); 1245 (v C-O-C metitenodioxita); 1093 (v C=S); 1038 (v C-O) e 568 (v aC-Br).

RMN *H (DMSO-ds, 8)

11,53 (s, 1H, H2°); 8,34 (s, 1H, H7’): 8,21 ¢ 8,18 (shl, 2H, H4 e H5); 7,91 (s, 1H, H5"); 7,22 (s,
1H, H2°); 6,12 (s, 2H, HS").

RMN *3C (DMSO-dg, 8)
178,47 (C3); 150,15 (C4’); 148,26 (C3’); 141,20 (C7’); 127,22 (CI’); 116,11 (C6%); 112,75

(C2°); 106,92 (C5°) e 102,85 (C8”).

6-iodo-1,3-benzodioxol-5-carboxaldeidotiossemicarbazona M22 (Anexos 8.72, 8.73 e 8.74) -

Inédita
Rendimento: 98,5 %
Ponto de fuséo: 253 °C

Infravermelho (KBr; v cm™)
3417 e 3228 (v NH2); 3145 (v NHhidrazinico); 2977 (v C-H2 metilenodioxilico); 1535 (v C=N); 1240 (v C-
O-C metilenodioxila);1097(V C:S); 1037 (V C_O) e 561 (V Arc_l)'

RMN *H (DMSO-ds, 8)
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11,56 (s,1H, H2); 8,25 (s, 1H, H7’); 8,19 e 8,15 (sbl, 2H, H4 e H5); 7,87 (s, 1H, H5); 7,39 (s,
1H, H2°); 6,10 (s, 2H, HS").

RMN **C (DMSO-dg, 5)
178,31 (C3); 150,24 (C4’); 148,97 (C3°); 145,76 (C7’); 130,10 (C1°); 118,56 (C6’); 107,18

(C2°); 102,62 (C8°); 90,70 (C5°)

6-ciano-1,3-benzodioxol-5-carboxaldeido-tiossemicarbazona M23 (Anexos 8.75, 8.76 € 8.77)

- Inédita
- Mz H
Rendimento: 93,4% 2 12, H
H PN N °
Ponto de fusédo: 250 °C ><s- >
H : . S >
g g

Infravermelho (KBr; v cm™)

3477 e 3332 NH assimétrica e simétrica); 3143 (V NHhidrazinico); 2976 (v C-H2 metilenodioxilico); 2230 (v
AC=N); 1539 (v C=N); 1240 (v C-O-C metilenodioxita), 1089 (v C=S) e 1033 (v C-0).

RMN *H (DMSO-ds, 8)

11,45 (s, 1H, H2); 8,35 (s, 1H, H7*); 8,21 ¢ 8,17 (shl, 2H, H4 e H5); 7,52 (s, 1H, H5"); 7,19 (s,
1H, H2); 6,12 (s, 2H, HS").

RMN *3C (DMSO-dg, 8)
178,89 (C3); 154,64 (C3’); 151,68 (C4’); 144,54 (C7’); 131,85 (C1°); 116,12 (C9’); 114,55
(C5%); 111,45 (C2°); 108,54 (C6’) e 101,62 (C8”)

6-hidroxi-1,3-benzodioxol-5-carboxaldeido-tiossemicarbazona M24 (Anexos 8.78, 8.79, 8.80
e 8.81) - Inédita
Rendimento: 93%
Ponto de fusdo: 242 °C

Infravermelho (KBr; v ecm™)
3446 e 3330 (v NHy); 3134 (v NHhigrazinico); 2947(v C-Hz metilenodioxilico); 2966 (v O-H); 1541 (v
C=N); 1269 (v C-0-C); 1064 (v C=S) e 1043 (v C-0).

RMN *H (DMSO-ds, 8)
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11,25 (5,1H, H2): 9,84 (sbl,1H higroxitico, H6"): 8,27 (s, 1H, H7"); 7,98 € 7,95 (sbl, 2H, H4 e H5);
7,55 (s,1H, H2"); 6,45 (s,1H, H5"); 5,96 (s, 2H, HS").

RMN **C (DMSO-dg, 5)
177,73 (C3); 153,22 (C6’); 150,08 (C4’); 141,30 (C3°); 139,91 (C7’); 113,28 (C1°); 104,95
(C2°); 101,65 (C8’) e 98,04 (C5°).

6-metoxi-1,3-benzodioxol-5-carboxaldeido-tiossemicarbazona M25 (Anexos 8.82, 8.83 e
8.84)

Rendimento: 91,0%
Ponto de fuséo: 261 °C

Infravermelho (KBr; v cm™)
3446 [ 3359 (V NHZ), 3174 (V NHhidrazinico); 2976 (V C'H2 met”enodioxﬂico); 2929 (V C‘H allfé.tiCO),
1539 (v C=N); 1244 (v AC-O); 1082 (v C=S) e 1031 (v C-O).

RMN *H (DMSO-ds, 8)
11,45 (s, 1H, H2); 8,22 (s,1H, H7’); 8,05 e 7,98 (sbl, 2H, H4 e H5); 7,65 (s, 1H, H5"); 6,45 (s,
1H, H2’); 5,99 (s, 2H, H&’); 3,86 (s, 3H metilicos, H9’).

RMN *C (DMSO-dg, 5)
177,51 (C3); 151,78 (C6’); 149,07 (C4’); 144,79 (C3’); 141,20 (C7°); 119,09 (C1°); 110,21
(C2°); 102,85 (C8°); 92,87 (C5°); 55,89 (C9).

6-cloroaminoacetilpiperonaltiossemicarbazona M26 (Anexos 8.85, 8.86 e 8.87) - Inédita
Rendimento: 95,3%

.~ | N ?\l’ 4
Ponto de fuséo: 287 °C N—
6' NHCOCHZCI 5

Infravermelho (KBr; v ecm™)
3473 e 3352 (v NHy); 3168 (v NHhidrazinico); 2974 (v C-Hz metilenodioxilico); 1652 (v C=0); 1506 (v
C=N); 1238 (v C-0-C); 1099 (v C=S); 1035 (v C-0) e 667 (v C-ClI).

RMN *H (DMSO-ds, 8)
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11,60 (sbl, 1H, H6%); 10,66 (s, 1H, H2); 8,38 (s, 1H, H5"); 8,12 (s, 1H, H7’); 7,99 e 7,72 (sbl,
2H, H4 e H5); 6,60 (s, 1 H, H2"); 5,92 (s, 2H, H8’) e 4,21 (s, 2H, H9").

RMN **C (DMSO-dg, 5)

178,06 (C3); 165,89 (C9’); 151,87 (C4°); 148,89 (C7°) 145,81 (C3’); 132,76 (C6°); 125,77 (C1*);
113,06 (C2°); 102,54 (C8); 91,60 (C5°) e 43,10 (C10°)

6-trifluoraminocetilpiperonaltiossemicarbazona M27 (Anexos 8.8, 8.89, 8.90 e 8.91) —

Inédita
Rendimento: 94,0% Y
7 H
Ponto de fuséo: 267 °C ?\I, 4
H O /N
8 ><8' 7N T .
g 6N NHCOCF,
5 69 10

Infravermelho (KBr; v cm™)
C=N); 1224 (v o/C-0); 1284 (v C-F), 1078 (v C=S) ¢ 1033 (v C-0).

RMN *H (DMSO-ds, 8)
11,47 e 11,17 (d,1H, H6), 10,95 (s,1H, H2); 8,06 (s, 1H, H7"); 7,84 e 6,93 (sbl, 2H, H4 e H5);
7,96 7,72 (d, 1H, H5"); 6,68 ¢ 6,38 (d, 1H, H2") ¢ 5,89 (s, 2H, HS");.

RMN *3C (DMSO-dg, 8)
178,29 (C3); 156,94 (m, C9°); 150,15 (C4’); 147,53 (C7’); 145,39 (C3°); 138,52 (C6’); 128,90
(C1°); 109,96 (C2°); 107,90; 107,01;105,35 e 102,64 (q, C10°); 101,11 (C8’) e 96,43 (C5").

4.4.3 Caracterizagao estrutural das Benzofluortiossemicarbazonas
2’-fluorbenzaldeidotiossemicarbazona M28 (Anexos 8.92, 8.93, 8.94 e 8.95)

Rendimento: 96,0%
Ponto de fuséo: 193 °C

v
N
N\
4°H
5
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Infravermelho (KBr; v em™)
3433 ¢ 3253 (v NHy): 3151 (v NHhigrazinico): 1521 (v C=N); 1286 (v a,C-F) ¢ 1085 (v C=S).

RMN *H (DMSO-ds, 8)
11,58 (t,1H, H2); 8,31 e 8,10 (shl, 2H, H4 e H5); 8,29 (s, 1H, H7’); 8,27; 8,26 ¢ 8,23; 8,22 (dd,
1H, H6’) 8,25-8,24 (d,1H, H4’); 7,44 (m, 1H, H3) e 7,25 (m,1H, H5").

RMN **C (DMSO-dg, 5)

178,71 (C3); 162,53 e 160,05 (d, C2); 135,24 e 135,18 (d, C7°); 132,17 e 132,08 (d, C6);
127,32 € 127,29 (d, C5°); 125,14 ¢ 125,10 (d, C4’); 122,30 e 122,21 (d, C1°) ¢ 116,33 e 116,11
(d, C3).

2’,3’-difluorbenzaldeidotiossemicarbazona M29 (Anexos 8.96, 8.97 e 8.98) - Inédita

Rendimento: 94,0 % FH
7

, Iil2 H
Ponto de fusdo: 210 °C FROAA LA BN N 4
3 N 2\"/4 H,
. S
4 o

Infravermelho (KBr; v cm™) ?
3433 € 3253 (v NHy): 3151 (v NHhigrazinico): 1519 (v C=N): 1288 (v aC-F) ¢ 1053 (v C=S).

RMN *H (DMSO-ds, 8)
11,66 (t,1H, H2); 8,38 e 8,15 (shl, 2H, H4 e H5); 8,26 (s, 1H, H7); 8,05 (t, 1H, H6"); 7,46 ¢ 7,40
(q,1H, H5’) e 7,24-7,19 (q, 1H, H4").

RMN *C (DMSO-dg, 5)

178,78 (C3); 151,54 e 151,42; 149,10 e 148,98 (dd, C2°); 150,36 e 150,23; 147,86 e 147,73 (dd,
C3°); 133,98 (C7°); 125,31 e 125,20 (q, C6’); 124,68-124,62 (d, C1°); 122,42 (C5°) e 118,64 e
118,47 (d, C4°)

2°,5°-difluorbenzaldeidotiossemicarbazona M30 (8.99, 8.100 e 8.101) - Inédita
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Rendimento: 92%
Ponto de fuséo: 222 °C

Infravermelho (KBr; v cm™)
3427 e 3255 (v NHy); 3155 (v NHhidrazinico); 1521 (v C=N); 1272 (v a/C-F) e 1082 (v C=8).

RMN 'H (DMSO-ds, 8)
11,64 (s, 1H, H2); 8,36 e 8,31 (sbl, H4 e H5); 8,21 (s, 1H, H7"); 8,17 (m, 1H, H6); 7,30 (m, 1H,
H3’); 7,28 (m, 1H, H4").

RMN *C (DMSO-dg, 5)
178,85 (C3); 160,20 e 157,84 (d, C2°); 158,67 e 156,21 (d, C5°); 133,88 (C7’); 118,68 e 118,59
(d, C4°); 118,43 ¢ 118-34 (d, C1°); 118,12 ¢ 117,79 (d, C6’) e 113,03 ¢ 112,78 (d, C6°)

2°,6’-difluorbenzaldeidotiossemicarbazona M31 (Anexos 8.102, 8.103, 8.104 e 8.105) —
Inédita

Rendimento: 92,7%
Ponto de fuséo: 209 °C

Infravermelho (KBr; v em™)
3422 e 3244 (v NHy); 3145 (v NHiigrazinico); 1541 (v C=N); 1290 (v oC-F) e 1072 (v C=S).

RMN *H (DMSO-ds, &)

11,69 (s, 1H, H2); 8,43 e 7,36 (shl, 2H, H4 e H5); 8,21 (t, 1H, H7"); 7,44 (m, 1H, H4"); 7,16 (m,
2H, H3’ e H5").

RMN *C (DMSO-dg, 5)

178,76 (C3); 162,07 ¢ 159,54 (d, C2’ e C6°); 133,18 (C7’); 132,06 (t, C4*); 112,85 ¢ 112,61 (d,
C3’e C57);e 111,77 (1, C1").

3’,4’-difluorbenzaldeidotiossemicarbazona M32 (Anexos 8.106, 8.107, 8.108 e 8.109) -
Inédita

Rendimento: 95,1%
Ponto de fusdo: 198 °C
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Infravermelho (KBr; v cm™)
3421 e 3390 (v NHp); 3159 (v NHhidrazinico); 1508 (v C=N); 1280 (v o,C-F) e 1093 (v C=S).

RMN *H (DMSO-ds, 8)
11,53 (s,1H, H2); 8,27 e 8,21 (shl, 2H, H4 e H5); 8,12 (m, 1H, H6"); 7,99 (s, 1H, H7’); 7,55 (m,
1H, H2’); 7,47 (m, 1H, H5)

RMN **C (DMSO-dg, 5)

178,71 (C3); 151,88 e 151,68; 149,54 e 149,41 (dd, C4’); 151,55 e 149,53; 149,23 e 149,11 (dd,
C3°); 140,21 (C77); 132,73 ¢ 132,67 (d, C1°); 125,63 (C6°); 118,20 ¢ 118,02 (d, C2*) e 115,57 ¢
115,39 (d, C5°).

3’,5’-difluorbenzaldeidotiossemicarbazona M33 (8.110, 8.111, 8.112 e 8.113) - Inédita
Rendimento: 91,6% ||42 y
N 4

Ponto de fusdo: 205 °C NN ’\é\ﬁ/ H,

Infravermelho (KBr; v em™)
3446 e 3394 (v NHy); 3159 (v NHhidrazinico); 1508 (v C=N); 1315 (v oC-F) & 1097 (v C=S).

RMN *H (DMSO-ds, 8)
11,63 (s, 1H, H2); 8,33 e 8,28 (sbl, 2H, H4 e H5); 7,99 (s, 1H, H7*) 7,62 (m, 2H, H6’ e H2’);
7,22 (m, 1H, H4").

RMN *3C (DMSO-dg, 8)

178,89 (C3); 164,37 e 161,93; 164,23 ¢ 161,80 (dd, C3° e C5°); 139,85 (C7°); 138,67 (t, C1°);
110,72 e 110,52; 110,65 e 110,46 (dd, C2’ € C6°) € 105,15 (t, C4*).

2°,3’ 4’-trifluorbenzaldeidotiossemicarbazona M34 (8.114, 8.115 e 8.116) - Inédita

Rendimento: 96,2%
Ponto de fuséo: 216 °C
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Infravermelho (KBr; v em™)
3408 e 3255 (v NHy); 3163 (v NHhigrazinico); 1506 (v C=N); 1311 (v AC-F) & 1070 (v C=S).

RMN *H (DMSO-ds, 8)

11,64 (s,1H, H2); 8,36 e 8,10 (sbl, 2H, H4 e H5); 8,18 (s, 1H, H7"); 8,12 (m, 1H, H6’); 7,36 (m,

1H, H5).

RMN **C (DMSO-dg, 5)
178,76 (C3); 152,61 e 151,17 (d, C4’); 150,02 e 148,51 (d, C2°); 140,66 ¢ 138,20 (d, C3
133,19 (C7°); 121,80 (C6”); 120,62 ¢ 120,59 (d, C1’) e 113,70 e 113,52 (d, C5°).

2°, 3, 5°, 6’-tetrafluorbenzaldeidotiossemicarbazona M35 (8.117, 8.118 e 8.119) - Inédita
Rendimento: 93,2 %
Ponto de fusdo: 227 °C

Infravermelho (KBr; v em™)
3410 e 3238 (v NHy); 3140 (v NHrigrazinico); 1523 (v C=N); 1296 (v AC-F) & 1076 (v C=S).

RMN *H (DMSO-ds, &)
11,83 (s,1H, H2); 8,54 e 7,42 (sbl, 2H, H4 e H5); 8,16 (s, 1H, H7’); 7,89 (m, 1H, H4").

RMN DEPT Q (DMSO-dg, d)
178,94 (C3); 147,34 e 147,10; 144,91 e 144,62 (dd, C2’ e C6’); 145,76 e 145,62; 143,25
143,10 (dd, C3’ e C5%); 131,52 (C7’); 114,70 (t, C17); 107,56 (t, C4’).

2,3, 4,5, 6’-pentafluorbenzaldeidotiossemicarbazona M36 (8.120, 8.121 e 8.122) -
Inédita

Rendimento: 94,6 %
Ponto de fuséo: 245 °C

Infravermelho (KBr; v cm™)
3417 e 3244 (v NHy); 3143 (v NHpigrazinico); 1517 (v C=N); 1292 (v AoC-F) € 1072 (v C=S).

);

(&
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RMN *H (DMSO-ds, 8)
11,79 (s, 1H, H2); 8,52 e 7,43 (sbl, 2H, H4 e H5); 8,12 (s, 1H, H7").

RMN *C (DMSO-dg, 5)
178,98 (C3); 146,31 e 142,33 (d, C2’ ¢ C6°); 139,81 e 136,55 (d, C3’ ¢ C5°); 143,79 e 138,85 (d,
C4%); 130,80 (C7°); 110,15 ¢ 109,99 (d, C1°)

4-(trifluorometil)-benzaldeidotiossemicarbazona M37 (8.123 e 8.124)
Rendimento: 95,3 %
Ponto de fuséo: 170 °C

Infravermelho (KBr; v em™)
3417 e 3244 (v NHy); 3143 (v NHhidgrazinico); 1517 (v C=N); 1 (v AC-F) & 1089 (v C=S).

RMN *H (DMSO-ds, 8)
11,67 (s, 1H, H2); 8,44 e 8,36 (shl, 2H, H4 e H5); 8,18 (s,1H, H7’); 8,08 ¢ 7,95 (d, C2’ ¢ C6’) e
7,86 ¢ 7,79 (C3’ ¢ C5”)

RMN *3C (DMSO-dg, 8)
178,80 (C3); 140,78 (C7°); 138,74 (C1°); 129,98 e 128,66 (d, C8’); 129,66 (C4’); 128,30 (d, C2’
e C6°); 125,91 e 125,88 (d, C3’ ¢ C5").

4.5 — Sintese de Carbimidotioatos

Em baldo de fundo redondo de 100 mL, foram colocados 20 mL de acetona seca, aos
quais foram adicionados, genericamente, 0,002 mol de 6-X-piperonal tiossemicarbazona. O
sistema foi colocado em banho de 6leo sobre uma chapa de aquecimento e agitagdo, sendo
acoplada uma coluna de resfriamento em agua de 50 cm, sustentada por garras e haste de ferro.
Mantido o equilibrio na temperatura a 60 °C adicionou-se ao baldo 0,002 mol do haleto
correspondente (iodeto de metila ou brometo de alila). As rea¢es foram acompanhadas por CCD
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e apos duas horas foi encerrada. O material particulado, produto da reacéo, foi filtrado e lavado
com acetona a frio, foi deixado sobre a bancada para secar. Os carbimidotioatos M-42 e M-43,
foram sintetizados a partir da reacdo descrita acima na qual a relagdo molar foi de 1:2 entre 6-X-

piperona tiossemicarbazona e iodeto de metila.

4.5.1 - Caracterizacéo estrutural dos carbimidotioatos

metil-(2E)-2-(1,3-benzodioxol-5-il-metileno)-hidrazinocarbimidotioato M38 (8.125, 8.126 e
8.127) - Inedito
Rendimento: 84,0 %
Ponto de fuséo: 193°C

Infravermelho (KBr; v em™)
3494 (v NH); 3116 (v NHhidrazinico); 2983 (v C-Hz metilenodioxilico); 2908 (v CH3 gef axiar); 1500 (v
C:N), 1454 (V CH3 def ang S|métr|ca), 1265 (V C_O-C metllenOleXIla) e 665 (V C-S)

RMN *H (DMSO-ds, 8)

9,57 (shl, 1H. H2); 8,26 (s, 1H, H7"); 7,78 (s,1H, H2’); 7,34 (d, 1H, Phens=7,5 Hz, H6"); 7,06
(d, 1H, J3H5>.H5> = 7,5 Hz, H5’); 6,15 (s, 2H metilénicos, H8”); 3,48 (sbl,1H, H4); 2,76 (s, 3H,
H5).

RMN *3C (DMSO-dg, 8)
166,11 (C3); 151.77 (C7’); 150,90 (C3’); 148,66 (C4’); 127,49 (C1°); 126,54 (C6’); 108,87
(C2°); 106,37 (C57); 102,39 (C8’) e 14,04 (C5).

metil-(2E)-2-[(6°-iodo-1,3-benzodioxol-5-il)metileno]-N-metilhidrazinacarbimidotioato M39
(8.128, 8.129 e 8.130) - Inédito

Rendimento: 89,0% H. 4
~ 2 | 2
Ponto de fuséo: 259 °C 84 ><(2 . Nl,l\zl 3 N=H,
H O
8 4 - 6 1 CH3
Infravermelho (KBr; v em™)

3419 (v NH); 3145 (v NHhidrazinico); 3022 (v CH3 gef axial); 2976 (v C-H2 metilenodioxilico); 1506 (v
C=N); 1471 (v CH3 gef ang simétrica) ; 1244 (v C-O-C metilenodioxila); 667 (v C-S) € 590 (v C-1).
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RMN 'H (DMSO-ds, 8)
9,60 (shl, 1H, H2); 8,54 (s, 1H, H7’); 7,98 (s, 1H, H5"); 7,53 (s,1H, H2"); 6,18 (s, 2H, H8"); 3,39
(sbl, 1H, H4); 2,76 (s, 3H, H5).

RMN **C (DMSO-dg, 5)
166,41 (C3); 155,07 (C7°); 151,76 (C4’); 149,14 (C3°); 128,39 (C1°); 118,97 (C5’); 107,57
(C2°); 103,13 (C8”); 93,52 (C6°) e 13,89 (C5).

alil-(2E)-2-(1,3-benzodioxol-5-il-metileno)-hidrazinacarbimidotioato M40 (8.131, 8.132 e
8.133) - Inedito
Rendimento: 82,2 % gy O~3 L

Ponto de fusdo: 186 °C g o N

Infravermelho (KBr; v cm™)
3271 (V NH); 3084 (V NHhidraZinico); 2970 (V C-Hz metilenodioxilico); 1500 (V C:N); 1456 (V CH; aIl’Iico)
; 1263 (V C‘O'C meti|enodioxi|a) e 676 (V C'S).

RMN *H (DMSO-ds, 8)

9,74 (sbl, 1H, H2); 8,36 (s, 1H, H7’); 7,76 (s,1H, H2"); 7,33 (d, 1H, d, 1H, P*ue.ns=7,5 Hz,
H6’); 7,04 (d,1H, d, 1H, P*ys-ue=7,5 Hz, H5’); 6,14 (s, 2H, H8’); 5,91 (m,1H, H7); 5,42 (d, 1H
JPrenz = 17 Hz, H9): 5,26 (d, 1H JPusn7 = 10 Hz, H8): 4,10 (d, 2H ey = 7 Hz, H6) e 3,42
(shl, 1H, H4).

