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RESUMO

FRANKLIM, Tatiany Nunes.Planejamento, sintese e avaliagdo da atividade devwos
1,2,4-triaz0is, derivados da amida natural piperina contra formas proliferativas do
Trypanosoma cruz. 2013. 223p. Tes@outorado em Quimica, Quimica Organica). Instituto
Ciéncias Exatas, Departamento de Quimica, Univadsid-ederal Rural do Rio de Janeiro,
Seropédica, RJ, 2013.

Os resultados descritos nesta tese envolvem o jpiaesto, a sintese e a avaliagcdo da
atividade tripanocida de treze novos derivadosrbeiteicos da classe dos 1,2,4-triazolo-3-
tionas, preparados a partir da amida natural pipegrincipal constituinte quimico dos frutos
secos dePiper nigrum(pimenta do reino). Este trabalho faz parte de line de pesquisa
gue tem como principal objetivo o uso de matéri@sgs naturais, accessiveis e de facil
isolamento no planejamento e sintese de novas ulaécom potencial aplicacdo como
farmacos antiparasitarios. O planejamento dos nalas/ados triazélicos diferentemente
substituidos baseou-se nas estratégias do bigisastee da hibridacdo molecular. Os treze
derivados 1,2,4-triaz6is foram preparados a pdaiamida natural em quatro etapas, com o
uso da irradiacdo de micro-ondas em trés delas, edimentos globais que variaram de 32
a 51%. O derivado substituido pelo radical cicltzekoi 0 que apresentou melhor perfil de
atividade contra as formas proliferativasTdgpanosoma cruzicepa Y), com valores de 4l

de 18,3 e 8,81iM contra formas epimastigota e amastigota, resgeugnte.

Palavras-chave:Piper nigrum Micro-ondas. Bioisosterismo



ABSTRACT

FRANKLIM, Tatiany Nunes. Design, synthesis andattievaluation of new 1,2,4-triazoles,
derived from natural piperine amide against prodifiee forms ofTrypanosoma cruzi2z013.
223p. Thesis (Doctorate in Chemistry, Organic Chemistriyjstituto Ciéncias Exatas,
Departamento de Quimica, Universidade Federal RioaRio de Janeiro, Seropédica, RJ,
2013.

The work reported herein describes the design,hsgig@ and the assessment of the
trypanocidal activity of thirteen new 1,2,4-triage8-thiones obtained from natural piperine,
the main constituent of the dry fruits Bfper nigrum(black pepper). It is part of a research
program aiming to use abundant and easily availaderal products as starting materials for
the design and synthesis of new molecules poténtieful as antiparasitic drugs. The
design of the variously substituted triazole demes was based on the strategies of
bioisosterism and molecular hybridization. Thetden new 1,2,4-triazole were synthesized
from the natural amide in four steps with the ukenrowave irradiation on overall yields
ranging from 32% to 51%. The cyclohexyl substitutddrivative showed the best
trypanocidal profile on proliferative forms dirypanosoma cruzlY strain), with 1Go values

of 18.3 and 8.8IM against epimastigotes and amastigotes, respbctive

Key words: Piper nigrum Microwave.Bioisosterism.
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1. INTRODUCAO
1.1. Piperina

Ao se imaginar a utilizacdo de produtos naturaimadarmacos, ou mesmo como
matéria prima para a preparacdo destes, esbama-dato da maioria dos metabolitos
especiais de origem vegetal serem biossintetizawiopequenas quantidades, serem de dificil
isolamento, ou ainda, por ndo serem obtidos deefsoménovaveis. Em relacdo a estas
caracteristicas, a amida natural piperln@ uma excecao dentre os metabdlitos especiais de
origem vegetal. Esta amidkigura 1) esta presente em diferentes espécies do génesg
sendo mais abundante nos frutosRiger nigrum (SEMLER & GROSS, 1988). Conhecida
popularmente no Brasil como pimenta do reidogigrum tem seu uso bastante difundido na
medicina popular da India, pais de onde é origip&endo que no Brasil seu principal uso é
como condimento. A composicdo quimica da pimentaraloo vem motivando estudos
cientificos ha quase duzentos anos, uma vez queineeip trabalho descrevendo o
isolamento da piperina dos frutos Benigrum foi descrito em 1819 pelo quimico e fisico
dinamarqués Hans Christian Oersted (ZACHARIAH, 20@®steriormente, foi realizada a
determinacao estrutural desta amida natural, caendcs aN-[5-(1,3- benzodioxola-4-il-1-
oxo-penta-2E,4E-dienil]-piperidind) (SEMLER & GROSS, 1988).

O

0 X

Figura 1. Piperind, principal constituinte quimico deiper nigrum.

Acredita-se que a pimenta teve um papel importaathistoria mundial. O interesse
dos exploradores por esta planta era devido a rapariancia econdémica, devido a sua
aplicacdo como condimento, dando sabores exétaoseus pratos. Além disso, a pimenta e
a piperina tém mais utilidades do que simplesmdatesabor. A piperina possui diferentes
possibilidades de aplicacdo, desde pesticidastantesntos médicos (SEMLER & GROSS,
1988).

A piperina apresenta carater lipofilico e posswiedias atividades farmacoldgicas,
como anti-inflamatéria, antifertilidade e estimwaa da biossintese de serotonina no sistema
nervoso central, além de ser utilizada como ingieticOutras amidas, em menores
concentracdes, foram posteriormente isoladas daerpan do reino, mas atribui-se
principalmente a piperina o sabor pungente destedic®nto (SEMLER & GROSS, 1988;
ZACHARIAH, 2008). Apesar de ser considerada umantplaexotica, o Brasil € um dos
grandes produtores mundiais de pimenta do reinmo,wa total de 35.120 toneladas, colhidas
em cerca de 20.000 hectares de area cultivada maer2006. Destaca-se como principal
produtor o estado do Para (78%), seguido pelo iEs@anto (16%). Outro ponto relevante
em relacdo a este produto natural é a sua abulagd&®rido extraido com rendimentos de
cerca de 3-7%, a partir dos frutos secos da pladrsN, 1991). Além disso, devido a maior
ocorréncia da amida nos frutos, a pimenta do reorsstitui-se como uma fonte renovavel
para esta substancia, visto que com manejo adegpade-se realizar colheitas sem
comprometer a planta. A colheita é feita em tréscég. a primeira no més de junho, a
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segunda em torno do més de agosto, e a terceidéine (colheita ocorre em outubro
(EMBRAPA, 2011). Dentre as espécies do gérpar, a pimenta do reind®( nigrum) € a
mais conhecida devido ao seu sabor e aroma incangigs principais caracteristicas

responsaveis por sua importancia econdmic&ighra 2 apresenta uma area de cultivo da
pimenta do reino para fins comerciais.

Figura 2. Area de cultivo dd. nigrum.
(http://www.es.qgov.br/Noticias/154762/pimentadocegupera-produtos-tradicionais-em-exportacoeg.htm

Outro aspecto importante que podemos citar sopipesina € sua caracteristica como
estimulante natural e que intervém na absorcaoetimis, vitamina B e3-caroteno. Esta
amida natural tem sido utilizada no tratamentottigas e idosos cuja capacidade de absorver
nutrientes é deficiente (SEMLER & GROSS, 1988).

1.2. Atividades bioldgicas da piperina

A piperina possui um variado perfil de atividadésldgicas, como as descritas na
Tabela 1 Somando a isso, a piperina possui algumas ceisitias essenciais para utilizacao
como molécula protétipo e/ou precursora para ordedemento de novos farmacos. Alguns
desses requisitos séo: ser abundante, por seraotdiduma fonte renovavel; possuir um
isolamento simples; ter variadas atividades bickgi comprovadas; além de possuir
funcionalidades possiveis de sofrerem diversas pukagdes sintéticas. Como a piperina é a
piperamida que ocorre em maior propor¢cdo na plaeds se tornou o principal alvo de
avaliacdes bioldgicas (PARMAR& al., 1997; SRINIVASAN, 2007).



Tabela 1.Algumas das atividades bioldgicas da piperina

Atividades Bioldgicas Referéncias
Amebicida Ghosal, 1996; Marques al., 2010
Anticonvulsivante Perderseet al., 2009
Antidepressiva Leeet al., 2005; Macet al., 2011
Antifangica Marqueset al., 2010
Antiinflamatoria Baeet al., 2010; Banget al., 2009
Antitumoral Sunila, 2004; Raet al., 2010
Antimaléarica* Martinelli et al., 2008
Matsudaet al., 2009; Chandrasekhetral.,
Hepatoprotetor 2008
- Romaoet al., 2008; Barbieri-Junioet al.,
Inseticida

2007; De Paulat al., 2000
Inibicdo da resisténcia bacteriana Sangwaret al., 2008
Kapil, 1993; Raat al., 1999; Veerareddst

Leishmanicida al., 2004; Singtet al., 2010

Protetor do SNC** Chonpathompikunlert al., 2010
Regulador do metabolismo Kim et al. 2011
lipidico v
Ribeiro, 2004; Ribeiret al., 2004; Ferreira,
Tripanocida 2006; Ferreirat al., 2008; Freire-de-Limat
al., 2008

* Em associacdo com outros farmacos  **Sistemadser Central

Recentemente, foi avaliada a atividade inibidorahédas isoladas deiper nigrum
contra larvas dos mosquit@ulex pipiens pallens, Aedes aegyptis e Aedes togoi, que séo
vetores de diversas doencas infecciosas, comadsslextremamente interessantes (PARK
al., 2002).

Desde tempos remotos, a pimenta do reino ja eraregagia no tratamento de
epilepsia na China (D’HOOGER al., 1996; LIUet al., 1984). Em pesquisa realizada por
Liu e colaboradores, a piperina foi capaz de indazintese da serotonina prevenindo assim
convulsdes (LIUet al., 1984).

Sem duvida, o aumento da biodisponibilidade deosutnedicamentos pela piperina é
a mais intrigante das atividades farmacoldgicagadesbstancia. Este efeito € observado
guando alguns medicamentos sdo co-administradosqoperina, traduzindo-se numa maior
concentragdo plasmatica dos mesmos. Tal efeitoofmstatado em estudos com a vasicina, a
esparteina (ATALet al., 1981), o propanolol, teofilina, a fenitoina (BANt al., 1991) e a
curcumina (SHOBAet al., 1998). A maioria dos trabalhos relata um aumeletd00% (ou
mais) na concentracdo de tais substancias na tmmsanguinea. As razdes levantadas para
este efeito, segundo a maioria dos autores sao:

» Alteracbes na permeabilidade das células epitelimistrato gastrointestinal,
facilitando a absorcéo dos farmacos (JOHRA., 1992);

= Influéncia na glicuronidacéo (fase 2 do metabolismetapa mais importante na
biotransformacdo de compostos xenobidticos) (REEA., 1993; ATAL et al.,
1981);



» Atuacdo sobre enzimas hepaticas metabolizantes (AT Al., 1985; ATAL et al.,
1981), monooxigenases hepaticas, dependentesateoaito P450 (KOULet al.,
2000; REEN, 1997; BHAT & CHANDRASEKHATA, 1987).

A maior vantagem relatada nos trabalhos sobre ceatorda biodisponibilidade de
farmacos pela piperina é a possibilidade de utifivade uma rota alternativa de
administracdo de medicamentos (via oral), evitandsim a via parenteral que é mais
dolorosa e invasiva. Outro fato extremamente releyagrincipalmente no caso de farmacos
que possuem toxicidades elevadas, é que a suariaisitiacdo com piperina pode viabilizar
0 uso de doses menores, minimizando os efeitosecais (BANOet al., 1991, ATALet al.,
1981, SHOBAet al., 1998).

1.3. Biossintese da piperina

A piperina (1) € composta por um grupo 1,3-benzodioxola (suladdd), ao lado de
uma cadeia de acido pentadiendico (subunidade@ra@gmento piperidina (subunidade C)
(Figura 3).

Subunidade B
I

A

Subunidade A Subunidade C

Figura 3. Estrutura da amida natural piperiha

O &cido pipérico, porcéo acila da molécula da jpRefsubunidades A e Bjgura 3),
tem como precursor o respectivo derivado cinamBi/S (11) (Esquema ), o qual é
biossintetizado a partir do acido chiquimidd®)( podendo apresentar diferentes padrdoes de
oxigenacdo no anel aromatico (nos carbonos 3, ¥ seBdo que o anel 3,4-metilenodioxi é
bastante comum na classe dos fenilpropanoide€£{C Apés reacdo do derivado cinamoil-
SCoA (L1) com uma unidade de malonil-SCoA2], seguida da reducédo da enohd) (e de
uma p-eliminacéo, obtem-se o tioéster piperoil-SCdA)( que reage com piperidind5g),
formando a piperinal] (DEWICK, 2001; GEISLER & GROSS, 1990). Desde tim dos
estudos biossintéticos da piperina, foi propost® sjua formacéo dava-se por condensacéo da
piperidina (L5 com o tioéster piperoil-SCoA4) (Esquema ). Geissman e Crout, na década
de 70, propuseram uma rota biossintética paraexipgy que somente pode ser confirmada
apos a descoberta da enzima piperidina piperaiieaase (GEISSMAN & CROUT, 1969).
Esta enzima mostrou-se especifica para piperidittancando 100% de atividade relativa
(GEISLER & GR0OSS,1990; FERREIR& al., 2012).
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Esquema 1Proposta biossintética para a formacao da pipéBEaSLER & GROSS,1990;
GEISSMAN & CROUT, 1969).

1.4. Modificac¢des estruturais na piperina

Como ja mostrado anteriormente, encontram-se rexafitra varios trabalhos
relacionados a piperina, referentes as diversaglaties biolégicas desse produto natural.
Além disso, alguns desses trabalhos também mogirafeito de derivados e analogos da
piperina, visando tracar um perfil de relacdo éstauatividade (REA) para os modelos
estudados.

Em trabalho recente, realizado em nosso grupoedguisa, Ferreira e colaboradores
avaliaram o efeito toxico da piperidae alguns de seus derivados e analogagufa 4)
contra as formas promastigota e amastigotaLdemazonensis. As avaliagcbes destes
derivados mostraram a importancia da funcao pipeesubunidade (igura 3, pagina 4
e da presenca dos quatro carbonos olefinicos (gldnien B) do produto natural no efeito
toxico contra o parasito na forma amastigota. Aieso, observou-se que a presenca do
substituinte 3,4-metilenodioxi no ndcleo aromat{sobunidade A) foi irrelevante para o
efeito antiparasitario observado. Do conjunto déemdas avaliadas neste estufie@(2 16 a
19), a piperina ) e o derivado fenilamidd.§) apresentaram um melhor perfil de atividade. A
piperina apresentou concentracao inibitoria pafa H0lo) de 14,2uM contra promastigotas
e Cbkode 28uM contra amastigostas de amazonensis. J& o derivadd 6 apresentou valores
de Cko de 28,9M e 24,5uM contra promastigotas e amastigotas, respectiveemen
Nestas avaliagdes foram usadas a anfotericina Br@tefosina como controles positivos
(FERREIRAet al., 2011; FERREIRAet al., 2012).
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Figura 4. Derivados e analogos da piperina, avaliados cantimazonensis por Ferreira e
colaboradores (FERREIR& al., 2011).

Tomando como ponto de partida os precedentes datlita sobre a atividade
leishmanicida da piperina, Ribeiro e colaboradatescreveram a atividade tripanocida da
amida natural e com base nestes resultados prapusersintese de derivados e analogos
(Figura 5), que foram testados frente as formas epimastigotmastigota dd. cruz
(RIBEIRO, 2004; RIBEIROet al., 2004). Este trabalho foi realizado em nosso @rde
pesquisa.
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Figura 5. Derivados e analogos da piperina sintetizado loeiR® e colaboradores
(RIBEIRO, 2004; RIBEIRGet al., 2004).
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Na avaliacéo, realizada vitro, a piperinal apresentou valores desgtle  7,3uM
e 4,91uM frente as formas epimastigota e amastigota.deuz, respectivamente. A sintese
de derivados foi uma estratégia que teve como ivbjetimizar o efeito tripanocida da
piperina, além de avaliar a importancia de alguswasunidades estruturais presentes na
amida natural para a atividade antiparasitariadesta. Neste estudo, apesar de néo ter sido
obtido nenhum derivado mais ativo do que a amidarala varias informagdes de Relagéo
Estrutura-Atividade (REA) foram evidenciadas compresenca da funcdo nitrogenada que
mostrou-se de significativa importancia, uma vee gucido pipéric@ (Clso> 114,67uM) e
o éster2l (Clsp > 83,33 uM) foram inativos, mesmo nas maiores concentragdediadas
frente a epimastigotas do parasito (RIBEIRO, 2G(BEIRO et al., 2004; FERREIRAet al.,
2012).

Recentemente, Singh e colaboradores utilizarantratégia de hibridacdo molecular,
preparando amidas da piperina com ésteres metdiEasninoacidos naturais, visando avaliar
suas atividades leishmanicidas (SIN@tal., 2010). Esta estratégia se baseou na combinacéo
das informacdes ja descritas sobre as atividadgsrnanicidas da amida natulla¢ de ésteres
de aminoacidos e de dipeptideos (RABINOVITCH, 1989% compostos desenhados por
Singh foram sintetizados a partir da hidrolise geefna e posterior reacdo do mesilato do
acido pipérico com ésteres metilicos de diferemtaminoacidos, gerando os derivada
32 apresentados riagura 6 (SINGHet al., 2010).

0 0 _
5 “cn, 28 R=CHCH,
29 R= CH,CH4pOH
30 R= CH(C
° N NH R (CH),
< 31 R= CH,C.H,SCH,
5 32 R=y, ¢
N
H

Figura 6. Estrutura dos derivados mais ativos cohtramazonensis, preparados por Singh e
colaboradores (SINGH al., 2010).

A atividade leishmanicida das amidas mostradagigara 6 foi avaliadain vitro
sobre promastigotas e amastigotasLdaldonovani. Todas as amidas apresentaram maior
atividade quando comparadas a piperinao(€1752 uM contra amastigotas) ou aos ésteres
metilicos de aminoacidos, quando avaliados isoladéen O composto com melhor perfil de
atividade anti-amastigota, dentre os derivadosdest foi a amid&0, conjugado do acido
pipérico com o éster metilico do aminoéacido valoae apresentou §lde 75uM. A amida
30 foi posteriormente avaliada num modelo de infedgdavo em hamsters. Os resultados
foram comparados com a miltefosina, usada comaaenpositivo (Ci= 18 uM e 33uM
frente a amastigotas e promastigotas, respectii@niNGHet al., 2010).

Em trabalho realizado por outro grupo de pesquisadescrita a avaliacdo da
atividade da piperina e de outras piperamidas aiatusoladas dBiper tuberculatum e Piper
arboreum, contra a forma epimastigota @ecruzi (COTINGUIBA et al., 2009; REGASINI
et al., 2009). Do conjunto de resultados descritos sdstdalhos, destacam-se as atividades
anti-epimastigota dos analogos naturais da pipegipeerilina 33 e 4,5-diidropiperiline34,
isoladas das folhas de. arboreum (Clsp = 6,57 uM e 210 uM, respectivamente)
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demonstrados neigura 7. Estes resultados demonstraram a importanciamjagacao entre
0 nucleo benzodioxola e a carbonila amidica pativadade tripanocida, uma vez que 8
esta extensdo de conjugacao foi perdida. Contugknpso fatores, como a maior liberdade
conformacional presente e®4, podem interferir na diferenca de atividade ergstes
derivados (REGASINét al., 2009).

<ZWD <ZMD

Figura 7. Analogos naturais da piperina, piperilid@e 4,5-diidropiperiling4, isoladas d®.
arboreum (REGASINI et al., 2009).

Utilizando a estratégia de hibridacdo molecularrdtea e colaboradores sintetizaram
em nosso grupo de pesquisa uma série de derivadasalegos da piperina com a
incorporacdo de heterociclos mesoibnicos, da classe cloridratos 1,3,4-tiadiazolio-2-
fenilamina representados Rggura 8 (FERREIRA, 2006; FERREIRAt al., 2008). Ja havia
na literatura informacdes sobre atividade toxiaatred-. amazonensis de moléculas contendo
este nucleo heterociclico. Desta forma, a estiatdgidesenho molecular utilizada se baseou
na juncdo das informacdes sobre a atividade aasjparia da piperina e a atividade
leishmanicida descrita para cloridratos 1,3,4-8adiio-2-fenilamina (SILVAet al., 2002;
FERREIRAet al., 2012).
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© X
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35n=2;X=H 38n=4;,X=H
36 n=1X=H 39 n=4; X=NQ
37 n=1;,X=NQ 40n=2;X=H

41 n=2; X=NQ

42 X=H

| \>\NH 43 X =NO,
SO

Figura 8. Cloridratos mesoidnicos, derivados e analogospkripa (FERREIRA, 2006;
FERREIRAEt al., 2008).



A avaliacdo da atividade tripanocida dos deriva€aanalogos do produto natural,
segundo Ferreira e colaboradores, demonstrou artampta da conjugacéo entre o anel
benzodioxola e o heterociclo mesoidnico, implendmtgelas cadeias espacadoras
insaturadas presentes nos derive@®86 e 37, com respectivos valores des€de 10,83uM,
4,13 uM e 0,64 uM contra epimastigotas dd. cruz. Dentre os derivados e analogos
preparados por Ferreira, 0 mesoibnB®foi 0 que apresentou menor efeito citotéxico em
macrofagos murinos (&l= 38,56uM), demonstrando assim maior seletividade. Devidlo a
seu perfil de atividade, o deriva@d foi avaliado contra tripomastigotas sanguineoso(€l
6,7 uM) e amastigotas intracelulares ¢+ 1,35uM). Um resultado interessante observado
neste trabalho foi a maior eficiéncia e a menoictdade do derivad89, quando comparado
ao benzonidazol e ao seu precursor, a amida ndtufdém disso, o derivad8d5 diminuiu a
parasitemia de camundongos infectados a niveigec@d®eis, aumentando a sobrevida dos
animais tratados, quando comparados ao benzonjdgzelfoi utilizado como farmaco de
referéncia (FERREIRA, 2006; FERREIRAal., 2008).

1.5. Doenca de Chagas

A doenca de Chagas (DC), ou tripanossomiase amaricausada pelo protozoario
Trypanosoma cruzi (Figura 9) é uma doenca cronica que até 0 momento ndo comba
tratamento quimioterdpico completamente eficaz m séeitos colaterais. O protozoario
apresenta um ciclo de vida complexo e é capazfdetan um grande namero de vertebrados.
O parasito se encontra sob duas formas nos hospedeirtebrados, a forma tripomastigota,
flagelada e infectante; e a forma amastigota, diee possui flagelo livre e se replica no
interior das células. E considerada uma das enfades humanas mais relacionadas com o
subdesenvolvimento e a pobreza, o que torna criticituacdo de milhdes de pacientes
chagasicos (MOTAt al., 2006).