RMN *3C (DMSO-dg, 8)

163,23 (C3); 152,44 (C7°); 150,99 (C3°); 148,67 (C4°); 132,18 (C7); 127,45 (C1°); 126,64 (C5°);
120,44 (C8); 108,86 (C2°); 106,43 (C5°); 102,38 (C8’); 34,17 (C8).

alil-(2E)-2-(6’-bromo-1,3-benzodioxol-5-il-metileno)-hidrazinacarbimidotioato M41 (8.134,
8.135 e 8.136) - Inédito , 17N

) _ . B P~ TN N-H,
Rendimento: 84,1 % .H><g | 1 z\(4
Ponto de fusdo: 258 °C 8 avy e
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Infravermelho (KBr; v cm™)
3145 (v NHhidrazinico); 3022 (v CHg3 gef axial); 2966 (v C-H2 metitenodioxilico); 1506 (v C=N) e 1475 (v
CH; all'lico); 1251 (V C-0-C metilenodioxila) ; 669 (V C'S) e 582 (V C-BI’).

RMN 'H (DMSO-ds, 8)

9,78 (shl, 1H, H2); 8,66 (s, 1H, H7"); 7,99 (s,1H, H2’); 7,38 (d, 1H, d, 1H, Pye-ns: = 7,5 Hz,
H6%); 6,20 (s, 2H, H8’); 5,92 (m, 1H, H7); 5,42 (d, 1H JPPo.47 = 17 Hz, H9); 5,27 (d, 1H PPrgw7
=10 Hz, H8).

RMN C (DMSO-dg, 8)
163,73 (C3); 151,83 (C4); 151,09 (C7’); 148,46 (C3°); 132,13 (C7); 125,45 (C1°); 120,49 (C8);
118,32 (C6°); 113,20 (C5°); 107,28 (C2°); 103,40 (C8’); 34,04 (C6).

metil-(2E)-2[(6-cloro-1,3-benzodioxol-5-il)metileno]-N-metilhidrazinacarbimidotioato M42
(8.137, 8.138 e 8.139) - Inédito
Ho H,
Rendimento: 90,3% OB AEA Mg N—CH
fuséo: 261 ° 8:><8:©ng T
Ponto de fusédo: 261 °C L 2 S\CH3
5

Infravermelho (KBr; v ecm™)

3483 (V NH)Q 3143 (V NHhidraZl’nico); 3016 (V CH3 gef axial); 2973 (V C-H; metilenodioxilico); 1506 (V
C:N) e 1475 (V CH3 def ang simétrica); 1251 (V C'O'C meti]enodioxi]a); 796 (V C'CI) e 669 (V C'S)

RMN *H (DMSO-ds, 8)
9,63 (shl, 1H, H2); 8,65 (s, 1H, H7’); 7,98 (s, 1H, H2); 7,25 (s, 1H, H6"); 6,20 (s, 2H, H8); 2,76
(s, 3H, H5) e 2,10 (s, 3H, H4).

RMN 3C (DMSO-dg, 8)

166,52 (C3); 151,60 (C4’): 148,07 (C7°); 147,97 (C3’); 128,84 (C1’); 124,04 (C6); 110,33
(C2°); 106,62 (C5°); 103,44 (C8’); 31,21 (C4); 13,88 (C5).
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metil-(2E)-2[(6-bromo-1,3-benzodioxol-5-il)metileno-N-metilhidrazinacarbimidotioato M43

(8.140, 8.141 e 8.142) - Inédito -
. . ) T H2

Rendimento: 87,3 % 5, Oy 2 4 5 N"lzl 4 N—CH;

Ponto de fusdo: 259 °C H><8' 1 Y v

g a6 SH,

5

Infravermelho (KBr; v cm™)
3477 (v NH); 3153 (v NHpigrazinico); 3016 (v CH3 gef axiat); 2974 (v C-H2 metilenodioxilico); 1506 (v
C:N) e 1473 (V CH3 def ang simétrica), 1245 (V C-O_C metilenodioxila); 699 (V C-S) € 592 (V C-Br)

RMN *H (DMSO-ds, 8)
9,48 (sbl,1H, H2); 8,61 (s, 1H, H7"); 8,00 (s, 1H, H2); 7,36 (s, 1H, H5); 6,20 (s, 2H, H8); 2,74 (s,
3H, H5) e 2,10 (s, 3H, H4).

RMN 3C (DMSO-dg, 8)
166,34 (C3); 151,63 (C4’); 150,43 (C7°); 148,44 (C3°); 125,67 (C1°); 118,04 (C6’); 113,16
(C5°); 107,27 (C2°); 103,35 (C8’); 31,21 (C4); 13,81 (C5).

4.6 - Sintese dos derivados benzotriazocinicos

Em baldo de fundo redondo de 100 mL, foram colocados 200 mg (0,00082 mol) de 6-
cloroacetilaminopiperonal (M14) em 20 mL de alcool etilico, ao qual foi acrescentado uma gota
de &cido cloridrico 1,0 M e a seguir (0,00082 mol) de fenil hidrazina correspondente (4-metoxi e
2-nitro), com controle do pH inicial que ndo deve ser infeirior a 6,0, Assim, sob intensa agitagédo
magnética, foi acoplado ao baldo uma coluna de refrigeracéo e o sistema foi mantido sob refluxo
por quatro horas. O término da reacdo foi monitorado por CCD. Apos filtracdo a vacuo o
material foi recristalizado em benzeno fornecendo o produto desejado. Outra metodologia foi
empregada, na qual ndo havia a adi¢do de &cido, os rendimentos foram menores e a metodologia

foi descartada.

4.6.1 - Caracterizacao estrutural dos derivados benzotriazocinicos
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8-(4-metoxifenil)-7,8-dihidro[1,3]dioxo[4,5-i]benzotriazocin-6-(5H)ona M44 (8.143 e 8.144)
- Inédito

Rendimento: 81,4 %

Ponto de fusdo: 286°C

VA
e

H O

2' 7 1 v

N>
24 2"
(Ot 6' N%3

5 /

H O
RMN 'H (DMSO-ds, 8)

10,23 (s, 1H, H1); 7,85 (s, 1H, H7’); 7,32 (s, 1H, H5"); 7,32 (s, 2H, H2"" ¢ H6’); 7,10 (2H, H3”’
cH57); 7,10 (s, 1H, H2"); 6,19 (s, 2H, H8"); 3,82 (s, 3H, H7”) € 3,90 (s, 2H, H3)

RMN 3C (DMSO-dg, 8)

165,15 (Camidico); 154,64 (C47"); 148,06 (C4’); 143,93 (C3’); 139,97 (C7’); 137,72 (C6);
131,56 (C1°"); 115,65 (C1°); 115,42 (2C, C3>> e C57°); 114,71 (2C, C2” e C6”); 109,10 (C2°);
102,64 (C5°); 101,72 (C8’); 55,69 (C3) e 52,15 (C7”).

8-(2-nitrofenil)-7,8-dihidro[1,3]dioxo[4,5-i]benzotriazocin-6-(5H)ona M45 (8.145 e 8.146) -
Inédito

Rendimento: 66,0 %

Ponto de fuséo: 298 °C

RMN *H (DMSO-ds, 8)
10,88 (s, 1H, H1); 7,94 (s, 1H, H7"); 7,81 (m, 1H, H3**); 7,57 (m, 1H, H5>"); 7,49 (m, 1H, H6"");
7,47 (m, 1H, H4*"); 7,34 (s, 1H, H2); 7,23 (s, 1H, 5°); 6,10 (s, 2H, H8") e 3,71 (s, 2H, H3).

RMN *3C (DMSO-dg, 8)
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165,91 (Camisico); 149,27 (C4’): 148,27 (C3°); 146,65 (C2°"); 145,63 (C1°"), 138,13 (C7’);
130,88 (C5°°); 130,41 (C6’); 121,92 (C1°); 118,75 (C4>); 113,35 (C3°*); 106,14 (C2’); 105,93
(C6°7);105,88 (C5); 102,29 (C8) e 53,53 (C3).

4.7 - Modelagem Molecular

Os célculos tedricos foram realizados através do método semi-empirico, utilizando o
hamiltoniano AM1 do programa SPARTAN-PRO (ASHASSI-SORKHABI et al., 2005). Foram
calculadas as energias do orbital molecular ocupado de mais alta energia (HOMO) e de orbital
molecular desocupado de mais baixa energia (LUMO), além das verificagcBes das concentracoes
eletrdnicas e dos potenciais eletrostaticos nos atomos de HOMO.

4.8 - Ensaios Biologicos

4.8.1 - Avaliacdo da citotoxicidade das tiossemicarbazonas sintetizadas frente a células J774

Para a avaliacdo da citotoxicidade frente a linhagens celular J774-Al, as células foram
cultivadas em garrafas de cultura de 25 cm? contendo 5 mL de meio RPMI, suplementado com
5% de SBF, mantidas em estufa umidificada a 37 °C e 5% de CO, e repicadas semanalmente.
Apo6s a remogdo do meio de cultura, as monocamadas celulares foram removidas da garrafa com
0 auxilio de scraper, e transferidas para tubo Falcon de 15 mL. A seguir, as células foram
suspensas em 1 mL de meio RPMI e a concentrago ajustada para 4x10° células/mL e aplicadas
(100 pL/pogo) a placa de 96 orificios, contendo compostos nas concentracdes em ordem
decrescente: 100, 50, 25 e 12,5 mM, diluidas em 100 pL.. Como controle, as monocamadas foram
incubadas com na presenca de 1% de DMSO e 10pug/mL de Benzonidazol. Apos a incubagdo, o
meio de cultura foi retirado e adicionado 20 puL de uma solugdo de MTT a 5 mg/ml e a placa
novamente incubada a 37 °C, 5% de CO; por 4 horas. A seguir, o sobrenadante foi retirado,
sendo adicionados 100 pL de DMSO e, os cristais de formazan foram solubilizados. A
absorbéancia foi determinada em espectrofotbmetro a 540 nm. Os resultados foram expressos em
ICs0. Os ensaios foram realizados em triplicata e repetidos 2 vezes com o objetivo de avaliar a

manutencéo da atividade dos produtos naturais e a reprodutibilidade dos resultados.

4.8.2 — Avaliagéo in vitro da atividade tripanocida das tiossemicarbazonas contra formas

epimastigotas de T. cruzi

76



Os ensaios de avaliacdo tripanocida sobre T. cruzi foram realizados no Departamento de
Microbiologia e Imunologia Veterinaria do Instituto de Veterindria da UFRRJ, em colaboracdo
com a Profd Dr? Débora Decotte e ensaios de citoxicidade e tripanocidas, no Laboratério de
Bioquimica de tripanossomatideos da FIOCRUZ em colaboracdo com a Dr? Renata Soares.

No laboratério de Imunologia do Departamento Veterindria da UFRRJ as formas
epimastigotas da cepa Dm28c do Trypanosoma cruzi foram cultivadas, através de passagens
sucessivas, em meio BHI suplementado com SBF a (10%), hemina, acido félico e, mantidas em
estufa BOD a 27 °C. Ja no Laboratério de Bioguimica de tripanossomatideos da FIOCRUZ, o
presente estudo utilizou formas epimastigotas de cultura da cepa Y de Trypanosoma cruzi
(SILVA & NUSSENZWEIG, 1953). Em ambos os laboratérios as formas epimastigotas foram
obtidos na fase exponencial de crescimento em meio LIT foram lavados 2 vezes em PBS estéril
pH 7,2 a 1500 g por 10 minutos a 4 °C, e o nimero de parasitos foi determinado em camara de
Neubauer. A seguir, os parasitos foram suspensos em meio LIT (infusdo de figado e triptose)
suplementado com 10% de soro fetal bovino, 100 U de penicilina e 100 mg/mL estreptomicina, e
a concentragdo ajustada para 4x10° epimastigotas/mL, sendo mantidos a 4°C até o uso. Ja as
formas tripomastigotas metaciclicas do clone Dm28c do T. cruzi, e quando diferenciados o serao,
in vitro em meio TAU-P, segundo o protocolo descrito por Contreras et al., 1985.

Os compostos foram solubilizados em dimetilsulféxido (DMSO) na concentragdo de 100
MM, e mantidos a 4 °C até o uso. O Benzonidazol (Rochagan) foi utilizado como controle
positivo dos ensaios de atividade tripanocida.

Para a avaliacdo da atividade tripanocida contra formas epimastigotas dos compostos, 0s
ensaios foram realizados em triplicatas em placas de culturas de 96 pogos NuncO, contendo
compostos nas concentragdes em ordem decrescente: 100, 50, 25 e 12,5uM, diluidas em 100 uL
de meio LIT com 10% SBF, acrescido de 100 pL da suspensio de epimastigotas (4x10°). Como
controle, os parasitos foram incubados na auséncia de compostos, na presenca de 1% de DMSO
e na presenca de 182 pM de Benzonidazol (referente ao 1Cso/24h). As amostras foram
homogeneizadas e incubadas a 26 °C em estufa BOD por 24 horas. Em seguida, as placas foram
avaliadas visualmente em microscépio invertido para verificacdo da motilidade dos parasitos e, a
atividade determinada por contagem em camara de Neubauer e posterior avaliagdo estatistica. Os
resultados foram expressos em IC50. Os ensaios foram repetidos 2 vezes com o objetivo de
avaliar a manutencéo da atividade dos produtos naturais e a reprodutibilidade dos resultados.

Os valores de Clso/24h (concentracOes inibitoria de 50%) foram estimados a partir das

médias de 3 experimentos por interpolacdo grafica utilizando o programa Graph-Prism. Os
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resultados foram expressos como media das Clsp (ug/mL) de pelo menos 2 experimentos

independentes, acompanhada de seus respectivos limites de confianca em nivel de 95%.

4.8.3 — Avaliacao in vitro das tiossemicarbazonas frente a L. amazonensis

4.8.3.1 - Cultivo de parasitos

Promastigotas de Leishmania amazonensis da cepa MHOM/BR/77/LTB0016 foram
cultivadas em estufa BOD a 27°C e em meio Schneider, aditivado com 10% de soro, 100 pg/mL
de estreptomicina e 100 U/mL de penicilina. Os parasitos foram mantidos assim até a décima
passagem, subseqlentemente, novas culturas foram obtidas desses parasitos infectados
(CUNHA-JUNIOR, et al., 2011).

Os ensaios de avaliacdo sobre L. amazonensis, foram realizados no Laboratorio de
Bioquimica de Tripanossomatideos, da FIOCRUZ, em colaboracdo com a Dra. Leonor Laura
Pinto Leon, Dr. Eduardo Caio Torres dos Santos e Dra. Marilene Marcuzzo do Canto Cavalheiro.
Os ensaios de avaliacdo sobre macrofagos foram feitos em colaboracdo com o Dra. Renata
Soares, também da FIOCRUZ, de acordo com os procedimentos relatados a seguir:

A fase estacionéria de formas promastigotas de L. amazonensis foram adicionados aos
macrofagos, para infecta-los, por 3 horas numa proporcéo entre parasito/macrofago de 3:1. Apos
trés lavagens sucessivas 0os macréfagos serdo tratados com compostos nas concentracdes (0,1;
1,0; 10; e 100 pg/mL), por 72 horas. Em seguida, as laminas serdo coradas e o numero de
amastigotas serd determinado. Os resultados serdo expressos através de um indice de infeccdo
que sera igual ao percentual de células, infectadas, vezes o nimero de amastigotas dividido pelo
namero total de macro6fagos.

Parasitos nas formas promastigotas de L. amazonensis, obtidas durante a fase logaritimica
de crescimento, foram utilizadas para a determinacdo da atividade antitripanossémica, que foi
realizada por medidas espectrométricas.

Ja a avaliacdo da toxicidade dos compostos sintetizados sobre promastigotas de L.
amazonensis empregou o principio que € fundamentado na habilidade dos parasitos em reduzir o
sal de tetrazolio, em cristais os quais podem ser solubilizados em DMSO, gerando uma coloragao
que pode ser mensurada por espectrofotometria. Como controle negativo do método foram
utilizados parasitos na auséncia dos compostos. Para a avaliacdo da toxicidade por XTT o0s
compostos e as drogas de referéncia foram diluidos em a-MEM completo, nas concentragdes de
(0,1; 1,0; 10; e 100 pg/mL). As diluicdes das drogas foram entdo adicionadas em placas de 96

pocos em um volume final de 50 pL por pogo.
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A cultura de promastigotas foi centrifugada, ressuspendida em a-MEM completo,
quantificada em cimara de Neubauer, sendo o volume de células ajustado para 5x10°
promastigotas por poco, também em volume final de 50 pL. Esta concentracdo de promastigotas
foi posteriormente adicionada aos po¢os contendo os compostos diluidos, totalizando um volume
final de 100 pL por poco. As placas foram entdo incubadas, em estufa a 26 °C, durante 48 e 72
horas, na presenca dos compostos, das drogas de referéncia e na auséncia de qualquer composto.
Como controle.

Assim, ap6s o periodo de incubacdo de promastigotas, com as drogas, foi adicionado o
reagente XTT em cada pogo. A seguir, as placas foram reincubadas por 4 horas, em estufa a 37
°C, para que o XTT atue e, como 0s parasitos ndo sdo células aderentes, apds a incubagdo com
XTT, as placas foram centrifugadas para que os parasitos formem um “pallet” no fundo dos
pOcos e assim o sobrenadante possa ser completamente, removido, sem que ocorra a remogao
dos parasitos em suspensdo. Apds o sobrenadante ser desprezado, foram adicionados 100 pL de
DMSO, para solubilizar os cristais formados e as placas foram submetidas & leitura em

espectrofotdmetro.

4.8.3.2 — Avaliacdo in vitro da atividade tripanocida das tiossemicarbazonas frente a

formas promastigotas de L. amazonensis.

Promastigotas de L. amazonensis (1x10%ml), foram incubados com 10 novos compostos
de Tiosemicarbazonas (0; 25; 50; 100 e 200 uM) por 72 horas a 26 °C, em meio Schneider
(Sigma, Sant Louis, USA) suplementado com 10% de soro fetal bovino. Estes ensaios foram
realizados em triplicata em placas de 96 pocos, fundo chato (Falcon Co, Franklin Lakes, EUA).
A atividade leishmanicida foi avaliada, adicionando a cada poco 22 ul de MTT 5S5mg/ml
(Brometo de tiazolil azul tetrazolio, Sigma, Sant Louis, USA). Apés 2h da adicdo do MTT,
foram adicionados 80 ul de DMSO por poco e realizada a leitura da densidade dptica no
comprimento de onda de 570 nm em leitor de micro placa (pQuant Bio-Tek Instruments,
Winooski). O célculo do ICs (concentracdo que inibe 50% do crescimento) foi determinado em

relacdo ao controle por regressao linear.

4.9 - Determinacao da atividade quelante
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Para obtencdo dos espectros de Ultravioleta foram utilizadas solugdes estoque de
tiossemicarbazonas em DMSO (10 mM), de sulfato ferroso e cloreto de zinco, ambos em agua
(1,6 mM).

As melhores curvas foram obtidas na concentracdo de 30 uM para as tiossemicarbazonas.
Para analisar a interacdo das tiossemicarbazonas com o metal, utilizou-se solucéo de fons Fe*? e

Zn*? na concentragdo de 3,75 uM.

Para avaliar o efeito quelante frente ao Fe** e Zn*? foram utilizadas solucBes em agua
destilada (5,0 mL) contendo aliquotas das solucdes-estoque de tiossemicarbazonas (10x10
mol.L™* em DMSO) necessérias para obter a concentracdo 30x10° mol.L™. A cada solugdo foi
adicionada solucdo de FeSO, ou ZnCl, (16x10° mol.L™") em &gua destilada tendo uma
concentracdo final de 3,75x10° mol.L™. As determinacdes espectrofotométricas foram obtidas
em espectrofotdmetro UV-Vis (Shimadzu Mini UV-Vis 1240) com as solugdes contidas em
cubeta de quartzo (1,7 mL).

Os espectros obtidos foram submetidos ao programa Origin 8.0, que foi utilizado para

gerar os espectros e sobrepor as curvas dos experimentos.

5- RESULTADOS E DISCUSSAO
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Neste trabalho foram sintetizados 45 compostos, sendo quatorze aldeidos e trés alcoois
derivados do ndcleo 3,4-metilenodioxila, vinte e dois compostos pertencentes a classe das
tiossemicarbazonas sendo quinze inéditas M19, M20, M22, M23, M24, M26, M27, M29, M30,
M31, M32, M33, M34, M35 e M3; seis pertencentes a classe dos carbimidotioatos, cinco
inéditos M39, M40, M41, M42, M43 e dois pertencentes a classe dos benzotriazocinicos,
também inéditos na literatura M44 e M45. As tiossemicarbazonas derivadas do ndcleo
metilenodioxila visaram a avaliacdo da atividade antitripanossémica. Todos 0s compostos
obtidos foram caracterizados por ponto de fusdo, analise dos espectros na regido do
Infravermelho, e também, através da anélise de RMN de 'H e de **C. Dez tiossemicarbazonas
foram avaliadas em ensaios antitripanossomicos in vitro com T. cruzi e L amazonensis. As
mesmas tiossemicarbazonas derivadas do ndcleo 3,4-metilenodioxila foram avaliadas para
determinar o potencial quelante frente a Fe™ e Zn™. Além disso, seis das doze
tiossemicarbazonas derivadas do ndcleo 3,4-metilenodioxila tiveram suas moléculas modeladas
para observacdo das caracteristicas eletrbnicas sobre os atomos de nitrogénio e enxofre,
conforme a variagao de substituintes na posicéo seis do anel 3,4-metilenodioxila.

5.1 Sintese dos aldeidos e alcodis derivados do nucleo 3,4-metilenodioxila

A sintese das tiossemicarbazonas foi realizada em seis etapas, tendo como produto de
partida o piperonal (3,4-metilenodioxibenzaldeido) obtido facilmente do safrol, principal
componente quimico do 6leo de sassafras (Ocotea pretiosa), matéria prima nacional, de facil
obtencdo (BARREIRO & FRAGA, 1999). A obtencdo do 3,4-metilenodioxibenzaldeido é
realizada através da reacdo de ozondlise do isosafrol, descrita por Duarte et al., 2007, em duas

etapas com rendimento de 70%, conforme Figura 34.

o)
o | o
< 1) O5/O/EtOH < H . Hi .
2) Zn /CH3C02H @

Isossafrol Piperonal Metanal

Figura 34. Obtencéo do piperonal a partir do safrol (Duarte et al., 2007).
A pesquisa bibliografica revelou, para a tiossemicarbazona derivada do piperonal a
ocorréncia de trinta e sete referéncias. O derivado nitrado na posigdo seis apresenta registro, o

derivado bromado apresenta registro e uma referéncia, enquanto o derivado clorado apresenta
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apenas o registro. O Esquema 2 apresenta as reacdes envolvidas na sintese dos aldeidos e alcoois
preparados neste trabalho e utilizados como intermedidrios na preparacdo das

tiossemicarbazonas.