Figura 9. Imagem dalrypanosoma cruzi em microscopia eletronica
(http://www.fiocruz.br/chagas/cqgi/cgilua.exe/syarshtm?sid=18

Estima-se que aproximadamente 15 milhdes de pesstigyam infectadas na América
Latina (WHO, 2002). Ja no Brasil, existem hoje apmadamente dois milhdes de pacientes
cronicos portadores da doenca de Chagas. Desteserges mil desenvolvem complicacdes
cardiacas ou digestivas que matam cerca de cinlcpessoas a cada ano (RASSI-JUNAO
al., 2010). Segundo dados do DNDAmérica Latina (http://www.dndi.org.br/pt/doeneas
negligenciadas/doenca-de-chagas.jtnderca de 8 milhbes de casos confirmados no
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Continente Americano, com um total de 14.000 mode§67.000 DALYs (do inglés:
Disability-Adjusted Life Year,
http://www.who.int/healthinfo/global_burden_disefsetrics_daly/ern! A doenca de Chagas
cronica causa deficiéncias significativas e tern attipacto social e econdmico, incluindo
desemprego e diminuicdo da capacidade produtivaeS® no Brasil, mais de US$ 1,3
bilhdes em salarios e produtividade industrial iorperdidos devido a trabalhadores com
doenca de Chagas.

Essa parasitose é bastante frequente em regidpiais) abrangendo todo o
continente americano, e esta presente principatmenmt areas rurais com niveis de
saneamento precario. Contudo, devido a fluxos ndigos ocorridos nas Ultimas décadas, ha
relatos da ocorréncia da doenca de Chagas nosoEdthndos, Canada e em varios paises da
Europa (LEEet al., 2013). Sua transmissdo endémica ao homem er@sauimais ocorre
pelo inseto hematdfago, Triatoma infestans (Triatominae), popularmente conhecido como
barbeiro Figura 10), quando suas fezes e urina contaminadas entramoatato com o
orificio da picada realizada pelo inseto. Desdeescdberta de todo o ciclo do parasito,
descrita em 1909 por Carlos Chagas (CHAGAS, 19@frIFet al., 2009), ainda nenhum
farmaco eficaz foi disponibilizado no mercado parase crénica da doenca (FERREIBA
al., 2012).

Figura 10.Imagem do barbeiro, vetor da doenca de Chagas
(http://www.fiocruz.br/ioc/cgi/cqgilua.exe/sys/statm?infoid=1478&sid=3p
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O ciclo de vida do parasito, representado [Figura 11, envolve obrigatoriamente
passagem por hospedeiros vertebrados (mamiferadyindlo o homem) e muitc
invertebrados (insetos da familia Ruduviidae), emasérie de estagioNo momento do
repasto sanguineo estinsetoseliminam fezes e urina, e a paa provoca um prurido q
leva o0 homem a cocar o local onde ocorreu a p. Caso e&s insetos estejam infectac
peloT. cruz, as formas infectantes do paras(tripomastigotasnetaciclicosestdo contidas
em suas dejecbes e penetram no horpelo orificio da picadaatravés do ato de cocA
forma tripomastigotgpassa para o sanguinvade células hospedeirie vai parasitar em
diferentes orgaosiferencicndo-se na forma amastigota intracelulas. garasitoapds varios
ciclos de replicacadiferencam-se na forma tripomastigogagcom o rompirrnto das células,
sado liberadasia corrente sanguinea do hospe« A forma tripomastigota, presente
sangue do hospedeiro infectado, é ingericor outro barbeiroe diferencia-se em
epimastigota, fona néo infectiva e replicativa, que no trato digesdo inseto diferenc-se
em tripomastigotametaciclico, reiniciando o ciclo (BRENEIt al., 2000)

CICLO DO Trypanosoma cruzi CICLO DO Trypanosoma cruzi EM
EM TRIATOMINEOS HUMANOS E OUTROS MAMIFEROS

e )
Be . >
ST

4

Diferenciacao para formas
tripomastigotas metaciclicas Liberacao das farmas
tripomastigotas metaciclicas
junto com as fezes e a urina
do triatomineo durante o

Formas tripomastigotas
metaciclicas invadem células
hospedeiras no sitio de

repasto sanguineo inoculacao ’
\ /

Tripomastigotas sanguineos FN
se difundem, atraves das @
correntes sanguinea e -
linfatica, infectando outras
células @ novamente se
transformendo em
amastigotas intracelulares

/\/P. ‘g\f\

Conversao para forma
epimastigota e multiplicagao
na por¢éo média do intestino

\ 7 iy g on
I Gt
oy \ Apos penetrarem nas celulas,
N\l b os tripomastigotas se
@ Ud(')'()"lldl“ em dllVdSl‘gUldS
j - <« > se multiplicam
. oy Y ese plica
- - -
\ Amastigotas intracelulares se
Ingestdo de formas ) transformam em
Triatomineo se alimenta de tripomastigotas e, com o

tripomastigotas sanguineas

nelo vetor sangue do homem e de rompimento das células,
outros mamiferos entram nas correntes
sanguinea e linfatica

Figura 11. Representacdo esquematica do ciclo de vicTrypanosoma cruz
(http://jcascienciasdaterra.blogspot.com.br/2012004archive.htn).

A doenca de Chagas posduas fasesaguda e cronica. Na fase aguda, apos o pe
de incubacédo, que geralmenteassintométicode 1 semana a 1 més), pode ocorrer fe
inguas, inchag do figado e do baco, e vermelhiddo pelo ¢ (as vezes com sinal
Romafia ou chagoma de inocula. A duragdo € curta para esgéistomase nos casos mais
graves pode levariaflamacéo do coracéo, das camadas de protecaéreloro (meningite)
do crebro (encefalite). Os casos de 6bitos nestando sadrequentes e quando ocorre
sao decorrentes da inflamacdo do coracdo ou dbroéfdesmaoque o hospedeiro néseja
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submetido a um tratamento, a doenca fica mais antema 0 tempo e 0s sintomas
desaparecem ap06s algumas semanas ou meses, podensier descoberta por anos ou até
mesmo o resto da vida por muitos infectados. Niest a deteccdo da doenca de Chagas é
bem mais dificil, pois a forma tripomastigota eb&m menos presentes na circulagédo
sanguinea. A forma de deteccéo se da por testeatabais, onde a presenca de anticorpos
contra o0 parasito ainda € elevada, confirmando massia infeccado
(http://www.fiocruz.br/chagas/cqgi/cgilua.exe/syarshtm?sid=9%

A fase aguda pode evoluir para a fase cronica,éjaeforma mais importante da
doenca de Chagas, pois leva a um comprometimendéaca gravecom o aparecimento de
arritmias, diminuindo o bombeamento de sangue pelacdo, evoluindo para arritmias
cardiacas fatais. Nesta fase, frequentemente, sirggmento de uma miocardite cronica,
fibrosante, com grande hipertrofia de miocardi&i® coracdo aumenta bastante o tamanho
ao ponto de comprometer seu funcionamento, torrandssim inviavel. Além dessas
manifestacbes, pode ocorrer o aumento do esoOfatpietestino grosso, comprometendo a
degluticdo, contribuindo para o surgimento de eggmse pneumonias por aspiracdo e
constipacao cronica e dor abdominal
(http://www.fiocruz.br/chagas/cqgi/cgilua.exe/syarshtm?sid=9%

Existem outras formas habituais de transmissdoodagh de Chagas para o homem
além da vetorial: a transfusional, que é a segwmanais importante de propagacao da
doenca em centros urbanos, a transplacentariagoiape a transmissao pela via oral, que se
da pela ingestédo de alimentos contaminados petouzi. Outras vias de transmissdo menos
comuns sdo a adquirida através de acidente labiatatguando ha manipulagéo inadequada
de material contaminado e através do transplantérgos, quando o receptor recebe um
orgédo de doador infectado p€lo cruzi (particularmente coracdo e rim) (BRENERal.,
2000).

Nos ultimos anos, a ocorréncia da doenca de Claagea (DCA) tem sido registrada
em diferentes estados, em especial na regido daz@maa Legal Figura 12) e estdo
relacionados a ingestdo de alimentos contaminanwsp caldo de cana, acai e outros, e a
transmissao por via vetorial. Entre o periodo deg0292011, foram registrados 1252 casos de
doenca de Chagas aguda no Brasil sendo que, 70r61(B%2) foram através da via oral, 7%
(92/1252) por via vetorial e os demais nao foramnidicados a forma de transmisséo
(http://portal.saude.gov.br/portal/saude/profisalbnsualizar_texto.cfm?idtxt=314%54
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Figura 12. Mapa dos casos registrados da DCA entre o peded@®00 a 2011
(http://portal.saude.gov.br/portal/saude/profisalbnsualizar_texto.cfm?idtxt=314%4

1.5.1. Tratamento

A disponibilidade de farmacos aplicaveis ao tratameda DC, na fase aguda, é
extremamente restrita, havendo somente os niterdwtios benzonidazol e nifurtimox
(Figura 13). Cabe ressaltar que estes farmacos ja estacaké qmeio século em uso, sem que

outras alternativas tenham sido disponibilizadas.
— B
o
o) /
)\N
N \

N N— |
Z\ i
° \\—{j\ @\/NH é)
CHy (@] N+/o_

I 0
0 Benzonidazol

Nifurtimox

Figura 13. Farmacos com atividade tripanocida, NifurtimoxenBonidazol.

A partir de 1980, o nifurtimox teve a sua comeiz&jao interrompida, primeiramente
no Brasil e depois em outros paises da Américaudd\&nezuela, Chile, Argentina), em
razao de seus efeitos toxicos (COURA & CASTRO, 200&ualmente, o benzonidazol é o
anico farmaco destinado ao tratamento desta doen&asasil, mesmo ndo sendo eficiente em
alguns estéagios clinicos e apresentando séride®fmlaterais (GARCIAt al., 2005).
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As restricbes para quanto ao uso desses farmacosatemento de pacientes
chagasicos sdo as seguintes (http://www.dndi.dgi/boencas-negligenciadas/doenca-de-
chagas/tratamentos-atuais.html

» Baixa eficacia na fase cronica da doenca;

= Significativas variacOes regionais na eficacia,jdiao surgimento de resisténcia
doT. cruz;

= Alta taxa de abandono do tratamento devido aososfeolaterais causados pelos
medicamentos;

» Longo periodo de tratamento (30 a 60 dias);

= Necessidade de monitoramento sob supervisdo medfipacial. Em paises
pobres, onde ndo € possivel estabelecer prograenaetdccdo em massa e 0
tratamento é muito caro, criangas com menos denb2 ado normalmente as
Gnicas a receberem tratamento. As criancas tém cimace maior de se
beneficiarem com o tratamento, por ser menos pedv@we desenvolvam lesdes
cronicas.

Observamos na literatura que diferentes alvos natalees foram investigados visando
o desenvolvimento de novas alternativas para an@tto da doenca de Chagas (DEAEL.,
2009). Nesta abordagem, a diversidade estrutusapdmdutos naturais se coloca como uma
alternativa na busca por novos antichagasicosvis&e descrita por Uchiyama relaciona os
trabalhos recentemente desenvolvidos na investigagh produtos naturais aplicaveis a
quimioterapia da doenca de Chagas, dentre os destiacam-se os alcaldides (UCHIYAMA,
2009).

1.5.2. Alcaldides ativos contra drypanosoma cruzi

Diversos alcalbéides com atividade ahiiruzi estdo descritos na literatufiqura 14)
como a boldina, os quais apresentam seus mecani@ragso relacionados com a inibicdo da
respiracdo celular do parasito. Outro alcaldide ¢ambém apresentou alta atividade
tripanocida foi a apomorfina (MORELL& al., 1994; COURA & DE CASTRO, 2002). Os
alcalbdidesbis-benzilisoquinolinicos, dafinolina e cefarantinaaim estudados por Fournet e
colaboradores, que evidenciaram suas atividagentcidas sobre a forma amastigotardo
cruzi (COURA & DE CASTRO, 2002; FOURNE® al., 1998). Chataing e colaboradores
avaliaram o efeito toxico de glicoalcaloides conlrecruzi, destacando a atividade da
solamargina e a-chaconina sobre formas epimastigota e tripomdstigio parasito
(CHATAING et al., 1998). Os resultados revelaram que ambos allesoapresentaram
toxicidade mais alta que a droga utilizada comotrotey o cetoconazol (COURA & DE
CASTRO, 2002).
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Figura 14. Alcaldides com atividade antil- cruz e do cetoconazol (COURA & DE
CASTRO, 2002).
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1.6. Triazois

Os farmacos usados na medicina humana possuensarfaetes das mais diferentes
classes estruturais, mas na grande maioria deless (de 60%) encontramos nucleos
heterociclicos isolados ou mesmo fundidos (JOULBME.LS, 2009). A presenca de trés
heteroatomos de nitrogénio em sistemas de anéisind® membros define uma classe
interessante de compostos heterociclicos, os isigg@ura 15). Estes podem ser de dois
tipos, 1,2,3-triazol ow-triazol (I) e 1,2,4-triazol od-triazol (). Os triazdis sdo pertencentes
ao grupo dos azois e sdo suficientemente apolarassp difundirem pelos tecidos infectados
(POTTS, 1980).

/ N/N\N D \N\/\NH (N\/\\N = <\N\/\\N

Figura 15. Sistema de anel heterociclico triazol.

O nome triazol foi dado primeiramente por Blandm sistema de anel carbono-
nitrogénio GN3Hs. ApoOs esta descoberta Blandin descreveu seusadesvem 1885. Este
trabalho foi impulsionado pelo resultado de outmsquisador, Fischer, que reagiu o
cianogénio com a fenilidrazina originando o dici@mdidrazina. A partir desta descoberta de
Fischer, Blandin conseguiu sintetizar seu primeirazol (Figura 16) sendo entdo
reconhecido por distinguir e estabelecer estemsgstie anel (POTTS, 1980).

‘ NQ N
AN CHgz
(CH3CO)ZO \
—_— =

N—nN

N

Figura 16. Primeiro composto 1,2,4-triazolico sintetizado Bandin (POTTS, 1980).

A investigacdo da quimica dos 1,2,4-triaz6is foiismmtensa apds os trabalhos
pioneiros dos investigadores, Andreocci e Bladirdescoberta de que alguns triazois foram
capazes de inibir a formacédo de névoa em emulsiegréficas e que outros foram eficazes
como herbicidas e anti-convulsivantes, resultaram wena crescente atengdo para estes
triazois, particularmente pela inddstria quimicaapsistemas de triazois simples ou fundidos.
Além disso, ndo ha relatos sobre a descobertasdsistemas triazolicos na natureza, sendo
todos de origem sintética. Sendo assim, os primainétodos de preparacdo dos triazoéis
foram todos distinguidos por sua simplicidade @ @&lu baixo rendimento obtido (POTTS,
1980).
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Dentro da classe dos heterociclicos nitrogenadospnoposto 1,2,4-triazol-3-tiona
pode sofrer tautomerismo e existir nas estruturastoméricas tiona-tiol. Ha trés
possibilidades, duas delas sao as formas tional(@tiona e 5-hidrotiona) e a terceira € a tiol
como indicado n&igura 17 (KHALIL, 2006).

|

R N

|

R R

R

Figura 17. Formas tautoméricas do composto 1,2,4-triazob8ati KHALIL, 2006).

1.6.1. Atividades bioldgicas de compostos triazétis

Os triazbis e seus derivados tém sido apresentado® agentes bactericidas,
pesticidas e fungicidas eficient€3s derivados 1,2,4-triaz0is sdo conhecidos porirexib
atividade anti-inflamatéria, anti-viral, anti-mid¥@ana, analgésica, antidepressiva e
anticonvulsivante (CANSI£t al., 2001; VAMVAKIDES, 1990). Produtos substituidoasn
posicdes 4 e 5 contendo o 1,2,4-triazeg(ra 18) em sua molécula, mostram-se candidatos
apropriados para posteriores modificagbes quimieasle interesse como compostos
farmacologicamente ativos e ligantes uteis na quimide coordenacdo (KAHN &
MARTINEZ, 1998).

Figura 18. Produtos substituidos nas posicoes 4 e 5 contedd®4-triazol (KAHN &
MARTINEZ, 1998).

A sintese e a investigacao da atividade biolégecgltosideos 1,2,4-triazdis tem sido
estimulada pela descoberta do Ribavifiro{ribofuranosil-1,2,4-triaz6l-3-carboxamida) por
sua atividade antiviral de amplo espectro, senda@artra virus que possuem taridA ou
RNA como material genético. O Ribavirin foi desenvidtyiavaliado clinicamente e aprovado
para o tratamento de viroses em humaragufa 19) (KHALIL, 2006).
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Figura 19. Estrutura quimica do Ribavirin.

Estimulado por estes resultados, Khalil sintetimouos glicosideos 1,2,4-triazéis para
investigar sua atividade antibacteriana e antitmgie seus resultados mostraram-se
promissores pois a maioria de seus derivados apaeam atividade antimicrobiana sobre as
formas Aspergillus fumigatus, Penicillium italicum, Syncephalastrum racemossum, Candida
albicans, Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Bacillus subtilise e Escherichia
coli. Na Figura 20, abaixo, encontra-se um dos compostos sintetizqdesapresentou boa
atividade antimicrobiana em testes com concentsagéel; 2,5 e 5 mg/mL, com valores de
inibicdo de 0,6-1cm através do método por difusdddgar (KHALIL, 2006).

S

OAc
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N \N/ OAc
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Figura 20. Composto 1,2,4-triaz6lico com atividade antimicaoia (KHALIL, 2006).

O protioconazol, derivado da triazolinationa, éfangico comercialmente disponivel
e um dos mais importantes inibidoreslda—desmetilase (CYP51Figura 21). Entretanto,
informacfes mais concretas sobre 0 modo de acd® tiezol ndo se encontram disponiveis
na literatura. Parker e colaboradores estudarafeitm @o protioconazol na composi¢ao de
esterois deMycosphaerella graminicola, um fungo encontrado nas plantacdes de trigo, e
realizaram o tratamento deste fungo com 5ug/mlpd&ieonazol, tebuconazol, triadimenol e
protioconazol. Os resultados mostraram que todosaxn&s inibiram a CYP51 da
Mycosphaerella graminicola pois foi observado o acumulo de lanosterol e eblric a
diminuicdo de ergosterol nas células tratadas «igs@zois. Estes pesquisadores realizaram
testes espectrofotométricos com estas substamiasmato com o fungo e concluiram que o
protioconazol age como um inibidor competitivo thfgemente dos outros azoéis que sao
inibidores ndo competitivos. Sendo assim, estayiesqgepresentou o primeiro estudo para
validar o efeito do protioconazol na composicacesierol daviycosphaerella graminicola.
Os estudos de afinidade de ligacdo do protioconamstraram uma nova percepcao para
interacdo da CYP51 com inibidores de desmetilagspecialmente para esta nova
triazolinationa (PARKER al., 2010).
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Figura 21. Protioconazol, antifingico comercial, avaliado radamento de infeccbes com o
fitopatogenadvlycosphaerella graminicola (PARKEREet al., 2010).

1.6.2. Atividade tripanocida de compostos triazélms

Alguns derivados azolicos foram estudados e testpdm o tratamento experimental
da DC e os resultados mostraram que estes compbstesociclicos sintéticos foram
promissores contra as formas evolutivasTdoruz, e estdo disponiveis comercialmente ou
sendo testados contra outras infeccbes. Os triapdisieiramente avaliados tanto
experimental quanto clinicamente para o tratamdatdoenca de Chagas foram o Fluconazol,
Itraconazol e CetoconazolFigura 22), contudo, nenhum deles apresentou resultados
satisfatorios (BRENER al., 1993).

Com o desenvolvimento de novos derivados azélieoslasse dos triazois, indicado
na Figura 22, pode-se constatar a eficacia e a atividade tigda desses compostos
triazolicos sobre alvos especificos do metabolisioo ergosterol. O ergosterol é uma
substancia de extrema importancia para o crescopéesenvolvimento e sobrevivéncialo
cruzi, como para a maioria dos fungos e leveduras. Estegpostos triazdlicos agem
principalmente sobre a enzima Gidesmetilase, uma enzima microssémica do citrod®mo
450 (CYP51), impossibilitando assim a formacdo dweogterol a partir do lanosterol e
impedindo a formacg&o do ergoterol (URBINA, 1997 809). O resultado da inibicdo nas
etapas finais da biossintese do ergosterol € aourdel precursores do ergosterol na
membrana celular dd. cruzi, comprometendo sua integridade. Devido a issoapaetle
biossintese do ergosterol € considerada um alvquiiioco potencial para pesquisa de
quimioterapicos, ja que este esterdide € fundamepdea a membrana celular dos
tripanossomatideos. Outra razédo que contribui pamgeresse sobre este alvo € que as células
do hospedeiro vertebrado sdo dependentes do colestedo do ergosterol, contrariamente
aoT. cruz que é extremamente suscetivel a inibidores daibiese de ergosterol (IBEsh
vitro ein vivo (URBINA, 2000; URBINA, 2001; URBINA, 2002). E somado a isso, 0 gene
da enzima Cl4a-desmetilase do parasito encontra-se ativado taatdorma evolutiva
presente no mamifero quanto no inseto vetor, odggéaca ainda mais a importancia deste
alvo metabdlico (BUCKERt al., 2003).
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Figura 22. Compostos azolicos, inibidores da biossintesegtestarol, testados no
tratamento experimental da doenca de Chagas.

Entretanto, os IBEs comercialmente disponiveisquas sdo altamente eficazes no
tratamento de doencas fungicas, ndo séo potergecgente para a erradicacdo @ocruz
em experimentos com animais infectados e em pasidnimanos (MOREIRAt al., 1992;
BRENERet al., 1993). Urbina e colaboradores comprovaram queshderivados triazolicos
(inibidores do citocromo P450, dependente do dst&td a-desmetilase, de fungos e
protozoarios) tais como o D0870 (Zeneca Pharmastie o posaconazol (SCH 56592,
Schering-Plough Research Institute), sdo capazesdigir a cura parasitoloégica na fase
cronica e aguda da doenca de Chagas em testesanondongos. Foi concluido que a
atividade tripanocida destes compostos resultaudepstente e seletiva atividade anfi.-
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cruzi e de suas propriedades farmacocinéticas, particeaide a sua longa meia-vida e a uma
ampla capacidade de distribuicdo através de difesetecidos (URBINA, 1996, URBINA,
1999; URBINA, 2000).

Com base nos dados a cima, Urbina e colaboradorestigaram a atividade do TAK-
187, um triazol fungicida com longa meia-vida, cand T. cruzi em diversos animais. Os
estudosin vitro revelaram que a concentracdo inibitdria minimaM)Ctontra a forma
epimastigota foi de 0,3-1,0 uM, enquanto que na&oinacado correspondente contra a forma
amastigosta foi de 1 nM. Estes pesquisadores taral@éharam o efeito do TAK-187 por um
longo periodo de tratamento e concluiram que estgosto, quando administrado em dias
alternados em doses de 10-20 mg/kg em camundorayfesa aguda e cronica da doenca,
induziu 80-100% de sobrevivéncia com 80-100% da parasitoldgica, em sobreviventes de
ambos os casos (URBINAt al., 2003). A pesquisa também mostrou que ndo foram
observados efeitos secundarios téxicos em nenhsnpraddocolos experimentais e 0os autores
apontaram o TAK-187 como um potente composto ahtcruzi com atividade tripanocida
vivo e que deve ser considerado para estudos possedoneo um tratamento de potencial
especifico para a doencga de Chagas em humanos 4R#8kl., 2002).