)
< H _HNO3 < _FeSO,;
NH4OH
NO,
(DUARTE et al., 2007)
o (o] + 0]
o)
o o H| .- HBF, H
< H NaNO,, < c- 18k <
o NH, HCl ° N=N © F
(COUTINHO, 1981) (MANO & SEABRA, 1987)
0
CICHZCOCI
H,S0, H
CuSOq,
< (RILLIET & KREITMANN, 1921)
(LIN&COUTINHO 1985) X =CN,CleBr

/~CH,CI
o
< j@E‘L (MORAIS A.;BRAZ,R.F. & FRAIZ, S. V., 1988)

(SHAZIA et al., 2006)

0

| NaBHs _ < OH _1/CFsCOOAg <

H20 o T MeoH
| (SHIGEMITSU etal., 2007)

MeOH 1 \_/ Frolueno jij(L
2) CUCN/ DMF
| atcc | 3) HCI/HZO (CRICH & KRISHNAMURTHY, 2006)
Pyr/EtOH H
BALCZEWSKI, P. et al. 2005

CN LE, T. etal., 2006

Esquema 2 — Sintese de aldeidos e alcoois derivados do nucleo 3,4-metilenodioxila

5.1.1 Sintese do 6-nitropiperonal (M02)

A primeira etapa do esquema sintético envolveu a nitracdo do piperonal na posicdo 6
fazendo-se reagir o 3,4-metilenodioxibenzaldeido com &cido nitrico concentrado em presenca do
acido acetico glacial, conforme descrito por Coutinho, 1981 (Materiais e Métodos, Metodologia
1). O método inicialmente foi descrito por Dallacher e Barnabel em 1967; a tentativa de obtencéo
do 6-nitropiperonal através desse método revelou-se ineficaz. ApOs vérias tentativas o
rendimento foi muito pequeno o que obrigou a mudanca de rotina. O baixo rendimento para a
obtencdo do 6-nitropiperonal, por essa metodologia, pode ser explicado pela presenca do acido

acetico concentrado que concorre para a formacgéo do ion nitrénio. Como a carbonila aldeidica
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desativa o anel gerando uma carga parcial positiva sobre o carbono seis que ndo €
suficientemente neutralizada pelo efeito indutivo do grupo metilenodioxilico e, desta forma

minimiza a ocorréncia da reacdo de nitracdo (Figura 35).

Figura 35. Protonacdo do piperonal para obtencdo do 6-nitropiperonal pela metodologia 1.

Uma nova metodologia foi utilizada, descrita por Duarte e colaboradores (2007), na qual
ndo se utiliza acido acético concentrado como catalisador, e apenas o acido nitrico é empregado.
O método foi alterado ap6s a observacdo que o rendimento poderia ser maior se o controle
cinético se fizesse depois do inicio da reacdo. Assim, neste trabalho o 6-nitropiperonal foi obtido

com 75,84% de rendimento, Figura 36.

12 Etapa
. 0 2 H =y 0 e
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Figura 36 — Proposta mecanistica para a reacao de nitragdo do piperonal (Duarte et al, 2007).
A segunda etapa consistiu na obtendo do 6-aminopiperonal partindo-se do 6-
nitropiperonal. A literatura registra varios métodos para obter-se o 6-aminopiperonal, por

exemplo, a reducdo catalitica do 6-nitropiperonal, utilizando-se hidrogénio com Pd/C como
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catalisador, que ndo apresenta um bom rendimento quer seja pela mistura de produtos obtidos

quer seja pela dificuldade em separar esses produtos.

5.1.2 Sintese do 6-aminopiperonal M03

A reducdo do 6-nitropiperonal foi conduzida por trés metodologias. Inicialmente tentou-
se 0 método classico de reducdo do grupo nitro, empregando-se acido cloridrico e zinco metalico
em pequenos granulos, o rendimento foi de 12%. O método foi descartado. Nova tentativa foi
realizada com &cido cloridrico e estanho metalico em pd como agente redutor, neste caso o
rendimento foi um pouco melhor, porém considerado ainda muito baixo, 15%.

Desta forma, foi empregado um terceiro método para realizar a reducdo do 6-
nitropiperonal e obter-se o 6-aminopiperonal. Descrito, inicialmente por Bogert e Elder em 1929
este mesmo método foi empregado com sucesso por Lin & Coutinho em 1983. A reacdo de
reducdo foi realizada utilizando-se de uma solucdo de sulfato ferroso amoniacal em meio de
agua-etanol. Segundo Allinger e colaboradores (1978), quando um nitro-composto é reduzido na
auséncia de &cido forte, podem-se isolar algumas vezes produtos intermediarios, mas com
frequéncia, estes produtos intermediarios condensam-se para dar produtos de reagdes
bimoleculares. Esta metodologia foi utilizada neste trabalho para a obtencdo do 6-

aminopiperonal com 65,40 % de rendimento, conforme Figura 37.
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Figura 37. Obteng¢do do 6-amino piperonal (BOGERT & ELDER, 1929).

5.1.3 A reacdo de Sandmayer

Inicialmente, a rota proposta para obtencdo dos aldeidos derivados do piperonal
substituidos na posi¢cdo-6 envolvia a metodologia classica utilizando a reacdo de Sandmayer,
especialmente para os substituintes CI, Br, I, F, CN e OH. Nesta metodologia a obten¢éo do sal
de diazénio na posigdo-6 € realizada a partir da reacdo de nitrosa¢do do anel metilenodioxila com
a amina aromatica primaria.

Segundo Solomons e Fryhle (2002), “A reagdao mais importante das aminas com acido

nitroso, até agora, ¢ a reacdo de arilamina primaria”. As aminas aromaticas priméarias ao
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reagirem com 4acido nitroso produzem sais de diazonio, diferentemente das aminas alifaticas
primarias que produzem alcoois e produtos intermediarios. Os compostos de diazénio sdo muito
sollveis em agua e completamente insolUveis em éter e outros solventes organicos. Embora sais
de arenodiaz6nio sejam instaveis, eles sdo muito mais estaveis do que sais de diazonio alifaticos,
eles ndo se decompdem rapidamente em solucGes quando a temperatura da mistura reacional é
mantida abaixo de 5 °C.

Em relacéo a substituicdo do sal de diazénio, Solomons e Fryhle (2002), relatam que sais
de arenodiaz6nio reagem com cloreto cuproso, brometo cuproso, e cianeto cuproso para fornecer
produtos onde o grupo diazonio foi substituido por CI', Br' e CN’, respectivamente, que sdo as
reacOes conhecidas, geralmente, como reagdes de Sandmayer.

Sais de diazbnio sdo intermediarios altamente (teis na sintese de compostos aromaticos,
pois o grupo diazdnio pode ser substituido por quaisquer dos outros &tomos ou grupos, incluindo
F, Cl, Br, I, CN, OH e H. Sais de diazénio sdo quase sempre preparados por diazotacdo. A
maioria desses sais é instdvel em temperaturas acima de 5 °C, e podem explodir quando secos.
Felizmente, a maioria das reagdes de substituicdo de sais de diaz6nio ndo necessita de
isolamento. Os mecanismos dessas reacdes de substituicdo ndo sdo ainda, completamente
entendidos, as reacGes parecem ter natureza radical ndo ibnica.

Assim, procedeu-se a obtenc¢do do sal de diazonio, partindo do 6-aminopiperonal, onde se
fez reagir o derivado aminado com nitrito de sodio e &acido cloridrico a baixa temperatura,
segundo o método descrito por Mano & Seabra (1987), as estruturas de ressonancia encontram-
se na Figura 38.

As etapas posteriores envolveram reacdes a partir do sal de diazonio e objetivaram a
obtencédo dos derivados substituidos na posi¢dao-6 com cloro, bromo e cianeto, onde se empregou
0s respectivos sais de Cu** em reagdes de Sandmayer, através do método descrito, inicialmente,
por Rilliet & Kreitmann, 1921. No entanto, observou-se que as reacdes de Sandmayer nao
apresentavam bons rendimentos. Tal fato pode ser justificado pela presenca da carbonila
aldeidica em orto, que desativa, fortemente, o anel aromatico dificultando a reacdo, ja que o par

de elétrons, ndo ligantes, do nitrogénio assiste o carbocéation gerado Figura 38.
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Figura 38 — Estruturas de ressonancia do sal de diazdnio no nicleo 3,4-metilenodioxila.

Os elétrons desemparelhados do nitrogénio ndo ficam suficientemente, disponibilizados
para o ataque nucleofilico ao dioxodiazoxano formado inicialmente (Figura 39), o que ndo ocorre
em sistemas aromaticos desativados para os quais melhor se aplica a reacdo de Sandmayer
(CAREY & SUNDEBERG, 2001) (Figura 40).
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Figura 39 — Mecanismo proposto para a geracao do carbocation arilico.
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Desta forma, apds varios insucessos relativos as diversas tentativas de realizar a reagéo de
Sandmayer com I', CI, CN’, etc., que ora apresentavam com rendimentos inexpressivos ou a
obtencdo de misturas de compostos de dificil separacdo por cromatografia de coluna, resolveu-se
alterar a rota sintética inicialmente proposta. Outras observacdes a serem destacadas incluem o
fato do piperonal apresentar baixo ponto de fusdo (37 °C) e, quando era realizado o aquecimento
da solucdo de diazonio para liberacdo do nitrogénio gasoso, isto poderia levar a decomposigéo do
piperonal ou a sua decomposicéo inviabilizando o método.

Apesar das dificuldades encontradas para a realizacdo das reacGes de Sandmayer, 0s
derivados fluor e hidroxi-substituidos foram obtidos utilizando-se essa metodologia com as

devidas adaptacoes.

5.1.3.1 A reacdo de Sandmayer empregada para a obtencédo dos derivados 6-fluor e 6-hi-
droxipiperonal

Apesar dos insucessos iniciais no emprego da reacdo de Sandmayer para a obtencéo dos
derivados substituidos na posicao seis, pelos motivos ja relatados, a literatura ndo forneceu outra
metodologia para a obtencdo dos compostos 6-fluor-substituido M12 e 6-hidroxisubstituido
MO04. Assim, foram realizadas adapatacGes para aperfeicoamento do método visando alcancar
melhores rendimentos. Como ja foi dito anteriormente, a literatura consagra a reagdo de
Sandmayer como um procedimento ficaz para a substituicdo do grupo diazénio, no anel
aromatico, por &tomos ou outros grupos incluindo neste rol o fltor e a hidroxila. No entanto, no
caso especifico da reacdo com o nucleo 3,4-metilenodioxila, a desativacdo proporcionada pela
carbonila aldeidica dificulta o processo.

As adaptagBes realizadas envolveram a substituicdo do acido cloridrico pelo acido
sulfurico concentrado, conforme relatado na literatura para a reacdo de hidroxilacdo do piperonal
(MORAES et al.,, 1988; CAMPBELL K., HOPPER, P. & CAMPBELL B., 1951). O
rendimento relatado foi de 60%. O procedimento foi repetido duas vezes, porém o rendimento
ndo foi satisfatorio ficando em 40%. Na terceira vez a adigdo da solugdo de nitrito de sodio foi
realizada lentamente com severa observacdo da temperatura, que foi mantida abaixo de 5 °C por
um banho de gelo, alcool etilico e cloreto de sddio, ao término da adi¢do da solucéo o sistema
sob agitacdo foi levado até a temperatura ambiente. A seguir a solucdo foi evaporada por oito
horas. Obtendo-se o0 6-hidroxipiperonal com rendimento de 57,7%.

Ja o 6-fluorpiperonal M12, foi obtido com o emprego de uma solucdo a 48% do acido
fluorobdrico, usualmente, utilizado para as reagdes de fluoretagdo via Sandmayer. Neste caso 0s

mesmos cuidados tomados quando da reacdo de sintese do 6-hidroxipiperonal MO04, foram
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repetidos e obteve-se 0 produto com um rendimento de 62,3%. O mecanismo ora proposto para
essas reacdes envolve a formagdo de um carbocation arilico (Figura 39), que é gerado pela saida
do nitrogénio gasoso, quando do aquecimento do meio reacional contendo o sal de diazonio. O
carbocation, é entdo atacado, respectivamente, pelos anions hidroxilico e fluoreto, Figuras 40 e
41.

| - 4 oy cal
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Figura 40 — Proposta mecanistica para a substitui¢do nucleofilica da reagéo de hidroxilacdo.

|
- Cal
= p| *BF 2 |A+ +BF, —> | i

Figura 41 - Proposta mecanistica para a substituicdo nucleofilica da reado de fluoretacéo.

5.1.4 Obtencéo do 6-iodopiperonal via reducao prévia da carbonila

O derivado 6-iodado foi sintetizado através do método descrito por Shigemitsu e
colaboradores (2007) que apresenta uma etapa prévia da reducdo do grupo carbonila e, a partir
do piperonol a reacdo com trifluoacetato de prata e iodo, em metanol a temperatura ambiente.
Posteriormente, o 6-iodopiperonol foi submetido a reacdo de oxidacdo segundo relato na
literatura utilizando cloreto de cromio piridina (PCC) (CRICH & KRISHNAMURTHY, 2006).

5.1.4.1 Reducao do piperonal — Sintese do piperonol M05

O boridreto de sddio é amplamente utilizado para reac6es de reducdo de carbonilas de
aldeidos e cetonas, no entanto ainda ndo ha um mecanismo definido que seja amplamente aceito.
Enquanto alguns autores levam em consideracdo a contribuicdo do cation Na* no mecanismo
outros apenas relatam a participacdo do anion boridreto BH4. No entanto had evidéncias
experimentais relatadas por Yadav e colaboradores em 2000, que demonstram a importancia da

participacdo do cétion de sédio. Suzuki e colaboradores, em 2009, demonstram através de
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calculos teoricos a participacdo do cation sddio na coordenacdo dos estados de transicdo do
complexo intermediario formado. Assim, entende-se que o mais recente conceito aceito envolve
o Na’ que atua como um &cido de Lewis na complexacgdo do oxigénio carbonilico, que faz o
carbono carbonilico mais eletrofilico, de maneira que a transferéncia do hidreto seja facilitada. O
alcdxido formado pela adi¢do do hidreto transforma-se no mono-alcoxiboroidreto que pode ainda
reduzir outras moléculas carboniladas. A seguir o tetra-alcoxiboroidreto é hidrolisado pela agua,
gerando o piperonol MO5, Figura 42. Ao final da reacdo o meio é neutralizado com acido
cloridrico. Ja a estereoquimica da reacdo de reducdo com boridreto de sodio é estudada por em
2010 por Alves e Victor, que utilizam a canfora como substrato. Neste mesmo contexto a
estereoquimica da reacdo foi estudada em 1979 e 1980, respectivamente, por Wigfield &
Gowlamd e Glass, Deardoff & Hebegar.

Na* "BH3 Na* O Na® O
' H
@) H _BH H
3
| H | H - | H + BH3
+ BH3
3 moléculas
de aldeidos H O+B Na" 4H,0 H O—H +B(OH);
e

.
>

4

Figura 42 — Proposta mecanistica para a redugdo do piperonal com boridreto de sédio.
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5.1.4.2 Sintese do 6-iodopiperonol M07

A iodacéo do piperonol é relatada por Shigemitsu e colaboradores em 2006. No processo
referenciado ocorre a reagdo com iodo molecular e trifluoroacetato de prata em uma solucéo de
cloroférmio com um rendimento de 83%. Assim, partindo-se do piperonol decidiu-se pela reacdo
que executada ndo se revelou eficaz. Nas duas tentativas o rendimento ndo passou de 55%, 0 que
recomendou alteragdes na metodologia. Desta forma, a reagdo foi realizada pela seguinte
metodologia adaptada. Inicialmente, o piperonol foi solubilizado em metanol e colocado em
baldo de reacdo com intensa agitacdo. Em um becker foi colocado uma solucdo éacido
trifluoroacético e nitrato de prata e em um terceiro becker iodo foi solubilizado em metanol. O 6-
iodopiperonol foi obtido depois de duas horas de reagdo e foi caracterizado estruturalmente,
revelando alto grau de pureza e um rendimento de 97,4%. A proposta mecanistica para a reacdo
passa, de inicio, pela protonacdo do trifluoracetato de prata formado na reacdo entre o &cido
trifluoracético e o nitrato de prata. Quando da mistura das solugdes, sugere-se, que ocorra a
reacdo para a formacdo do iodedo de prata, que é muito estavel com Kps = 8,3x10™", e
simultaneamente, o ataque dos elétrons m do anel metiledodioxilico do piperonol ao eletrofilo (I
c') com a formacio do cétio arénio, numa reacdo de substituicdo eletrofilica classica, com a
formacdo do 6-iodopiperonol e a liberacdo de um proton, que € o catalisador da reacdo (Figura
43). O excesso de iodo, que ndo reagiu, é reduzido com o emprego de uma solugéo de tiossulfato
de sddio, Figura 44.
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Figura 43 — Proposta mecanistica para a sintese do 6-iodo piperonol M0?7.
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Figura 44 — Equacdo da reacdo de reducéo do iodo.

5.1.4.3 Sintese do 6-iodo piperonal M08

A oxidacdo do 6-iodopiperonol foi realizada conforme o método descrito na literatura que
utiza o cromato de crémio piridina (PCC) em meio de diclorometano como solvente (Figura 45)
(CRICH & KRISHNAMURTHY, 2006). O PCC foi desenvolvido por James Corey e William
Suggs em 1975. A preparacao original de Corey envolve a adi¢do de um equivalente de piridina

a uma solucéo de um equivalente de triéxido de Cr*® e 4cido cloridrico concentrado.

Ry
> CH,Cl,
C5H5NHCr03CI + OH — C5H5NHC| + HszOg + >:O
Ry R, R

2

Figura 45 — Proposta genérica para a oxidagdo de um alcool com PCC.

Assim, a sintese do 6-iodopiperonal M08 com PCC, representa um processo em duas
etapas, onde na primeira ocorre a formacao do éster do cromato quando da reacdo do alcool com
cromio cloreto de piridina. Uma vez formado o éster, este sofre uma reagdo de eliminacdo para
gerar a carbonila, no caso, do aldeido (Figura 46), enquanto o Cr*®é reduzido para Cr** conforme

exposto na Figura 45.
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Figura 46 — Proposta mecanistica para a sintese do 6-iodopiperonal M08 empregando PCC.
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5.1.5 Reac0es diretas do piperonal para obtencédo dos 6-cloro M09 e 6-bromopiperonal M10
Os derivados, 6-cloro e 6-bromopiperonal foram obtidos através de reacdes diretas do

piperonal com bromo e &cido tricloroisociandrico.

5.1.5.1 Cloragéo do piperonal via substituicéo eletrofilica aromatica

O uso de &cido tricloroisociandrico (TCCA) em reacBes de substituicdo eletrofilica
aromatica pode ser realizado em solventes organicos polares. Essas reacdes podem ser realizadas
ainda em solucédo aquosa de acido sulfurico 50% v/v ou na presenca de um &cido de Lewis, como
cloreto férrico ou cloreto de aluminio. Sabe-se ainda, que grupos ativantes no anel aromatico
tornam as reacOes de substituicdo eletrofilica aroméatica mais rapidas.

Inicialmente, a reacdo de cloracdo foi realizada como descrito por Mendonga e Mattos
(2008). Obteve-se, apds 24 horas de reacdo de piperonal com acido tricloroisociandrico em meio
de acetonitrila, 7,6 g de um solido castanho claro amorfo cujo ponto de fusdo ndo pode ser
determinado, visto que depois de trés dias de secagem o produto mantinha-se umido.

Diante do insucesso inicial e considerando a afirmacdo contida no artigo de referéncia
(CUNHA et al., 2006) de que a reacdo ndo funciona quando o anel é substituido por grupo
desativante resolveu-se alterar a metodologia. A cloragdo do piperonal foi realizada com TCCA
empregando-se piridina como catalisador, base de Lewis, para abstrair o hidrogénio na posicéo 6
do piperonal, e como solvente etanol, Figura 47 (MENDONCA & MATTOS, 2008;
RODRIGUES et al., 2001). O produto foi obtido em 96,3% de rendimento.

O alto rendimento da cloragédo de piperonal com TCCA se por um lado chega a ser
surpreendente levando-se em consideracdo a presenca da carbonila aldeidica desativante do anel
por efeito de ressonancia, pode ser compreendido e a proposta mecanistica leva em consideracao
a presenca do grupo metilenidoxila que ativa fortemente o anel por efeito indutivo. Além do fato
da presenca da carbonila em orto tornar o H-6 um hidrogénio acido e, assim, poder ser
facilmente abstraido pela piridina gerando o carbanion aromético. O que difere do mecanismo
classico de substituicdo eletrofilica em aromaticos, que passa pelo ataque de um eletréfilo ao
sistema m do anel, o que conduz a geracdo de um carbocation ndo aromatico ou como ¢

conhecido um “ion arénio”.
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Figura 47 — Proposta mecanistica para a reacdo do piperonal com TCCA para obtencao do 6-cloropiperonal M09

5.1.5.2 Bromacao do piperonal via substituicdo eletrofilica aromatica

A bromacdo de um anel aromaético, classicamente, consiste em uma reacdo de

substituicdo eletrofilica aromatica. Neste caso especifico, o par de elétrons do anel, ataca o

atomo de bromo parcialmente positivado, pela agdo do acido acético, que atua como catalisador.

A estabilizacdo da carga positiva sobre o oxigénio do grupo metilenodioxila é em seguida

efetivada por ressonancia e ocorre a liberacdo de uma molécula de &cido bromidrico, conforme

pode ser visualizado na proposta mecanistica apresentada a seguir (LUO et. al., 2002) Figura 48.

A adicdo de uma solucdo de bissulfito de sédio objetiva remover o bromo residual, fazendo-o

reduzir a brometo que € removido pela lavagem do precipitado alaranjado inicialmente formado.
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Figura 48— Proposta mecanistica para a bromag&o do piperonal e obtencéo do 6-bromopiperonal M10
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5.1.6 Nitrilacdo do piperonal M11
A nitrilagdo do piperonal através do metodo de Sandmayer mostrou-se ineficaz pelos
motivos ja expostos anteriormente. Desta forma, a nitrilagdo do piperonal foi realizada em trés

etapas, como mostrado no Esquema 3.

O
< H HO Tolueng <
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o Br 20 h Br
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DMF

< + CuCN
3,0 h

Br Refluxo CN
CN 15 min 50 /60 C

Esquema 3 — Representacdo das reagdes propostas para a sintese do 6-cianopiperonal M11

O artigo “Unusual transformation of the Diarylmethanol derivative into an unknown
1,2,3,6,7,10-hexahydroxylated antracene system” (BALCZEWSKI, et al. 2005) descreve a
protecdo da carbonila aldeidica partindo-se do bromopiperonal reagindo com etilenoglicol em
tolueno, e tendo o acido para-toluenosulfénico como catalisador. O mesmo método também foi
empregado por Yingming et al. em 2008. Nesta etapa, inicialmente, ocorre a protonagdo do
oxigénio da carbonila, pelo préton que é transferido pelo catalisador, a seguir ocorre a adi¢éo
nucleofilica ao carbono da carbonila pelo oxigénio da molécula de etileno glicol, em
continuidade um segundo hidrogénio da molécula de etileno glicol é atacado pelos elétrons da
hidroxila formada no inicio, com a elimina¢do de uma molécula de &4gua o carbocation gerado €
atacado pelo elétros do oxigénio da hidroxila ainda ndo adicionada formando o acetal (Figura
49).
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Figura 49 — Proposta mecanistica para a formacdo do acetal.

A segunda etapa é relatada no artigo “A facile synthesis of benzo[c]phenanthridine
alkaloids: oxynitidine and oxysanguinarine using lithiated toluamide-benzonitrile cycloaddition”
( LE, et al., 2006), e compreende a substituicdo nucleofilica aromatica do bom grupo de saida
brometo pelo bom nucleofilo cianeto, 0 método utiliza o reagente de Sandmayer, cianeto cuproso
no solvente aprético polar, dimetilformamida, seca.

Embora se tenha um excelente grupo de saida e um 6timo nucleofilo devem-se destacar
0s seguintes fatos: a) ndo e possivel um ataque por tras do grupo de saida, ja que o orbital C-S o*
fica impedido estéricamente, pois esta interiorizado e no mesmo plano do anel, tornando
impossivel o estado de transicdo geométrico (Figura 50); b) de outro modo o LUMO é o orbital
n* e ndo o orbital 6*; ¢) o agente nucleofilico é rico em elétrons assim como o anel, o que

provoca uma intensa repulsao.

Figura 50 — Representagdo dos orbitais do grupo de saida.

Por esses motivos 0 mecanismo, provavelmente ndo seguira a via SN,. A via mecanistica
SN; implicaria na formacdo de um carbocation estavel pela saida do grupo retirante, tal fato
acontece com 0s compostos diazénicos, mas este ndo é o caso. Desta forma, o mecanismo

proposto é o de adi¢do-eliminagdo (Figura 51), onde o nucleofilo ataca 0 LUMO e o elétron
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retirante, de baixa energia de LUMO, estara estabilizado nas possiveis estruturas de ressonancia

dos intermediarios.

O/>
O 0
< DMF N 5 <
reﬂuxo
O Br
+CN

Figura 51 — Proposta mecanistica para a reacdo de adi¢do-eliminacao.

A terceira etapa € representada pela restituicdo da carbonila aldeidica, onde o acetal
inicialmente formado é hidrolisado (Figura 52) com o emprego de uma solucdo de acido

cloridrico 4 5%. O 6-cianopiperonal M11 foi entdo obtido com 67,3 % de rendimento.
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Figura 52 - Proposta mecanistica para a hidrélise do acetal.

5.1.7 Metoxilacdo do hidroxipiperonal M13

Ainda considerando o artigo dos professores Campbell e Hopper, sintetizou-se o 6-
metoxipiperonal, empregou-se o sulfato de metila em benzeno seco. O mecanismo proposto
(Figura 53) inicia-se pelo ataque do par de elétrons do oxigénio da hidroxila a metila e em
seguida o proton do anion metoxilico e abstraido pelo anion sulfometoxilico, estabilizando a

metoxila e levando a obtencdo do derivado 6-metoxilado M13, com um rendimento de 92,6%.
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Figura 53 — Proposta mecanistica para a reagcdo de metoxilacao do 6-hidroxipiperonal.

5.1.8 Sintese do 2-cloro-N-(6-formil-1,3-benzodioxol-5-il)-acetamida M14

A preparacdo do 2-cloro-N-(6-formil-1,3-benzodioxol-5-il)-acetamida M14, inicialmente
foi conduzida através da reacdo entre o 6-aminopiperonal e anidrido cloroacético, o rendimento
foi considerado insatisfatorio na faixa de 40%. Assim, outro método para a sintese de M14 foi
conduzido, desta vez utilizou-se cloreto de cloroacetila em benzeno seco tendo a trietilamina
como base para assegurar a nao protonacdo do nitrogénio aminico e desta forma permitir que os
seus elétrons ndo ligantes fiqguem livres para o ataque nucleofilico ao carbono carbonilico do
cloreto de cloro acetila. E de suma importancia que o ambiente reacional fique isento de agua
uma vez que a sua presenca causaria a hidrdlise do &cido cloridrico formado e tal evento
provocaria a protonacdo no nitrogénio aminico o que dificultaria o processo. O mecanismo
proposto, como ja foi mencionado é de uma reacdo acila¢do de por adicdo nucleofilica do par de
elétrons ndo ligantes do nitrogénio, que atacam o carbono carbonilico do cloreto de cloroacetila,
com a conseguente eliminacdo de uma molécula de acido cloridrico, (Figura 54). Na Gltima fase
o produto foi lavado trés vezes com agua para assegurar a eliminacdo de acido cloridrico, por

ventura existente. O rendimento foi de 84,3%.
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Figura 54 — Proposta mecanistica para a reacdo de acilacdo do 6-amino piperonal.
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5.1.9 Sintese do 2,2,2-trifldor-N-(6-formil-1,3-benzodioxol-5-il)-acetamida M15

O 2,2,2-trifldor-N-(6-formil-1,3-benzodioxol-5-il)-acetamida M15, foi sintetizado tendo
como referéncia o artigo de Lutz e colaborados de 1984. Assim, a reacdo de acilacdo foi
conduzida entre o 6-aminopiperonal e o anidrido trifluoroacético, em piridina anidra e como
solvente éter etilico. Assim como no caso anterior da sintese de M14, todos os cuidados foram
tomados no sentido de isentar o meio reacional de &cidos e assim evitar a protonacdo do
nitrogénio aminico. Além disso, 0 mecanismo € similar. O produto, ao final da reacéo foi tratado
com uma soluc¢do de bicarbonato de sodio a 5% e seguidamente, lavado para eliminar qualquer
residuo de &cido, o material foi recristalizado em um mistura de agua-etanol e o rendimento foi
de 68%.

5.2 Anélise Espectroscopica de aldeidos e alcodis sintetizados

5.2.1 Infravermelho

Os principais sinais nos espectros de infravermelho dos aldeidos e alcoois sintetizados
mostraram-se muito similares, dentro da mesma classe. Nos espectros de IV de todos os
derivados do niicleo 3,4-metilenodioxila obtidos, os sinais na regido de 2902 - 2920 cm™ e 1251-
1278 cm' foram atribuidos as frequéncias de deformacéo axial do grupo metileno e axial
assimétrica do sistema C-O-C e, torna-se desta forma, uma caracteristica para 0s compostos
derivados do nucleo 3,4-metilenodioxila. J& as bandas de absorcdo na regido de 1662-1683 cm™
foram atribuidas a vibracdo de deformacdo axial de ligacdo C=0O do grupo carbonilico de

aldeido. As bandas observadas na regido de 3278 - 3134 cm™ larga dos alcodis foram atribuidas
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a frequéncia de deformacéo axial de O-H. Outras bandas aparecem de acordo com o aldeido ou
alcool sintetizado e tém suas atribuigdes relatadas na coluna “outros” da tabela 1. Por exemplo, 0
composto M02, um nitro derivado, apresenta as bandas em 1521 e 1338 cm™ atribuidas as
deformacdes axiais assimétrica e simétrica, respectivamente. Ja 0 composto M03, apresenta duas
bandas caracteristicas em 3419 e 3315 cm™, atribuidas, respectivamente, as deformag6es axiais
assimétrica e simétrica do grupo N-H ligado a anel aromético. A banda larga em 3437 cm™ do
composto M04 ¢ caracteristica da deformacdo axial de O-H, larga, em ligacdo hidrogénio
intermolecular. Outra banda caracteristica em 2230 cm™ do aldeido M11, foi atribuida a
deformacao axial de C=N que foi intensificada pela conjugagao com o anel aromatico.

Os aldeidos e alcodis halogenados apresentaram as bandas caracteristicas das
deformacdes axiais C-X com absorcdes em 1215 cm™, 640 cm™, 605 cm™ e 605 cm™ atribuidas,
respectivamente, aos derivados contendo as ligagdes C-F, C-Cl, C-Br e C-I. J& os aldeidos M14 e
M15, apresentaram uma banda em 1683 cm™ caracteristica da deformacio axial de C=0 de
amidas. Enquanto os alcoois M05, M06 e MO7 apresentam uma banda forte em 1037 cm™
prépria da deformacdo axial da ligagdo C-O. O composto M13 apresenta uma banda em 786 cm™
que foi atribuida a deformacéo angular fora do plano da ligacdo C-H do grupo metoxila.

A Tabela 1 mostra as principais bandas de absorcéo e suas atribuicdes para os aldeidos e

alcoois derivados do nucleo 3,4-metilenodioxila.
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Tabela 1: Principais bandas de absorc¢ao dos espectros de IV dos aldeidos e alcodis sintetizados (v em™).

5

0
2 2 7
03 1 H 03 1 oH
8< 7 8<
04 6 X 074 6 X
5 e

v C-Hmetilenodioxi v C=0 v C-0-C vC-0O v Outros (X)
MO1 2920 1683 1261 1037 -
MO02 2927 1683 1278 1031 1521 e 1338 ¢
MO03 2910 1652 1261 1035 3419 e 3315 °
MO04 2923 1674 1265 1029 3437
MO8 2902 1662 1261 1037 605
S M09 2922 1676 1265 1043 786"
E M10 2922 1674 1259 1037 669
< M11 2923 1674 1265 1037 2230 °
M12 2922 1676 1265 1031 1396°
M13 2922 1676 1265 1031 -
M14 2920 1652 1263 1029 3464, 3246 “e 1683 ©
M15 2900 1652 1224 1035 3446, 33252,1683 “e 1363°
. MO5 2906 - 1251 1037 32787, 1037'
S MO06 2904 - 1269 1043 31349 3384,3296%e 1037
< MO7 2908 - 1240 1037 32739, 1037 " e 543

aN-H, "Ar-C=N, ‘C=0migico, "N=0, *Ar-C-F, 'Ar-C-0, °H-O, "Ar-C-Cl, 'Ar-C-Br, 'Ar-C-1
5.2.2 RMN de 'H

Os aldeidos e alcodis sintetizados foram, também, caracterizados por RMN de *H. Os
principais deslocamentos quimicos sdo mostrados na Tabela 2.

Destacam-se 0s simpletos entre 6,36 e 5,80 ppm, com integracdo de dois hidrogénios,
atribuidos aos hidrogénios metilénicos do grupo 3,4-metilenodioxila, que aparecem como
caracteristica de todos os compostos derivados de tal nucleo. Para os aldeidos o hidrogénio
ligado a carbonila foi atribuido na fixa entre 9,57 e 10,20 ppm, ja os alcoois apresentaram um
hidrogénio hidroxilico entre 4,29 e 4,33 ppm e um simpleto com sinal de integracdo de dois
hidrogénios atribuidos aos hidrogénios metilénicos hidroxilicos 7. No aldeido MO01 e no &lcool
MO5 foi possivel observar a existéncia dos acoplamentos de hidrogénios orto J*
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respectivamente, com constantes de acoplamento de 7,9 Hz e 8,5 Hz entre os hidrogénios
arométicos Hs e He. E também, em acoplamentos meta de J* entre os hidrogénios aromaticos H. e
Hs com constantes de acoplamento de 1,5 Hz. Observa-se ainda a ocorréncia de outros sinais que
séo destacados na tabela 2 tais como: o simpleto de base larga de integracédo de dois hidrogénios
do aldeido M03 em 7,30 ppm atribuido aos hidrogénios aminicos H9; o simpleto agudo
caracteristico de uma troca rapida sem acoplamento em 10,19 ppm atribuido ao hidrogénio
hidroxilico de M04 ja que a presenga da carbonila em posi¢do orto permite a ocorréncia de uma
ligacdo hidrogénio intramolecular deslocando o sinal para o campo mais baixo onde o hidrogénio
se encontrara em um ambiente de menor densidade aletronica. O simpleto em 3,96 ppm, com
integracdo de trés hidrogénios do aldeido M13 foi atribuido aos hidrogénios metoxilicos;
enquanto o simpleto de base larga em 8,36 ppm do aldeido M14 foi atribuido ao hidrogénio
amidico H9 e o singleto em 4,21 ppm com sinal de integracdo de dois hidrogénios foi atribuido
aos hidrogénios metilénicos H10. O alcool MO05 apresenta um multipleto em 5,17 ppm que foi
atribuido aos hidrogénios metilénicos H7, que acoplam com os hidrogénios aroméaticos H2 e H6
e com o hidrogénio hidroxilico. J& sbl em 4,66 ppm do alcool M06 com integracdo de dois
hidrogénios foi atribuido aos hidrogénios aminicos, enquanto os simpletos em 4,29 e 4,32 ppm
respectivamento, dos alcodis M06 e MO07, com sinal de integracdo de dois hidrogénios foram

atribuidos aos hidrogénios metilénicos H7 dos alcoois.
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Tabela 2 — Principais deslocamentos quimicos de RMN de *H (DMSO-d®, ppm) dos aldeidos e alcodis

sintetizados.

(0]
2
03 1 H O
8< 7 8<
07y 6 X 0
5 e

2 7
4 6 X

5

Compostos CHO (aideidicoy ~ COH (nidroxiticoy ~ CH2 (metilenodioxila) Outros
MOL 9,80 (1H, s) - 6,17 (2H, 5) -
M02 10,07 (1H, s) - 6,36 (2H, s) -
M03 9,57 (1H,s) - 6,34 (2H, s) 7,30°
MO04 10,19 (1H, s) - 6,23 (2H, s) 11,03°
M08 9,92 (1H,s) - 6,14 (2H, s) -
é M09 10,16 (1H, s) - 6,21 (2H, 5) -
3 M10 10,07 (IH,s) - 6,23 (2H, s) -
VI 10,03 (1H, s) - 6,20 (2H, ) -
M12 9,20 (1H,s) - 5,99 (2H, s) -
M13 10,21 (1H,s) - 6,25 (2H , 5) 4,05°
M14 9,74 (1H, s) - 6,11 (2H, s) 8,36%4,21"
M15 9,80 (1H,s) - 6,19 (2H, s) 11,47 e 11,17
LLE - 4,42 (1H,s) 5,98 (2H, 5) 517°
2 Mos - 4,93 (1H,3) 5,80 (2H, s) 466 ¢4,29°¢
< Mo7 - 5,35 (1H,sbl) 6,03 (2H, s) 4,33°

ashl, 2H, H9; °sbl, 1H, H9; °m, 2H, H7; %sbl, 2H, H10; ®s, 2H, H7; T OCHs, s, 3H, H9; ®NH, shl, 1H, HO;
"CH,,s,2H, H10;'d, 1H, H9

5.2.3 RMN de ®C

Os 4lcoois e aldeidos obtidos foram caracterizados por RMN de **C, com DEPT 135° ou

DEPT Q. O efeito dos substituintes no anel aromatico pode ser observado analisando-se a Tabela

3, que mostra os principais deslocamentos quimicos de carbono.
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Tabela 3: Principais deslocamentos quimicos de RMN de **C (DMSO-ds, ppm) dos aldeidos e alcodis
sintetizados.

Compostos C5 C6 C7 C8 Outros
MO1 129,03 106,68 191,37 102,81
MO02 105,43 146,14 188,60 104,49
MO03 95,63 111,11 190,97 101,75
MO04 98,44 160,27 190,45 102,67
M08 119,98 93,36 194,51 102,31

S M09 107,17 126,88 188,42 103,81

£ M0 11376 121,22 19049 103,81

< M11 111,45 110,75 190,98 101,62
M12 95,05 154,03 191,06 101,17
M13 93,39 156,03 190,06 101,21 32,56 °
M14 101,39 118,70 192,70 101,39 165,89 "¢ 43,10°
M15 89,03 137,76 191,06 102,50 156,84 ¢ 119,88 ¢

_ MO5s 10865 12020 6335 101,12

g Mo6 97,20 138,75 61,18 102,26

<< MO7 118,08 84,90 67,63 102,00

"OCHs, " C=0 amidico, * CI-CH, e ' CF

Os deslocamentos quimicos dos carbonos aromaticos variaram de acordo com a natureza
do grupo substituinte no anel, onde as maiores diferencas foram observadas para os carbonos C5
e C6. Assim, partindo-se dos derivados ndo substituidos no C6, o aldeido MO1 e alcool MO05
apresentaram deslocamentos quimicos de 106,68 e 120,20 ppm, respectivamente, observou-se
carbonos com alta densidade eletrdnica, como por exemplo, os C6 dos aldeidos M02, M04, M12
e M14 e outros carbonos com baixa densidade eletrénica como é o caso do C6 do alcool e do
aldeido M0O7 e M08. Neste sentido os carbonos C5 foram tambem assinalados considerando 0s
mesmos efeitos, pois apresentam em seus deslocamentos quimicos importantes variaces

dependendo do grupo ligado ao C6. Observa-se carbonos com maior densidade eletrénica, como
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nos aldeidos M03, M04, M12 e M13, além do alcool M06, que apresentam grupos ativates
ligados ao C6.

Observando a Tabela 3 é possivel perceber que houve pouca diferenca no deslocamento
quimico dos C7 e C8 com a mudanca do substituinte em C6. Os deslocamentos quimicos destes
carbonos variaram na faixa entre 194,51 e 188,42 ppm para o C7 aldeidico e entre 104,49 e
101,17 ppm para o C8 metilenodioxilico. O composto M13 apresenta um carbono metilico
metoxilico com deslocamento compativel em 32,56 ppm, enquanto os compostos M14 e M15
apresentam um carbono com deslocamento 165,89 e 156,94 ppm compativeis com um carbono
carbonilico amidico. O aldeido M14 apresenta ainda um carbono metilénico em 43,10 ppm que
foi atribuido ao carbono C10 ligado a cloro. Através dos espectros de DEPT 135° e DEPT Q foi
possivel identificar os carbonos metinicos, metilénicos e quartenarios. Por exemplo, o caso de
MO04 onde a analise do espectro de DEPT 135° corrobora as atribuicBes consignadas aos
carbonos metinicos e metilénico, enquanto os sinais de deslocamentos 160,27; 154,83; 141,72 e
de 115,75 ppm desaparecem, evidenciado carbonos quaternérios, e e o sinal em 102,64 ppm
aparece para cima, carbono metilénico, ao contrario dos demais sinais em 190,45; 106,35 e 98,19
ppm; atribuidos aos carbonos metinicos. O que confirma a obtencdo do 6-hidroxipiperonal ja que
os dados dos deslocamentos sdo compativeis com os dados encontrados na literatura citada.

Assim, todos os sinais foram atribuidos e comprovam a obtencdo das estruturas de

aldeidos e alcodis propostas.

5.3 Sintese da tiossemicarbazonas

A sintese das tiossemicarbazonas foi realizada a partir da condensacgdo entre quantidades
equimolares do aldeido previamente sintetizado e a tiossemicarbazida, utilizando como solvente
etanol e quantidades cataliticas de &cido sulfurico, a temperatura de 60 °C. Todos 0s compostos
foram analisados por cromatografia em camada fina para verificar a pureza dos mesmos, e
caracterizados através de ponto de fusdo, andlise dos espectros de Infravermelho e também
através da analise dos espectros de RMN de 'H e de *C DEPTQ ou DEPT 135°. Todas as
tiossemicarbazonas foram obtidas em rendimentos satisfatorios, na faixa de 85-98%, apés
purificacdo por recristalizacdo em metanol, Tabela 4.

O mecanismo de reacdo para a obtencdo das tiossemicarbazonas é semelhante ao de
formac&o de iminas. Inicia-se com a protonacdo do oxigénio da carbonila do aldeido para formar
0 intermediario ion oxo6nio, seguida de ataque nucleofilico do nitrogénio N-1 da

tiossemicarbazida para formar o intermediario hemiaminal protonado. Este perde uma molécula
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de 4gua, dando origem a tiossemicarbazona (TENORIO et al., 2005) . A Figura 55 mostra o

mecanismo sugerido em detalhes.

Etapa 1l
:0: +6/H
H,SO, -
2P + HSO;
R R
2 R R,
Etapa 2
5 I \ H
R2
o N_ _NH, o I
Nl — NH
2 p— R 2 —
R S R Yt I
H H IS
HSON
H
H
L ReoH e H0
:0% H,SO,4 -
LA 22 U )
g N R I —~——
R |
H S H S
HSQN
R, T
N. NH
R/KN/ Y 2+ H,S0,
S

Figura 55: Mecanismo proposto para a sintese das tiossemicarbazonas.

Tabela 4: Pontos de fusdo e rendimentos obtidos para as tiossemicarbazonas derivadas do ndcleo 6-X-

metilenodioxila e flUor-substituidas.

Composto 6-X Rendimento % PF (°C)
M16 H 97,9 189
M17 NO; 95,7 255
M18 NH; 92,8 251
M19 F 95,2 245
M20 Cl 98,2 248
M21 Br 96,5 252
M22 I 98,5 253
M23 CN 93,4 250
M24 OH 93,0 242
M25 OCHjs 91,0 261
M26 NHCOCH,CI 95,3 287
M27 NHCOCF; 94,0 267
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M28 2’-fluorbenzaldeidotiossemicarbazona 96,0 193

M29 2’,3’-difluorbenzaldeidotiossemicarbazona 94,0 210
M30 2°,5’-difluorbenzaldeidotiossemicrbazona 92,0 222
M31 2°,6’-difluorbenzaldeidotiossemicarbazona 92,7 209
M32 3’,4’-difluorbenzaldeidotiossemicarbazona 95,1 198
M33 3’,5’-difluorbenzaldeidotiossemicarbazona 91,6 205
M34 27,3’ 4’-trifluorbenzaldeidotiossemicarbazona 96,2 216
M35 2,356 -tetrafluorbenzaldeidotiossemicarbazona 93,2 227
M36 2°,3°,4°,5,6’-pentafluorbenzaldeidotiossemicarbazona 94,6 245

A sintese das tiossemicarbazonas, teoricamente, poderia levar aos estereoisomeros Z e E.
Tal assunto vem sendo, exaustivamente, estudado. (ANTONINI et al., 1977; TEMPERINI et al.,
1995 e HARAGUCHI, 2008). Entende-se que a reacdo de obtencdo de tiossemicarbazonas
partindo se de aldeidos volumosos, conduz de forma estereoespecifica ao isdmero E. Haraguchi,
2008, Observa no mapa de cortorno oriundo do experimento de NOESY, a interacdo do
hidrogénio iminico com os hidrogénios aromaticos vizinhos a cadeia tiocarbazénica, o que assim
define a estereoquimica E sobre a ligacdo iminica das benzotiossemicarbazonas derivadas do

acido caurénico ora estudadas.

5.4 Andlise Espectroscépica

5.4.1 Infravermelho
Os principais sinais nos espectros de infravermelho das tiossemicarbazonas sintetizadas

mostraram-se muito similares, dentro da mesma classe. Nos espectros de IV de todos os
compostos obtidos, os sinais na regido de 3477-3221 cm™ foram atribuidos as freqiiéncias de
deformacdo axial simétrica e assimétrica de N-H referente ao grupo NH,. J& as bandas de
absorcéo na regido de 3190-3116 cm™ foram atribuidas & vibragdo de estiramento de ligacdo N-H
do grupo NH hidrazinico. Os sinais observados para todos 0s compostos na regido de 1541 a
1500 cm™ foram atribuidos a frequéncia de deformacdo axial de C=N, também caracteristicos
para as tiossemicarbazonas.

No caso das tiossemicarbazonas, a auséncia do sinal de S-H na regi&o de 2500-2600 cm™,
e a presenca do sinal da tiocarbonila (C=S), observado na faixa entre 1043 e 1103 cm™,
indicaram a predominancia da forma tiona nestes compostos (TENORIO et al., 2005).

As tiossemicarbazonas derivadas do nucleo 3,4-metilenodioxila e benzofluoradas

apresentaram sinais caracteristicos de grupos substituintes, como mostra a Tabela 5.
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Tabela 5: Principais bandas de absor¢do do espectro de 1V de tiossemicarbazonas derivadas do nucleo
3,4-metilenodioxila e dos fluorbenzaldeidos (cm™).