Em outro estudo realizado, Silva e colaboradonetetszaram derivados triazolicos a
partir da norB-lapachonaKigura 23), da classe das quinonas, para serem avaliadts @n
forma tripomastigota dd. cruzi. Os pesquisadores focaram no estudo tripanocidudtutimo
formado entre as naftofuranoquinoidais e a porgézdica. Assim, sintetizaram cinco
derivados sendo todos mais ativos que a quinog@nalj com valores de €l que variaram
de 17 a 359 pM, em 24h de tratamento. Isso indicmelhora da atividade biolégica com a
introduc&o do nucleo triazodlico ligado ao compagpimona. Dentre os derivados sintetizados,
0 mais ativo contra a forma tripomastigota foi dgumm a por¢cdo benzilica, apresentando
Clspde 17 uM, em 24h de tratamento. Neste sentidoutmses atribuiram esta melhora da
atividade ao seu maior carater lipofilico proponeiodo uma melhor penetracdo através da
membrana da célula do parasito (SIL#al., 2007). Assim, pode-se concluir que os triazois
sdo candidatos farmacoforos promissores ao deseémenito de novas alternativas para o
tratamento da doenca de Chagas humana.
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Figura 23. Derivados triazélicos preparados a partir dafyapachona e avaliados contra a
forma tripomastigota d®. cruz (SILVA et al., 2007).
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1.6.3. Sintese de compostos possuindo o sistemagdit@zolico

Umas das metodologias mais utilizadas para formedeéab,2,4-triazois é a partir das
hidrazidas correspondentes. Cansiz e colaboradoresizaram derivados 1,2,4 triazol6licos
4,5-dissubstituidosHsquema 2 a partir da reacdo da isonicotinoidrazida contiags@nato
em meio de etanol sob condi¢bes de refluxo por rdshoA tiossemicarbazida gerada foi
reagida com NaOH em solucdo aquosa por 8 horaordigbes de refluxo e apds posterior
acidificacdo com HCI forneceu os derivados triazadi planejados (CANSIZt al., 2012).
Outro autor que utilizou uma metodologia similargoa sintese de 1,2,4-triazois foi Mavrovra
e colaboradores (MAVROVRAt al., 2009).
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Esquema 2 Metodologia utilizada para formacao dos 1,2,4-iefCANSIZet al., 2012).

A metodologia empregada por Khalil para formacds dg2,4-triazéis foi a
hidrazindlise do composto potassio-3-nicotinoilmdiirbazato, sob refluxo de 12h, com
posterior acidificacdo com acido cloridrico concatdd em meio aquoso para a obtencao do
4-amino-5-(piridina-3-il)-2,4-dihidro-[1,2,4]-trig#-3-tiona, representado pelesquema 3
(KHALIL, 2006).

H
N/N

SK 1)H,N—NH, .H,0 / s
JHN—NH, HO > y
T ‘ \
NH
\ 2

Esquema 3 Reacéo de formacéo dos derivados 1,2,4-triaz0iA(dH 2006).

Mathew e colaboradores sintetizaram uma série aoiy contendo os nudcleos 1,2,4-
triazol e 1,3,4-tiadiazol para serem testados quasisuas atividades bactericida, antifungica,
anti-inflamatodria e analgésica. A metodologia métia iniciou-se com a formacdo da
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hidrazida aromatica pela reacdo do éster aromaieo hidrato de hidrazina. Logo em

seguida, a hidrazida foi reagida com dissulfetcald®ono e hidréxido de potassio em meio
alcodlico para a formacédo do ditiocarbazinatos @&gssio, o qual foi em seguida ciclizado
pela reacdo com hidrato de hidrazina levando adoém do 1,2,4-triazol pretendido, como
mostra cEsquema 4abaixo (MATHEWEt al., 2006).

S
N,H,.H,0 Cs, H .
Ar—COOR —2%2-- Ar— CONHNH, Ar—CONHNHGC— SK
KOH/C,H,OH
N
—
N,H,.H,0 N\ \>/SH
_— =
-
Ar
NH,

Esquema 4 Sintese de 4-amino-1,2,4-triaz6is (MATHEA\AL., 2006).
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2. JUSTIFICATIVAS

Os trabalhos encontrados na literatura sobeéeito da piperina e de seus derivados e
analogos impulsionaram nosso grupo de pesquisatualagsa atividade inibitéria deste
produto natural e de seus derivados sobfeypanosoma cruz, agente etiolégico da doenca
de Chagas. Como esta amida natural possui com@oaaddade leishmanicida (KAPIL,
1993; RAAY et al., 1999; SILVAet al., 2002), nossa equipe testou a piperina e algans d
seus derivados e analogos sobre as formas evauto/k cruzi (RIBEIRO, 2004; RIBEIRO
et al., 2004; FERREIRA, 2006, FERREIRAt al., 2008). Os resultados mostraram o
potencial da piperina contra 4. cruzi e sua eficiéncia como precursor para o
desenvolvimento de novas substancias com perfidtdéade antiparasitaria, estimulando-
nos a continuar os estudos corfi.@ruz incorporando a unidade triazélica aos derivados da
piperina.

A piperina, além de possuir um variado perfil dvidddes biologicas, apresenta
caracteristicas importantes para sua utilizacdemaowiécula protétipo e/ou precursora para o
desenvolvimento de novos farmacos, que envolvemabBuadancia no material vegetal, sua
facilidade de extracdo e por possuir funcionalidagmssiveis de sofrerem diversas
manipulacdes sintéticas.

Além das evidéncias da piperina como um modelo watbm para o desenvolvimento
de novos farmacos antiparasitarios, a escolha diemiriazolico foi baseada em sua
fundamental importancia na atividade tripanocidaol@postos inibidores da biossintese de
ergosterol (esteréide de fundamental importancia pantegridade da membrana celular dos
tripanossomatideos) (URBINA, 1996, URBINA 1999 & BIRIA, 2000), que pode ser
visualizado como um alvo bioquimico para a ativeldd nossas moléculas.

3.0OBJETIVOS
3.1. Objetivo geral

Este trabalho tem como objetivo isolar a amida magtuatravés da metodologia
otimizada por nosso grupo de pesquisa (RIBEIRO4AR0&M quantidades suficientes para
produzir uma série de derivados da classe dos-ttiazbis que serdo caracterizados através
de técnicas espectrométricas e avaliados quantasaasividades tripanocidas.

3.2. Objetivos especificos
» Extrair a piperind através d@iper nigrum em quantidades adequadas;

« Com base nas estratégias de modificacdo molecoldriaisosterismo e da
hibridagdo molecular, sintetizar os derivados loefeticos da classe dos
triazois, que sao preparados a partir de um precutemum, o acido
piperinico2, gerando assim moléculas que viriam a forneceomsisubsidios
para ampliar os estudos de relacao estrutura-atieidestes compostos;

* Investigar o uso de metodologias sintéticas class& técnicas alternativas
para sintese desses heterociclicos, principalmemte irradiacdo de micro-
ondas (Discover - CENNhc.);

24



e Caracterizar devidamente o0s compostos obtidos, beomo seus

intermediarios, através das técnicas convenciotaianalise (IV, RMNH,
RMN *3C, EM);

* Avaliar atividade antiparasitaria dos novos derogleterociclicos frente do
cruzi, comparando com a atividade do produto naturalerpip e do
benzonidazol, farmaco de referéncia, usado nontiextéo da doenca (estudos
realizados em colaboracdo com o Dr. Leonardo Fdgireima e a Prof? Lucia
Mendoncga-Previato - Laboratério de Glicobiologidnstituto de Biofisica
Carlos Chagas Filho — UFRJ);
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4. MATERIAL E METODOS
4.1. Instrumentos utilizados nas caracterizacdes @sctromeétricas

> Os espectros de RMN di#i (500 MHz) e ®*C (125 MHz) foram obtidos em
espectrometros de marca Bruker, modelo Ultrashidigs (PPGQ — UFRRJ). Foi
utilizado como referéncia interna o tetrametilslgdMS) e os solventes: cloroformio
(CDCl;) e dimetilsulfoxido (DMSOBP6) na solubilizagdo das amostras. Os
deslocamentos quimico8) foram medidos em parte por milhdo (ppm) e astaniss
de acoplamental] em Hertz (Hz);

» Os espectros de Infravermelho (IV) foram obtidos espectrofotometro da marca
Bruker, modelo Vertex 70 (PPGQ-UFRRJ). As amosttdislas foram pulverizadas e
analisadas em pastilhas de KBr;

» Os espectros de massa de baixa resolucdo forashoshio cromatografo em fase
gasosa acoplado ao espectrofotbmetro de massas ®P&1L0 Plus da Shimadzu
(PPGQ-UFRRJ). Condicbes de analise: Coluna: vf-§8BEm x 0,25 x 0,25 mm);
Temperatura: 200°C/1’ - 10°C - 290°C/40 mim; InjeRyY0°C;

» Os espectros de massa de alta resolucdo (EMARInfatatidos no equipamento
Micromass Q-TOF (Waters, UK) do Instituto de Quianita UNICAMP;

» As andlises por CLAE-DAD foram realizadas em umn@atbgrafo liquido de alta
eficiéncia (CLAE) da marca Shimadzu constituido goas bombas série LC-20AT,
detector de arranjo de diodos série SPD-M20A ¢anjgheodyne 7125i com loop de
20 pL. O controle do equipamento e aquisicdo ddssléoi feito através do software
LCSolution (Shimadzu). As analises foram realizadas coluna analitica de fase
reversa C-18 (150 x 4,6 mm, Bn de particula, Allure Restek), mantida a 30°C. A
fase movel foi constituida por uma mistura de auetl@ (98%, solvente B) e agua
(2%, solvente A). A separacao foi feita no modaigabco com fluxo constante de 1,2
mL.min?, e o volume de amostra injetada foi de |10 O monitoramento dos
cromatogramas foi realizado a 200 e 500 nm.

4.2. Nas analises, sinteses e purificagcdes

» Cromatofolhas de silica gel 60 F254 (camada dentiy, da marca Merck para o
acompanhamento por CCDA (Cromatografia de Camadgaba Analitica) das
reacoes;

» Solventes: acetato de etila, acetona, cloroforhidprometano, etanol, éter etilico e
metanol, fornecidos pela Vetec e/ou Tédia Brazildi€lometano, utilizado como
solvente nas reagfes que necessitavam de meio dioidoreviamente seco atraves da
destilacdo com hidreto de célcio (VOGEL, 1978);

» Reagentes: Solucéo de acido cloridrico concentf@id®) e o hidréxido de sédio em
pastilhas foram obtidos pela Vetec. Os demais reagecloreto de oxalila, hidrato de
hidrazina, isotiocianatos de alquila (metil, eigopropil, butil, tert-butil, hexil,
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cicloexil), isotiocianato de fenila, isotiocianatte benzila, isotiocianato de 3,4,5-
trimetoxifenila, isotiocianato de 3-metoxifenilaptiocianato de 4-(trifliormetil)fenila
e isotiocianato de 4-metiltiofenila, foram adquisdda Sigma-Aldrich;

» A pimenta do reino utilizada para isolamento daepia foi obtida no comeércio
popular de varias regides do pais: Marataizes (E&to Velho (RO) e Duque de
Caxias (RJ).

4.3. Outros equipamentos

» Reator de micro-ondas - Modelo Discov&EM Inc;

» Aparelho Aaker para medicdo dos pontos de fuséo;
» Evaporador rotatorio da Fisaton - Modelo 802;
>

Camara de revelacdo CCDA da marca Entela, modelblastiheld, equipada com
lampada UV com comprimento de onda de 254 e 365 nm;

Placas de aquecimento e agitacdo da marca Coriisgitom;
pHmetro da marca Analyser, modelo pH 300;

> Ponto de fusdo da marca Aaker, modelo PFM-II.

4.4. Isolamento da 1-[(E,4E)-5-(1,3-benzodioxol-5-il)penta-2,4-dienoil]piperithe
(piperina, 1)

Em uma aparelhagem de Soxhleig(ra 24) foram colocados 250 g de pimenta do
reino em um cartucho de papel de filtro e no bal&ofundo redondo de 500 mL foram
adicionados 350 mL de etanol a 95% e pedras de;gbubD sistema foi mantido sob refluxo
numa manta de aquecimento por aproximadamente E3.h&Apos término da extracdo, o
extrato foi concentrado em evaporador rotatorisole o residuo de aspecto viscoso e aroma
adocicado obtido, foram adicionados cerca de 100dmuma solucdo alcoodlica de KOH a
10%, recentemente preparada. A adicdo da solugdmli@h basica foi feita para que
ocorresse a precipitacdo dos taninos e demaisiaiatiemolicos, principais contaminantes do
meio, na forma dos seus respectivos sais de potagsos filtracdo a vacuo e remocao do
material precipitado, foi adicionada ao sobrenamlamna pequena quantidade de agua,
suficiente para que o meio se tornasse turvo. Aposperiodo de cerca de trés dias em
repouso, formou-se um precipitado amarelo queiltbado sob pressdo reduzida. O sélido
obtido foi lavado com uma pequena quantidade da gglada, seguido de éter etilico gelado.
Apés a recristalizagdo em etanol foram obtidosg7(3%) de piperina na forma de cristais
amarelo-claro no formato de agulhas (IKAN, 1991).

Pf. 126-127°C (Lit.: 125-127°C — IKAN, 1991).
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Figura 24. Aparelhagem de Soxhlet.
Dados de Infravermelho (pastilha em KBrcm ™):

vC-H (Csp) = 3008 (estiramento de C-H de sistema aromatico);

vC-H (Csp) = 2941 - 2850 (estiramento de metilenos do aipelrjglinico);

vC=0 = 1633 (estiramento da carbonila de amida gawja);

vC=C (Csp) = 1612-1491 (vibracéo da ligacdo C=C do esqueleimatico);

vC-O-C = 1252 (estiramento de éter);

8C-H (Csp) = 929,5 (deformacéo angular fora do plano de @akh H isolado no sistema
aromatico);
o6C-H (ng) = 847 (deformacao angular fora do plano de C-td @&l no sistema aromatico).
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Espectro 1.Espectro no IV da piperinh
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Dados do Espectro de Massas:

EM/IE: miz = 285 (M+ 100%); 201(20%); 173(10%): 143(10%); 115(35%)2(15%);
84(10%) e 42(5%).
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Espectro 2.Espectro de massas da piperna
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Espectro 3.Espectro de RMNH (500 MHz, CDC}) da piperinal.
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Espectro 4.Espectro de RMN®C (500 MHz, CDGJ) da piperinal.

Piperina 1

Tabela 2.Deslocamento quimico de RMIN e RMN*3C para a piperina.

Posicéo 8 H (ppm) ; J(Hz) 6'°C (ppm)
T 3,60 (m, 2H) 43,24 (CH)
> 1,58 -1,68 (m, 2H) 24.67(CH)
3 1,58 - 1,68 (M, 2H) 25.63(CH)
4 1,58 - 1,68 (m, 2H) 26,74(CH)
5 3,60 (M, 2H) 46.92(CH)
C=0 e 165,42 (C)
o 6,45 (d; 14,5; 1H) 120,08 (CH)
B 7,43 (dd; 14,5 e 9,7; 1H) 142,47 (CH)
y 6,75 - 6,80(m, 1H) 125,37 (CH)
5 6,75 - 6,80 (M, 1H) 138,21 (CH)
1 131,02 (C)
2 6,99(d; 1,5; 1H) 105,66 (CH)
3ed e 148,20 (C)
5 6,75 - 6,80 (M, 1H) 108,49 (CH)
6 6,90 (dd: 8 e 1,5; 1H) 122,51 (CH)
OCH,0 5,99 (s,2H) 101,28 (G
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4.5. Preparacdo do acido (E,4E)-5-(1,3-benzodioxol-5-il)penta-2,4-diendico (acido
piperinico, 2

o 1)KOH/EtOH o S N
< refluxo 12h OH
2)HCI 10%, pH = 3 2

82%

Esquema 5.Reacao de preparacdo do acido piperinico.

Em um baldo de 50 mL de capacidade, equipado cora Ha agitacdo magnética e
condensador de refluxo, foram adicionados 2,20,82(™mol) de piperina em 22 mL de
solucéo alcoodlica de KOH 20%. A mistura reacionainiantida sob refluxo e agitacao por 1
hora no reator de micro-ondas (temperatura de %5 W de poténcia). A reacao foi
acompanhada por cromatografia em camada delgaddican&CCDA), passando da cor
amarela para marrom, com formacao de precipitag@s/o término da reacdo, retirou-se
todo o etanol da mistura reacional em evaporadatgo, acrescentou-se agua ao residuo
sélido formado, deixando-se atingir a temperatweaebulicdo a fim de solubilizar todo o
material precipitado, sendo a solugdo em seguittada & quente. Esta solu¢do aquosa foi
extraida por duas vezes com éter etilico, com alidiade de se retirar contaminantes
diferentes do carboxilato. Em seguida, acrescesg¢plgota a gota, uma solucado de HCIl a
10%, até o meio atingir pH préximo de 3, ocorrerdtio a precipitacdo do acido na forma
de um solido amarelo. Apés a filtragdo sob pressdozida, o material foi lavado com agua
gelada. O solido obtido foi seco em dessecadocrstalizado em etanol, gerando 1,37 g
(82%) do acido piperinic@. O produto foi devidamente caracterizado pelosoduit
convencionais de analise e os dados obtidos estdécardo com o descrito na literatura
(FERREIRA, 2006).

Pf: 218-219°C (Lit. 216-217°) (IKAN, 1991).

4.6. Preparacédo do cloreto do acido &,4E)-5-(1,3-benzodioxol-5-il)penta-2,4-diendico
3

0 N X

OH  (COCl), cl
—_—
< ) TA. < 3

O O

Esquema 6.Reacao de preparacédo do cloreto do acido 5-(Ftlemodioxifenil)-ZE&, 4E-
pentadiendico.
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Em um baldo de 25 mL de capacidade, equipado coma da agitacdo magnética,
septo de borracha, bolhométro e mantido sob atmzosferte, foram adicionadas 500 mg
(2,29 mmol) do acid@, seguido da adicdo de aproximadamente 1,5 mL 160,6hmol) de
cloreto de oxalila. Esta solucéo foi submetida itag8o em temperatura ambiente por cerca
de 30 minutos. Apos este tempo, constatou-se Bzfigao da reacdo por cromatografia em
camada delgada (indiretamente, acompanhando a ¢aomdo éster metilico, através da
reacao de uma pequena aliquota com metanol). Gdadureacéo, o excesso de (COMI)
removido em evaporador rotatério, restando apenalwreto de acila3, na forma de um
residuo sélido, de coloracéo laranja, que foi entdizado na etapa posterior, sem tratamento
prévio, devido a sua instabilidade em atmosferalé@mi

4.7. Preparacgéao da (E,4E)-5-(1,3-benzodioxol-5-il)penta-2,4-dieno-hidrazid#4)

o| o)
O \ \ | NH,
Cl NH..NH,.H,0 © AN NH
_ =
3 CH2C|2 seco < 4
(0] T.A. 70% (0]

Esquema 7. Reacéao de preparacao d&,@E)-5-(1,3-benzodioxol-5-il)penta-2,4-dieno-
hidrazida.

Essa reacdo da preparacdo da acilidragifé realizada imediatamente apos a reagéo
de obtencédo do cloreto de acBaevitando assim a hidrdlise deste intermediariccdido
amarelo formado apos a evaporacdo do excesso ré¢octie oxalila foi dissolvido em 5 mL
de CHCI, seco. Esta solucdo, mantida sob atmosfera inertenebanho de gelo, foi
adicionada, gota a gota, sobre uma solugao contemdb de hidrato de hidrazina em 7 mL
de diclorometano seco, mantida num baldo de 25 enujpado com barra de agitacao
magnética, septo de borracha e regularizador dsgwemantido sob atmosfera de nitrogénio
seco. Apos o término da adicdo, o meio reaciamatliéixado por cerca de 10 minutos sob
agitacdo a temperatura ambiente. Por andlise @@ACverificou-se o término da reacdo. O
solvente foi removido no evaporador rotatério esapdicdo de agua destilada o produto foi
filtrado sob presséo reduzida. Foram obtidas 37%40dg7%) da hidrazidd na forma de um
sélido amarelo. O produto foi devidamente carazdeld por ponto de fusédo e através dos
métodos convencionais de analise.

Pf: 240-242C
Dados de Infravermelho (pastilha em KBrcm ™):

vN-H = 3280 (estiramento de hidrazida);

vC-H (Csp) = 3003 (estiramento de C-H de sistema aromatico);

vC-H (Csp) = 2964 (estiramento de metilenos);

vC=0 =1679 (estiramento da carbonila de hidraziadgugada);

vC=C (Csp) = 1610-1496 (vibracao da ligacdo C=C do esquelgimatico);
vC-O-C = 1257 (estiramento de éter);

32



8C-H (Csp) = 927 (deformacéo angular fora do plano de C-thp isolado no sistema
aromatico);
8C-H (Csp) = 796 (deformac&o angular fora do plano de C-td B&l no sistema aromatico).
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Espectro 6.Espectro de RMNH (500 MHz, DMSOD6) da acilidrazidat.
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Espectro 7.Espectro de RMN®C — DEPT Q(500 MHz, DMS@6) da acilidrazida.

Acilidrazida4

Tabela 3.Deslocamentos quimicos de RMN e RMN*3C para4.

Posicéo 8 H (ppm) ; J(Hz) 8'°C (ppm)

NH, 445 (sl 2H)

NH 445 (s, 1H) e

C=0 e 165,23 (C)
o 6,05 (d; 15,1; 1H) 123,05 (CH)
B 7.19 (dd: 15,1 e 10,4; 1H) 139,38 (CH)
v 6,86 - 6,97 (m, 1H) 125,82 (CH)
5 6,86 - 6,97 (m, 1H) 138,26 (CH)
1 131,37 (C)
2 7.27 (d: 1,4: 1H) 106,10 (CH)
3 148,19 (C)
4 148,43 (C)
5 6,86 - 6,97 (m, 1H) 108,93 (CH)
6 7,00 (dd: 8 e 1,4; 1H) 123,13 (CH)

OCH,0 6,06 (s, 2H) 101,75 (GH

34



4.8.Preparacéo dos derivados 2-[([,4E)-5-(1,3-benzodioxol-5-il)penta-2,4-dienoilN-
alquil/aril-hidrazinocarbotioamida (5a-5m)

Em um baldo de 10 mL, equipado com barra de agitagignética e condensador de
refluxo foram suspensas 100 mg (0,431 mmol) deahida em 5 mL de etanol. Sobre esta
suspensdo adicionou-se 0,5172 mmol de diferent#Bdganatos, sendo entdo a mistura
submetida a irradiagdo de micro-ondas sob refluoQpsh (100W, 78°C). A evolucdo da
reacao foi acompanhada por CCDA. Apos o términsedgdo, a mistura foi colocada em
evaporador rotatorio para eliminacdo do etanolge lem seguida o produto foi recolhido e
recristalizado em etanol. Todos os intermedidnasam seus pontos de fusdo determinados,
sendo caracterizados por RMN e **C e IV. NaTabela 4 a seguir, encontram-se descritos
os intermediariosN-alquil/aril-hidrazinocarbotioamidas5#&5m), sintetizados com suas
respectivas massas geradas, rendimentos e regggutintos de fusao.