S ey L
07y X o X=H, F
Tiossemicar-
bazonas N-H (aminicos e hidrazinicoy ~ C=N C=S C-0-C Outros
M16 3473, 3323 e 3134 1541 1082 1253
M17 3417, 3234 e 3155 1541 1099 1267 1519e1325"
M18 3402, 3275 e 3167 1541 1076 1259 935
@ M19 3417, 3228 e 3145 1535 1097 1240 1325°
E M20 3473, 3361 e 3190 1512 1089 1245 1089 "
-_é M21 3415, 3249 e 3151 1535 1093 1245 568 °
g M22 3420, 3250 e 3150 1537 1097 1240 561 ¢
E‘ M23 3477, 3332 e 3143 1539 1089 1240 2230 ¢
g‘?,- M24 3446, 3330 e 3134 1541 1064 1269 2947
M25 3446, 3359 e 3174 1506 1082 1238 29299
M26 3408, 3321 e 3165 1541 1099 1238 667
M27 3435, 3288 e 3165 1521 1078 1244 12842
M28 3433, 3253 ¢ 3151 1521 1085 - 1286 °
M29 3433, 3253 e 3151 1519 1053 - 1288 ¢
M30 3427, 3255 e 3155 1521 1082 - 12722
_c;é M31 3422, 3244 e 3145 1541 1072 - 1290 ¢
g M32 3421, 3390 e 3159 1508 1093 1280 °
% M33 3446, 3238 e 3159 1508 1097 1315°
c% M34 3408, 3255 e 3163 1506 1070 - 13112
M35 3410, 3238 e 3140 1523 1076 - 1296 °
M36 3417, 3244 e 3140 1517 1072 1292 2
M37 3417, 3244 e 3116 1500 1039 11162

*Ar-C-F, Ar-C-Br, “Ar-C-Cl, °Ar-C-1, *Ar-C=N, '0-H, %C-H alifatico, "NO, i sim, "Ar-C-N.
Observando a Tabela 5 ¢é possivel notar que, em todos os casos, o sinal respectivo ao grupo

substituinte da tiossemicarbazona apareceu em regido bem proxima ao sinal do grupo
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substituinte da semicarbazona de estrutura analoga. Por exemplo, os sinais referentes ao grupo
nitro. Tais sinais na tiossemicarbazona 34 apareceram em 1340 cm™ (deformacéo axial de N=0)
e 877 cm™ (deformacéo axial de Ar-C-N), e na semicarbazona analoga, 42, apareceram 1348 e
869 cm™. Os sinais respectivos aos demais grupos substituintes mostrados na Tabela 4 sdo

referentes a vibragdes de deformacao axial simétrica e/ou assimétrica.

5.4.2 RMN de 'H

As tiossemicarbazonas obtidas foram caracterizadas por RMN de *H. As substancias da
classe das tiossemicarbazonas derivadas do nucleo 3,4-metilenodioxila apresentaram alguns
deslocamentos quimicos bem comuns aos das tiossemicarbazonas benzofluoradas. Os principais

deslocamentos quimicos sdo mostrados na Tabela 6.

Tabela 6: Principais deslocamentos quimicos de RMN de *H (DMSO-ds, ppm) das tiossemicarbazonas
derivadas do nucleo 3,4-metilenodioxila e benzofluoradas.

o s Ei
4
X8
Tiossemicarbazonas CH=N (H7) NH (Hy) NH2 (diasteroisoméricos) Ha ¢ Hs
M16 7,97 (1H, s) 11,34 (1H, s) 8,13 e 8,05 (1H cada, s)
M17 8,46 (1H, s) 11,65 (1H, s) 8,24 e 8,22 (1H cada, s)
M18 8,06 (1H, s) 10,94 (1H, s) 7,96 e 7,72 (1H cada, s)
@ M19 8,02 (1H, s) 11,50 (1H, s) 8,09 e 7,36 (1H cada, s)
E M20 8,37 (1H, s) 11,51 (1H, s) 8,23 e 8,19 (1H cada, s)
;é’ M21 8,34 (1H, s) 11,53 (1H, s) 8,21 e 8,18 (1H cada, s)
IS5 M22 8,25 (1H, s) 11,56 (1H, s) 8,19 e 8,15 (1H cada, s)
é M23 8,35 (1H, s) 11,45 (1H, s) 8,21 e 8,17 (1H cada, s)
i— M24 9,84 (1H, s) 11,25 (1H, s) 7,98 e 7,95 (1H cada, s)
M25 8,22 (1H, s) 11,45 (1H, s) 8,05 e 7,98 (1H cada, s)
M26 8,12 (1H, s) 10,60 (1H, s) 7,99 e 7,72 (1H cada, s)
M27 8,06 (1H, s) 10,95 (1H, s) 7,84 € 6,93 (1H cada, s)
N o9 8 M28 8,29 (1H, s) 11,58 (1H, s) 8,31 e 8,10 (1H cada, s)
RS f‘é M29 8,26 (1H, s) 11,66 (1H, s) 8,38 e 8,15 (1H cada, s)
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M30 8,21 (1H, s) 11,64 (1H, s) 8,36 € 8,31 (1H cada, s)
M31 8,21 (1H, 1) 11,69 (1H, s) 8,43 e 7,36 (1H cada, s)
M32 7,99 (1H, s) 11,53 (1H, s) 8,27 € 8,21 (1H cada, s)
M33 7,99 (1H, s) 11,63 (1H, s) 8,33 € 8,28 (1H cada, s)
M34 8,18 (1H, s) 11,64 (1H, s) 8,36 € 8,10 (1H cada, s)
M35 8,16 (1H, s) 11,83 (1H, s) 8,54 e 7,42 (1H cada, s)
M36 8,12 (1H, s) 11,79 (1H, s) 8,52 e 7,43 (1H cada, s)
M37 8,16 (1H, s) 11,67 (1H, s) 8,34 e 8,36 (1H cada, s)

Observando a Tabela 6 € possivel perceber uma pequena diferenca entre
tiossemicarbazonas derivadas do ndcleo 3,4-metilenodioxila e benzofluoradas no que diz
respeito aos deslocamentos quimicos de hidrogénios ligados aos nitrogénios. Em ambos 0s casos
séo observados dois simpletos indicando a diferenca de natureza desses hidrogénios para o grupo

NH,. Tais diferencas podem ser explicadas em termos das estruturas de ressonancia destas

classes, mostradas na Figura 56.

Figura 56 — Estruturas de ressondncia para a tiossemicarbazonas.

As tiossemicarbazonas apresentam carater parcial de ligacdo dupla no grupo C-NH; com
a consequente restricdo na rotacdo, tornando os hidrogénios diastereotopicos. A estrutura 46 é
favorecida (Figura 57). Entretanto, a estrutura 47 das tiossemicarbazonas é mais estavel visto a
polarizabilidade do enxofre, o que permite uma melhor estabilizacdo da carga negativa. O efeito
retirador de elétrons do nitrogénio é acentuado pelo surgimento da carga positiva, fazendo com
que os hidrogénios fiquem mais desblindados. Além disso, um hidrogénio ficara mais
desblindado devido a formagdo de ligagdo de hidrogénio intramolecular com o nitrogénio do
grupo azometino, como mostra a estrutura 48, tornando-o diastereisomérico em relacdo ao outro

hidrogénio aminico, Figura 57.
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Figura 57 — Ligacédo hidrogénio aminico (diastereisomerismo).

Nas tiossemicarbazonas com fldor substituinte na posicdo seis observa-se uma intensa
diferenca entre os sinais relativos aos hidrogénios diastereotopicos H4 e H5, enquanto nas
tiossemicarbazonas ndo substituidas, M16 ou naquelas substituidas por grupos que ndo possuem
a capacidade de formar ligagcdes hidrogénio, por exemplo: M17, M20 e M21 a diferenca se
encontra na casa dos 0,04 ppm; naquelas onde encontramos o flGor na posi¢édo seis observa-se a
diferenca de 0,73 ppm para M19, 1,07 ppm para M31, 1,12 ppm para M35 e 1,09 para M36; isto
pode ser explicado pela intensa ligacdo hidrogénio formada com o dtomo de flUor, 0 que propicia
a formagdo de um pseudo-anel de nove membros e torna os hidrogénios diastereotdpicos
aminicos de N4 muito diferentes em seu ambiente quimico, Figura 58. As atribui¢bes dos
hidrogénios diastereotépicos Hs e Hs foram conformadas através de experimentos de RMN *H de
troca com D0, nos quais, observou-se o desaparecimento dos sinais atribuidos aos hidrogénios
aminicos Hy e Hs e também do hidrogénio iminico H, conforme pode ser visualizado nos
espectros 8.147, 8.148, 8.149 e 8.150.

Figura 58 — Ligacao hidrogénio em TSC fluoradas na posicéo 6.

O aparecimento do simpleto referente ao hidrogénio hidrazinico das tiossemicarbazonas
em campo baixo, foi observado na regido entre 11,79 e 10,60 ppm. Na estrutura de ressonancia
50, mostrada na Figura 59, o surgimento da carga positiva no nitrogénio aumenta o seu efeito
retirador por efeito indutivo, tornando o hidrogénio mais desblindado. A estrutura 50, assim

como a 47, é mais estavel nas tiossemicarbazonas.
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Figura 59 — Estruturas de ressonancia de TSC desblindagem do hidrogénio iminico.

observado na regido entre 6,95 e 8,30 ppm nas tiossemicarbazonas.

Assim, o0 deslocamento quimico do hidrogénio do grupo azometino (CH=N), foi

Os hidrogénios aromaticos dos compostos derivados do nucleo 3,4-metilenodioxila e dos

compostos benzofluorados foram atribuidos na regido entre 6,75 e 8,23 ppm, sendo afetados pelo

efeito do(s) substituinte(s) no anel, conforme o esperado.

5.4.3 RMN de ®C

As tiossemicarbazonas sintetizadas foram caracterizadas, também, por RMN de “*C

utilizando experimentos de DEPT 135° ou DEPT Q. O efeito dos substituintes no anel aromético

pode ser observado analisando-se as Tabelas 7 e 8, que mostram todos os deslocamentos

quimicos dos carbonos obtidos para as tiossemicarbazonas.

Tabela 7: Deslocamentos quimicos de RMN de **C (DMSO-ds, ppm) das tiossemicarbazonas derivadas
do nucleo 3,4-metilenodioxila.

i
2' 7
. 1' S NH
03 N/';\n?’/ . 2
8'< 1 S
4 6" X
5

TSC cr C-3 C-1’ C-2 Cs’ Ce’ C®’ Outros
M16 142,76 178,33 129,35 108,83 105,86 124,46 101,90

% M17 143,37 178,77 137,87 106,31 105,14 126,14 104,09

X Mi18 147,70 176,70 107,02 109,96 96,45 138,54 101,11

E M19 14229 177,71 12221 116,33 97,10 160,05 102,10

o

E M20 138,72 178,38 126,90 109,92 106,28 125,73 102,88

gr M21 141,20 178,47 127,22 112,75 106,92 116,11 102,85

d M22 14576 178,31 130,10 107,18 90,70 118,56 102,62
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M23
M24
M25
M26
M27

144,54
139,91
141,20
148,89
147,53

178,89
177,73
177,51
178,06
178,29

131,85
113,28
119,09
125,77
128,90

111,45 114,55
104,95 98,04
110,21 92,87
113,06 91,60
109,96 96,43

108,54
153,22
151,78
132,76
138,52

101,62
101,65
102,85
102,54
101,11

116,12C9* ®

55,89 CO°
165,89 C9’ e 43,10 C10
156,94 m e 107,90 **

2CN; "OCHg; °CHg; “OCH,; * d 160,05, 156,53; ** q 107,90-107,01-105,35 e 102,64.

Tabela 8: Deslocamentos quimicos de RMN de *C (DMSO-ds, ppm) das tiossemicarbazonas
benzofluoradas.

TSC C3 cr ce’ Outros

M28 178,71 135,24e160,05 132,17 ¢ 132,08 d 162,53 ¢ 160,05 d C2’

M29 178,78 133,98 125,31 125,20 151,54 € 151,42 ; 149,10 e 148,98 dd C2’

M30 178,85 133,88 118,12 € 117,79 d 160,20 e 157,84 d C2’
o M31 178,76 133,18 162,07 e 159,54 d* 132,06 t C4’
§ M32 178,71 140,21 125,63 151,55 e 149,53; 149,23 ¢ 149,11 dd C3’
% M33 178,89 139,85 110,72  110,52; ** 164,37 e 161,93; 164,23 e 161,80 dd ***
% M34 178,76 133,19 121,80 152,61 ¢ 151,17 d C4’

M35 178,94 131,52 147,34 e 147,10 % 107,56 t C4°

M36 178,98 130,80 146,31e142,33d" 146,31 e 142,33 d* e 139,81 e 136,55 ***

M37 178,80 140,78 128,31 e 128,30d** 129,66 C4’

"C2’ e C6’; ** 110,65 ¢ 110,46 dd C2° e C6°; ¥*¥* C37 ¢ C57; “ ¢ 144,91 ¢ 144,62 dd C2° e C4’.

Os deslocamentos quimicos dos carbonos aromaticos variaram de acordo com a natureza

do grupo substituinte no anel. O C1’ foi assinalado entre 125,6 e 141,8 ppm, sendo os valores

mais baixos para as moléculas com grupos doadores de elétrons e, os mais altos para as

moléculas com grupos retiradores de elétrons. Os maiores deslocamentos quimicos do C1’° foram

observados para 0s compostos contendo os grupos NO; e CN, visto que o forte efeito retirador

destes grupos promove a deslocalizacdo dos elétrons m por ressonancia, fazendo com que o C1’

(que esta em posicao para a estes grupos) ficasse deficiente em elétrons.
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5.5 Sintese dos Carbimidotioatos

Os carbimidotioatos foram sintetizados a partir das tiossemicarbazonas previamente

obtidas. Desta forma, atraves de uma reagdo entre algumas das tiossemicarbazonas e iodeto de

metila e brometo de alila, seis carbimidotioatos foram sintetizados. A proposta mecanistica

envolveu a reacao de substituicdo nucleofilica entre um nucleofilo, neste caso o enxofre tionilico

ou 0 nitrogénio aminico e o grupo alquila ou alila. O enxofre tionilico € um melhor nucleofilo e

de acordo com as condicOes a reacdo ocorre via substituicdo nucleofilica bimolecular (SN,).

Neste caso, foi estudado o melhor solvente aprotico que conseguisse solubilizar os reagentes,

sendo a acetona e o tolueno foram os escolhidos. Assim, as reacdes foram realizadas conforme o

mecanismo proposto, apresentado na Figura 60. A Tabela 9 mostra os pontos de fuséo e

rendimentos obtidos.

o T LA
N N N
o NN N~ ~H N~ “H
N H Acetona > +
< \ﬂ/ + |‘_\CH3 r isl/ | 1/
4 < R

Figura 60 — Proposta mecanistica para a reacdo entre a tiossemicarbazona e iodeto de metila.

Tabela 9: Pontos de fusdo e rendimentos obtidos para os carbimidotioatos derivados do nucleo
metilenodioxila M38 - M43

3,4-

Composto 6X S N4 Rendimento (%) PF (°C)
M38 H Metil HeH 84,0 193
M39 I Metil HeH 89,0 259
M40 H Alil HeH 82,2 186
M41 Br Alil HeH 84,1 258
M42 Cl Metil Metil e H 90,3 261
M43 Br Metil Metil e H 87,3 259
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5.6 - Analise Espectroscopica

5.6.1 Infravermelho

A analise espectrocopica de infravermelho dos compostos carbimidotioatos revela as
bandas atribuidas ao hidrogénio aminico N4 entre 3494 e 3250 cm™ enquanto a ligagdo do
hidrogénio hidrazinico N2 a banda aparece na faixa entre 3145 a 3084 cm™. Ainda como
caracteristicas as bandas entre 1500 a 1506 cm™ atribuidas a frequéncia de deformacéo axial da
ligacdo C=N. J4 as bandas entre 1265 e 1244 cm™ correspondem a caracteristica do nucleo 3,4-
metilenodioxilico sendo atribuida a deformacéo axial assimétrica do sistema C-O-C. Enquanto o
aparecimento de uma banda média entre 665 e 669 cm™ foi atribuida a deformacdo axial da

ligagéo C-S.

Tabela 10 - Principais bandas de absorcéo do espectro de 1V dos carbimidotioatsos derivadas do nucleo
3,4-metilenodioxila (cm™) (Inéditos).

X =H, Cl, Br, I; Ry= CHz o, CHCHCH, e R,= H ou CHj

Compos N-H C=N C-0-C S-C Outros
M38  3494e 3116 1500 1265 665 2908 e 1454 °

é M39 3419e 3145 1506 1244 667 3022 e 14712 570°
o

B M40  3271e3084 1500 1263 676 1456

E M4l 3250e3145 1506 1251 669 3022 e 1475 %592
.'c% M42 3143 1506 1251 669 3016 e 14752, 796 °
© M43 3153 1506 1245 668 3016 e 1473%,592 ¢

%y deformag@es axial e angular CH; °v Ar-I, °v Ar-Br, % Ar-Cl.

5.6.2 RMN 'H

A Tabela 10 apresenta os principais deslocamentos quimicos e constantes de acoplamento
dos hidrogénios dos carbimidotioatos sintetizados. A caracteristica dos compostos derivados do
nucleo 3,4-metilenodioxilico foi revelada através dos sinais na faixa entre 6,20 e 6,15 ppm,
atribuidos aos hidrogénios metilénicos H8, do grupo metilenodioxila. Os simpletos de base
alargada, que apareceram entre 9,78 e 9,48 ppm, foram atribuidos ao hidrogénio hidrazinico de
H2. J& o hidrogénio aminico H4 apareceu no espectro como um simpleto de base alargada entre

3,39 e 3,48 ppm. O deslocamento quimico do hidrogénio do grupo azometino (CH=N), foi
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observado na regido entre 8,66 e 8,26 ppm, enquanto os hidrogénios aromaticos apresentaram
deslocamentos quimicos entre 8.00 e 7,04 ppm. Pode-se observar as constantes de acoplamento
entre os hidrogénios arométicos dos carbimidotioatos M38 e M40 com J* correspondente ao
acoplamento orto, entre H6’ ¢ H5’, calculado em 7,5 Hz. Ja os carbimidotioatos M38, M39,
M42 e M43, apresentaram um simpleto entre 2,76 e 2,74 ppm, equivalente a trés hidrogénios
que foi atribuido aos hidrogénios metilicos H5. Os compostos M42 e M43 apresentaram, ainda,
um simpleto em 2,10 ppm, com integracdo de trés hidrogénios, que foi atribuido aos hidrogénios
metilicos H4. Os hidrogénios alilicos dos carbimidotioatos M40 e M41 foram caracterizados
atraves de seus deslocamentos quimicos e de suas constantes de acoplamento. Assim, M40
apresentou um multipleto em 5,91 ppm que foi atribuido ao hidrogénio H7 que acoplou com os
hidrogénios alilicos H8 e com os hidrogénios metilénicos H6. O mesmo foi observado com M41,
que apresentou o multipleto em 5,92 ppm, enquanto o dupleto em 5,42 ppm atribuido ao H9 que
acoplou com o hidrogénio H7 em trans com J°= 17 Hz. O mesmo ocorreu com o hidrogénio H9
do composto M41, que também acoplou em trans com H7 com J°= 17 Hz. J4 o dupleto em 5,26
ppm foi atribuido a0 H8 que apresentou um J*= 10 Hz, compativel com um acoplamento em cis
com H7. O mesmo valor de J° = 10 Hz apareceu no dupleto em 5,27 ppm do carbimidotioato
M41, que também corresponde a um acoplamento cis, que foi atribuido ao ao hidrogénio H8 que
acopla desta forma com o hidrogénio H7. Os dupletos em 4,10 e 4,07 com integral equivalente a
dois hidrogénios foram atribuidos aos hidrogénios metilénicos de M40 e M41, respectivamente.
A constante de acoplamento J* = 7 Hz foi compativel com o acoplamento entre os hidrogénios
H6 e H7.
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Tabela 11 - Principais deslocamentos quimicos de RMN de *H (DMSO-ds, ppm) dos carbimidotioatos
derivadas do nlcleo 3,4-metilenodioxila (Inéditos).

X =H, Cl, Br, I; R;= CHz,, CHCHCH, e Ry= H ou CHj

Comp N-H (H2) N-H (H7°)  CH2 (metilenod) Outros
M38 9,57 (1H,sbl) 8,26 (1H,s) 6,15 (2H,s) 3,48 (sbl, 1H, H4): 2,76 (s,3H,H5)
M39 9,60 (1H,sbl) 8,54 (1H,s) 6,18 (2H,s) 3,39 (shl, 1H,H4); 2,76 (s,3H, H5)
5,91 (m,1H, H7); 5,42 (d, PPuer7 =
17 Hz, H9); 5,26 (d, J*ug.n7 = 10
Hz, H8); 4,10 (d, Phe.7 = 7 Hz,
H6) e 3,42 (sbl, 1H, H4).

5,92 (m, 1H, H7); 5,42 (d, Phg.n7 =
17 Hz, H8; 5,27 (d, 1H Phg.7 = 10
Hz, H8); 4,07 (d, 2H Puenr=7
Hz, H6) 3,43 (sbl, 1H, H4).
M42 9,63 (1H,sbl) 8,65 (1H,s) 6,20 (2H,s) 2,76 (s, 3H, H5); 2,10 (s, 3H, H4)
M43 948 (1H,sbl) 8,61 (1H,s) 6,20 (2H,s) 2,74 (s, 3H, H5); 2,10 (s, 3H, H4)

M40 9,74 (1H,sbl) 8,36 (1H,s) 6,14 (2H, s)

Carbimidotioatos

M4l 9,78 (IH, sbl) 8,66 (1H,s) 6,20 (2H, s)

5.6.3 RMN *C e ou DEPT Q

Os principais deslocamentos quimicos dos carbonos dos carbimidotioatos sintetizados sdo
apresentados na Tabela 11. Destaca-se o0s deslocamentos quimicos do carbono C3 que foram
assinalados na faixa entre 166,73 e 166,11 ppm, e confirmaram a ocorréncia da reacdo com a
formacdo da dupla ligacéo entre o carbono C3 e o nitrogénio N4. J4 nas tiossemicarbazonas o
sinal atribuido aos carbonos tionilicos foram encontrados entre 178,98 e 177,51 ppm. O sinal
caracterisitco do nucleo 3,4-metilenodioxila C8” foi observado entre 103,44 ¢ 102, 37 ppm. Nos
carbimidotioatos M38 e M39, os sinais em 14,04 e 13,89 ppm, respectivamente, foram
atribuidos aos carbonos metilicos C5 que sdo mais blindados que os hidrogénios metilicos
ligados ao nitrogénio N4 que apresentaram absor¢des em 31,21 ppm nos carbimidotioatos M42 e
M43. Os carbonos metilénicos, C6, dos carbimidotioatos M40 e M4l apresentaram
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deslocamentos quimicos de 34,17 e 34,04 ppm, respectivamente, enquanto os carbonos alilicos
C7 e C8 foram atribuidos, respectivamente, em 132,18; 120,44 ppm e 132,13; 120,49 ppm.

Tabela 12- Deslocamentos quimicos de RMN de C ou DEPT Q (DMSO-ds, ppm) das
tiossemicarbazonas derivadas do ndcleo metilenodioxila (Inéditos).