Tabela 4.Massa gerada, rendimento e ponto de fusdo panseosiediarios
sintetizados.

Massa

N-alquilidrazina- . Ponto de
car%otioamida R g?r:g;ia Rendimento Fusao
5a metil 88,7 67% 195-196 °C
5b etil 124 90% 192-193 °C
5c isopropil 88,7 66% 193-194 °C
5d butil 130,6 87% 173 -175°C
5e hexil 146 90% 165 -167 °C
5f cicloexil 147 91% 192-194 °C
59 fenil 119,3 87% 149-150 °C
5h benzil 164 84% 196-197 °C
5i 3,4,5-trimetoxifenil 152,2 7% 189-191 °C
5j tert-butil 120 80% 135-136 °C
5k 4-tiometilfenil 150 84% 175-177 °C
51 3-metoxifenil 112 65% 174-175 °C
5m 4-trifldormetilfenil 187 83% 177-178 °C
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4.8.1. Preparacdo da [(B,4E)-5-(1,3-benzodioxol-5-il)penta-2,4-dienoilN-metil
hidrazinacarbotioamida (5a)

o (o]
NH NH
o N N NH/NH2 a o N X NH T cH,
—_—
< 4 67 % 5 Sa S

Reagentes: a) Isotiocianato de metila, EtOH, xeflddW, 0,5h.

Esquema 8 Reacao de preparacadoNanetilidrazinacarbotioamida.
Pf: 195 - 196 °C
Dados de Infravermelho (pastilha em KBr, em cr):

vN-H = 3321 (estiramento de carbotioamida);

vN-H = 3170 (estiramento de hidrazida);

vC-H (Csp) = 2999 - 2922 (estiramento de metila e metilenos)

vC=0 =1664 (estiramento da carbonila de hidraziadgugada);

vC=C (Csf) = 1610 - 1500 - 1452 (vibracdo da ligacdo C=@slgueleto aromatico);
vC-O-C = 1251 (estiramento de éter);

vC=S = 1097 (estiramento da tioamida);

8C-H (Csp) = 927 (deformagédio angular fora do plano de C-kap4 isolado no sistema
aromatico);

8C-H (Csp) = 839 (deformacéo angular fora do plano de C-t4 g&l no sistema aromatico).
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Espectro 8.Espectro de IV d&l-metilidrazinacarbotioamidaa.
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N-metilidrazinacarbotioamidaa

Tabela 5.Deslocamento quimico de RMM e RMN°C para5a

Posic&o 8 ™H (ppm) ; J(Hz) 6%°C (ppm)

l’ ______________ *

> 2.87 (d: 4,1; 3H) 31,40 (CH)
e 165,65 (C)

o 6,08 (d: 15; 1H) 122,40 (CH)
B 7,29 (dd: 15 e 10,5; 1H) 141,37 (CH)
y 6,93-7,04 (M, 1H) 125,53 (CH)
5 6,93-7,04 (M, 1H) 139,53 (CH)
1 131,20 (C)

2 7.32 (s: 1H) 106,18 (CH)
3 e 148,46 (C)

4 148,46 (C)

5 6,93 - 7,04 (m, 1H) 108,96 (CH)
6 6,93 - 7,04(m, 1H) 123,51 (CH)
OCH,0 6,07 (s, 2H) 101,81 (CH)
a 989 (s,1H) e

b 927 (s, 1H) e

Cc 798(s,1H) e

* Valor ndo observado no espectro de RM®BI
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4.8.2. Preparacdo da  [(E,4E)-5-(1,3-benzodioxol-5-il)penta-2,4-dienoilN-etil-
hidrazinacarbotioamida (5hb)

o
i |
. S H NH/NHZ a o N X NH/NH\(NH\/CHQ,
< 90% . s
o 4 5b

Reagentes: a) Isotiocianato de etila, EtOH, refld&d/, 0,5h.
Esquema 9.Reacao de preparacaoNetilidrazinacarbotioamida.
Pf: 192-193 °C
Dados de Infravermelho (pastilha em KBr, em cr):

vN-H = 3315 (estiramento de carbotioamida);

vN-H = 3190 (estiramento de hidrazida);

vC-H (Csp) = 2972 - 2929 (estiramento de metila e metilenos)

vC=0 =1666 (estiramento da carbonila de hidrazidjgugada);

vC=C (Csp) = 1612 - 1498 - 1444 (vibracdo da ligacdo C=@slgueleto aromatico);
vC-O-C = 1249 (estiramento de éter);

vC=S = 1101 (estiramento da tioamida);

8C-H (Csp) = 933 (deformagéio angular fora do plano de C-ka 4 isolado no sistema
aromatico);

8C-H (Csp) = 802 (deformacéo angular fora do plano de C-t4 B&l no sistema aromatico).
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Espectro 11.Espectro de IV dal-etilidrazinacarbotioamidab.
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N-etilidrazinacarbotioamida 5b

Tabela 6.Deslocamento quimico de RMIN e RMN*3C para5b.

Posicéo 8 H (ppm) ; J (Hz) 6'°C (ppm)
— 181,65 (C)
2 3,39 - 3,49 (m, 2H) 38,96 (CH)
3 1,05 (t; 7: 3H) 14,87 (CH)
C=0 e 165,61 (C)
o 6,08 (d; 15,3; 1H) 122,36 (CH)
B 7.25 (dd: 15,1 e 9,9; 1H) 141,35 (CH)
y 6,91- 6,99 (M, 1H) 125,48 (CH)
5 6,91- 6,99 (M, 1H) 139,46 (CH)
1 131,16 (C)
2 7,29 (d: 1,5; 1H) 106,20 (CH)
3 e 148,42 (C)
4 e 148,42 (C)
5 6,91- 6,99 (M, 1H) 108,94 (CH)
6 7,01 (dd: 8,28 e 1,51; 1H) 123,38 (CH)
OCH,0 6,05 (s, 2H) 101,76 (CH)
a 9,86(s,1H) -
b 9,18 (s, 1H) e
c 8,00 (t;5,2;1H) e
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4.8.3. Preparacdao da [(E,4E)-5-(1,3-benzodioxol-5-il)penta-2,4-dienoilN-isopropil-
hidrazinacarbotioamida (50

(e}

o)
H a o N N ‘ _NH NH CHg
NH NH
o \ \ NH/ ) W/ Y
< 66% o S CH,
o] 4 5c

Reagentes: a) Isotiocianato de isopropila, EtOftlxe, MW, 0,5h.

Esquema 10Reacé&o de preparagaoMasopropilidrazinacarbotioamidzc.

Pf: 193-194 °C
Dados de Infravermelho (pastilha em KBr, em cr):

vN-H = 3435 (estiramento de carbotioamida);

vN-H = 3246 (estiramento de hidrazida);

vC-H (Csp) = 2970 (estiramento de metila e metilenos);

vC=0 = 1666 (estiramento da carbonila de hidrazaugada);

vC=C (Csf) = 1604 - 1496 - 1448 (vibracdo da ligacdo C=@slgueleto aromatico);
vC-O-C = 1251 (estiramento de éter);

vC=S = 1139 (estiramento da tioamida);

8C-H (Csp) = 925 (deformagédio angular fora do plano de C-ka 4 isolado no sistema
aromatico);

8C-H (Csp) = 844 (deformacéo angular fora do plano de C-t4 B&l no sistema aromatico).
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Espectro 14.Espectro IV ddN-isopropilidrazinacarbotioamidzc.
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CH3

N-isopropilidrazinacarbotioamida 5¢

Tabela 7.Deslocamento quimico del e**C parasc.

Posicéo 8 H (ppm) ; J (Hz) 6'°C (ppm)

1’ ______________ *

2 4,46 (s,1H) 46,24 (CH)
e 4 1,12 (d; 6,6; 3H) 22,39 (CH)
C=0 e 165,49 (C)

o 6,10 (d: 15; 1H) 122,56 (CH)

B 7,26 (dd, 15 e 10,2; 1H) 141,20 (CH)

y 6,93 - 7,03 (M, 1H) 12553 (CH)

5 6,93 - 7,03 (M, 1H) 139,47 (CH)

1 131,22 (C)

2 7.31(s, 1H) 106,17 (CH)
3ed e 148,46 (C)

5 6,93 - 7,03 (M, 1H) 108,96 (CH)

6 6,93 - 7,03 (m; 1H) 123,48 (CH)

OCH,0 6,07 (s, 2H) 101,81 (CH)

a 982 (s,1H) e

b 9016 (s, 1H) e

C 767(d;78,1H) —ememmemeee-

*Valor ndo observado no espectro de RFGL
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4.8.4. Preparacdo da [(B,4E)-5-(1,3-benzodioxol-5-il)penta-2,4-dienoilN-butil-
hidrazinacarbotioamida (5d)

0
i |
o X ‘ e a ° NN NH/NH\‘‘/NH\/\/CH3
< 87% o S
5d

Reagentes: a) Isotiocianato de butila, EtOH, refliw, 0,5h.
Esquema 11Reacéo de preparagaoNdutilidrazinacarbotioamidad.
Pf. 173-175°C
Dados de Infravermelho (pastilha em KBr, em cri):

vN-H = 3435 (estiramento de carbotioamida);

vN-H = 3184 (estiramento de hidrazida);

vC-H (Csp) = 2945 - 2877 (estiramento de metila e metilenos)

vC=0 = 1660 (estiramento da carbonila de hidrazagugada);

vC=C (Csp) = 1600 - 1494 - 1444 (vibracdo da ligacdo C=@slgueleto aromatico);
vC-O-C = 1251 (estiramento de éter);

vC=S = 1037 (estiramento da tioamida);

8C-H (Csp) = 933 (deformagéio angular fora do plano de C-ka 4 isolado no sistema
aromatico);

8C-H (Csp) = 794 (deformacéo angular fora do plano de C-t4 B&l no sistema aromatico).
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Espectro 17.Espectro de IV d&l-butilidrazinacarbotioamidad.
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N-butilidrazinacarbotioamida 5d

Tabela 8.Deslocamento quimico del e**C parasd.

Posicéo 8 H (ppm) ; J (Hz) 6'°C (ppm)
1’ ______________ *
> 3,44 (s,2H) 43,82(CH)
3 1,48-1,51 (m, 2H) 31,39 (CH)
4 1,27-1,29 (m, 2H) 19,92 (CH)
5 0,90 (t; 6,9; 3H) 14,31(CH)
C=0 e 165,57 (C)

o 6,12 (d; 1H) 122,49 (CH)
B 7,27 (dd, 14,82 e 10,72; 1H) 141,27 (CH)
y 6,94 -7,04 (M, 1H) 125,53 (CH)
5 6,94 -7,04 (M, 1H) 139,49 (CH)
1 131,22 (C)
2 7.33 (s, 1H) 106,17 (CH)
3 e 148,46 (C)
4 e 148,40 (C)
5 6,94 -7,04 (M, 1H) 108,96 (CH)
6 6,94 -7,04 (M, 1H) 123,49 (CH)

OCH,0 6,08 (s, 2H) 101,81 (CH)
a 9,87 (s,1H) e
b 9,19 (s, 1H) e
C 8,00(s,1H) e

*Valor ndo observado no espectro de RiGL
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4.8.5. Preparacdo da [(E,4E)-5-(1,3-benzodioxol-5-il)penta-2,4-dienoilN-hexil-
hidrazinacarbotioamida (5€

o

i |
NH NH CH
o N N ‘ _NH, a o] XN N NH/ \H/ ~ N N8
NH —_—
< 90% s
4 o 5e

Reagentes: a) Isotiocianato de hexila, EtOH, refldftw, 0,5h.

Esquema 12Reacé&o de preparacaolMdexilidrazinacarbotioamidae

Pf: 165-167 °C
Dados de Infravermelho (pastilha em KBr, em cr):

vN-H = 3433 (estiramento de carbotioamida);

vN-H = 3195 (estiramento de hidrazida);

vC-H (Csp) = 2923 - 2860 (estiramento de metila e metilenos)

vC=0 = 1662 (estiramento da carbonila de hidrazagugada);

vC=C (Csp) = 1610 - 1492 - 1450 (vibracdo da ligacdo C=@slgueleto aromatico);
vC-O-C = 1247 (estiramento de éter);

vC=S = 1037 (estiramento da tioamida);

8C-H (Csp) = 931 (deformagéio angular fora do plano de C-ka 4 isolado no sistema
aromatico);

8C-H (Csp) = 804 (deformacéo angular fora do plano de C-t4 B&l no sistema aromatico).
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Espectro 20.Espectro de IV d&l-hexilidrazinacarbotioamidae
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N-hexilidrazinacarbotioamida 5e

Tabela 9.Deslocamento quimico del e *C parase

Posicéo & H (ppm) ; J (H2) 8™°C (ppm)

T 3,41 (s,2H) 44,21 (CH)

> 1,48 - 1,66 (m, 2H) 29,26 (CH)

3 1,27 - 1,37 (m, 2H) 26,48 (CH)

4 1,27 - 1,37 (m, 2H) 31,62 (CH)

5 1,27 - 1,37 (m, 2H) 22,65 (CH)

6 0,88 (t: 5; 3H) 14,51 (CH)
C=0 e 164,17 (C)

o 6,11 (d, 1H) 122,56 (CH)
B 7,26 (dd: 14,98 e 10,56; 1H) 141,35 (CH)
Y 6,93 - 7,03 (m, 1H) 125,62 (CH)
5 6,93 - 7,03 (m, 1H) 139,56 (CH)
1 e 131,30 (C)

2 7,32 (s, 1H) 106,25 (CH)
34 e 148,48 (C)

5 6,93 - 7,03 (M, 1H) 109,04 (CH)
6 6,93 - 7,03 (m, 1H) 123,57 (CH)
OCH,0 6,07 (s, 2H) 101,88 (CH)
a 986(s,1H) e

b 9,18 (s,1H) e

Cc 79 (6, 1H) e
C=S e 165,65 (C)




4.8.6. Preparacdo da [(E,4E)-5-(1,3-benzodioxol-5-il)penta-2,4-dienoilN-cicloexil-
hidrazinacarbotioamida (5f)

(0]
i |
0] X AN ‘ NH/NHz a <O A A NH/NH\/NH
< 91% o s
5f

Reagentes: a) Isotiocianato de cicloexila, EtOHuxe, MW, 0,5h

Esquema 13Reacé&o de preparacaoM&icloexilidrazinacarbotioamidaf.

Pf: 192-194 °C
Dados de Infravermelho (pastilha em KBr, em cr):

vN-H = 3435 (estiramento de carbotioamida);

vN-H = 3211 (estiramento de hidrazida);

vC-H (Csp) = 2929 - 2852 (estiramento de metilenos);

vC=0 =1637 (estiramento da carbonila de hidraziadgugada);

vC=C (Csp) = 1598 - 1454 (vibragéo da ligacdo C=C do esqoel®matico);

vC-O-C = 1242 (estiramento de éter);

vC=S = 1033 (estiramento da tioamida);

8C-H (Csp) = 929 (deformagédio angular fora do plano de C-kap4 isolado no sistema
aromatico);

8C-H (Csp) = 806 (deformacéo angular fora do plano de C-t4 B&l no sistema aromatico).
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Espectro 23.Espectro de IV d&l-cicloexilidrazinacarbotioamidaf.
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Espectro 24.Espectro de RMNH (500 MHz, DMSOD6) daN-
cicloexilidrazinacarbotioamidaf.
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Espectro 25.Espectro de RMN°C - DEPTQ (500 MHz, DMS@6) daN-
cicloexilidrazinacarbotioamidaf.
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N-cicloexilidrazinacarbotioamida 5f

Tabela 10.Deslocamento quimico d&l e**C para5f.

Posicéo 8 H (ppm) ; J (Hz) 6%°C (ppm)

1’ _______________ *

> 4,07 - 4,19 (s,1H) 53,37 (CH)

3 1,06 - 1,89 (m, 2H) 32,35 (CH)

4 1,06 - 1,89 (M, 2H) 25,67 (CH)

5 1,06 - 1.89 (M, 2H) 25 41 (CH)

6 1,06 - 1,89 (m, 2H) 2567 (CH)

7 1,06 - 1,89 (M, 2H) 32,35 (CH)
C=0 e 162,92(C)

o 6,10 (d; 15,13; 1H) 122,55 (CH)
B 7,25 (dd; 14,98 e 10,56; 1H) 141,20 (CH)
y 6,93 - 7,04 (m, 1H) 125,54 (CH)
5 6,93 - 7,04 (m, 1H) 139,46 (CH)
1 e 131,22 (C)

2 7.32 (s,1H) 106,17 (CH)
3 e 148,39 (C)

4 e 148,39 (C)

5 6,93 - 7,04 (m, 1H) 108,96 (CH)
6 6,93 - 7,04 (m, 1H) 123,47 (CH)
OCH,0 6,07 (s, 2H) 101,81 (CH)
a 984 (s, 1H) e

b 918 (s, 1H) e

C 7,65(d;2,52;1H) e

*Valor ndo observado no espectro de RFGL
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4.8.7. Preparacdo da [(B,4E)-5-(1,3-benzodioxol-5-il)penta-2,4-dienoilN-fenil-
hidrazinacarbotioamida (59)

o)
i I
_NH _NH
o N X NH/NHZ a, ° NS NH\H/
< 87% s
5¢

o 4
Reagentes: a) Isotiocianato de fenila, EtOH, reflidW, 0,5h

Esquema 14Reacéo de preparacaoNdenilidrazinacarbotioamidag.
Pf: 149-150 °C
Dados de Infravermelho (pastilha em KBr, em cri):

vN-H = 3437 (estiramento de carbotioamida);

vN-H = 3224 (estiramento de hidrazida);

vC-H(Csp) = 3045 (sistema aromatico);

vC-H (Csp) = 2923 (estiramento de metileno do metilenodioxi)

vC=0 =1641 (estiramento da carbonila de hidrazidjgugada);

vC=C (Csp) = 1602 - 1492 - 1448 (vibracdo da ligacdo C=@slgueleto aromatico);
vC-O-C = 1245 (estiramento de éter);

vC=S = 1033 (estiramento da tioamida);

8C-H (Csp) = 929 (deformagéio angular fora do plano de C-ka 4 isolado no sistema
aromatico);

8C-H (Cspf) = 775 e 702 (deformacdo angular fora do plandCe¢ para 5H no sistema
aromatico).
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Espectro 26.Espectro de IV dal-fenilidrazinacarbotioamidag.
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Espectro 28.Espectro de RMN’C - DEPTQ (500 MHz, DMS@6) daN-
fenilidrazinacarbotioamid&g.
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N-fenilidrazinacarbotioamida 59

Tabela 11.Deslocamento quimico del e *C parasg.

Posic&o 8 H (ppm) ; J (Hz) 6%°C (ppm)

0 *
7 139,70(C)

3 7,47 - 7,48 (s,1H) 128,47(CH)
4 7.34-7,36 (m, 1H) 130,43(CH)
5 7,16 - 7,18 (m, 1H) 126,47(CH)
6’ 7,34 - 7,36 (m, 1H) 130,43(CH)
7 7,47 - 7,48 (s,1H) 128,47(CH)
C=0 o *

o 6,15 (d; 13,87; 1H) 122,53(CH)
B 7,27 - 7,33 (m; 1H) 141,32 (CH)
v 6,84 - 7,04 (m, 1H) 125,56 (CH)
5 6,84 - 7,04 (m, 1H) 139,54 (CH)
S —— 131,22 (C)

2 7.33 (s, 1H) 106,18 (CH)
3e4 e 148,46 (C)

5 6,84 - 7,04 (m, 1H) 108,97 (CH)
6 6,84 - 7,04 (m, 1H) 123,51 (CH)
OCH,0 6,07 (s, 2H) 101,81 (CH)
a 1011 (s, 1H) e

b 974 (s, 1H) e

c 9.68 (s, 1H) e

*Valor ndo observado no espectro de RIS
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4.8.8. Preparacdo da [(B,4E)-5-(1,3-benzodioxol-5-il)penta-2,4-dienoilN-benzil-
hidrazinacarbotioamida (5h)

Reagentes: a) Isotiocianato de benzila, EtOH, xeflMw, 0,5h
Esquema 15Reacé&o de preparacaoMdenzilidrazinacarbotioamidzh.
Pf: 196-197°C
Dados de Infravermelho (pastilha em KBr, em cri):

vN-H = 3435 (estiramento de carbotioamida);

vN-H = 3161 (estiramento de hidrazida);

vC-H(Csp) = 3057 (sistema aromatico);

vC-H (Csp) = 2985 (estiramento de metilenos);

vC=0 = 1660 (estiramento da carbonila de hidrazaugada);

vC=C (Csp) = 1598- 1492- 1444 (vibracado da ligacdo C=C dpieketo aromatico);

vC-O-C = 1251 (estiramento de éter);

vC=S = 1035 (estiramento da tioamida);

8C-H (Csp) = 935 (deformagédio angular fora do plano de C-kap4 isolado no sistema
aromatico);

8C-H (Csp) = 796 e 702 (deformacdo angular fora do plandCeé para 5H no sistema
aromatico).
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Espectro 29.Espectro de IV dal-benzilidrazinacarbotioamidzh.
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Espectro 30 Espectro de RMNH (500 MHz, DMSOP6) daN-benzilidrazinacarbotioamida
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Espectro 31.Espectro de RMN’C - DEPTQ (500 MHz, DMSM6) daN-
benzilidrazinacarbotioamidzh.
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N-benzilidrazinacarbotioamida 5h

Tabela 12.Deslocamento quimico d&l e*C parash.

Posicéo 8 H (ppm) ; J (Hz2) 61°C (ppm)
c=s *
1 4,74 (d: 5,3; 2H) 41,17(CH)
> 139,94 (C)
Te? 7,29 - 7,32 (m, 1H) 128,51 (CH)
4e6 7,29 - 7,32 (m, 1H) 127,60 (CH)
5 7,29 - 7,32 (m, 1H) 127,08 (CH)
C=0 e 165,71 (C)
o 6,11 (d: 15; 1H) 122,45 (CH)
B 7.24 - 7,27 (m, 1H) 141,37 (CH)
y 6,94 - 7,04 (m, 1H) 125,53 (CH)
5 6,94 - 7,04 (m, 1H) 139,56 (CH)
1 131,21 (C)
2 7.32 (s: 1H) 106,18 (CH)
3ed e 148,41 (C)
5 6,94 - 7,04 (M, 1H) 108,97 (CH)
6 6,94 - 7,04 (M, 1H) 123,51 (CH)
OCH,0 6,07 (s, 2H) 101,82 (CH)
a 998(s,1H) s
b e O ) N —
c R ) R —

*Valor ndo observado no espectro de RIS
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4.8.9. Preparacdo da [(E,4E)-5-(1,3-benzodioxol-5-il)penta-2,4-dienoilN-(3,4,5-
trimetoxifenil)-hidrazinacarbotioamida (51)

ﬁ )

o}

. SN H NH, a <o X NH/NH\H/NH o

<j©/\/\/\NH 77% > . | U )

° 4 ? o b
Hye” :

Reagentes: a) Isotiocianato de trimetoxifenila, HEt@fluxo, MW, 0,5h
Esquema 16 Reacédo de preparacaodrimetoxifenilidrazinacarbotioamidai.
Pf: 189-191 °C
Dados de Infravermelho (pastilha em KBr, em cr):

vN-H = 3437 (estiramento de carbotioamida);

vN-H = 3228 (estiramento de hidrazida);

vC-H(Csp) = 3064 (sistema aromatico);

vC-H (Csp) = 2935 (estiramento de C-H da metila das metsxlanetileno);

vC=0 = 1660 (estiramento da carbonila de hidrazagugada);

vC=C (Csp) = 1606 - 1502 - 1452 (vibracdo da ligacdo C=@slgueleto aromatico);
vC-O-C = 1245 (estiramento de éter);

vC-O-C = 1132 (metoxila);

vC=S = 1039 (estiramento da tioamida);

8C-H (Csp) = 997 (deformagédio angular fora do plano de C-kap4 isolado no sistema
aromatico);

8C-H (Csp) = 800 (deformacéo angular fora do plano de C-t4 g&l no sistema aromatico).
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Espectro 32.Espectro de IV dal-trimetdxifenilidrazinacarbotioamidai.
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Espectro 33 Espectro de RMNH (500 MHz, DMSOD6) daN-
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Espectro 34.Espectro de RMN’C - DEPTQ (500 MHz, DMS@6) daN-
trimetdxifenilidrazinacarbotioamidai.
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H,C

N-trimetéxifenilidrazinacarbotioamida 5i

Tabela 13.Deslocamento quimico d&l e *C parabi.

Posicéo 8 H (ppm) ; J (Hz) 6%°C (ppm)

l’ ______________ *

A — 135,07 (C)
3e7 6,91(s,1H) 104,42 (CH)
Ae6 e 153,79 (C)

A — 135,40 (C)
8'e 10’ 3,76 (s, 3H) 56,31 (CH)

9 3.66 (s, 3H) 60,56 (CH)

cC=0 . *

o 6,16 (d: 11,03; 1H) 122,43 (CH)

B 7,27 - 7,32 (m; 1H) 141,42 (CH)

v 6,86 - 7,06 (m, 1H) 125,55 (CH)

5 6.86 - 7,06 (m, 1H) 139,59 (CH)

1 e 131,21 (C)

2 7,32 (s,1H) 106,19 (CH)

3 148,42 (C)

4 148,46 (C)

5 6,86 - 7,06 (M, 1H) 108,97 (CH)

6 7.03 (d: 7,88 e 1,26:1H) 123,51 (CH)
OCH,0 6,07 (s, 2H) 101,81 (CH)

a 10,08 (s, 1H)  eeeeeeeeeee

b 9,67 (s, 1H)  eeeeeeeee

Cc 960(s,1H) —emememmeee-

*Valor ndo observado no espectro de RIS
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4.8.10. Preparacdo da [&,4E)-5-(1,3-benzodioxol-5-il)penta-2,4-dienoilN-tert-butil-
hidrazinacarbotioamida (5))

o)
o]
” a o N N NH/NH\/NH7<
0 AN NH/NH2 - > ” CHs
< 80% o s HiC
4 .

Reagentes: a) Isotiocianato teéet-butila, EtOH, refluxo, MW, 0,5h

Esquema 17 Reacédo de preparacaolddert-butilidrazinacarbotioamidgj.

Pf: 135-136°C
Dados de Infravermelho (pastilha em KBr, em cri):

vN-H = 3452 (estiramento de carbotioamida);

vC-H (Csp) = 2968 (estiramento de metilenos);

vC=0 =1674 (estiramento da carbonila de hidraziadgugada);

vC=C (Cspf) = 1604 - 1492 - 1444 (vibracdo da ligacdo C=@slgueleto aromatico);
vC-O-C = 1251 (estiramento de éter);

vC-N = 1114 (estiramento C-N);

vC=S = 1037 (estiramento da tioamida);

8C-H (Csp) = 931 (deformagéio angular fora do plano de C-ka 4 isolado no sistema
aromatico);

8C-H (Csp) = 852 (deformac&o angular fora do plano de C-t4 B&l no sistema aromatico).
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Espectro 35.Espectro de IV dal- tert-butilidrazinacarbotioamidgj.
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Espectro 37 Espectro de RMN’C - DEPTQ (500 MHz, DMSM86) daN- tert-
butilidrazinacarbotioamidgj.
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N- tert-butilidrazinacarbotioamida 5]

Tabela 14.Deslocamento quimico del e *C para5;.

Posicéo & H (ppm) ; J (Hz) 8™°C (ppm)

e — 53,19 (C)

2. 3ed 1,46 (s, 3H) 29,09 (CH)
C=0 e 169,55 (C)

o 6,14 (d: 14,81; 1H) 121,91 (CH)
B 7,24 - 7,30 (m: 1H) 141,54 (CH)
y 6,92 - 7,03 (m, 1H) 125,50 (CH)
5 6,92 - 7,03 (m, 1H) 139,58 (CH)
1 e 131,17 (C)

2 7,30 (s, 1H) 106,14 (CH)
3 148,44 (C)

4 e 148,44 (C)

5 6,92 - 7,03 (m, 1H) 108,94 (CH)
6 7,02 (dd: 8,16 e 1,38; 1H) 123,48 (CH)
OCH,0 6,07 (s, 2H) 101,81 (CH)
a 10,18 (s, 1H) e

b 9,95 (s, 1H) e

c 9,15(s,1H) e
C=S e 178,73 (C)
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4.8.11. Preparacdo da [(,4E)-5-(1,3-benzodioxol-5-il)penta-2,4-dienoilN-(4-
tiometilfenil)-hidrazinacarbotioamida (5k)

o
/ \/
4%
CH3

Reagentes: a) Isotiocianato de 4-tiometilfenil@Ht refluxo, MW, 0,5h.
Esquema 18Reacéo de preparacaoMad-tiometilfenilidrazinacarbotioamidzk.
Pf. 175-177°C
Dados de Infravermelho (pastilha em KBr, em cri):

vN-H = 3437 (estiramento de carbotioamida);

vN-H = 3242 (estiramento de hidrazida);

vC-H(Csp) = 3070 (sistema aromatico);

vC-H (Csp) = 2922 (estiramento de metilenos);

vC=C (Csp) = 1614 - 1496 - 1458 (vibracdo da ligacdo C=@slgueleto aromatico);

vC-N = 1346 (estiramento C-N);

vC-O-C = 1244 (estiramento de éter);

vC=S = 1035 (estiramento da tioamida);

8C-H (Csp) = 989 (deformagéio angular fora do plano de C-ka 4 isolado no sistema
aromatico);

8C-H (Csp) = 821 (deformacéo angular fora do plano de C-t4 g&l no sistema aromatico).
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Espectro 38.Espectro de IV d&l- 4-tiometilfenilidrazinacarbotioamidak.
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Espectro 39.Espectro de RMNH (500 MHz, DMSOD6) daN-4-
tiometilfenilidrazinacarbotioamidak.
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N-4-tiometilfenilidrazinacarbotioamida 5k

Tabela 15.Deslocamento quimico del e **C para5k.

Posicéo & H (ppm) ; J (Hz) 8%°C (ppm)
C=S *

A — 136,96 (C)
2ef 7,36 - 7,45 (m, 1H) 121,67 (CH)
Jes 7,36 - 7,45 (m, 1H) 126,30 (CH)

4 e *

7 2,65 (s, 3H) 15,63 (CH)

C=0 - *

a 6,28 (d: 14,1; 1H) 122,53 (CH)

B 7,55 - 7,64 (m: 1H) 141,36 (CH)

v 7,06 - 7,18 (m, 1H) 125,57 (CH)

5 7,06 - 7,18 (m, 1H) 139,57 (CH)

1 131,24 (C)

2 7,55 (s, 1H) 106,22 (CH)

3ed4 e 148,48 (C)
5 7,06 - 7,18 (m, 1H) 108,99 (CH)
6 7,06 - 7,18 (m: 1H) 123,52 (CH)
OCH,0 6,20 (s, 2H) 101,83 (CH)

a 10,24 (s, 1H) e

b 980 (s, 1H)  eeeeeeeeeen

c R R ) R —

*Valor ndo observado no espectro de RI®I
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4.8.12. Preparacdo da [(,4E)-5-(1,3-benzodioxol-5-il)penta-2,4-dienoilN-(3-
metoxifenil)-hidrazinacarbotioamida (5l)

H3C

o] o] \

o NN H L a o X | L °
< 65% < I
° 4 o 51 S

Reagentes: a) Isotiocianato de 3-metoxifenil, Et@fluxo, MW, 0,5h

Esquema 19Reacé&o de preparacaoMa-metoxifenilidrazinacarbotioamida.

Pf. 174-175°C
Dados de Infravermelho (pastilha em KBr, em cr):

vN-H = 3244 (estiramento de hidrazida);

vC-H(Csp) = 3070 (sistema aromatico);

vC-H (Csp) = 2925 (estiramento de metila e metileno);

vC=C (Csp) = 1600 - 1456 (vibragéo da ligacdo C=C do esqoelmmatico);

vC-O-C = 1245 (estiramento de éter);

vC=S = 1033 (estiramento da tioamida);

8C-H (Csp) = 991 (deformagédio angular fora do plano de C-ka p4 isolado no sistema
aromatico);

8C-H (Csp) = 786 (deformacéo angular fora do plano de C-t4 B&l no sistema aromatico).

1.00]
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Espectro 41.Espectro de IV dal-3-metoxifenilidrazinacarbotioamida.
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Espectro 42 Espectro de RMNH (500 MHz, DMSOD6) daN-3-
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Espectro 43.Espectro de RMN’C - DEPTQ (500 MHz, DMS@6) daN-3-

metoxifenilidrazinacarbotioamidal.

70



N-3-metoxifenilidrazinacarbotioamida 5|

Tabela 16.Deslocamento quimico d&l e*C parasl.

Posicéo & H (ppm) ; J (Hz) 6"°C (ppm)
c=s 181,15 (C)
L 140,79 (C)
2’ 6,74 (d; 8,0; 1H) 111,62 (CH)
3 e 164,55 (C)
4 6,93 - 7,08 (M, 1H) 114,96 (CH)
5 7,22 - 7,38 (m, 1H) 131,13 (CH)
6 7,22 -7,38 (m, 1H) 118,68 (CH)
7 3,75 (s, 3H) 55,54 (CH)
C=0 e 172,77 (C)
o 6,15 (d; 15,3; 1H) 122,45 (CH)
B 7,22 -7,38 (m; 1H) 141,33 (CH)
y 6,93 - 7,08 (m, 1H) 125,53 (CH)
5 6,93 - 7,08 (m, 1H) 139,54 (CH)
1 131,19 (C)
2 7,32 (s: 1H) 106,15 (CH)
3e4 e 148,45 (C)
5 6,93 - 7,08 (m, 1H) 108,94 (CH)
6 6,93 - 7,08 (m: 1H) 123,50 (CH)
OCHO 6,07 (s, 2H) 101,79 (CH)
a 10,24 (s, 1H) e
b 9,80 (s, 1H) e
c 980(s,1H) e
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4.8.13. Preparacdo da [(,4E)-5-(1,3-benzodioxol-5-il)penta-2,4-dienoilN-(4-
trifliormetilfenil)-hidrazinacarbotioamida (5m )

0 0
a
0 N X H NH/NHz 0 N X ‘ NH/NH NH
QAT 7T Tl
o 4 o 5m S
F
F

Reagentes: a) Isotiocianato de 4-trifluormetilfeBiOH, refluxo, MW, 0,5h

Esquema 20Reacé&o de preparacaoda-trifluormetilfenilidrazinacarbotioamida.

Pf: 177-178°C
Dados de Infravermelho (pastilha em KBr, em cri):

vN-H = 3236 (estiramento de hidrazida);

vC-H (Csp) = 3076 (sistema aromatico);

vC=C (Csp) = 1616 - 1490 - 1448 (vibracdo da ligacdo C=@slgueleto aromatico);

vC-F = 1328 (vibracdo da ligacao C-F);

vC-O-C = 1245 (estiramento de éter);

8C-H (Csp) = 931 (deformagédio angular fora do plano de C-kap4 isolado no sistema
aromatico);

8C-H (Csp) = 840 (deformacéo angular fora do plano de C-t g&l no sistema aromatico).
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Espectro 44.Espectro de IV dal-4-trifluormetilfenilidrazinacarbotioamidam.
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Espectro 46.Espectro de RMN’C - DEPTQ (500 MHz, DMS@6) daN- 4-

trifluormetilfenilidrazinacarbotioamidam.

73



N-4-trifluormetilfenilidrazinacarbotioamida 5m

Tabela 17.Deslocamento quimico del e**C parasm.

Posicéo & H (ppm) ; J (Hz) 6°C (ppm)

c=s 181,27 (C)
A — 143,54 (C)
2 7,69 - 7,80 (m, 1H) 121,60 (CH)
3 7,69 - 7,80 (m, 1H) 117,13 (CH)
& 148,45(C)
5 7,69 - 7,80 (M, 1H) 117,13 (CH)
6 7,69 - 7,80 (m, 1H) 121,60 (CH)
7 120,77 - 128,83(q, GF

C=0 164,55 (C)
o 6,16 (d: 14,8; 1H) 122,28 (CH)
B 7,27 - 7,34 (m; 1H) 141,54 (CH)
y 6,93 - 7,08 (m, 1H) 125,49 (CH)
5 6,93 - 7,08 (M, 1H) 139,69 (CH)
1 131,16 (C)
2 7,33 (s,1H) 106,16 (CH)
3 148,42 (C)
4 s 148,42 (C)
5 6,93 - 7,08 (m, 1H) 108,94 (CH)
6 6,93 - 7,08 (m, 1H) 123,53 (CH)

OCH,0 6,07 (s,2H) 101,80 (CH)

a 10,18 (s,1H) e
b 10,15 (s,1H) e
c 9,93 (5,1H) e

*Valor ndo observado no espectro de RI®!
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4.9.Preparacédo dos derivados triazélicos (2,4-diidro43-1,2,4-triazol-3-tiona)

Em um baldo de 10 mL contendo 90 mg do comphisadquilidrazinacarbotioamida
foi adicionado NaOH 10% (1 equivalente em relacédosabstrato) em meio aquoso. A
mistura foi submetida a irradiacdo de micro-ondastida sob refluxo por 0,5 h (100W e
101°C) e acompanhada por cromatografia em camdgadae A solucdo apds o resfriamento
foi acidificada com acido cloridrico em banho déoggerando a formacéo do precipitado. A
mistura reacional foi filtrada e lavada com agukadge e apds isso todos os derivados foram
purificados pelo método de recristalizacdo utildmse etanol. Todos os produtos foram
caracterizados pelo ponto de fusdo, RMM e °C, IV e EM. NaTabela 18 a seguir,
encontram-se descritos 0s triazOis sintetizados @was respectivas massas geradas,
rendimentos e pontos de fuséao.

Tabela 18.Massa gerada, rendimento e ponto de fusdo pdrepdis sintetizados.

. Massa . Ponto de
Triazol R g((er:%()ja Rendimento Fus3o
6a metil 60,6 71% 220-222 °C
6b etil 52,6 62% 208-209 °C
6C isopropil 77,3 90% 210-211 °C
6d butil 78 71% 173 -174 °C
6e hexil 67,7 79% 124 -125°C
6f cicloexil 55 64% 218-220 °C
69 fenil 76,3 89% 244-245 °C
6h benzil 65,6 76% 187-188 °C
6i 3,4,5-trimetoxifenil 70,1 81% 242-243 °C
6] tert-butil 43 50% 183-184 °C
6k 4-tiometilfenil 64,5 75% 209-211 °C
6l 3-metoxifenil 68,7 80% 248-249 °C
6m 4-trifluormetilfenil 60,3 70% 232-233 °C
H
N
| =
0 N X
< \
R
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4.9.1. Preparacdo do 5-[#,3E)-4-(1,3-benzodioxol-5-il)buta-1,3-dien-1-il]-4-mek-2,4-
diidro-3H-1,2,4-triazol-3-tiona (63

o —N
/

—S

o NN | NH__NH a b o X N
< NH H CH3 > \
. s 71% o Chs
5a 6a

Reagentes: a) 10% NaOH;® refluxo, MW, 0,5h ; b) HCI.

Esquema 21Reacao de preparacado do metil-tric&al

Pf: 220-222 °C
Dados de Infravermelho (pastilha em KBr, em cri):

vN-H = 3431 (estiramento NH do triazol);

vC-H (Csp) = 2923 (estiramento de metila e metilenos);

vC=C (Csp) = 1616 - 1490 - 1446 (vibracdo da ligacdo C=@slgueleto aromatico);

vN-H = 1543 (banda de confirmacao da ligagdo N-H);

vC-N = 1342 (vibracdo da ligacdo C-N do anel heiefizo);

vC-O-C = 1251 (estiramento de éter);

vC=S = 1037 (estiramento da tiocarbonila do anedrbetclico);

8C-H (Csp) = 985 (deformagcédio angular fora do plano de C-ka 4 isolado no sistema
aromatico);

8C-H (Csp) = 819 (deformacéo angular fora do plano de C-t4 g&l no sistema aromatico).

o
~
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Espectro 47.Espectro de IV do metil-triazéla.
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Dados do Espectro de Massas:

EM/IE: m/z = 287 (M+ 80%); 166 (100%); 140 (30%); 115 (40%); 107 (30%8) (70%) e

55 (40%).
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Espectro 48.Espectro de massas do metil-triagal

EMAR/ES+: massa calculad@43H13N30,S + 1H): 288,0806 (massa observada: 288,0807).

051041LF_TRIAMET (0.034) Is (1.00,1.00) C14H1402N35 TOF M5 ES+
100 2868.0807 7.9%9e1F
ko
220.0835
2000783
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Espectro 49 Espectro de massas de alta resolugédo (ES+) dotnetibl 6a.
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Espectro 50 Espectro de RMNH (500 MHz, DMSOD6) do metil-triazoléa
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Espectro 51 Espectro de RMN®C - DEPTQ (500 MHz, DMS@6) do metil-triazoléa
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Metil-triazol 6a

Tabela 19.Deslocamento quimico del e *C paraga

Posicéo & H (ppm) ; J (Hz) 6°C (ppm)
T 3,39 (s,3H) 30,40 (CH)
C=S e 167,11 (C)
o 6,54 (d; 15,4: 1H) 113,95 (CH)
B 7,29 (dd: 14,98 e 10,56; 1H) 137,55(CH)
y 6,90 - 7,07 (m, 1H) 126,50 (CH)
5 6,90 - 7,07 (M, 1H) 137,02 (CH)
1 131,31(C)
2 7,23 (s,1H) 105,91 (CH)
3 148,24 (C)
4 148,45 (C)
5 6,90 - 7,07 (M, 1H) 109,03 (CH)
6 6,90 - 7,07 (M, 1H) 123 (CH)
OCH,0 6,07 (s; 2H) 101,77 (CH)
NH 13,78 (s,1H) e
C=N e 150,15 (C)

79



4.9.2. Preparacdo do 5-[#,3E)-4-(1,3-benzodioxol-5-il)buta-1,3-dien-1-il]-4-eti2,4-
diidro-3H-1,2,4-triazol-3-tiona (6H

i | =

° NN ‘ NH/NH\/NH\/CHS a, b ° AN N\\
< H 62% o CH
e} 5b s 6b 3

Reagentes: a) 10% NaOH;® refluxo, MW, 0,5h; b) HCI.

Esquema 22Reacao de preparacdo do etil-triagbl

Pf: 208 - 209 °C

Dados de Infravermelho (pastilha em KBr, em cr):

vN-H = 3433 (estiramento NH do triazol);

vC-H(Csp) = 3064 (sistema aromatico);

vC-H (Csp) = 2929 (estiramento de metila e metilenos);

vC=C (Csp) = 1614 - 1489 - 1442 (vibracdo da ligacdo C=@slgueleto aromatico);

vN-H = 1541 (banda de confirmacao da ligagdo N-H);

vC-N = 1359 (vibracdo da ligacdo C-N do anel heiefizo);

vC-O-C = 1251 (estiramento de éter);

vC=S = 1029 (estiramento da tiocarbonila do anedrbetclico);

8C-H (Csp) = 989 (deformagcédio angular fora do plano de C-kap4 isolado no sistema
aromatico);
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Espectro 52.Espectro de IV do etil-triazd@lb.

80



Dados do Espectro de Massas:

EM/IE: m/z = 301 (M+ 100%); 272 (20%); 207 (20%); 180 (80%); 135 (50%A)p (60%);
73 (85%) e 43 (50%).

|-4

73 301
i 1
180 7

115—|
135—|

152 7

207 7 272 |

41

2
‘\‘ Ll b )
TTTTT TTTTTTTTT T

40

0 80 100

IIII|III | IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|III|IIII|IIII|IIII|III|IIII|IIII|IIII|III
140 160 180 200 220 240 260 280 300
m/z

|
120

Espectro 53.Espectro de massas do etil-tria@bl

EMAR/ES+: massa calculad€4{sH15N30,S + 1H): 302.0963 massa observada02.0963.

100+
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Espectro 54 Espectro de massas de alta resolugéo (ES+) diiatit! 6b.
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Espectro 55.Espectro de RMNH (500 MHz, DMSOD6) do etil-triazol6b.
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Espectro 56.Espectro de RMN’C (500 MHz, DMSODB6) do etil-triazol6b.
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Etil-triazol 6b_

Tabela 20.Deslocamento quimico del e **C paraéb.

Posicéo & H (ppm) ; J (Hz) 6"°C (ppm)
T 4,08 (q, 2H) 38,33 (CH)
2 1,19 (t, 7,03; 3H) 14,22 (CH)
C=S 166,46 (C)
o 6,57 (d; 15,3; 1H) 113,50 (CH)
B 7,28 (dd; 15,18 € 9,91; 1H) 137,56 (CH)
Y 6,88 - 7,07 (m, 1H) 126,50 (CH)
5 6,88 - 7,07 (M, 1H) 137,21 (CH)
1 131,32 (C)
2 7,20 (s,1H) 105,90 (CH)
3 148,23 (C)
4 e 148,44 (C)
5 6,88 - 7,07 (M, 1H) 109,02 (CH)
6 6,88 - 7,07 (m, 1H) 122,95 (CH)
OCH,O 6,05 (s,2H) 101,75 (CH)
NH 13,76 (5,1H) e
C=N e 149,55 (C)
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4.9.3. Preparacdo do derivado 5-[#,3E)-4-(1,3-benzodioxol-5-il)buta-1,3-dien-1-il]-4-
isopropil-2,4-diidro-3H-1,2,4-triazol-3-tiona (69
H
N/N

| )=s

(o]
o N N H _NH NH CHg a, b o N X N
<:©/\/\/\NH \‘( j/ < )\
0
o 5c S CHgy 90% o 6c HC CHj

Reagentes: a) 10% NaOH;® refluxo, MW, 0,5h; b) HCI.