) R
N_ 3 N” °

N~ z\f 4
S

\
Ry

X =H, Cl, Br, I; R;=CHj,, CHCHCH, e R,= H ou CHs

Comp. ° (bpmy
C3 C5’ ce’ c7 C®’ C6 C7 C8 C5
M38 166,11 106,37 126,54 151,77 102,37 - - - 14,04
% M39 166,41 118,97 93,552 155,07 103,13 - - - 13,89
% M40 163,23 107,26 120,49 151,09 102,38 34,17 132,18 120,44 -
E M41 163,73 113,20 118,32 151,09 103,40 34,04 132,13 120,49
g M42 166,52 106,62 124,04 148,07 103,44 13,88 *
M43 166,34 113,16 118,04 150,43 103,35 13,81 *

*M42 e M43 C4 31,21

5.7 Sintese de Benzotriazocinicos

A sintese dos derivados benzotriazocinicos foi realizada a partir da reacdo do 6-
cloroacetilaminopiperonal com as respectivas fenil-hidrazinas, 4-metéxi M44 e 2-nitro M45
substituidas. A proposta mecanistica sugere, inicialmente, a protonacao do oxigénio aldeidico do
6-cloroacetilaminopiperonal que é realizada com acido cloridrico adicionado ao meio reacional
em quatidade sufuiente apenas para a protonacdo desejada e insuficiente para protonar o
oxigénio ou o nitrogénio amidico, isto é, o pH do meio reacional ndo deve ser inferior a 6,0.0
carbocétion aldeidico entdo formado é atacado pelo nitrogénio N1 da fenilhidrazina aconseguente
liberagdo de uma molécula de agua leva a formacdo da fenilhidrazona correspondente. Numa
segunda etata o nitrogénio N2 da fenilhidrazona efetuara um ataque intramolecular ao carbono
metilénico ciclizando a estrutura formando um anel de oito membros. Simultanemente, o cloreto

atacara o hidrogénio aminico formando uma molécula de &cido cloridrico que € liberada no meio
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reacinal. O derivado benzotrizocinico é formado. O mecanismo proposto é apresentado na Figura
61.

_Hgo ( N —
-Hcl
Cl) = R=2NO,e 4 OMe
N—<

Figura 61 — Proposta mecanistica para a sintese dos derivados benzotriazocinicos.

A Tabela 13 mostra os rendimentos e pontos de fusdo obtidos para os derivados
benzotriazocinicos M44 e M45.
Tabela 13: Pontos de fusdo e rendimentos obtidos para os benzotriazocinicos M44 e M45

Rend PF
(%) Q)
8-(4-metoxifenil)-7,8-diidro[1,3]dioxo[4,5-i]benzotriazocin-6-(5H)ona M44 81,4 286

8-(2-nitrofenil)-7,8-diidro[1,3]dioxo[4,5-i]benzotriazocin-6-(5H)ona M45 66,0 298

Composto

5.8 Analise espectroscopica dos benzotriazocinicos sintetizados

5.8.1 RMN 'H

A anélise dos espectros de RMN 'H dos derivados benzotriazocinicos possibilitou a
caracterizacdo dos derivados benzotriazocinicos obtidos. A Tabela 11 mostra os deslocamentos
quimicos. Os espectros de RMN de *H revelam um simpleto de base alargada em 10,88 e 10,23
ppm, respectivamente, para 0s compostos M45 e M44, que foram atribuidos aos hidrogénios
amidicos. Os hidrogénios do grupo azometino apareceram como simpletos em 7,94 e 7,85 ppm;
também respectivamente, para 0s compostos M45 e M44. O sinal de maior importancia pode ser

considerado o simpleto com integracdo equivalente a dois hidrogénios em 3,90 ppm para o

118



benzotriazocinico M44 e de deslocamento quimico 3,71 ppm para o composto 8-(2-nitrofenil)-
7,8-dihidro[1,3]dioxo[4,5-i]benzotriazocin-6-(5H)ona (M45), que foram atribuidos aos
hidrogénios metilénicos H3 que por seus deslocamentos revelam a ciclizagdo, em comparacao
com o composto M14, pois os mesmos hidrogénios ciclizados foram atribuidos em 4,47 ppm, o
que condiz com a desblindagem desses hidrogénios provocada pela ligacdo com o atomo de
cloro, o que ndo ocorre nos benzotriazocinicos. A identidade do nucleo 3,4-metilenodioxila foi
confirmada pelos simpletos com integracdo equivalente a dois hidrogénios em deslocamentos
quimicos de 6,19 e 6,10 ppm, respectivamente, para 0s compostos M44 e M45, que foram
atribuidos aos hidrogénios metilénicos H8. O benzotrizocinico derivado da 4-metoxi-fenil-
hidrazina apresentou um simpleto com integracdo de trés hidrogénios em 3,82 ppm, que foram

atribuidos aos hidrogénios metilicos H7’” do grupo metoxila.

Tabela 14 - Deslocamentos quimicos de RMN de *H (DMSO-ds, ppm) dos benzotriazocinicos derivados
do nacleo metilenodioxila (Inéditos)

" 5“
8' 2" g
soniadll|Fes i
H O

e
Composto N-H (H1) N-HH7)  CH2 (metilenod) Outros
© M44 10,23 (1H,sbl) 7,85(1H,s) 6,19 (2H,s) 3,41 (s, 2H, H3); 3,82 (s, 3H, H7”’)
E M45 10,88 (1H,sbl) 7,94 (1H,s) 6,10 (2H, s) 3,71 (s, 2H, H3)

5.8.2 RMN DEPT Q

Os derivados benzotriazocinicos, tanto o 8-(4-metoxifenil)-7,8-dihidro[1,3]dioxo[4,5-
i]benzotriazocin-6-(5H)ona M44 quanto o  8-(2-nitrofenil)-7,8-dihidro[1,3]dioxo[4,5-
i]benzotriazocin-6-(5H)ona M45, apresentaram sinais do espectro de DEPT Q compativeis com
as estruturas propostas. Os carbonos carbonilicos amidicos foram atribuidos em 165,15 e 165,91
ppm, respectivamente, para M44 e M45. O carbono do grupo azometino foi assinalado em
139,97 e 138,13 ppm, respectivamente. O carbono metilénico C3 apresentou absor¢do em 52,15
e 53,53 ppm, respectivamente, para M44 e M45, o que também mostra-se como caracteristica da
ciclizacdo ja que o carbono metilénico equivalente do composto M14 foi atribuido em 43,70
ppm. A caracteristica do nucleo 3,4-metilenodioxila foi observada em C8’ com deslocamento

quimico de 101,72 e 102,29 ppm, respectivamente para 0os compostos M44 e M45. O 8-(4-
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metoxifenil)-7,8-dihidro[1,3]dioxo[4,5-i]benzotriazocin-6-(5H)ona (M44), apresentou sinas
duplicados em 115,42 ppm atribuidos aos carbonos aromaticos C3’” ¢ C5’’ e em 114,71 ppm,
que foram atribuidos aos carbonos aromaticos C2’’ e C6’’ e, ainda, apresentou um sinal em
52,17 ppm, atribuido ao carbono metoxilico C7°’. Os principais deslocamentos quimicos dos
carbonos podem ser visualizados na Tabela 12. Ressalta-se que as atrubui¢des foram realizadas
com espectros de experimentos de DEPT Q que permitiu a diferenciacdo entre carbonos

quaternarios e metilénicos de carbonos metilicos e metinicos.

Tabela 15 - Deslocamentos quimicos de RMN de *C ou DEPT Q (DMSO-ds, ppm) dos
benzotriazocinicos derivados do nlicleo metilenodioxila.

Composto  C9 g cr C¥’ Outros
M44 165,15 139,97 101,72 55,69 C3;52,15C7’; 114,71 *, 115,42 ** ¢ 148,06 ***
53,52 C3; 149,27 C4°; 148,27 C3’; 146,65 C2°’; 145,63
M45 16591 138,13 102,29 C1°’; 130,88 C5°’;121,92 C17;118,75 C4’; 113,35 C3’;
106,14 C21; 105,93 C6°’; 105,88 C5°.

(2C, €27 e C6”°); ** (2C, €37 e C57); *** (1C, C4”")

5.9 Modelagem Molecular

A Modelagem Molecular é uma importante ferramenta para a pré-selecdo de compostos
para um determinado objetivo. Neste trabalho, o uso desta ferramenta serviu, inicialmente, para a
pré-determinacdo de capacidades de densidade eletrdnica sobre os atomos passiveis de atuarem
como doadores de elétrons em uma complexacdo (X, S e N), assim, como revelar algumas

caracteristicas quimicas das tiossemicarbazonas a serem sintetizadas.
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Figura 62 — Estrutura da tiossemicarbazona com a ligacao hidrogénio entre H4 e N1.

Observa-se que as ligagdes N-C-N apresentam um comprimento de ligacdo muito
proximo ao observado para as duplas ligagdes (C=C, 1,201-1,246 A) enquanto na ligagdo C-S
(1,685 A) ocorre o inverso, indicando que o 4&tomo de enxofre apresenta caracteristica de ligacio
simples (Tabela 19). O carater parcialmente, duplo da ligacdo C-N pode ser claramente
observado através dos espectros de RMN 'H, uma vez que os hidrogénios aminicos de N4
aparecem como sinais distintos, de base larga, geralmente entre 8,00-8,30 ppm, porém
dependendo dos ligantes podem absorver entre 7,30-8,50 ppm. Isto ocorre devido ao
estabelecimento de uma ligacdo hidrogénio entre o nitrogénio iminico N1 e um dos hidrogénios
aminicos de N4. Tal fato também é corroborado pela restricdo de rotacdo da ligagdo C-N devido
ao caréater de dupla ligacdo envolvido na ligacdo mencionada. No caso em tela observamos dois
singletos de base larga entre 7,50 e 8,50 ppm sendo que para a hidrogénio H4 temos um
deslocamento maior, isto se explica devido a formacdo da ligacdo hidrogénio que diminui a
densidade eletrénica ao redor do hidrogénio H4 levando-o a absover em frequéncias mais altas
(Figura 62).

Os experimentos de modelagem foram realizados com um conjunto de seis
tiossemicarbazonas derivadas do nucleo 3,4-metilenodioxila substituidas na posigdo seis.
Utilizou-se um computador Pentium IV 2.4 Gb 333 MHz e 40 Gb/RAM, enquanto o programa
escolhido foi o SPARTAN PRO e o0 método semi-empirico.

As tiossemicarbazonas sdo produtos de reagdes conjugadas de adicdo e eliminagdo de
compostos carbonilados com a tiossemicarbazida correspondente. A reacdo leva a formacéo de
uma dupla ligacdo entre o carbono originalmente carbonilico e o nitrogénio 1 da
tiossemicarbazida; desta forma pode-se ter a produgdo de estereoisdmeros E e Z. A maior
estabilidade termodinadmica das tiossemicarbazonas E pode ser comprovada atraves dos dados de
AH; dispostos na tabela 1, esse fato corrobora dados experimentais obtidos por Temperine e
colaboradores (1995), que mostraram a predominancia da forma E da 2-formil-piridina

tiossemicarbazona em DMSO e em meio aquoso. Assim, como regra geral, segundo Costa e
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colaboradores, 2003, tem-se que tiossemicarbazonas derivadas de aldeidos tendem a formar
preferencialmente, o estereoisdbmero E, termodinamicamente mais estavel, ja tiossemicarbazonas
derivadas de cetonas assimétricas a proporcdo entre os isdbmeros E e Z dependerd dos
substituintes ligados a carbonila. A Tabela 16 mostra os resultados dos calculos semi-empiricos

realizados com as tiossemicarbazonas.

Tabela 16: Comparacgdo entre as Energias minimas, Entalpias de formacdo e Energias de HOMO dos
esterioisdmeros E e Z das tiossemicarbazonas ensaiadas (Semi-empirico AM-1).

Isbmeros E E Min AHs E HOMO Isémeros Z E Min AHs E HOMO
(Kcal/mol)  (Kcal/mo) (ev) (Kcal/mol) (Kcal/mol) (ev)
H -3.6989 22.067 -8.7499 H 18.2334 28.361 -8.4630
NO," 1.1319 30.266 -8.9341 NO, 9.5467 27.577 -8.9707
NH, 6.7029 21.648 -8.4272 NH, 25.8399 25.591 -8.3803
OH -8.6840 -20.253 -8.7965 OH 3.0550 -23.943  -8.6655
Br- -6.7983 29.556 -8.8862 Br 10.2333 29.515 -8.7682
CN -6.7777 55.475 -8.8924 CN 14.8129 62.775 -8.5736

Observagdo: Nos calculos dos estereoisdmeros E os derivados nitro e bromo e do estereoisomero Z do
derivado nitro os angulos da ligagdo entre C; do anel benzénico e C; foram modificados,
automaticamente, pelo programa objetivando um minimo de energia conformacional dentro da
configuragdo requerida.

Considerando o exposto acima, as tiossemicarbazonas avaliadas neste trabalho tiveram
suas energias minimas calculadas a partir de configuracGes iniciais dos estereoisdbmeros E. A
analise das propriedades eletrénicas pode ser realizada tanto pela observacao visual dos orbitais
moleculares de fronteira, quanto, pelos valores de densidade eletrénica de HOMO e carga de
potencial eletrostatico de atomos escolhidos.

A teoria dos orbitais moleculares de fronteira um bom nucleéfilo tem alta energia
HOMO, enquanto um nucleofilo ruim apresenta baixa energia HOMO, ja um bom eletréfilo tem
baixa energia LUMO enquanto um eletrofilo ruim de alta energia LUMO, (VASCONCELLOS
& LIMA JUNIOR, 2009). Logo, uma analise sobre a reatividade e a regiosseletividade pode
também ser feita observando as maiores ou menores concentraces de elétrons nos atomos de
HOMO. Figuras de 63 a 68.
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Figura 63 — Representagdo do potencial eletrostatico (esq) e do HOMO (dir) do estereoisdmero E (anti) em relacéo
a N-S da tiossemicarbazona ndo substituida na posicdo seis do nucleo 3,4-metilenodioxila.

.......

Figura 64 — Representacdo do potencial eletrostatico (esq) e do HOMO (dir) do estereoisdmero E (anti) em relagao
a N-S da 6-nitro-tiossemicarbazona derivada.

Figura 65 — Representagdo do potencial eletrostatico (esq) e do HOMO (dir) do estereoisdbmero E (anti) em relacao
a N-S da 6-amino-tiossemicarbazona derivada.

Figura 66 — Representagdo do potencial eletrostatico (esq) e do HOMO (dir) do estereoisdmero E (anti) em relagdo
a N-S da 6-hidroxi-tiossemicarbazona derivada.

Figura 67 — Representacdo do potencial eletrostatico (esq) e do HOMO (dir) do esterecisdbmero E (anti) em relacéo
a N-S da 6-bromo-tiossemicarbazona derivada.
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Figura 68 — Representagdo do potencial eletrostatico (esq) e de HOMO (dir) estereoisdmero E (anti) em relagédo a
N-S da 6-ciano-tiossemicarbazida derivada.

De outra forma, procurou-se avaliar a disponibilidade eletrénica dos orbitais ligantes, nos
atomos de uma mesma molécula. Assim, as maiores densidades de carga representardo as
melhores regiosseletividades obtidas para as tiossemicarbazonas ensaiadas. Logo, procurou-se
avaliar as propriedades eletrbnicas dessas tiossemicarbazonas através na andlise dos seguintes
parametros: cargas atémicas derivadas do potencial eletrostatico e densidade eletrénica do
HOMO dos atomos reconhecidamente envolvidos nos processos de interacbes (Tabela 17). De
forma geral, as densidades de HOMO de N, sé@o maiores de que as densidades de HOMO de N,
isto reflete a possibilidade de ressonancia do sistema N, — S com a deslocalizacdo dos elétrons
enguanto o atomo N ndo participa deste sistema ressonante, logo possuindo um maior potencial
eletrostatico (Tabela 17).

Tabela 17. Energias minimas e entalpia de formacgdo (Kcal/mol), energias de HOMO (ev), cargas de
potencial eletrostatico e densidade eletronicas de HOMO dos esterioisbmeros E das tiossemicarbazonas
ensaiadas, respectivamente, substituidas na posicéo seis do anel derivado do 3,4-metilenodioxibenzaldeido
pelos grupos nitro, amino, hidroxi, bromo e ciano. (Semi-empirico AM-1).

Com E Min AH; E HOMO Cargas Densidade Eletronica
posto (Kcal/mol)  (Kcal/mol) (ev) Potencial Eletrostatico HOMO

N N, S N; N, S
H -3.6989 22.067 -8.7499 -0.3752 -0.0017 -0,5037 0.100 0.328 0.549

NO, 1.1319 30.266 -8.9341 -0.2767 -0.0593 -0.4912 0.025 0.056 1.830

NH; 6.7029 21.648 -8.4272 -0.3120 -0.2491 -0.5396 0.076 0108 0.114

OH -8.6840 -20.253 - 8.7965 -0.3001 -0.2523 -0.5193 0.093 0217  0.406
Br -6.7983 29.556 - 8.8862 -0.3411 -0.0674 -0.5031 0.026 0.060 1.831
CN -6.7777 55.475 - 8.8924 -0.2759 -0.0143 -0.4917 0.026  0.052  1.850

Observagdo: Os dados relacionados acima referem-se aos estereoisbmeros E das tiossemicarbazonas ensaiadas na
conformacgdo mais estavel, anti em relacdo aos atomos de N; e S; Os derivados nitro e bromo tiveram os angulos da
ligacdo entre C; do anel benzénico e C; modificados automaticamente pelo programa.

A andlise dos efeitos eletrénicos descrita acima levou em consideracdo uma inicial

analise estereoquimica que se concentrou sobre dois aspectos; a) a maior estabilidade entre os
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estereoisdmeros E e Z embora ja seja de conhecimento que genericamente, os estereoisdbmeros E
sdo mais estaveis, isto foi determinado observando-se as energias minimas e as entalpias de
formacéo (Tabela 18) e desta forma, concluiu-se que os estereoisomeros E, para 0s compostos
ensaiados sdo mais estaveis. b) a uma analise de conférmeros, que se restringiu a observacao de
estados limites entre os conférmeros sin e anti em relacdo as posi¢cdes de N; e S com giro de
aproximadamente 180,00° na ligagdo N, — C, (Tabela 18) e observou-se entdo que os
conférmeros anti apresentam os menores valores tanto do minimo de energia quanto de entalpia

de formacao.

Tabela 18. Energias minimas e entalpia de formacdo (Kcal/mol), energias de HOMO (ev) e angulos
diedros entre N; N, C, S dos esterioisbmeros E (anti) e (sin) e ainda Energias minimas e entalpia de
formacdo (Kcal/mol) dos estereoisbmeros Z das tiossemicarbazonas ensaiadas, respectivamente,
substituidas na posicgao seis do anel derivado do 3,4-metilenodioxibenzaldeido pelos grupos nitro, amino,
hidroxi, bromo e ciano. (Semi-empirico AM-1).

Estereoisémeros E (anti) Estereoisomeros E (sin) Estereoisbmeros Z

6_X E Min AHg E HOMO Angulo (°) E Min AHg¢ E HOMO Angulo (°) E Min AHg¢
(Kcallol) (Kcal/mol) (ev) Ni-N-C,-S  (Kcal/mol) (Kcal/mol) (ev) N;-N-Cp-S  (Kcal/mol) (Kcal

H -3.6989 22.067 - 8.7499 -179,41  8.2106 31.647 -8.5082 1.21 18.2334  28.361
NO, 1.1319 30.266 -8.9341 -179,93 11.2209 39131 -8.6340 -0.21 9.5467 27.577
NH; 6.7029 21.648 - 8.4272 -173,38  16.9658 29.509 -8.0562 -2.48 25.8399 25.591
OH -8.6840 -20.253 - 8.7965 172,42 1.3350 -11.793 -8.5522 1.10 3.0550 23.943
Br -6.7983 29.556 - 8.8862 176,68 11.0527 39.369 -8.5450 -2.49 10.2333 29.515
CN -6.7777 55.475 - 8.8924 179,99 9.1094 67.320 -8.5704 -10.13 14.8129 62.775

A partir dos resultados para os diversos derivados pode-se observar quando se compara as
cargas de potencial eletrostatico dos atomos Ni, N, e S entre grupos substituintes
reconhecidamente ativantes “NH; e OH” com grupos desativantes “NO,, CN e Br”, que o N3 é 0
atomo que apresenta maior potencial eletrostatico quando comparado a N, com grandes
diferencas quando o grupo ligado na posicdo seis é desativante; enquanto essa diferenca diminui
quando o grupo ligado é ativante; independente da situacdo, embora também apresente
influéncia, o atomo de enxofre apresentara as maiores densidades eletronicas de HOMO e de
potencial eletrostatico, sendo o sitio reacional preferencial.

Quanto a andlise estrutural, observa-se que as tiossemicarbazonas ndo substituidas
apresentam estrutura aproximadamente planar com o atomo de enxofre em posi¢do anti em

relacdo ao atomo de nitrogénio N; da funcdo imina. Fatores eletrénicos e estéricos contribuem
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para esse arranjo estrutural, porém, possivelmente o fator mais importante € que o atomo de
enxofre em posigdo anti possibilita a ocorréncia de ligagdo hidrogénio intra-molecular entre 0 N
e um dos hidrogénios terminais do grupamento amino (CASAS et al, 2000). No caso especifico
das tiossemicarbazonas ensaiadas observa-se uma estrutura, praticamente planar para a
tiossemicarbazona nédo substituida derivada do nucleo 3,4-metilenodioxila, enquanto as demais
tiossemicarbazonas substituidas apresentam um angulo diedro entre os anéis derivados do ndcleo
metilenodioxila e o restante da estrutura com maior ou menor tor¢do dependendo do substituinte
(Tabela 19).

Os hidrogénios aminicos terminais sdo diasteroisoméricos quando ocorre a possibilidade
de formacdo de ligagdo hidrogénio e neste caso, tal evento pode ser facilmente comprovado
através de dados de RMN de H* (JOUAD et al, 2001). Dentre as tiossemicarbazonas estudadas o
evento mais significativo ocorre com a hidroxi-tiossemicarbazona onde diferentemente de outras
tiossemicarbazonas, observa-se uma liga¢do hidrogénio entre o hidrogénio da hidroxila e o
nitrogénio N; com distancia de 1,807 A (Tabela 19).

Outra importante analise esta relacionada a possibilidade de deslocalizacao eletrénica, e
neste caso a coplanaridade do nucleo é de fundamental importancia. Assim, no caso, da
tiossemicarbazida como no caso da 3,4-metilenodioxitiossemicarbazona onde existe essa
coplanaridade pode-se observar que as ligagcdes do sistema C-N-N-C-S apresentam um valor
intermediario entre os valores observados de simples ligacbes e duplas ligacBes, o que
juntamente com a favoravel localizacdo dos orbitais justifica a deslocalizacdo eletrénica. Pode-se
observar também que, a medida que aumenta o angulo de tor¢cdo do anel derivado do aldeido em
relacdo a tiossemicarbazida a possibilidade da ligacdo hidrogénio entre o hidrogénio aminico
terminal e o nitrogénio iminico diminui. No caso do substituinte hidroxi e do amino a
proximidade maior acontece entre o hidrogénio da hidroxila e o atomo de nitrogénio, e na outra
molécula entre 0 atomo de hidrogénio aminico ligado ao anel benzénico e o nitrogénio iminico
do que entre o hidrogénio aminico terminal, diferentemente do que acontece quando existe uma
planaridade molecular. Dados de distancias internucleares estdo relacionados na Tabela 19.