Esquema 23Reacao de preparacao do isopropil-trigml

Pf. 210 - 211 °C
Dados de Infravermelho (pastilha em KBr, em cr):

VN-H = 3429 (estiramento NH do triazol);

vC-H (Csp) = 2935 (estiramento de metilas e metilenos);

vC=C (Csp) = 1614 - 1492 - 1438 (vibracdo da ligacdo C=@slgueleto aromatico);

vN-H = 1539 (banda de confirmacao da ligacdo N-H);

vC-N = 1357 (vibragdo da ligacdo C-N do anel hetetioo);

vC-O-C = 1251 (estiramento de éter);

vC=S = 1039 (estiramento da tiocarbonila do aneadrbefclico);

8C-H (Csp) = 991 (deformagédio angular fora do plano de C-ka 4 isolado no sistema
aromatico);

8C-H (Csp) = 817 (deformacéo angular fora do plano de C-t4 B&l no sistema aromatico).
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Espectro 57.Espectro de IV do isopropil-triaz6t.
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Dados do Espectro de Massas:

EM/IE: m/z = 315 (M+ 70%); 272 (35%); 194 (15%); 172 (45%); 135 (10p%Ap (40%);
73 (30%) e 41 (60%).
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315+
41

172—|

115
1 272
73—| 1
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2144 243

40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300
m/z

Espectro 58.Espectro de massas do isopropil-trigaol

EMAR/ES+: massa calculad€{gH17N30,S + 1H): 316.1119massa observadal6.1120.

051011LF_TRIAPRC (0.034)1s (1.00,1.00) C16H1602N25 TOF M5 E5+
100 316.1120 7.82e12
=
317.1148
38111
||||||||||||| T T T T T T T T T T T T T ) iz
304 306 308 310 312 314 316 313 321 D 32._ 324 325 32 S 33E 3—32 33-4 336 333 340 34"‘ 344 345 348 35[:

Espectro 59.Espectro de massas de alta resolugédo (ES+) dmfsbpiazol 6¢.
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Espectro 60.Espectro de RMNH (500 MHz, DMSOD6) do isopropil-triazoBc.
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Espectro 61.Espectro de RMN’C - DEPTQ (500 MHz, DMS@$6) do isopropil-triazobc.
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N
o e
6 e CH
>

3
3

Isopropil-triazol 6¢

Tabela 21.Deslocamento quimico del e**C parasc.

Posicéo & H (ppm) ; J (Hz) 6"°C (ppm)

T 5,09 - 5,14 (m, H) 47,61 (CH)
> 1,47 (d; 5; 3H) 20,78 (CH)
3 1,47 (d: 5: 3H) 20,78 (CH)
C=S e 166,46 (C)

o 6,74 (d; 15; 1H) 114,55 (CH)

B 7,15 -7,27 (m, 1H) 137,23 (CH)

v 6,87 -7,00 (m, 1H) 126,77 (CH)

5 6,87 - 7,00 (M, 1H) 137,20 (CH)
1 e 131,44 (C)

2 7,15 - 7,27 (m, 1H) 105,84 (CH)
3 148,22 (C)
S 148,46 (C)

5 6,87 - 7,00 (M, 1H) 109,06 (CH)

6 7,15 - 7,27 (m, 1H) 122,96 (CH)
OCH,0 6,07 (s,2H) 101,81 (CH)
NH 13,78 (s,1H) e
C=N e 149,57 (C)
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4.9.4. Preparacao do derivado 5-[#,3E)-4-(1,3-benzodioxol-5-il)buta-1,3-dien-1-il]-4-
butil-2,4-diidro-3H-1,2,4-triazol-3-tiona (69

N

AN

NH\/\/CH a,
71% 6d \\\\

Reagentes: a) 10% NaOH;® refluxo, MW, 0,5h; b) HCI.

Esquema 24Reacao de preparacgéo do butil-triagdl

Pf. 173 - 174 °C
Dados de Infravermelho (pastilha em KBr, em cri):

vN-H = 3431 (estiramento NH do triazol);

vC-H(Csp) = 3066 (sistema aromatico);

vC-H (Csp) = 2951 - 2929 (estiramento de metila e metilenos)

vC=C (Csp) = 1614 - 1489 - 1444 (vibracdo da ligacdo C=@slgueleto aromatico);

vN-H = 1543 (banda de confirmacao da ligacdo N-H);

vC-N = 1357 (vibragdo da ligacdo C-N do anel hetetioo);

vC-0O-C = 1249 (estiramento de éter);

vC=S = 1037 (estiramento da tiocarbonila do aneadrbefclico);

8C-H (Csp) = 987 (deformagédio angular fora do plano de C-ka 4 isolado no sistema
aromatico);
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Espectro 62. Espectro de IV do butil-triazd@d.
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Dados do Espectro de Massas:

EM/IE: m/z = 329 (M+ 70%); 296 (30%); 272 (20%); 172 (50%); 135 (10p%Ap (40%);
73 (50%) e 41 (55%).
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Espectro 63.Espectro de massas do butil-triag@dl

EMAR/ES+: massa calculad€{7H19N30,S + 1H): 330.127Gmassa observada30.1276.

DS1011LF_TRIABUT (0.034) Is (1.00,1.00) C17TH2002N3S TOF MS ES+
100 330.1276 7731
=
334.1308
332.1270

Espectro 64.Espectro de massas de alta resolucao (ES+) derimedl 6d.
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Espectro 65.Espectro de RMNH (500 MHz, DMSODS6) do butil-triazoléd.
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Espectro 66. Espectro de RMN°C - DEPTQ (500 MHz, DMS@6) do butil-briazol6d.
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HsC
2
Butil-triazol 6d

Tabela 22 Deslocamento quimico dil e*C paraéd.

Posic&o 8 H (ppm) ; J (Hz) 6%°C (ppm)

T 4,02 - 4,05 (m; 2H) 42,92 (CH)

> 1,60 - 1,63 (m; 2H) 30,87(CH)

3 1,31 - 1,36 (m: 2H) 19.78 (CH)

4 0,94 (t; 7,2; 3H) 14,12(CH)
C=S e 166,74 (C)

o 6,58 (d; 15,1; 1H) 113,56 (CH)
B 7.29 (dd; 15,1 e 11; 1H) 137,58 (CH)
v 6,89 - 7,09 (M, 1H) 126,55 (CH)
5 6,89 - 7,09 (m, 1H) 137,17 (CH)
1 e 131,35 (C)

2 7,22 (s; 1H) 105,89 (CH)
3 e 148,27 (C)
S 148,48 (C)

5 6,89 - 7,09 (m, 1H) 109,06 (CH)
6 6,89 - 7,09 (m: 1H) 123,06 (CH)
OCH,0 6,07 (s,2H) 101,81 (CH)
NH 13,78 (s,1H) e
o NI 149,79 (C)
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4.9.5. Preparacdo do derivado 5-[#,3E)-4-(1,3-benzodioxol-5-il)buta-1,3-dien-1-il]-4-
hexil-2,4-diidro-3H-1,2,4-triazol-3-tiona (6¢

Reagentes: a) 10% NaOH;® refluxo, MW, 0,5h; b) HCI.

Esquema 25Reacéo de preparacao do hexil-triggel

Pf: 124 - 125 °C
Dados de Infravermelho (pastilha em KBr, em cr):

vN-H = 3433 (estiramento NH do triazol);

vC-H(Csp) = 3060 (sistema aromatico);

vC-H (Csp) = 2923 (estiramento de metila e metilenos);

vC=C (Csp) = 1612 - 1492 - 1446 (vibracdo da ligacdo C=@slgueleto aromatico);

vN-H = 1541 (banda de confirmacao da ligacdo N-H);

vC-N = 1359 (vibragdo da ligacdo C-N do anel hetetioo);

vC-O-C = 1249 (estiramento de éter);

vC=S = 1035 (estiramento da tiocarbonila do aneadrbetclico);

8C-H (Csp) = 989 (deformacédio angular fora do plano de C-ka 4 isolado no sistema
aromatico);

8C-H (Csp) = 813 (deformacéo angular fora do plano de C-t4 g&l no sistema aromatico).
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Espectro 67.Espectro de IV do hexil-triazéle
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Dados do Espectro de Massas:

EM/IE: m/z = 357 (M+ 50%); 324 (55%); 272 (15%); 172 (40%); 152 (20485 (85%); 73
(100%) e 41 (90%).
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Espectro 68.Espectro de massas do hexil-triagel

EMAR/ES+: massa calculad@{gH23N30,S + 1H): 358.1589massa observada58.1589.

051011LF_TRIAEX (0.034) Is (1.00,1.00) C19H2402N35 TOF MS ES+
1004 358.1580 7.55e12
eS|
350.1619
380.1538
L s e e B e B L s e L o e e e B e e L L o e e e B e I s sl |14
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Espectro 69.Espectro de massas de alta resolucédo (ES+) doetheaxibl 6e
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Espectro 70.Espectro de RMNH (500 MHz, DMSODS6) do hexil-triazol6e
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Espectro 71.Espectro de RMN’C - DEPTQ (500 MHz, DMS@6) do hexil-triazol6e
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6!
Hexil-triazol 6e

Tabela 23.Deslocamento quimico del e **C parage

Posicéo & H (ppm) ; J (Hz) 8™°C (ppm)

T 4,03 (€. 7,5; 2H) 43,00 (Ch,

> 1,62 - 1,64 (m, 2H) 26,06 (CH)

3 1,27 - 1,30 (m, 2H) 28,66 (CH)

e 1,27 - 1,30 (m, 2H) 31,26 (CH)

5 1,27 - 1,30 (m, 2H) 22,47 (CH)

6 0,87 - 0,88 (M, 3H) 14,36 (CH)
C=S 166,73 (C)

o 6,57 (d; 15,45; 1H) 113,56 (CH)
B 7,29 (dd: 14,19 e 10,40; 1H) 137,58 (CH)
Y 6,89 - 7,09(m, 1H) 126,54 (CH)
5 6,89 - 7,09 (m, 1H) 137,19 (CH)
1 e 131,35(C)

2 7,32 (s,1H) 105,89 (CH)
3 148,48 (C)

4 148,48 (C)

5 6,89 - 7,00 (m, 1H) 109,07 (CH)
6 6,89 - 7,00 (m, 1H) 123,06 (CH)
OCH,0 6,07 (s,2H) 101,81 (CH)
NH 13,77 (5,1H) e
C=N e 149,79 (C)




4.9.6. Preparacdo do derivado 5-[#,3E)-4-(1,3-benzodioxol-5-il)buta-1,3-dien-1-il]-4-
cicloexil-2,4-diidro-3H-1,2,4-triazol-3-tiona (6}

H
o) ’\;/N>\
—g
0] AN X ‘ NH/NH\V//NH a,b (6] \\\ \\\ N
< ! 64%
o . ° o 6f

Reagentes: a) 10% NaOH;® refluxo, MW, 0,5h; b) HCI.

Esquema 26 Reacao de preparacéo do cicloexil-trig&ol

Pf: 218 - 220 °C
Dados de Infravermelho (pastilha em KBr, em cri):

vN-H = 3425 (estiramento NH do triazol);

vC-H (Csp) = 2931 (estiramento de metilenos);

vC=C (Csp) = 1614 - 1492 - 1444 (vibracdo da ligacdo C=@slgueleto aromatico);

vN-H = 1539 (banda de confirmacao da ligagdo N-H);

vC-N = 1355 (vibracdo da ligacdo C-N do anel heiefizo);

vC-O-C = 1251 (estiramento de éter);

vC=S = 1037 (estiramento da tiocarbonila do anedrbetclico);

8C-H (Csp) = 987 (deformagcédio angular fora do plano de C-kap4 isolado no sistema
aromatico);

8C-H (Csp) = 810 (deformacéo angular fora do plano de C-t4 g&l no sistema aromatico).
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Espectro 72.Espectro de IV do cicloexil-triazéif.
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Dados do Espectro de Massas:

EM/IE: m/z = 355 (M+ 25%); 272 (15%); 207 (20%); 172 (25%); 151 (209485 (65%); 73
(100%) e 41 (70%).

73—|

41
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172 | 355 7
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Espectro 73.Espectro de massas do cicloexil-tria@bl

EMAR/ES+: massa calculad€{gH21N30,S + 1H): 356.1432massa observada56.1433.

051011LF_TRIACI2 (0.034) Is (1.00,1.00) C18H2202N33 TOF M5 ES+
306.1433 7.56e1
100+
=
357.1462
3598.1431
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T miz
Jad a6 228 340 240 44 246 248 350 3o Jod o8 288 260 36 T S < TG - N ¥ I ¥ 274 278 378

Espectro 74.Espectro de massas de alta resolugéo (ES+) dexiktaazol 6f.
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Espectro 75.Espectro de RMNH (500 MHz, DMSODS6) do cicloexil-triazol6f.
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Espectro 76.Espectro de RMN’C - DEPTQ (500 MHz, DMS@6) do cicloexil-triazol6f.
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Cicloexil-triazol 6f

Tabela 24.Deslocamento quimico del e**C para &f.

Posic&o 8 H (ppm) ; J (Hz) 6%°C (ppm)

T 471 (m, 1H) 55,45 (CH

> 1,33 - 2,08 (M, 2H) 32,35 (CH)

3 1,33 - 2,08 (m, 2H) 26,13 (CH)

4 1,33 - 2,08 (M, 2H) 24,87 (CH)

5 1,33 - 2,08 (m, 2H) 26,13 (CH)

6 1,33 -2.08 (m, 2H) 32.35 (CH)
C=S e 166,63 (C)

o 6,75 (d; 14,5; 1H) 114,63 (CH)
B 7.19 - 7,24 (m, 1H) 141,20 (CH)
v 7.11-7,17 (m, 1H) 126,80 (CH)
5 6,85 (d; 15,13; 1H) 137,22 (CH)
1 e 131,45 (C)

2 7.19 (d: 1,89: 1H) 105,82 (CH)
3 e 148,21 (C)
S 148,47 (C)

5 6,93 (d: 8,2:1H) 109,06 (CH)
6 6,98 - 7,00 (m, 1H) 122,97 (CH)
OCH,0 6,05 (s,2H) 101,81 (CH)
NH 13,76 (5,1H) e

C=N 149,53 (C)




4.9.7. Preparacdo do derivado 5-[#,3E)-4-(1,3-benzodioxol-5-il)buta-1,3-dien-1-il]-4-
fenil-2,4-diidro-3H-1,2,4-triazol-3-tiona (69

N/N
| ==
N N NH/NH\/NH ab 0
—»<
89% o

Reagentes: a) 10% NaOH;®i refluxo, MW, 0,5h; b) HCI
Esquema 27Reacao de preparacéo do fenil-triaggl
Pf. 244 - 245 °C
Dados de Infravermelho (pastilha em KBr, em cri):

vN-H = 3433 (estiramento NH do triazol);

vC-H(Csp) = 3062 (sistema aromatico);

vC-H (Csp) = 2916 (estiramento de metileno);

vC=C (Csp) = 1618 - 1492 - 1442 (vibracdo da ligacdo C=@slgueleto aromatico);

vN-H = 1543 (banda de confirmacao da ligagdo N-H);

vAr-N = 1305 (estiramento da ligacdo C-N);

vC-O-C = 1251 (estiramento de éter);

vC=S = 1037 (estiramento da tiocarbonila do aneadrbetclico);

8C-H (Csp) = 979 (deformagédio angular fora do plano de C-kap4 isolado no sistema
aromatico);

8C-H (Csp) = 819 (deformac&o angular fora do plano de C-t4 g&l no sistema aromatico);
8C-H (Csp) = 769 e 694 (deformacdo angular fora do plandCe¢ para 5H no sistema
aromatico).
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Espectro 77.Espectro de IV do fenil-triaz@g.
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Dados do Espectro de Massas:

EM/IE: m/z = 349 (M+ 70%); 228 (100%); 172 (55%); 140 (25%); 115 (40%3) (100%) e

51 (60%).
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Espectro 78.Espectro de massas do fenil-triaggl

EMAR/ES+: massa calculad€{gH15N30,S + 1H): 350.0963massa observada50.0963.

[181011_TRIABEN (0.034) Is (1.00,1.00) C19H16N3025. TOF MS ES+
350.0063 7.56e12
100,
=
351.0883
352.0861
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Espectro 79.Espectro de massas de alta resolugcéo (ES+) detifiexzibl 69.
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Espectro 80.Espectro de RMNH (500 MHz, DMSODS6) do fenil-triazol6g.
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Espectro 81.Espectro de RMN’C - DEPTQ(500 MHz, DMS@»6) do fenil-triazol6g.
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Fenil-triazol 69

Tabela 25.Deslocamento quimico del e *C paragg.

Posicéo & H (ppm) ; J (H2) 6"°C (ppm)
e —— 134,02 (C)
> 7,44 (dd: 8,04 e 1,42; 1H) 129,06 (CH)
3 7,58 - 7,65 (m, 1H) 130,10 (CH)
4 7,58 - 7,65 (m, 1H) 130,12 (CH)
5 7,58 - 7,65 (m, 1H) 130,10 (CH)
6 7,44 (dd; 8,04 e 1,42; 1H) 129,06 (CH)
c=S 168,03 (C)
o 5,95 (d; 15,45; 1H) 113,40 (CH)
B 7,15 (dd; 15 e 10; 1H) 137,79 (CH)
y 6,79 (d; 15; 1H) 126,54 (CH)
5 6,94 -7,00 (M, 1H) 137,37 (CH)
1 131,31 (C)
2 7,20 (d: 1,58: 1H) 105,91 (CH)
3 148,25 (C)
4 e 148,25 (C)
5 6,89 (d: 7,88: 1H) 108,93 (CH)
6 6,94 - 7,00 (m, 1H) 123,29 (CH)
OCH,0 6,04 (s,2H) 101,75 (CH)
NH 14,00 (s,1H) e
C=N e 149,83 (C)
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4.9.8. Preparacdo do derivado 5-[#,3E)-4-(1,3-benzodioxol-5-il)buta-1,3-dien-1-il]-4-
benzil-2,4-diidro-3H-1,2,4-triazol-3-tiona (6h

N//N
O‘ a, b ° IS N>:S
o NN NH/NH {__NH _ab_
{ | 6% o
o 5h S 6h

Reagentes: a) 10% NaOH;® refluxo, MW, 0,5h; b) HCI.
Esquema 28Reacao de preparacado do benzil-trigtol
Pf: 187 - 188 °C
Dados de Infravermelho (pastilha em KBr, em cri):

vN-H = 3433 (estiramento NH do triazol);

vC-H(Csp) = 3161 (sistema aromatico);

vC-H (Csp) = 2989 - 2922 (estiramento de metilenos);

vC=C (Csp) = 1600 - 1492 - 1444 (vibracdo da ligacdo C=@slgueleto aromatico);

vN-H = 1546 (banda de confirmacao da ligacdo N-H);

vC-N = 1396 (vibragdo da ligacdo C-N do anel hetetioo);

vC-O-C = 1251 (estiramento de éter);

vC=S = 1035 (estiramento da tiocarbonila do aneadrbetclico);

8C-H (Csp) = 937 (deformagéio angular fora do plano de C-ka 4 isolado no sistema
aromatico);

8C-H (Cspf) = 804 e 702 (deformacdo angular fora do plandCe¢ para 5H no sistema
aromatico).
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Espectro 82.Espectro de IV do benzil-triazéh.
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Dados do Espectro de Massas:

EM/IE: m/z = 363 (M+ 10%); 272 (10%); 228 (10%); 135 (15%); 91 (106965 (20%).
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Espectro 83.Espectro de massas do benzil-triGul

EMAR/ES+: massa calculad€4oH17N30,S + 1H): 364.1119massa observada64.1120.
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Espectro 84 Espectro de massas de alta resolucédo (ES+) dd-beazol 6h.
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Espectro 85 Espectro de RMNH (500 MHz, DMSOD6) do benzil-triazobh.
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Espectro 86.Espectro de RMN’C — DEPTQ (500 MHz, DMS@6) do benzil-triazobh.
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Benzil-triazol 6h

Tabela 26.Deslocamento quimico del e*C paragh.

Posicéo 8 H (ppm) ; J (Hz) 6'°C (ppm)
T 5,35 (s,2H) 45,92 (CH)
> 136,42 (C)
3 7,28 - 7,32 (m, 1H) 127,37(CH)
4 7,37 - 7,40 (m, 1H) 129,24(CH)
5 7,28 - 7,32 (m, 1H) 128,21(CH)
6 7,37 - 7,40 (m, 1H) 129,24(CH)
7 7,28 - 7,32 (m, 1H) 127,37(CH)
c=s e 167,49 (C)
o 6,42 (d: 15,45: 1H) 113,40 (CH)
B 7,21-7,26 (m; 1H) 137,94 (CH)
y 6,85 (d: 15,45; 1H) 126,35 (CH)
5 6,93 (d; 15,45 e 11; 1H) 137,38 (CH)
1 131,24(C)
2 7.21 (d; 1,26:1H) 105,95 (CH)
s ] 148,30 (C)
U 148,30 (C)
5 6,91 - 6,99 (M, 1H) 109,01 (CH)
6 6,91 - 6,99 (M, 1H) 123,20 (CH)
OCH,0 6,06 (s,2H) 101,80 (CH)
NH 13,97 (s,1H) e
C=N e 150,06 (C)
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4.9.9. Preparacdo do derivado 5-[#,3E)-4-(1,3-benzodioxol-5-il)buta-1,3-dien-1-il]-4-
(3,4,5-trimetoxifenil)-2,4-diidro-3H-1,2,4-triazol-3-tiona (6)

H

. n—N
o Xy ~NH NH O a,b ° N
< NH \”/ CHy g
. s 81% o
o) CHg
5i (‘:H 6i o’
HsC” ’ Q
\ O
CHj CHgy

Reagentes: a) 10% NaOH;® refluxo, MW, 0,5h; b) HCI.

Esquema 29Reacao de preparacédo do trimetoxifenil-triggiol

Pf: 242 - 243 °C

Dados de Infravermelho (pastilha em KBr, em cr):

vN-H = 3433 (estiramento NH do triazol);

vC-H(Csp) = 3068 (sistema aromatico);

vC-H (Csp) = 2927 (estiramento de metilas e metileno);

vC=C (Csp) = 1600 - 1500 - 1452 (vibracdo da ligacdo C=@slgueleto aromatico);
vN-H = 1544 (banda de confirmacao da ligagdo N-H);

vC-N = 1353 (vibracdo da ligacdo C-N do anel heiefizo);

vC-O-C = 1244 (estiramento de éter);

vC-O-C = 1124 (metoxila);

vC=S = 1033 (estiramento da tiocarbonila do aneadrbefclico);

8C-H (Csp) = 955 (deformagéio angular fora do plano de C-ka 4 isolado no sistema
aromatico);
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Espectro 87.Espectro de IV do trimetoxifenil-triaz6i.



Dados do Espectro de Massas:

EM/IE: m/z = 439 (M+ 5%); 332 (20%); 281 (10%); 207 (20%); 193 (10%35 (20%); 91
(15%) e 73 (100%).
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91—|

Espectro 88.Espectro de massas do trimetoxifenil-triagiol

EMAR/ES+: massa calculad€{,H21N30sS + 1H):440.1280(massa observad440.1280).
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Espectro 89.Espectro de massas de alta resolucédo (ES+) dadstifenil-triazol 6i.
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Espectro 90 Espectro de RMNH (500 MHz, DMSOD6) do trimetoxifenil-triazoki.
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Espectro 91 Espectro de RMN’C - DEPTQ $00 MHz, DMSOD6) do trimetoxifenil-triazol
6i.
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Trimetoxifenil-triazol 6i_

Tabela 27.Deslocamento quimico d&l e *C parai.

Posic&o 8 H (ppm) ; J (Hz) 6%°C (ppm)

T 129,53 (C)

2’ 6,80 (s,1H) 106,85 (CH)
3 e 153,73 (C)

4 138,41 (C)

5 el 153,73 (C)

6’ 6,80 (s,1H) 106,85 (CH)
7 3,80 (s,3H) 56,77 (CH)

8’ 3,78 (s,3H) 60,59 (CH)

9’ 3,80 (s,3H) 56,77 (CH)
C=S - 168,01 (C)

a 6,03 (d; 15; 1H) 113,65 (CH)
B 7,17 - 7,22 (m, 1H) 137,58 (CH)
v 6.82 (d; 15,31; 1H) 126,74 (CH)
5 7,03 (d; 15 e 10; 1H) 137,16 (CH)
1 131,39 (C)

2 7,21(d; 1,58; 1H) 105,89 (CH)
3 148,22 (C)

S — 148,43 (C)

5 6,90 (d; 7,88; 1H) 108,94 (CH)
6 6,96 (dd; 10 e 5; 1H) 123,23 (CH)
OCH,0 6,04 (s,2H) 101,75 (CH)
NH 1394 (s,1H) e
C=N - 150,06 (C)
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4.9.10. Preparacdo do derivado 5-[@,3E)-4-(1,3-benzodioxol-5-il)buta-1,3-dien-1-il]-4-
tert-butil-2,4-diidro-3 H-1,2,4-triazol-3-tiona (6)

Sy, e T %

Reagentes: a) 10% NaOH;® refluxo, MW, 0,5h; b) HCI.

Esquema 30Reacao de preparacao téat-butil-triazol 6.

Pf: 183-184°C
Dados de Infravermelho (pastilha em KBr, em cri):

vN-H = 3431 (estiramento NH do triazol);

vC-H (Csp) = 2970 - 2918 (estiramento de metilas e metilgnos

vC=C (Csp) = 1608 - 1492 - 1444 (vibracdo da ligacdo C=@slgueleto aromatico);

vC-N = 1361 (vibragdo da ligacdo C-N do anel hetetioo);

vC-O-C = 1249 (estiramento de éter);

vC=S = 1037 (estiramento da tiocarbonila do anedrbetclico);

8C-H (Csp) = 983 (deformagéio angular fora do plano de C-kh 4 isolado no sistema
aromatico);
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Espectro 92.Espectro de IV deert-butil-triazol 6.
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Dados do Espectro de Massas:

EM/IE: m/z = 329 (M4; 256 (15%); 192 (40%); 172 (10%); 136 (100%), {48%), 73
(20%) e 57 (60%).
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Espectro 93.Espectro de massas tot-butil-triazol 6].

EMAR/ES+: massa calculad€{7H19N30,S + 1H): 330.1276massa observada30.127.

111012 WANDA TRITEU {0032} Is (1.00,1.00) C17H20N3025 TOFMS ES+
1o 3301276 T73e12
| e
3311206
{?332.12?0
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Espectro 94 Espectro de massas de alta resolugcéao (ESterdbutil-triazol .
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Espectro 95 Espectro de RMNH (500 MHz, DMSOD6) dotert-butil-triazol 6;.
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Espectro 96.Espectro de RMN’C - DEPTQ (500 MHz, DMSM86) dotert-butil-triazol 6;.
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Tabela 28.Deslocamento quimico del e *C paragi.

Posicéo 8 H (ppm) ; J (Hz) 6%°C (ppm)

e — 51,50 (C)

2 3'e 4 1,36 (s, 9H) 28,79 (CH)
C=S e 161,97 (C)

o 6,48 (d; 15,31; 1H) 113,17 (CH)
B 6,82 - 7,04 (m, 1H) 136,76 (CH)
y 6,84 (d: 15,06; 1H) 126,51 (CH)
5 6,82 - 7,04 (m, 1H) 135,29 (CH)
e 131,41 (C)

2 7.22 (s, 1H) 105,87 (CH)
3 e 148,12 (C)
S 148,42 (C)

5 6,82 - 7,04 (M, 1H) 109,00 (CH)
6 6,82 - 7,04 (m, 1H) 122,87 (CH)
OCH,O 6,06 (s, 2H) 101,76 (CH)
NH 763(s 1H) e
C=N - 157,91 (C)
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4.9.11. Preparacdo do 5-[#,3E)-4-(1,3-benzodioxol-5-il)buta-1,3-dien-1-il]-4-[4-
(metiltiofenil]-2,4-diidro-3 H-1,2,4-triazol-3-tiona (6K)

H

(@] N/N
o \ \ ‘ ‘ /NH NH o \ \ / >:S

< NH W/ a, b < N

o S 75% Q
5k o
‘ 6k
/S

HaC

S
CH3

Reagentes: a) 10% NaOH;® refluxo, MW, 0,5h; b) HCI.

Esquema 31Reacao de preparacdo do 4-tiometilfendzol 6Kk.

Pf. 209 - 211 °C
Dados de Infravermelho (pastilha em KBr, em cri):

VN-H = 3429 (estiramento NH do triazol);

vC-H(Csp) = 3062 (sistema aromatico);

vC-H (Csp) = 2920 (estiramento de metila e metileno);

vC=C (Csp) = 1616 - 1500 - 1442 (vibracdo da ligacdo C=@slgueleto aromatico);

vN-H = 1543 (banda de confirmacao da ligagdo N-H);

vC-N = 1340 (vibracdo da ligacdo C-N do anel heiefizo);

vC-O-C = 1251 (estiramento de éter);

vC=S = 1037 (estiramento da tiocarbonila do anedrbetclico);

8C-H (Csp) = 989 (deformagcédio angular fora do plano de C-kap4 isolado no sistema
aromatico);

8C-H (Csp) = 817 (deformac&o angular fora do plano de C-t4 g&l no sistema aromatico);
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Espectro 97.Espectro de IV do 4-tiometilferitiazol 6k.
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Dados do Espectro de Massas:

EM/IE: m/z = 396 (M+1, 5% ); 355 (5%); 269 (20%2R(5%); 221 (5%); 208 (5%); 207
(20%): 147 (20%); 135 (20%); 81 (30%); 73 (100%3(66%).
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Espectro 98.Espectro de massas do 4-tiometilfaniézol 6k.

EMAR/ES+: massa calculad@£yH17/N30,S, + 1H): 396.0840(massa observadd96.0840(.

T11D12_WANDA TRI S (0.034) Is (1.00,1.00) C20H18N30Z52 TOF MS ES+
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Espectro 99.Espectro de massas de alta resolucédo (ES+) dongdiitenil-triazol 6k.
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Espectro 100 Espectro de RMNH (500 MHz, DMSOD6) do 4-tiometilfenittriazol 6k.
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Espectro 101 Espectro de RMN°C - DEPTQ (500 MHz, DMS@6) do 4-tiometilfenil-

triazol 6Kk.
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4-tiometilfenil-triazol 6k

Tabela 29.Deslocamento quimico del e **C paragk.

Posicéo & H (ppm) ; J (Hz) 8%°C (ppm)

e — 140,91 (C)

> 7,37 (d; 10; 1H) 126,60 (CH)
3 7,47 (d; 10; 1H) 129,43(CH)
& s 130,39(C)

5 7,47 (d; 10; 1H) 129,43(CH)
6 7,37 (d; 10; 1H) 126,60(CH)
7 2,52 (s, 3H) 14,78 (CH)
C=S e 168,01 (C)

o 5,99 (d; 15,56; 1H) 113,42 (CH)
B 7,16 - 7,22 (m, 1H) 137,71 (CH)
Y 6,81 (d; 15,31; 1H) 126,57 (CH)
5 7,00 (dd: 15 e 10; 1H) 137,32 (CH)
1 131,32(C)

2 7,20 (d: 1,00; 1H) 105,85 (CH)
3 e 148,23 (C)

4 e 148,40 (C)

5 6,90 (d: 8,03; 1H) 108,92 (CH)
6 6,95 (dd: 10 e 5; 1H) 123,26 (CH)
OCH,0 6,04 (s, 2H) 101,73 (CH)
NH 1398 (s,1H) e
C=N e 149,90 (C)
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4.9.12. Preparacdo do 5-[#,3E)-4-(1,3-benzodioxol-5-il)buta-1,3-dien-1-il]-4-(3-
metoxifenil)-2,4-diidro-3H-1,2,4-triazol-3-tiona (6)

Reagentes: a) 10% NaOH;® refluxo, MW, 0,5h; b) HCI.

N

X

H3C\

Esquema 32Reacao de preparacdo do 3-metoxifenil-trigtol

Pf. 248-249 °C
Dados de Infravermelho (pastilha em KBr, em cr):

VN-H = 3429 (estiramento NH do triazol);

vC-H(Csp) = 3072 (sistema aromatico);

vC-H (Csp) = 2927 (estiramento de metila e metileno);

vC=C (Csp) = 1604 - 1492 - 1448 (vibracdo da ligacdo C=@slgueleto aromatico);

vN-H = 1543 (banda de confirmacao da ligagdo N-H);

vC-O-C = 1253 (estiramento de éter);

vC-0O-C = 1209 (metoxila);

vC=S = 1035 (estiramento da tiocarbonila do anedrbetclico);

8C-H (Csp) = 991 (deformagédio angular fora do plano de C-kap4 isolado no sistema
aromatico);

8C-H (Csp) = 810 (deformacdo angular fora do plano de C-ka @ isolado no sistema
aromatico).

Transmittance

¢Lv09T—

] SBZOVT Gy
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3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
Wavenumber (cm-1)
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Espectro 102 Espectro de IV do 3-metoxifenil-triaz6l.

Dados do Espectro de Massas:

EM/IE: m/z = 379 (M+ 50% ); 341 (5%); 281 (10%); 258 (50%): 207 (20%@)2 (25%):
115 (25%); 77 (45%) e 73 (100%).

73—|

r 77 258 1 379 1

115_| 172

207 1
226 I

0 * |
L

L L
150

TT [ T T T T T T T T T [T 171 L
50 100 200

m/z

Espectro 103 Espectro de massas do 3-metoxifenil-trigol

EMAR/ES+: massa calculad€@£yH17N303S + 1H): 380.1068 massa observada80.1069.

111012_WANDA TRI 2 NF (0.034) I=(1.00,1.20) C20H18M3035 TOFMS ES-
. 3801039 TAfs12
0
3311092
1821070
0 LSRR BRAAN SARA) NS LARAS RARAN UARAD LSS MANS R SARAS LA LSS RAN MAAAS T T T T Mz
300 30 320 330 340 30 300 370 3ED 380 400 410 420 430 40

Espectro 104 Espectro de massas de alta resolucao (ES+) do®«ifestil-triazol 6.

121



- DMSO DMSO
o | |
© N~ 3]
! ] 10
B ™ N
[N— ‘
w |
\/U\JL
|
‘ 0.98 ‘ L [ : | ‘ 1.17 ‘ | 3.29 ‘ ‘1.02‘ | 1.06 ‘
R L L L LA L S  BUNA
IBpR IBERALR RN 7200 7475 7.150 7.125 e T T T T T T
) B . . 7.050 7.0 6.9 6.8
,\Chemlcal Shift (ppm) Chemical Shift (ppm) Chemical Shift ... - Chemical Shift (ppm)
o o R
] wN B ©
T - -
9] \ '@E TolT
N Y sl el i
~ © |
LM "
N b N “ 4 k\ (W
0.93 0.98 3.33 1.89 3.01
4 o WU 1) 4
\‘\\\\\\\\\‘\\\\\\\\\‘\\\\\\\\\‘\\\\\\\\\‘\\\\\\\\\‘\\\\\\\\\‘\\\\\\\\\‘\\\\\\\\\‘\\\\\\\\\‘\\\\\\\\\‘\\\\\\\\\‘\\\\\\\\\
14 13 12 11 10 9 8 7 6 5 4 3
Chemical Shift (ppm)

Espectro 105 Espectro de RMNH (500 MHz, DMSOD6) do 3-metoxifenil-triazobl.
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Espectro 106 Espectro de RMN°C - DEPTQ $00 MHz, DMSODS6) do 3-metoxifenil-triazol
6l
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3-metoxifenil-triazol 6l

Tabela 30.Deslocamento quimico d&l e *C paral.

Posic&o 8 H (ppm) ; J (Hz) 6%°C (ppm)

T — 135,00 (C)

> 7.04 - 7,05 (m, 1H) 115,74 (CH)
3 e 160,36 (C)

4 7.13 - 7,18 (m, 1H) 114,84 (CH)
5 7,53 (t; 8,16; 1H) 130,87 (CH)
6 6,95 - 6,99 (m, 1H) 121,07 (CH)
7 3,83 (s, 3H) 56,01 (CH)
C=S e 167,92 (C)

o 5,97 (d; 15,31; 1H) 113,42 (CH)
B 7,13 - 7,18 (m, 1H) 137,71 (CH)
v 6,80 (d; 15,56; 1H) 126,57 (CH)
5 6,95 - 6,99 (M, 1H) 137,27 (CH)
1 e 131,32(C)

2 7,20 (d; 1,51; 1H) 105,88 (CH)
3 e 148,22 (C)
e 148,40 (C)

5 6,80 (d; 8,03; 1H) 108,91 (CH)
6 6,95 - 6,99 (m, 1H) 123,26 (CH)
OCH,0 6,04 (s, 2H) 101,73 (CH)
NH 13,97 (s, 1H) e
C=N e 149,81 (C)
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4.9.13. Preparacdao do 5-[#,3E)-4-(1,3-benzodioxol-5-il)buta-1,3-dien-1-il]-4-[4-
(trifluorometil)fenil]-2,4-diidro-3 H-1,2,4-triazol-3-tiona (6m)

H
N

0 | =
o Nl N H WL ab <i0::I:::::]///Qihy//qkhy//ﬂ\\N )
<Oj©/\/\/; ! Q{ 0%\, 6m
/F
E

Reagentes: a) 10% NaOH;® refluxo, MW, 0,5h; b) HCI.

Esquema 33Reacao de preparacédo do 4-trifluormetilfenil-tricém.

Pf: 232-233°C
Dados de Infravermelho (pastilha em KBr, em cri):

VN-H = 3427 (estiramento NH do triazol);

vC-H(Csp) = 3066 (sistema aromatico);

vC-H(Csp2) = 3008 (cadeia olefinica);

vC-H (Csp3) = 2922 (estiramento de metileno);

vC=C (Csp) = 1608 - 1492 - 1446 (vibracdo da ligacdo C=@slgueleto aromatico);

vN-H = 1539 (banda de confirmacao da ligacdo N-H);

vC-F = 1330 (vibracdo da ligacao C-F);

vC-0O-C = 1249 (estiramento de éter);

8C-H (Csp) = 991 (deformagédio angular fora do plano de C-kap4 isolado no sistema
aromatico);

8C-H (Csp) = 846 (deformacéo angular fora do plano de C-t4 B&l no sistema aromatico).
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Espectro 107 Espectro de IV do 4-trifluormetilfenil-triazéim.
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Dados do Espectro de Massas:

EM/IE: m/z = 417 (M+ 100% ); 296 (100%); 237 (25%); 207 (20%); 172490145 (40%):
115 (50%) e 73 (90%).
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Espectro 108 Espectro de massas do 4-trifluormetilfenil-tria@oi.

EMAR/ES+: massa calculad@£yH14F3N30.S + 1H): 418.0837(massa observadd18.0837.

111012_WANDA TRI 4 TMF F (0.034) 5 (1.00,1.000 C20H1EF3N3D23 TOF M3 E3+
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Espectro 109 Espectro de massas de alta resolucao (ES+) diiubitnnetilfenil-triazol 6m.
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Espectro 110 Espectro de RMNH (500 MHz, DMSOD6) do 4-trifluormetilfenil-triazol
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Espectro 111 Espectro de RMNC - DEPTQ (500 MHz, DMS@6) do 4-
trifluormetilfenil-triazol 6m.
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4-trifluormetilfenil-triazol 6m_

Tabela 31.Deslocamento quimico del e**C paraém.

Posicéo & H (ppm) ; J (Hz) 8™°C (ppm)

T — 137,55 (C)

2 7,75 (d; 8,28; 1H) 127,21 (CH)
3 8,03 (d; 8,53: 1H) 130,30 (CH)
4 122,96 (C)

5 8,03 (d; 8,53: 1H) 130,30 (CH)
6 7,75 (d; 8,28: 1H) 127,21 (CH)
7 129,81- 130,77 (q, GF
o R 167,92 (C)

o 5,96 (d; 15,31; 1H) 113,14 (CH)
B 7,13 -7,18 (m, 1H) 137,87 (CH)
Y 6,83 (d; 15,56; 1H) 126,51 (CH)
5 6,95 - 7,00 (m, 1H) 137,70 (CH)
1 e 131,29 (C)

2 7,20 (d; 1,51; 1H) 105,82 (CH)
3 148,27 (C)
7 148,41 (C)

5 6,90 (d; 8,03: 1H) 108,93 (CH)
6 6,95 - 7,00 (m, 1H) 123,26 (CH)
OCH,0 6,04 (s, 2H) 101,75 (CH)
NH 14,09 (5,1H) e
C=N e 149,61 (C)
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4.10. Avaliacéo da atividade biolégica

A avaliacdo da atividade tripanocida das moléculb8das neste trabalho foram
realizadas pelo Dr. Leonardo Freire-de-Lima e pBfa. Lucia Mendoncga-Previato, no
Laboratoério de Glicobiologia do Instituto de Biagis Carlos Chagas Filho (IBCCF-UFRJ).

4.10.1. Parasitos

A forma epimastigota dé&. cruzi (amostra Y) foi obtida da colecdo de culturas da
Fundacdo Oswaldo Cruz e foi mantidas a 28°C em omigposto por BHI (37 g/L), hemina
(0,01 g/L; Sigma) e éacido félico (0,02 g/L; Sigmalplementado com 10% de soro fetal
bovino (SBF). A forma tripomastigota foi utilizagara infeccéo de células VERO (células de
rim de macaco verde africano). As monocamadas|desd/ERO infectadas foram mantidas
em meio RPMI 1640 pH 7,2 composto por: L-glutami@®8 g/L), carbonato de sddio (2,0
g/L), piruvato de sodio (0,1 g/L), HEPES (2,4 g/gkntamicina e suplementado com 10%
SFB, sob atmosfera de 5% de £837°C (ANDREWSt al., 1985). Estes tecidos derivados
de culturas tripomastigotas foram usados paratefenacrofagos peritoniais murinos (Mg)
in vitro para avaliacdo quanto ao efeito toxico das madéctilazélicas sintetizadas por este
trabalho.

4.10.2. Atividade anti-epimastigota

Para a avaliagdo dos efeitos anti-epimastigota dosipostos triazolicosas
substanciasé@6m) foram armazenadas em DMSO (Sigma) na concent@dgd&o mg/L. O
meio isento da substancia contendo concentracab domparavel de DMSO (0,05%) foi
utilizado como controle. A forma epimastigota (1x&@lulas/mL) foi incubada em meio de
BHI-SBF na auséncia ou na presenca de diferententracdes das substanci@ésbm (0,5
a 25pg.mLY), em um volume final de 1 mL em placas de 24 podpds 7 dias de
tratamento, o efeito toxico das substancias foramantificadas por contagem direta de
epimastigotas vivas na Camara de Neubauer.

4.10.3. Citotoxicidade para macr6fagos murinos

A avaliacdo dos efeitos toxicos para os compoficen realizados como descrito
anteriormente nitem 4.10.2 Os macréfagos peritoneais murinos foram incubdtios 1¢
células/pogo) em 24 pocos com 1mL de meio de RRMtendo 10% SBF. As células foram
deixadas por 24h a 37°C para que pudessem addémasas e depois foram expostas por
72h aos cinco composto6d 6d, 6e 6f e 6m) que apresentaram maior atividade contra a
forma epimastigota (concentracao final maxima deSGMde 0,05%). Os cinco farmacos
foram testados em concentracdes crescentes (@525, e 5,0ug.mLY). Logo apés, as
células foram lavadas com PBS e o RPMI foi adidiona cultura antes da adi¢cdo do corante
vital azul de Trypan na concentragdo final de 0,00nefeito téxico dos compostos foi
monitorado pela contagem de 200 células em CamaraNelbauer onde o possivel
comprometimento da permeabilidade da membranaacdhilavaliada.
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4.10.4 Atividade anti-amastigota

Macrofagos peritoniais murinos de BALB/c nédo indelos foram cultivados em
placas de 24 poc¢os como descritoiteon 4.10.3 infectados com a forma tripomastigota de
cultura de células VERO obtidas como descritoitam 4.10.1 em uma proporcédo de 10
parasitos por macrofago e incubados por 60 minautdg°C/ 5% CQ Apods a incubacao, as
células nado infectadas foram removidas pela lavagemPBS, e as culturas com macréfagos
infectados foram tratados com concentragbes creecd0,5; 1,0; 2,5 e 5,0 pg/mL) de
compostos gc, 6d, 6e 6f e 6m) que apresentaram atividade anti-epimastigotas, sean
efeito tdxico em macrofagos peritoniais murinoséé\e tratamento, as monocamadas foram
lavadas com PBS a 37°C, fixadas em metanol e coradan Giemsa (Sigma). A
sobrevivéncia da forma amastigota foi determinadéa gontagem de 200 células em
triplicata, onde a percentagem das células infastddram analisadas, como também, o
namero de amastigotas por macréfago.

4.10.5. Analise estatistica

Os valores de concentracdo inibitéria 50%s§Cinostrados n&abela 37 (pagina
164) representam a média dos experimentos realizaddgm@icata. O valor da G$ de todos
0os compostos foram determinados por andlise deess@p linear utilizando o programa
IGOR Pro 2,03 (Lake Oswego, Oregon - EUA).

4.10.6. Comité de Etica

Todos os procedimentos com animais foram aprovpdtms Comité de Etica no Uso
de Animais do Centro de Ciéncias da Saude / UFRdn(la # DAHEICB 055) e foram
realizados sob as diretrizes da SBCAL (SociedadssilRira de Ciéncia em Animais de
Laboratério) e seguidas rigorosamente a Legislacasileira para Procedimentos para o Uso
Cientifico de Animais (11.794/2008).
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4.11. Avaliacao da estabilidade dos triazbis em difentes faixas de pH

O estudo de estabilidade da piperina e tdazol mais ativo frentes a forma
epimastigota dol. cruz foi feito utilizando a comparagdo dos tempos rdiescdessas
substancias por cromatografia liquida de alta éetia com deteccdo por arranjo de diodos
(CLAE-DAD).

4.11.1. Preparacgéo dos tampdes
4.11.1.1 Preparo da solucao tampéo de pH 2,1

Para o preparo de uma solugéo-tampéo em pH 2,afhfpesados 2,76 g de fosfato
monobasico e solubilizado a 1000 mL de agua. O at$alucdo tampao foi ajustado com
HsPO, e verificado com pHmetro (ASSUMPCAO & MORITA, 1968)

4.11.1.2 Preparo da solu¢do tampé&o de pH 7,00

Para o preparo de uma solucao-tampao em pH 7,@thfadicionados 39,00 mL de
solucéo de 0,2 M de fosfato monobasico de sédigB(2g em 1000 mL) em 61,00 mL de
solucao de 0,2 M de fosfato dibasico de sédio &8,6le NaHPO,.7H,O em 1000 mL). O
pH da solucéo tampéo foi verificado com pHmetroSAMPCAO & MORITA, 1968).