A distor¢do do derivado bromado, possivelmente devido as repulsdes eletrénicas, leva a
um aumento da distancia na ligagdo N1 — Hs_ A diminuicdo da ligagdo C,— S; expressa um carater
mais proximo de uma dupla ligacdo do que os demais derivados e isto pode ser explicado como
consequéncia da distor¢do do angulo diedro entre Cs—C3-C;- N; 0 que provoca o desalinhamento

dos orbitais impedindo a ressonancia.
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Tabela 19 — Energias minimas (Kcal/mol), distancias internucleares entre atomos (A) e angulos diedros
(graus) dos estereoisdmeros E das tiossemicarbazonas ensaiadas na conformacao mais estavel (anti) entre
os atomos de N; e S.

6-X E minima Distancia Distancia  Distancia Distancia  Distancia Distancia Angulo D
(Kcal/mol)  C;-N; A Ni—N, A N,-C,A C,-NsA  C-S A N;— Hs A CsCs-Ci- Ny
H -3.6989 1.296 1.368 1.367 1.353  1.658 2.222 179,95°
NO, 1.1319 1.292 1.364 1.369 1.353 1.659 2.238 -179,39°
NH, 6.7029 1.298 1.366 1.367 1.355 1.658 2.261 178,25°
OH" -8.6840 1.298 1.366 1.366 1.354  1.659 2.303 -178,76°
Br -6.7983 1.307 1.330 1.415 1.395 1.623 2.607 132,03°
CN -6.7777 1.291 1.362 1.368 1.353 1.659 2.236 180,00°

(*) A distancia entre o hidrogénio da hidroxila e N, foi de 1.807 A;
(**) As distancias padréo, para a tiossemicarbazida, entre C sp Niminico, N iminico-N, N- C sp? C sp*- S e C sp*-
N sdo respectivamente de: 1,280 A; 1,449 A; 1,471 A; 1,583 Ae 1,471 A

A andlise dos dados relacionados nas Tabelas 16, 17, 18 e 19, além das observacdes
visuais das maiores ou menores “concentragdes eletronicas” nos atomos de HOMO e dos
potenciais eletrostaticos apresentados nas Figuras de 63 a 68, de algumas das tiossemicarbazonas
tratadas no presente trabalho, permite concluir que:

- Os grupos ligados na posicdo seis derivado do nucleo 3,4-metilenodioxila influenciam as
propriedades das tiossemicarbazonas, particularmente, sobre a densidade de HOMO e sobre o
potencial eletrostatico dos &tomos reconhecidamente envolvidos em interagcbes com outras
estruturas;

- As propriedades eletrdnicas sdo influenciadas pela estereoquimica dos derivados e que a
estereoquimica conformacional é influenciada pelos substituintes;

- Grupos ativantes NH, e OH aumentam a densidade eletronica de HOMO sobre o0 sobre o anel
benzénico e diminuem sobre o enxofre; enquanto grupos desativantes NO, , CN e Br aumentam
consideravelmente sobre o enxofre;

- As substituicdes mantém a menor intensidade de carga do potencial eletrostatico do nitrogénio
iminico sobre 0 N, porém a relagdo da carga de potencial eletrostatico de Ni/ N, aumenta
drasticamente de grupos desativantes para grupos ativantes;

- Os grupos substituintes, ativantes ou desativantes, diminuem as cargas potenciais e as
densidades eletronicas de HOMO sobre o atomo de nitrogénio iminico em relagdo a
tiossemicarbazona ndo substituida, sendo a contribuicdo dos desativantes maior que a dos
ativantes.

- As substituicBes, por grupos ativantes, priorizam a ligagdo através do atomo de enxofre

diminuindo a contribuicdo do &tomo de nitrogénio iminico em um possivel sistema bidentado.
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Assim, por todo o exposto conclui-se que 0s grupos substituintes alteram o perfil
eletronico das tiossemicarbazonas mudando os potenciais eletrostaticos e as densidades de
HOMO dos atomos envolvidos. Conclui-se também que a estereoquimica das substéncias € de

fundamental importancia para a analise das propriedades eletronicas dos compostos estudados.

5.10 - Avaliagdes Bioldgicas

5.10.1 - Avaliacéao das tiossemicarbazonas frente a T. cruzi

Inicialmente, trés tiossemicarbazonas derivadas do nucleo 3,4-metilenodioxila, M16
(ndo—substituida), M17 (nitro-substituida) e M25 (metoxi-substituida), foram submetidas a
ensaios in vitro para avaliacdo da atividade tripanomicida frente a T. cruzi na forma de
epimastigotas. A selecdo das tiossemicarbazonas ocorreu em funcdo da natureza dos
substituintes, ou seja, considerando os efeitos eletronicos dos substituintes de retirador e doador
de elétrons além do derivado ndo-substituido. Os ensaios foram conduzidos, em triplicata, na
presenca das tiossemicarbazonas na faixa de concentragédo de 100, 50, 25 e 12,5 uM por 24 h e, 0
controle positivo utilizado foi o benzonidazol. Dentre as tiossemicarbazonas ensaidas apenas a
ndo-substituida apresentou atividade significativa com ICso = 25 uM. A Figura 69 mostra o
grafico obtido para o percentual de inibicdo versus concentracdo bem como os controles, para a
tiossemicarbazona nao-substituida M16 frente a T. cruzi na forma evolutiva de epimastigota.
Aqui vale ressaltar o resultado desanimador referente a tiossemicarbazona nitro-substituida, ja
que 0 grupo nitro é reconhecido como grupo farmacoforico de presenca importante nos farmacos
antitripanossémicos (CARVALHO et al., 2007). Assim, de forma surpreendente o compsto M17
ndo apresentou atividade tripanocida. A propalada acdo oxidante do grupo nédo se fez manisfestar
e ainda sugere que a sua posicdo na molécula além de dificultar a acdo quelante das
tiossemicarbazonas impedindo espacialmente os 4tomos ligantes (nitrogénio e enxofre) ainda
contribui por ressonancia para diminuir a intensidade eletrénica sobre os atomos desses ligantes.

A Figura 69 mostra os resultados para a tiossemicarbazona ndo-substituida.
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O gréfico mostra os resultados para a tiossemicarbazona néo-
substituida derivada do piperonal.

Epimastigotas (x107)mL
oCaMNwWwhR OO N ®

Figura 69. Gréfico do nimero de epimastigotas de T. cruzi x concentracdo da M16 ap6s 24h de incubacéo.

ApoOs o resultado primissor para M16, 10 tiossemicarbazonas derivadas do nucleo 3,4-
metilenodioxila foram ensaiadas frente a T. cruzi na forma de epimastigotas. As concentractes
utilizadas forma de 100, 50, 25 e 12,5 UM em ensaios de 24 h. Dentre as 10 tiossemicarbazonas
ensaiadas 5 mostraram atividade tripanomicida abaixo de 100 uM, sendo que 3 delas com
valores de ICsp muito promissores, ou seja, a iodo-substituida (M22) 1Cso = 7,00 uM, a amino-
substituida M18 com ICso = 7,62 uM e a dicloroacetilamino-substituida M26 com ICsy = 9,00
puM. A Tabela 20 mostra os resultados obtidos.

Foram realizados, também, ensaios frente a macréfagos da linhagem celular J774-Al
para avaliacdo da citotoxicidade e céalculo do indice de seletividade em relacdo aos valores de
ICso obtidos na avaliagdo da atividade tripanomicida. Os resultados indicaram a
tiossemicarbazona iodo-substituida com melhor indice de seletividade e, portanto menor

citotoxicidade. A Tabela 20 mostra os resultados obtidos.
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Tabela 20. Resultados da avaliacdo tripanomicida frente a epimatigotas de T. cruzi e citotoxicidade frente
a linhagem celular J774-Al.

Citotoxicidade

Atividade tripanomicida

Concentracéo | Indice de
6-X ICs0 (uM) | % Inibig&o (M) Seletividade
Br ND 42,6 100 ND
Cl 12,8 34,9 100 0,34
OH 17 50,0 67 0,25
CN 2,3 50,0 84,5 0,027
H 17,3 0 100 0
F 10 0 100 0
NH, 12 50 7,62 1,57
I 279 50 7 39,85
NO, ND ND ND ND
NHCOCH,CI 57 50 9 6,33

ND: Nao determinada

5.10.2 - Avaliagéo das tiossemicarbazonas frente a L amazonensis

A atividade anti-leishmania, inicialmente, frente a promastigotas de L. amazonensis foi

avaliada para as 10 tiossemicarbazonas derivadas do nucleo 3,4-metilenodioxila em ensaios de

72 h na faixa de concentracdo de 25 a 200 uM.

Tabela 21 - Resultados da avaliagdo tripanomicida frente a promastigotas de L. amazonensis

TIOSEMICARBAZONAS (6-X) ICso (M)
NHCONH,CI 256,3
H 79,7
F 1973
NH, 1188
NO, 270,8
Br 202,3
Cl 2439
OH 53,03
CN 16,37
| 20,74
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Os resultados obtidos mostraram atividade anti-leishmania com valores de 50% de
inibicdo do crescimento dos parasitas para as tiossemicarbazonas iodo e ciano-substituidas em
concentragdes abaixo de 50 uM, destacando-se a tiossemicarbazona iodo-substituida que

apresentou ICsp na ordem de 20,74 uM, conforme Figura 70.
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Figura 70. Gréfico de viabilidade celular de promastigostas de L. amazonensis x concentragdo da tios-
semicarbazona iodo-substituida em pM.

Posteriormente, foram realizados ensaios com as tiossemicarbazonas que apresentaram
atividade leishmanicida significativa com 50% de inibicdo do crescimento parasitario abaixo de
50 uM, frente a macrofagos murinos infectados com amastigotas de L. amazonensis. Os
resultados obtidos se apresentaram muito promissores com valores de ICsp = 10,37 uM para a

tiossemicarbazona ciano-substituida e 1Csp = 9,45 uM para a iodo-substituida (Figura 71).
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Figura 71. Gréficos de indice de infeccdo x concentracdo em uM para M23 (tiossemicarbazona ciano
substituida) a esquerda e M22 (tiossemicarbazona iodo substituida) a direita, frente a macréfagos
infectados com amastigotas de L. amazonensis em ensaios de 72 h.

Os ensaios contendo macréfagos murinos infectados tratados com as tiossemicarbazonas
M22 e M23, bem como o controle negativo, apds 72 h de incubacdo foram microfotografados
indicando, conforme pode ser observado nas Figuras 72 e 73, que houve morte dos parasitas e,

que os macrdfagos ficaram viaveis.
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Figura 72: Fotomicrografia de macrofagos infectados e tratados com TSC iodo. Macréfagos peritoneais
murinos infectados com L. amazonensis e incubados com TSC iodo. Apds 72 horas, as 1aminas foram
coradas e os parasitos quantificados por microscopia optica.(A) Controle; (B) TSC iodo (12,5 uM); (C)
TSC iodo (25 uM); (D) TSC iodo (50 uM); (E) TSC iodo (100 uM); (F) Macréfagos nédo infectados.

Figura 73: Fotomicrografia de macréfagos infectados e tratados com TSC ciano. Macro6fagos peritoneais
murinos infectados com L. amazonensis e incubados com TSC ciano. Ap6s 72 horas, as laminas foram
coradas e 0s parasitos quantificados por microscopia Optica. (A) Controle; (B) TSC ciano (12,5 uM); (C)
TSC ciano (25 pM); (D) TSC ciano (50 uM); (E) TSC ciano (100 uM); (F) Macréfagos néo infectados.
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5.11 - Avaliacdo da Atividade Quelante das tiossemicarbazonas frente a Fe*? e Zn*?

O interesse em avaliar a atividade quelante frente ao Fe*? para as tiossemicarbazonas que
apresentaram atividade tripanomicida e leishmanicida, conforme relatado na Introducdo deste
trabalho, envolve a importancia de ions de ferro para os tripanossomatideos, pois 0s
tripanossomatideos apresentam grande necessidade desses ions para 0 seu metabolismo
(MALAFAIA, 2008). E, quanto & avaliacdo da atividade quelante frente ao Zn*?, de acordo,
também como descrito na Introducdo, nos tripanossomatideos a enzima superéxido dismutase
contém um atomo de ferro em seu sitio ativo, enquanto que no hospedeiro humano a enzima
contém em seu sitio ativo um atomo de zinco ou manganés sendo o atomo de ferro ausente em
células de eucariotos (Le TRANT et al., 1983).

Assim, a avaliagdo da atividade quelante frente ao ferro e ao zinco foi realizada
utlizando-se método espectrofotométrico na regido do UV-visivel, sendo calculado o percentual
do efeito quelante, bem como o nimero de cooordenacdo para as tiossemicarbazonas que
apresentaram acdo leishmanicida e tripanomicida relevante.

A habilidade das amostras formarem quelantes com os fons de Fe*? foi calculada usando

a equacdo 1 e expressa em porcentagem. (LIM et al., 2009)

EfEItO quelante (%) = '[1'(Aam05tra/Ac0ntro|e)] X 100% (1)

A estequiometria dos complexos das tiossemicarbazonas com fons de Fe*? e Zn*? foi
investigada através de uma metodologia simples visando confirmar o efeito quelante desses
ligantes organicos. Assim, utilizou-se o0 método de Mollard, onde se aplica a equacdo 2 que €
experimental (JUNIOR & CROUCH, 1998).

onde, I/m =razdo entre ligante e metal
C, = concentragéo do ligante
Cm = concentracdo do metal
A, = absorbancia do ligante
An = absorbancia do metal
As absorbancias foram medidas em espectrofotometro UV-Vis (Shimadzu Mini UV-Vis

1240) com as solugdes contidas em cubeta de quartzo (1,7 mL).
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Os resultados obtidos foram muito interessantes indicando o maior efeito quelante das
substancias ensaiadas para o Fe*? quando comparado ao Zn*? e, com maior intensidade para a
tiossemicarbazona iodo-substituida que foi a que apresentou melhor atividade leishmanicida e
tripanomicida. As Figuras 74-77 mostram 0s espectros para as tiossemicarbazonas na presenca e

auséncia do Fe™ e na presenca e auséncia de Zn*? indicando, através da diminuicdo da

intensidade das absor¢es, o efeito quelante.
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Figura 74. Estudo do efeito quelante da tiossemicarbazona iodo-substituida.
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Figura 75. Estudo do efeito quelante da tiossemicarbazona aminocloroacetil-substituida.
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Figura 76. Estudo do efeito quelante da tiossemicarbazona ndo-substituida.
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Figura 77. Estudo do efeito quelante da tiossemicarbazona amino-substituida.
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6. CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

Foram sintetizadas vinte e duas tiossemicarbazonas, sendo doze derivadas do nucleo 3,4-
metilenodioxila e dez benzofluoradas, destas, quinze sdo inéditas: M19, M20, M22, M23, M24,
M26, M27, M29, M30, M31, M32, M33, M34, M35 e M36. Foram sintetizados também, seis
carbimidotioatos, sendo que, para cinco ndo ha relatos na literatura, que sdo: M39, M40, M41,
M42, M43 e ainda foram sintetizados dois compostos benzotriazocinicos, também inéditos, o 8-
(4-metoxifenil)-7,8-dihidro-[1,3]dioxo-[4,5-i]benzotriazocin-6-(5H)ona (M44) e o 8-(2-
nitrofenil)-7,8-dihidro[1,3]dioxo[4,5-i]-benzotriazocin-6-(5H)ona  (M45). Os  compostos
sintetizados foram caracterizados por técnicas espectroscopicas e tiveram confirmadas as
estruturas propostas.

As propostas sintéticas foram planejadas objetivando alcancar altos rendimentos com
baixos custos. Desta forma, quando uma metodologia ndo se mostrava eficaz outras eram
colocadas em pratica. Assim, pode-se observar que as reagdes de Sandmayer, inicialmente
propostas, ndo apresentavam bons resultados para os derivados do nicleo 3,4-metilenodioxila,
fato este que conduziu a busca por métodos mais eficazes e desta maneira, pode-se atingir
maiores rendimentos com melhores graus de pureza para 0s compostos sintetizados. A reacdo de
cloracdo do piperonal com &cido tricloroisociandrico é relatada neste trabalho, de tese pela
primeira vez, pois ndo foi encontrado relato na literatura para esté reacdo. As reacdes de sintese
das tiossemicarbazonas apresentaram rendimentos entre 91,0% e 98,5%.

Assim, dez das tiossemicarbazonas foram ensaiadas e 5 mostraram atividade
tripanomicida abaixo de 100 uM, sendo que 3 delas com valores de 1Csy muito promissores, ou
seja, a iodo-substituida (M22) I1Csp = 7,00 uM, a amino-susbtituida M18 com I1C5, = 7,62 uM e a
dicloroacetilamino-substituida M26 com ICs; = 9,00 uM. Foram realizados ensaios frente a
macrofagos da linhagem celular J774-A1 para avaliacdo da citotoxicidade e célculo do indice de
seletividade em relacdo aos valores de ICs obtidos na avaliacdo da atividade tripanomicida. Os
resultados indicaram a tiossemicarbazona iodo-substituida com melhor indice de seletividade,
isto €, uma baixa citotoxicidade (279 ICsp uM) e elevada acdo tripanocida (7,0 uM), revelando-
se como bastante promissora para futuros ensaios in vivo.

A atividade antileishmania, inicialmente, frente a promastigotas de L. amazonensis foi
avaliada para as 10 tiossemicarbazonas derivadas do ndcleo 3,4-metilenodioxila em ensaios de
72 h na faixa de concentragdo de 25 a 200 uM. Os resultados obtidos mostraram atividade

antileishmania com valores de 50% de inibicdo do crescimento dos parasitas para as
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tiossemicarbazonas iodo, ciano e hidrdxi-substituidas em concentracdes abaixo de 50 uM,
destacndo-se a tiossemicarbazona iodo-substituida que apresentou I1Cso na ordem de 25 uM.

Ja os ensaios com as tiossemicarbazonas que apresentaram atividade leishmanicida
significativa com 50% de inibicdo do crescimento parasitario abaixo de 50 uM, frente a
macrofagos murinos infectados com amastigotas de L. amazonensis. Os resultados obtidos se
apresentaram muito promissores com valores de 1Cso = 10,37 uM para a tiossemicarbazona
ciano-substituida e 1Csp = 9,45 uM para a tiossemicarbazona iodo-substituida.

A tiossemicarbazona nitro-substituida, quando ensaiada frente a epimastigotas de T. cruzi
ndo apresentou um bom resultado, o que sugere que o substituinte nitro na posicao seis destes
compostos além de ndo dotar tais tiossemicarbazonas de propriedade tripanocida ainda dificulta
uma possivel acdo complexante, quer seja pelo impedimento estérico sobre os atomos de enxofre
e nitrogénio, quer seja pela diminuicdo do potencial eletrostatico sobre tais atomos.

Adicionalmente, foram modeladas algumas das tiossemicarbazonas sintetizadas com o
objetivo de fornecer elementos que pudessem subsidiar propostas sobre a capacidade desses
compostos de formar complexos com ions metalicos. Neste contexto ficou evidenciado que, 0s
grupos ligados na posicdo seis derivado do nucleo 3,4-metilenodioxila influenciam as
propriedades das tiossemicarbazonas, particularmente, sobre a densidade de HOMO e sobre o
potencial eletrostatico dos &tomos reconhecidamente envolvidos em interacbes com outras
estruturas; as propriedades eletronicas sdo influenciadas pela estereoquimica dos derivados e que
a estereoquimica conformacional é influenciada pelos substituintes; substituintes ativantes NH; e
OH aumentam a densidade eletrnica de HOMO sobre o sobre o anel benzénico e diminuem
sobre o enxofre; enquanto grupos desativantes NO, e CN aumentam consideravelmente, a
mesma propriedade sobre o &tomo de enxofre. As substituicBes, por grupos ativantes, priorizam
a ligacdo através do atomo de enxofre diminuindo a contribuicdo do atomo de nitrogénio iminico
em um possivel sistema bidentado.

A avaliacdo da atividade quelante frente aos fons Fe*? e Zn*™ e os resultados obtidos
foram muito interessantes indicando o maior efeito quelante das substéncias ensaiadas para o
Fe*? quando comparado ao Zn*? e, com maior intensidade para a tiossemicarbazona iodo-
substituida que foi a que apresentou melhor atividade leishmanicida e tripanomicida.

A alta seletividade apresentada pela 6-iodo-1,3-benzodioxol-5-carboxaldeidotiossemi-
carbazona sobre o fon Fe*?, comparado a mesma capacidade sobre o fon Zn*? sugere a
inviabilidade da metaloenzima superdxido dismutase dos parasitas através da privacdo de um

elemento vital para essa enzima.
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Tal fato reveste-se de importancia, pois nao especifica uma espécie ou mesmo um género
de parasitas, mas sim uma familia, a Trypanosomatidae. J& que a necessidade pelos ions ferrosos
é comum a familia, este enfoque, diferentemente do que vem sendo estudado até o presente
momento, apresenta-se como uma outra abordagem. Desta maneira, a quelacdo de fons Fe* é
entendida como um alvo genérico e indeterminado.

Estudos complementares devem ser realizados. H& a necessidade da avaliagdo da 6-iodo-
1,3-benzodioxol-5-carboxaldeidotiossemicarbazona sobre as formas amastigotas de T. cruzi,
além das avaliacgdes in vivo.

A modelagem molecular da enzima superéxido dismutase frente a 6-iodo-1,3-
benzodioxol-5-carboxaldeidotiossemicarbazona é interessante e pode revelar mais detalhes sobre
a forma de agir desse composto; possivelmente, esperasse que ndo ocorra a interagdo com a
enzima, ja que a proposta sugerida € a da privacao de ions ferroso para os parasitas. Isto podera
ser determinado através do calculo da constante de estabilidade dos complexos formados. Onde
esperasse que 0 Kest do complexo TSCI-Fe*? seja maior que a mesma constante encontrada para o
complexo Enzima-Fe*?,

Se a sugestdo do mecanismo de acdo for confirmada, acredita-se que o efeito sinérgico
entre varios farmacos com alvos diferentes que vao desde a privacdo de um elemento vital, até a

inibicdo de um sistema ou rota metabdlica, possa ser uma saida para esse enigma que se coloca.
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8. ANEXOS

8.1 Espectro de RMN de *H do 1,3-benzodioxol-5-carbaldeido M01, 500 MHz em DMSO
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8.2 Espectro de RMN de DEPT Q do 1,3-benzodioxol-5-carboxaldeido M01, 125 MHz em
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8.3 Espectro de 1V do 1,3-benzodioxol-5-carboxaldeido MO01
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8.4 Espectro de RMN de *H do 6-nitro-1,3-benzodioxol-5-carboxaldeido M02, 500 MHz
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8.5 Espectro de DEPT Q do 6-nitro-1,3-benzodioxol-5-carboxaldeido M02, 125 MHz em
DMSO
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8.6 Espectro de 1V do 6-nitro-1,3-benzodioxol-5-carboxaldeido M02
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8.7 Espectro de RMN de *H do 6-amino-1,3-benzodioxol-5-carboxaldeido M03, 500 MHz
em DMSO
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8.8 Espectro de DEPT Q do 6-amino-1,3-benzodioxol-5-carboxaldeido MO03, 125 MHz em
DMSO
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8.9 Espectro de 1V do 6-amino-1,3-benzodioxol-5-carboxaldeido M03

Arbitrary
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8.10 Espectro de RMN de *H do 6-hidroxi-1,3-benzodioxol-5-carboxaldeido M04, 500 MHz
em DMSO
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8.11 Espectro de DEPT Q do 6-hidroxi-1,3-benzodioxol-5-carboxaldeido M04, 125 MHz

em DMSO
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8.12 Espectro de 1V do 6-hidroxi-1,3-benzodioxol-5-carboxaldeido M04
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8.13 Espectro de RMN de H do piperonol M05, 400 MHz em DMSO
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8.14 Espectro de RMN de **C do piperonol MO05, 100 MHz em DMSO
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8.15 Espectro de RMN de DEPT 135° do piperonol M05, 100 MHz em DMSO
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8.17 Espectro de RMN de *H do 6-aminopiperonol M06, 400 MHz em DMSO
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8.19 Espectro de RMN de DEPT 135° do 6-aminopiperonol M06, 100 MHz em DMSO
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8.21 Espectro de RMN de *H do (6-iodo-1,3-benzodioxol-5-il)-metanol M07, 400 MHz em
DMSO

Intensity

=}
o

|

=
o

|
X

—7.03

J
J

—6.04

|
A\

—56.43

4.32

|
e

3.38

e

—2.51

\
(
[

10

65

6.0

55

Chenical Shi (ppm)

45

30

25

SRR R R S R R R R R R R R R R R R R R N R RN RERE

40

20

8.22 Espectro de de RMN de *C do 6-iodopiperonol M07, 100 MHz em DMSO
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8.23 Espectro de RMN de DEPT 135° do (6-iodo-1,3-benzodioxol-5-il)-metanol MO07, 100
MHz em DMSO
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8.24 Espectro de 1V do (6-iodo-1,3-benzodioxol-5-il)-metanol MO07
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8.25 Espectro de RMN de *H do 6-iodo-1,3-benzodioxol-5-carboxaldeido
em DMSO

M08, 400 MHz
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8.26 Espectro de DEPT Q do 6-iodo-1,3-benzodioxol-5-carboxaldeido M08, 100 MHz em

DMSO
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8.27 Espectro de IV do 6-iodo-1,3-benzodioxol-5-carboxaldeido M08
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8.28 Espectro de RMN de *H do 6-cloro-1,3-benzodioxol-5-carboxaldeido M09, 400 MHz
em DMSO
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8.29 Espectro de RMN de *C do 6-cloro-1,3-benzodioxol-5-carboxaldeido M09, 100 MHz
em DMSO
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8.30 Espectro de RMN de DEPT 135 do 6-cloro-1,3-benzodioxol-5-carbaldeido M09, 100
MHz em DMSO
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8.31 Espectro de IV do 6-cloro-1,3-benzodioxol-5-carboxaldeido M09
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8.32 Espectro de RMN de *H do 6-bromo-1,3-benzodioxol-5-carboxaldeido M10, 500 MHz

em DMSO
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8.33 Espectro de DEPT Q do 6-bromo-1,3-benzodioxol-5-carboxaldeido M10, 125 MHz em

DMSO
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8.34 Espectro de 1V do 6-bromo-1,3-benzodioxol-5-carboxaldeido M10
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8.35 Espectro de RMN de *H do 6-ciano-1,3-benzodioxol-5-carbaldeido M11, 400MHz em
CDCl;
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8.36 Espectro de DEPT Q do 6-ciano-1,3-benzodioxol-5-carboxaldeido M11, 100 MHz em
CDCl;
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8.37 Espectro de IV do 6-ciano-1,3-benzodioxol-5-carboxaldeido, M11

v‘y‘"ﬂﬁ‘m‘al (‘N:
fif ‘|<' | |
o Al \'N |
SH 3 1 ~H / ” ( | ’ |
X " | h f |\1 i
SH 4 6 ~CN ”" ‘ "H “ Hl‘,‘ *
i r\f }1 M il
_ /] LI
g | I’ } !’ A " /ﬂl
2 ,} l /n| |
5 | il i
g " WLl
J / | L l |J § (y I ‘
A T
M |
3800 3600 3400 3200 3000 2800 2600 2400 2200 2000 1800 1600 1400 1200
Wavenumber (cm-1)

1000

800

600

400

8.38 Espectro de RMN de *H do 6-fltior-1,3-benzodioxol-5-carboxialdeido, M12, 400 MHz

em DMSO
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8.39 Espectro de RMN de DEPT Q do 6-fldor-1,3-benzodioxol-5-carboxialdeido, M12, 400

MHz em DMSO
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8.40 Espectro de 1V do 6-fltor-1,3-benzodioxol-5-carboxialdeido, M12
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8.41 Espectro de RMN de *H do 6 metoxi-1,3-benzodioxol-5-carboxialdeido, M13, 500 MHz
em DMSO
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8.42 Espectro de DEPTQ do 6 metoxi-1,3-benzodioxol-5-carboxialdeido, M13, 125 MHz em
DMSO
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8.43 Espectro de IV do 6 metoxi-1,3-benzodioxol-5-carboxialdeido, M13
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8.44 Espectro de RMN de *H do 2-cloro-N-(6-formil-1,3-benzodioxol-5-il)-acetamida (PAL
NHCOCH,CI - M14), 400 MHZ em CDCl;
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8.45 Espectro de DEPT Q do 2-cloro-N-(6-formil-1,3-benzodioxol-5-il)-acetamida, M14, 100
MHz em CDCl;
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8.46 Espectro de 1V do 2-cloro-N-(6-formil-1,3-benzodioxol-5-il)-acetamida, M14
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8.47 Espectro de RMN de *H do 2,2,2-triflGor-N-(6-formil-1,3-benzodioxol-5-il)-acetamida,
M15, 400 MHz em CDCl;
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8.48 Espectro de DEPT Q do 2,2,2-trifldor-N-(6-formil-1,3-benzodioxol-5-il)-acetamida,
M15, 100 MHz, em CDCl;
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8.49 Espectro de 1V do 2,2,2-triflGor-N-(6-formil-1,3-benzodioxol-5-il)-acetamida, M15
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8.50 Espectro de RMN de *H do 1,3-benzodioxol-5-carboxaldeidotiossemicarbazona, 400
MHz em DMSO
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8.51 Espectro de RMN de **C do 1,3-benzodioxol-5-carboxaldeidotiossemicarbazona, 100
MHz em DMSO
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8.52 Espectro de RMN de DEPT 135° do 1,3-benzodioxol-5-carboxaldeidotiossemicarba-
zona, 100 MHz em DMSO
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8.53 Espectro de IV do 1,3-benzodioxol-5-carboxaldeidotiossemicarbazona
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8.54 Espectro de RMN de *H do 6-nitro-1,3-benzodioxol-5-carboxaldeidotiossemicar-
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8.55 Espectro de RMN de **C do 6-nitro-1,3-benzodioxol-5-carboxaldeidotiossemicarba-
zona, 100 MHz em DMSO
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8.56 Espectro de RMN de DEPT 135° do 6-nitro-1,3-benzodioxol-5-carboxaldeidotiossemi-
carbazona, 100 MHz em DMSO
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8.57 Espectro de IV do 6-nitro-1,3-benzodioxol-5-carboxaldeidotiossemicarbazona
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8.58 Espectro de RMN de H do 6-amino-1,3-benzodioxol-5-carboxaldeidotiossemicarba-
zona, 400 MHz em DMSO
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8.59 Espectro de RMN de *C do 6-amino-1,3-benzodioxol-5-carboxaldeidotiossemi-
carbazona, 100MHz em DMSO
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8.60 Espectro de RMN de DEPT 135° do 6—amino-1,3-benzodioxol-5-carboxaldeidotiosse-
micar-bazona, 100 MHz em DMSO
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8.61 Espectro de IV do 6-amino-1,3-benzodioxol-5-carboxaldeidotiossemicarbazona
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8.62 Espectro de RMN de *H do 6—flGior-1,3-benzodioxol-5-carboxaldeidotiossemicarba-

zona, 400 MHz em DMSO
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8.63 Espectro de RMN de **C do 6-fltior-1,3-benzodioxol-5-carbaldeidotiossemicarbazona,

100 MHz em DMSO
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8.64 Espectro de 1V do 6-fluor-1,3-benzodioxol-5-carboxaldeidotiossemicarbazona
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8.65 Espectro de RMN de *H do 6-cloro-1,3-benzodioxol-5-carboxaldeidotiossemicarba-

zona, 400 MHz em DMSO
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8.66 Espectro de DEPT Q do 6-cloro-1,3-benzodioxol-5-carboxaldeidotiossemicarbazona,

100 MHz em DMSO
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8.67 Espectro de IV do 6-cloro-1,3-benzodioxol-5-carboxaldeidotiossemicarbazona
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8.68 Espectro de RMN de *H do 6-bromo-1,3-benzodioxol-5-carboxaldeidotiossemicarba-
zona, 400 MHz em DMSO
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8.69 Espectro de RMN de *C do 6-bromo-1,3-benzodioxol-5-carboxaldeidotiossemicar-

bazona, 100 MHz em DMSO
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8.70 Espectro de RMN de DEPT135 do 6-bromo-1,3-benzodioxol-5-carboxaldeidotiosse-
micarbazona, 100 MHz em DMSO

Intensity

10]
051
u_m
05]
. i
3
(LTI T}

130

128

126

14 12
Chemical Shift (ppm)

120

118

116

114

SLCLLE

112

110

108

102.85

198



8.71 Espectro de IV do 6-bromo-1,3-benzodioxol-5-carboxaldeidotiossemicarbazona
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8.72 Espectro de RMN de *H do 6-iodo-1,3-benzodioxol-5-carboxaldeidotiossemicarbazona,

400 MHz em DMSO
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8.73 Espectro de DEPT Q do 6-iodo-1,3-benzodioxol-5-carboxaldeidotiossemicarbazona,

100 MHz em DMSO
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8.74 Espectro de 1V do 6-iodo-1,3-benzodioxol-5-carboxaldeidotiossemicarbazona
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8.75 Espectro de RMN de *H do 6-ciano-1,3-benzodioxol-5-carbaldeidotiossemicarbazona,
400 MHz em DMSO
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8.76 Espectro de DEPT Q do 6-ciano-1,3-benzodioxol-5-carboxaldeidotiossemicarbazona,
100 MHz em DMSO
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8.77 Espectro de IV do 6-ciano-1,3-benzodioxol-5-carboxaldeido-tiossemicarbazona
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8.78 Espectro de RMN de *H do 6-hidroxi-1,3-benzodioxol-5-carboxaldefdotiossemicar-
bazona, 400 MHz em DMSO
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8.79 Espectro de RMN de **C do 6-hidroxi-1,3-benzodioxol-5-carboxaldeidotiossemi-
carbazona, 100 MHz em DMSO
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8.80 Espectro de RMN de DEPT 135° do 6-hidroxi-1,3-benzodioxol-5-carboxaldeidotios--
semicar-bazona, 100 MHz em DMSO
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8.81 Espectro de IV do 6-hidroxi-1,3-benzodioxol-5-carboxaldeidotiossemicarbazona
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8.82 Espectro de RMN de *H do 6-metoxi-1,3-benzodioxol-5-carboxaldeidotiossemicar-

bazona, 400 MHz em DMSO
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8.83 Espectro de DEPT Q do 6-metoxi-1,3-benzodioxol-5-carboxaldeidotiossemicarbazona,

100 MHz em DMSO
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8.84 Espectro de IV do 6-metoxi-1,3-benzodioxol-5-carboxaldeidotiossemicarbazona

'1‘

Arbitrary

3359.89

.

?
=
S
—
-

3800 3600 3400

3200

= —3174.73
]

3000

26800

2600

2400

200 2000
Wavenumber (cm-1)

1800

1600

1400

1000

1200

800

600

205



8.85 Espectro de RMN de *H do 6-cloroaminoacetilpiperonaltiossemicarbazona, 400 MHz

em DMSO
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8.86 Espectro de DEPT Q do 6-cloroaminoacetilpiperonaltiossemicarbazona, 100 MHz em

DMSO
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8.87 Espectro de IV do 6-cloroaminoacetilpiperonaltiossemicarbazona

Arbitrary
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8.88 Espectro de RMN de *H do 6-trifluoraminocetilpiperonaltiossemicarbazona, 400 MHz

em DMSO
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8.89 Espectro de RMN de *C do 6-trifluoraminocetilpiperonaltiossemicarbazona, 100 MHz
em DMSO
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8.90 Espectro de RMN de DEPT 135° do 6-trifluoraminocetilpiperonaltiossemicarbazona,
100 MHz em DMSO

A%

0N

/
—102.64

05]

A A A P Yt

Intensity

] ®
5! . L
=] 8 5 o
] N 9
] | 32 g
4 o [=]
3 e )
b ~ A
(%)
L AL B S AL AR AR
145 10 13 130 15 120 115 10 105 100

Chemical Shift (ppm)

208



8.91 Espectro de IV do 6-trifluoraminocetilpiperonaltiossemicarbazona
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8.92 Espectro de RMN de *H do 2’-fluorbenzaldeidotiossemicarbazona, 400 MHz em
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8.93 Espectro de RMN de *C do 2’-fluorbenzaldeidotiossemicarbazona, 100 MHz em
DMSO
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8.94 Espectro de RMN de DEPT 135° do 2’-fluorbenzaldeidotiossemicarbazona, 100 MHz
em DMSO
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8.95 Espectro de IV do 2’-fluorbenzaldeidotiossemicarbazona
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8.96 Espectro de RMN de ‘H do 2°,3’-difluorbenzaldeidotiossemicarbazona, 400 MHz em
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8.97 Espectro de DEPT Q do 2°,3’-difluorbenzaldeidotiossemicarbazona, 100 MHz em
DMSO
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8.98 Espectro de IV do 2°,3’-difluorbenzaldeidotiossemicarbazona
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8.99 Espectro de RMN de *H do 2,5’-difluorbenzaldeidotiossemicarbazona, 400 MHz em

DMSO
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8.100 Espectro de DEPT Q do 2,5’-difluorbenzaldeidotiossemicarbazona, 100 MHz em
DMSO
N
o
o]
v
3 3 N 4
— ) H
YE Y+ H
E S 9 ~
E 32 93 g gr
EXTE foogz f2nn
CRet S A
g 1 MM MM AP SO
a 135 1180
4 8 ogNmak IO
5385 g Shaerea
o - rereeTCT
92:‘22 \ ceTrenET
3 N2 1 Sy
qionibnbiblody e il
176 168 160 136 128 120 112 104 % 40

Chemical Shift (ppm)

213



8.101 Espectro de IV do 2,5’-difluorbenzaldeidotiossemicarbazona

[EE ,ﬂ.\}‘ l
3 A
- i MM
w L AN
3 1 > ~ IR
] 3 N ;\n/4 H, N '
703 ; s Hl
3 l‘ w
[ | |
3 r
i |
0301 ’ ‘
L | ’
502_; N AN | "
073 ,w"/\ﬁ E/ ‘ |
E /.!.‘.'V o0 [
T IHlP\‘WA'" %V \l/\w,r",/ |;
Tl A | |
AR I
[ il w )) |
i V
30 3600 3400 300 000 2800 2600 2400 2200 2000 1800
Wavenumber (cm-1)

1600

1400

1200

1000 800

600

400

8.102 Espectro de RMN de *H do 2,6’-difluorbenzaldeidotiossemicarbazona, 400 MHz em
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8.103 Espectro de RMN de **C do 2,6’-difluorbenzaldeidotiossemicarbazona, 100 MHz em

DMSO
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8.104 Espectro de RMN de DEPT 135° do 2,6’-difluorbenzaldeidotiossemicarbazona, 100

MHz em DMSO
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8.105 Espectro de IV do 2,6’-difluorbenzaldeidotiossemicarbazona
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8.106 Espectro de RMN de *H do 3,4’-difluorbenzaldeidotiossemicarbazona, 400 MHz em
DMSO
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8.107 Espectro de RMN de **C do 3,4’-difluorbenzaldeidotiossemicarbazona, 100 MHz em
DMSO
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8.108 Espectro de RMN de DEPT 135° do 3,4’-difluorbenzaldeidotiossemicarbazona, 100
MHz em DMSO
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8.109 Espectro de IV do do 3,4’-difluorbenzaldeidotiossemicarbazona
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8.110 Espectro de RMN de *H do 3,5’-difluorbenzaldeidotiossemicarbazona, 400 MHz em
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8.111 Espectro de RMN de *C do 3,5’-difluorbenzaldeidotiossemicarbazona, 100 MHz em

DMSO
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8.112 Espectro de RMN de DEPT 135° do 3,5’-difluorbenzaldeidotiossemicarbazona, 100

MHz em DMSO
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8.113 Espectro de IV do 3,5’-difluorbenzaldeidotiossemicarbazona
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8.115 Espectro de DEPT Q do 2°,3’,4’-trifluorbenzaldeidotiossemicarbazona, 100 MHz em

DMSO
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8.116 Espectro de IV do 2°,3’,4’-trifluorbenzaldeidotiossemicarbazona
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8.117 Espectro de RMN de *H do 2°, 3°, 5°, 6’-tetrafluorbenzaldeidotiossemicarbazona, 400
MHz em DMSO
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8.118 Espectro de DEPT Q do 2’, 3°, 5°, 6’-tetrafluorbenzaldeidotiossemicarbazona, 100
MHz em DMSO
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8. 119 Espectro de IV do 2°, 3°, 5°, 6’-tetrafluorbenzaldeidotiossemicarbazona
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8.120 Espectro de RMN de 'Hdo 2,3, 4°, 5, 6’-pentafluorbenzaldeidotiossemicarbazona,
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8.121 Espectro de RMN de *C do 2°, 3°, 4°, 5°, 6’-pentafluorbenzaldeidotiossemicarbazona,
100 MHz em DMSO
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8.123 Espectro de RMN de *H do 4-(trifluorometil)-benzaldeidotiossemicarbazona, 400

MHz em DMSO
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8.124 Espectro de DEPT Q do 4-(trifluorometil)-benzaldeidotiossemicarbazona, 100 MHz

em DMSO
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8.125 Espectro de RMN de *H do metil-(2E)-2-(1,3-benzodioxol-5-il-metileno)-hidrazina-
carbimi-dotioato, 500 MHz em DMSO
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8.126 Espectro de DEPT Q do metil-(2E)-2-(1,3-benzodioxol-5-il-metileno)-hidrazinacar-
bimidotioato, 125 MHz em DMSO
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8.127 Espectro de IV do metil-(2E)-2-(1,3-benzodioxol-5-il-metileno)-
hidrazinacarbimidotioato
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8.128 Espectro de RMN de *H do metil-(2E)-2-[(6’-iodo-1,3-benzodioxol-5-il)metileno]-N-
metil-hidrazinacarbimidotioato, 500 MHz em DMSO
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8.129 Espectro de DEPT Q do metil-(2E)-2-[(6°-iodo-1,3-benzodioxol-5-il)metileno]-N-
metilhi-drazinacarbimidotioato, 125MHz em DMSO
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8.130 Espectro de 1V do metil-(2E)-2-[(6’-iodo-1,3-benzodioxol-5-il)metileno]-N-metil-
hidrazinacarbimidotioato
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8.131 Espectro de RMN de *H do alil-(2E)-2-(1,3-benzodioxol-5-il-metileno)-hidrazina-

carbimidotioato, 500 MHz em DMSO
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8.132 Espectro de DEPTQ do alil-(2E)-2-(1,3-benzodioxol-5-il-metileno)-hidrazinacar-
bimido-tioato, 125 MHz em DMSO

Chemical Shift (ppm)
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8.133 Espectro de 1V do alil-(2E)-2-(1,3-benzodioxol-5-il-metileno)-hidrazinacarbimido-

tioato
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8.134 Espectro de RMN de *H do alil-(2E)-2-(6’-bromo-1,3-benzodioxol-5-il-metileno)-

hidrazina-carbimidotioato, 500 MHz em DMSO
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8.135 Espectro de DEPT Q do alil-(2E)-2-(6’-bromo-1,3-benzodioxol-5-il-metileno)-
hidrazina-carbimidotioato, 125 MHz em DMSO
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8.136 Espectro de 1V do alil-(2E)-2-(6’-bromo-1,3-benzodioxol-5-il-metileno)-hidrazina-
carbimi-dotioato
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8.137 Espectro de RMN de H do metil(2E)-2[(6-cloro-1,3-benzodioxol-5-il) metileno-N-
metil-hidrazinacarbimidotioato, 500 MHz em DMSO
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8.138 Espectro de DEPT Q do metil(2E)-2[(6-cloro-1,3-benzodioxol-5-il)metileno-N-
metilhidra-zinacarbimidotioato, 125 MHz em DMSO
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8.139 Espectro de 1V do metil(2E)-2[(6-cloro-1,3-benzodioxol-5-il)metileno-N-metilhidrazi-

nacarbimidotioato
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8.140 Espectro de RMN de *H do metil(2E)-2[(6-bromo-1,3-benzodioxol-5-il)metileno-N-

metilhi-drazinacarbimidotioato, 500 MHz em DMSO
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8.141 Espectro de DEPT Q do metil(2E)-2[(6-bromo-1,3-benzodioxol-5-il)metileno-N-me-

tilhidrazinacarbimidotioato, 125 MHz em DMSO
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8.142 Espectro de 1V do metil(2E)-2[(6-bromo-1,3-benzodioxol-5-il)metileno-N-metilhi-

drazinacarbimidotioato
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8.143 Espectro de RMN de *H 8-(4-metoxifenil)-7,8-dihidro[1,3]dioxo[4,5-i]benzotriazocin-

6-(5H)ona, 400 MHz em CDCl;

Intensity
>
1 aas

=
o

|
1 1
R e ypion

N =

15 110 105 100

95 90

8.23

— 729

—7.70

e )

85

80 75
Chemical Shift (ppm)

—7.04

y' f

O S5

70

—6.90
—6.69

J
| ST

65

—8.01

\

60

L.

55

3.82

3.90

8.144 Espectro de DEPT Q do 8-(4-metoxifenil)-7,8-dihidro[1,3]dioxo[4,5-i]benzotriazocin-

6-(5H)ona, 100 MHz em CDCl;
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8.145 Espectro de RMN de 'H do 8-(2-nitrofenil)-7,8-dihidro[1,3]dioxo[4,5-i]-benzotriazo-
cin-6-(5H)ona, 400 MHz em DMSO
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8.146 Espectro de DEPT Q do 8-(2-nitrofenil)-7,8-dihidro[1,3]dioxo[4,5-i]benzotriazocin-6-
(5H)ona, 100 MHz em DMSO
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8.147 Espectro de *H de troca com D,O do 6-fltior-1,3-benzodioxol-5-carboxaldeidotios-

semicarbazona, 400 MHz em DMSO
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8.148 Espectro de 'H de troca com D,0O do 2°,6’-difluorbenzaldeidotiossemicarbazona 400

MHz em DMSO
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8.149 Espectro de 'H de troca com D,0O do 2°,3’,5°,6’-tetrafluorbenzaldeidotiossemicar-

bazona 400 MHz em DMSO
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8.150 Espectro de 'H de troca com D,0 do 2°,3’,4°,5°,6’-pentafluorbenzaldeidotiossemi

carbazona 400 MHz em DMSO
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