4.11.1.3 Preparo da solucdo-tampéao de pH 8,00

Para o preparo da solucédo-tampéo em pH 8 foranoadabos 5,30 mL de solucao de
0,2 M de fosfato monobésico de sodio (27,8 g en0100) em 94,70 mL de solucao de 0,2
M de fosfato dibasico de sodio (53,65 g deHNO,.7H,O em 1000 mL). O pH da solucao
tampé&o foi verificado com pHmetro (ASSUMPCAO & MOR, 1968).

4.11.2 Preparo das solucdes de pipedinaeldo triazol 6fpara estudo de estabilidade

Devido a baixa solubilidade em agua, a pipefir@o triazol6f foram solubilizados
em acetonitrila para preparar solugbes 1 mM de sabatéancia teste. Cada solucdo estoque
foi diluida com os tampdes apropriados em fras@msidro de 4,0 mL e mantidos sob
agitacao constante por tempo que variou de 0 - 1200 - 5:00 - 12:00 e 24:00 horas. A
concentracdo final do co-solvente acetonitrila auaride 5-10% (v/v) dependendo da
solubilidade de cada substancia. Um total de todgc8es foram preparadas para cada
substéancia (trés faixas de pH e uma temperatusajtaScos foram tampados e colocados em
uma placa de agitacdo e aquecimento e mantido®G BHquotas de 20 pL foram retiradas
de cada frasco e monitorizadas por CLAE-DAD.

4.11.3 Analise por CLAE-DAD

Para as analises de estabilidade das substanciafementes pH foi utilizado um
cromatografo liquido de alta eficiéncia equipadamatuas bombas (LC-20AT), detector de
arranjo de diodos (SPD-M20A, Shimadzu), forno pemluna (CTO -20A, Shimadzu) e
injetor manual do tipo Rheodyne 7125i com loop @e 2L. O controle do equipamento e
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aquisicao dos dados foi feito através do softwa&dlution (Shimadzu). As analises foram
realizadas em coluna analitica de fase reversa @8IBx 4,6 mm, fum de particula, Allure -
Restek), mantida a 30 °C. A fase movel foi conistitypor uma mistura de acetonitrila (98%,
solvente B) e agua (2%, solvente A). A separacédefta no modo isocratico com fluxo
constante de 1,2 mL.nifn e o volume de amostra injetada foi dep20 O monitoramento
dos cromatogramas foi realizado a 200 e 500 nnadcsercomprimento de onda selecionado a
340 nm.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Planejamento das moléculas triazélicas

No planejamento de novos farmacos com aplicacdéioocagentes quimioterdpicos
para doencas infecciosas € necessario conhecessiw@s alvos bioquimicos como também
as diferencas entre as células do parasito e quetleso. Este conhecimento € fundamental,
pois permite o planejamento de novas moléculasajam seletivamente sobre o parasito
(BLOCK, 2010). Nas ultimas décadas, a pesquisa paiatese de novas moléculas para o
tratamento da doenca de Chagas vem sendo beneffwédal descoberta de novos alvosino
cruzi como o0 sequenciamento dos genomas, que contrgara identificacdo de diversos
genes onde muitos deles estdo presentes apena®luas do parasita e ndo no homem.
Desta forma, a identificacdo de varios alvos bickig promissores neste parasito, sendo a
maioria enzimasforam favorecidos através da descoberta do sequmanio dos genomas
noT. cruzi

Dentre os alvos macromoleculares mais explorad&oeas proteases (cisteino
proteases, serino proteases, metaloproteinas minoeproteases) que sdo de fundamental
importancia para o ciclo de vida fio cruzi pois possuem multiplas funcbes que abrangem
desde a invaséo celular até o escape do paras#istdma imune do hospedeiro (DlASal,
2009). Um alvo bioquimico que tem sido amplamestadado na quimioterapia da doenca
de Chagas € a cruzaina ou cruzipaina (EC 3.4.@8)canstitui a mais abundante proteina da
familia das cisteino-proteases que vem impulsiomamddescoberta de varios inibidores
potentes e seletivos contralo cruzi Dentre as classes de inibidores desta enzima esta
derivados néo peptidicos como os triazois, piringdj tiossemicarbazonas e chalconas, como
demonstrado nkigura 25 abaixo (DIASet al, 2009).

Triazéis
Derivados peptidicos 0 H \
JL :
Jc—l)\ H 00 Nr ’N” Bu
(\N ﬁ N\:/\,S\©

NS o]

Chalconas

Nitrosilo complexos de
ferro e ruténio

Tiossemicarbazonas

RS-NO “ oA

"N
Nitrosotiois m Oxmenios
Z=N.
JAu
R™ Ry

Ciclometalados de ouro

Figura 25. Estrutura cristalografica da cruzainaldaruzi(PDB ID 1ME4) com inibidores
de diferentes classes quimicas (DIé&tSl, 2009).
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Outro alvo bastante explorado e que vem implicamda@esenvolvimento de novos
farmacos é a biossintese de esterois. Esta viaibidzp possui grande importancia visto que
os inibidores da biossintese de esteréis foramna$l que conseguiram chegar a triagens
clinicas avancadas como candidatos a farmacos cleegidsicos, apos os farmacos
benzonidazol e nifurtimoxX~gura 26, pagina 13%. Os esterois fazem parte das membranas
celulares e desenvolvem um papel de grande immiatgoodendo ser produzidos tanto por
plantas como por animais (LEPESHEVAA al, 2011). NoT. cruzi os esteréis enddgenos
indicam possuir funcdo direta na viabilidade celelaa regulacdo da atividade de enzimas de
membrana (URBINA, 1997). O conhecimento sobre desén de esterdis em fungos
possibilitou a interferéncia nesta via contribuintm desenvolvimento de varios farmacos
para o tratamento de micoses superficiais e sisé&nAs ceélulas dd. cruzi assim como
fungos, sdo dependentes do ergosterol ao conttdsaélulas dos hospedeiros vertebrados
gue dependem do colesterol. Assim, as etapas daihiese de esterois neste parasito, que
sao divergentes em relacdo a sintese realizad®fubas de mamiferos, tém sido amplamente
estudadas como alvo guimioterapico
(http://www.fiocruz.br/chagas/cqgi/cgilua.exe/syarshtm?sid=12b

Dentre os esterdis, o principal responsavel pelscimento ddrypanosoma cruz o
ergosterol, que constitui-se como um alvo atrapaca o desenvolvimento de farmacos. O
ergosterol € o componente majoritario na membraglalar de fungos e de alguns
tripanossomatideos, como D. cruzi e Leishmania sp possuindo funcdo essencial na
regulacdo da fluidez e integridade da membranaem®emente, as enzimas mais pesquisadas
desta cascata metabdlica sédo a estemidb4émetilase (EC 1.14.13.70), esqualeno epoxidase
(EC 1.14.99.7), esqualeno sintase (EC 2.5.1.2apelsterol sintase (EC 5.4.99.7), D-24(25)
esterol metiltransferase (EC 2.1.1.43), farnesifpsfato sintase (EC 2.5.1.10) e a farne-
siltransferase (EC 2.5.1.58) (DIAS al,, 2009).

Dentre 0os compostos que mais se destacam commlorgb da biossintese do
ergosterol sdo os derivados azélicos. Os compastadasse dos azoéis sdo conhecidos por
inibirem a enzima Jl#+desmetilase, também conhecida como CYP51, impediad
desmetilacdo do carbono 14 do anel esterdide dustarl, como pode ser observado pela
Figura 26. Esta enzima € um membro da familia do citocrod®0Pgrupo de proteinas que
possui a presengca de um grupamento heme com esmpactcteristico com absorbancia
maxima em 450 nm na forma reduzida e ligada a Ca@n@xido de carbono) (DANIELSON,
2002). Estas proteinas geralmente catalisam reatghéxido-reducdo, com o atomo de ferro
do grupamento heme estando diretamente relaciomewloasos de transferéncia de elétrons.

A CYP51 é encontrada em todos os reinos biologicésuma enzima essencial na
biossintese de esterois e, tendo portanto granderiégmcia na composicdo da estrutura da
membrana. Esta enzima, na biossintese do ergostesdponsavel pela d4lesmetilacdo do
lanosterol levando a zimosterdtigura 26). O bloqueio desta etapa biossintética pelo anel
heterociclico dos azois, ocorre pela interacadaltem o atomo de ferro do citocromo P450,
com o ligante lipofilicdN-substituido do azol, ocupando o sitio ativo dosgalbo da enzima
(lanosterol, no caso d®. cruz), impedindo, assim, a ligagdo e a ativacao de éoxag
molecular e a acomodacao do substrato natural (BEHEA et al, 2007). O resultado desta
inibicdo gera um acumulo de lipidios pré-ergostaeobmembrana parasitaria comprometendo
a integridade celular do parasito. No substrate lia cavidade do sitio ativo de esteroig-14
desmetilase contém molécula de agua que é coomeamaterro heme. Evidentemente, esta
molécula de agua é fortemente ligada ao ferro raapeeslocada parcialmente pelo substrato,
mantendo-se nas proximidades do ferro e participamal liberacdo de préton catalitico.
Compostos heterociclicos, tais como triazol, imadiagiridina e derivados de pirimidina, os

133



quais contém um atomo basico, servem como ligantas fortes para o ferro heme. Estas
substancias facilmente coordenam o grupo hemeituibdb a agua da esfera de coordenacgéo
do ferro e afetando a ligacdo do substrato e, quesgemente, o seu metabolismo
(LEPESHEVA & WATERMAN, 2011). O primeiro imidazokstado sobre @. cruzifoi o
cetoconazol induzindo um acumulo de oddetil esteréis em epimastigotas
(http://www.fiocruz.br/chagas/cgi/cgilua.exe/syarshtm?sid=12b

O tamanho e a configuracdo da reghtgubstituida das substancias azolicas estao
relacionados diretamente com o potencial de inibigéstes compostos na CYP51 j& que
ocorre outras interacbes com a parte protéica eéeziaa. Desta forma, compostos que sao
mais volumosos possuem poder de inibicdo maior YiB5Q de fungos, como o caso do
cetoconazol, mas em humanos apresentam alta tadeidlevido a menor seletividade
inibindo outros citocromos P450 além da CYP51(LERE®A et al, 2007).

Apesar de estar presente em diferentes organisivios (plantas, fungos e animais), a
14o-desmetilase (CYP51) apresenta baixa homologi@ emganismos dos diferentes Reinos
Bioldgicos. Por exemplo, a identidade da CYP5lavde 22 a 24% entre fungos e humanos
(LEPESHEVA et al, 2007). Como ha diferencas estruturais entre aP31Yde fungos,
mamiferos e protozoarios, podemos visualizar agpegido de inibidores seletivos. No caso
dos azdis anti-fungicos, o £lem células humanas é no minimo 30 vezes maicantjado
assim o0 uso seguro em humanos como antifangicontsl acruzi (LAMB et al, 1999;
revisto por BUCKNER, 2008).
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Figura 26. Representacdo esquematica da via da biossintesteléis nd. cruzie acédo de
azois e outros inibidores representados pelas aetés
(http://www.fiocruz.br/chagas/cgi/cgilua.exe/syarshtm?sid=12p
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Dentre os inibidores mais representativos da s#ntke ergosterol estdo os derivados
azélicos cetoconazol, fluconazol e itraconazol, qpeesentam propriedades antifingicas
conhecidasKigura 22, pagina 21), além do inibidor da farnesiltransferase, tipifar(Figura

27).

Figura 27. Inibidor azélico da farnesiltransferase, tipifarnib

Outro exemplo da aplicacdo desta classe antifangmmo farmaco tripanocida
inibidores da sintese de ergosterol, podemos @itarmposto triazdlico posaconazbigura
22, pagina 2J), que encontra-se na fase Il dos ensaios climiacs o tratamento da doenca de
Chagas. Outro exemplo de composto antifungico coporgdo triazol é o protioconazol
(Figura 21, pagina 20, do tipo 1,2,4-triazol-3-tiona, inibidor da d4lesmetilase, disponivel
comercialmente para o tratamento de infec¢des dasgaor fitopatdgenos (PARKER al.,
2011). Abaixo encontra-se a estrutura cristalogaafia CYP51 ddrypanosoma cruazom o
fluconazol ligado ao sitio cataliti¢gigura 28).

Figura 28. Estrutura cristalografica da CYP51 @iypanosoma cruzom o fluconazol
ligado ao sitio catalitico da enzima
(http://www.plosntds.org/article/info%3Adoi%2F10.1382Fjournal.pntd.0000651

Outros alvos promissores na quimioterapia de Ghagenbém identificados pelo
sequenciamento do genona no parasito, sdo a we@alititia, o0 metabolismo dependente de
grupos tidis, a transferéncia de acido sialico ®ld#é topoisomerases (LEPESHEV& al,
2011).
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Tendo como alvo o esterol d4lesmetilase (CYP51), planejamos a hibridacao
molecular da piperina e o nucleo triazoélico, foereo uma série de novos compostos onde
substituintes no anel triazolico foram adicionadesmodo a permitir a investigacdo da REA
(Relagéo Estrutura Atividade) nesta familia de costps, através da mudanca em seus perfis
eletrdnicos e lipofilicos. Outra estratégia de rficdcdo molecular empregada no
planejamento dos novos derivados heterociclicangehados foi o bioisosterismo, como
demonstrado n&igura 29. Encontramos na literatura diferentes exemplosudestituicdo
bioisotérica de amidas por anéis heterociclica®geinados contendo cinco membros como
os triazaois, tiadiazoéis e oxadiazois (MEANWELL, 2011).

Bioisosterismo

f_)%
O H
I N
(6] \ \ 4 \
\ s=N2N
N Cl
o I
L . 1,2,4- ¢
Piperina Amida  triazol OH
Protioconazo

Hibridacdo Molecular

H
o) N \/él\;tﬁ% S
Cr 0

Nova entidade quimica hibrido
Figura 29. Estratégia no planejamento de novos hibridos pipériazol.

A insercdo do anel triazdlico em diversos commstem confirmando o potencial
bioisostéro desta porcdo para a melhoria da atleidiestas substancias. Existem motivos
importantes que sugerem que o grupo triazol apresamelhanca estrutural com a ligacao
amidica, mimetizando a ligacdo da amida Z ou Eedépndo do padrdo de substituicdo em
ambas (TRONet al, 2007). Fazendo uma analogia do 1,2,3-triazotritespor Tron e
colaboradores sobre o 1,2,4-triazol, a por¢cadodliea 3,5-disubstituida possui similaridade
com a porcao amidica: o par de elétrons do nitiogEémimetiza do oxigénio carbonilico da
ligacdo amidica, o carbono 5 com hibridacéb lgmdo ao heteroatomo é eletronicamente
semelhante ao carbono carbonilico, como pode sév pelaFigura 30. Uma vez que o
momento dipolar do sistema global do triazol é mdm que a da ligacdo amidica, o doador
de ligacdo de hidrogénio e as propriedades rec@pg#ao mais fortes no sistema triazolico.
Além disso, a ligagéo entre os substituintes éticrem termos de atomos envolvidos e a
relacdo entre o sitio aceptor de hidrogénio € tamiémilar. Ainda, existem algumas
diferencas na polarizagdo do atomo, como o carlwanioonilico e o atomo de nitrogénio
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polarizado negativamente no sistema triazolicovaliacado do triazol nos compostos como
um substituto da ligacdo amidica em estruturas igm@ptméticas tem sido sugeridas
experimentalmente (TROBL al,, 2007).

Aceptor de Hidrogénio Aceptor de H|drogen|o

Carbono s

Carbono sf) 0 /4 )\

Disténma R1 aR2 Distancia R1 a R2

Rz

Figura 30. Hipdétese de como os triazbis age como bioisostetosclassicos de amida.

A substituicdo entre a porcdo 1,2,3-triazol pela $®isdstero 1,2,4-triazol tem
recebido atencdo especial na quimica medicinab \gae representou um conceito eficiente
para a descoberta e desenvolvimento de novos fasmaazoélicos, ja que a porgao triazolica
apresenta atividades potentes ou aumenta as aegdaoldgicas (WANEt al, 2010).

Para a formac&o dos novos derivados triazolicos fajufundamentada nas estratégias
de hibridagdo molecular e do bioisosterismo (LIMABRARREIRO, 2005), o produto natural
de partida para a sintese dos novos heterocidiitosgenados foi a piperina ja que sua
atividade antiparasitaria esta comprovada sobrémsas evolutivas dd. cruzi Para a
formacdo dos produtos triazolicos, como esta desoa andlise retrossintéticksgguema
34), € necessaria a passagem por um intermediafiote@mida que sofre ciclizacdo base-
catalisada. Esta pode ser obtida a partir da realgohidrazida com isotiocianatos
diferentemente substituidos. Por sua vez, a hidmgabde ser preparada por interconversédo de
grupos funcionais (IGF), através da reacao de suilgdib nucleofilica acilica3iAc) de um
derivado onde a carbonila encontra-se ativada, gooneexemplo num cloreto de acila. A
escolha deste intermediario se deve a facilidadsudepreparacdo, uma vez que 0 mesmo
pode ser sintetizado através da reacdo do acideripigo com diferentes reagentes
normalmente disponiveis no laboratério de sinteg@nica (p.ex.: cloreto de oxalila ou
cloreto de tionila). Outro ponto relevante em réa@ obtencdo do intermediario cloreto de
acido através destas metodologias € que as resgbdisnpas, ja que a conversao € total e os
subprodutos formados sdo gasosos (MARCH, 1985)siRorez, o acido piperinico pode ser
obtido pela hidrélise basica do produto natdral
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5al6a R= metil 5e/6e R= hexil 5i/6i R= 3,4,5-trimetoxifenil

5b/6b R= etil 5f/6f R= cicloexil 5i/6j R= terc-butil

5d/6c R= isopropil 59/6g R= fenil 5k/6k R= 4-tiometilfenil

5d/6d R= butil 5h/éh R= benzil 51/6] R= 3-metoxifenil

5m/6m R= 4-trifluormetilfenil

Esquema 34 Analise retrossintética para a preparacado dosat#s/triazolico$a
ém.
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5.2. Isolamento da piperina dos frutos secos dReper nigrum

A parte inicial deste trabalho consistiu no isolatoede produto natural (IKAN,1991),
tendo em vista a necessidade de quantidades adsogegiperinaHigura 31) para a sintese
dos triazois planejados, como pode ser visto nhsen@trossintética mostrada Bsquema
34.

Subunidade B
I

(a)
e

Piper nigrum Sibunidade A Subunidade C

(b (@

Figura 31. Frutos frescosa) e moidosly) deP. nigrum Estruturag) e cristais ) da amida

natural piperinal).

Na literatura podemos encontrar varios métodos @a&alamento da piperina, como o
uso de CHGl em condi¢cbes de maceracao (EPSTEtNL, 1993), o uso de HPCPGEIigh
Performance Centrifugal Partition Chromatograph(CHEN et al.,, 2009), o uso de solucéo
aquosa de surfactante (PADALKAR & GAIKAR, 2008),uso de &cido acético glacial,
seguido de particdo com cloroformio (KANAKE al, 2008) e em condi¢cdes supercriticas
(KUMORO et al, 2009). Além desses métodos, encontra-se desuaitditeratura uma
proposta alternativa relacionada a producao daamatural em cultura liquida, induzida por
fungos endofiticosRericonia sp), isolados dePiper Longum(VERMA et al, 2011). Este
procedimento € bastante promissor para a obterg@@drina e outras substancias bioativas
em larga escala, principalmente pela possibilidddeconservar a estrutura fisica e a
biodiversidade de plantas fitoterapicas.

Em meio as varias metodologias encontradas, fobllesla aquela que utiliza o
extrator Sohxlet, pela facilidade de acesso aopaguénto, pela eficiéncia do método de
extracdo, aliados a baixa toxicidade dos solvartigados durante o procedimento (etanol e
agua). O extrator Soxhlet € um dos equipamentos msados de extracdo continua no
isolamento de produtos naturais e seu funcionamasiste na utilizacdo de um solvente
apropriado que é reciclado por destilagdo (IKAN919 Subramaniam e colaboradores
utilizaram um extrator Soxhlet modificado, do ti@BSA (Double Bypasses Soxhlet
Apparatus) para a extracdo continua da piperinegne isso obtiveram um aumento no
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namero de ciclos de refluxo com consequente dirpimiino tempo de extracédo
(SUBRAMANIAM et al, 2011).

A metodologia aplicada neste trabalho para a extralp produto natural foi aquela
originalmente descrita por lkan e posteriormentaptatia em nosso laboratério por Santos
(SANTOS, 1999), onde foi utilizada uma aparelhagden Sohxlet, tendo etanol como
solvente. ApOs a extracdo e tratamentos adequap@s,envolveram a precipitacdo dos
taninos (principais contaminantes do extrato) paamento com solucdo etanodlica basica, a
piperina foi obtida na forma de cristais amarel®sproduto, normalmente com grau de
pureza adequado, foi confirmado através de comparme seu ponto de fusdo com o descrito
na literatura e através dos métodos convenciomaenédlise (RMN, CG-EM e V). Os dados
obtidos foram totalmente compativeis com a estautlm amida natural (DE ARAUJO
JUNIORet al, 1997).

Para a piperina isolada, foi determinado um pomtdusdo idéntico ao descrito na
literatura [Pf: 126-127°C (IKAN, 1991)]. Através @spectro de infravermelh&gpectro 1,
pagina 29 pode ser confirmada a presenca da funcdo cagbamildica conjugada, por uma
intensa absorcdo em 1633 tri\s absorcdes na regido entre 2941-2850 nmespectro de
IV sdo referentes as deformacdes axiais das ligaChel e em 1252 ciy referente ao
estiramento do metileno do grupo metilenodioxi.@$pectro de massdsspectro 2, pagina
30) encontram-se fragmentos como o ion moleculace lpasem/z= 285 (M", 100%), além
dos m/z = 201 (20%), 173 (10%), 143 (10%) e 115 (35%); pativeis com descritos
anteriormente na literatura (FERREIRA, 2006).

No espectro de RMNH (Espectro 3, pagina 3}) notou-se um simpleto largo esn
5,98 ppm, indicando os 2 hidrogénios metilénicosudel, além de um grupo de sinais eitre
6,44 ed 7,45 ppm com integracdo para 7 hidrogénios, nefeseaos hidrogénios olefinicos da
cadeia lateral e os 3 hidrogénios aromaticos. eam de RMN-C (Espectro 4, pagina
31) observou-se um sinal ei165,4 ppm, indicando a absor¢do do carbono deow#ab
amidica. O espectro de massas mostrou, além dodpidon molecular e pico base (m/z =
285 u.m.a., 100% de abundancia relativa), fragnsecdwacteristicos para estrutura da amida
natural. OEsquema 35 a seguir, descrevemos uma proposta de fragmenpaga a piperina
1
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miz = 201 (20%)
M7 m/z = 285 (100%)
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miz = 173 (30%) m/z = 143 (10%)
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A
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m/z = 115 (35%)

Esquema 35Proposta de fragmentacao para a pipetina

5.3. Preparacao do acido piperinico

Para a preparacdo dos derivados heterociclicoogaitados pretendidos no
planejamento estrutural realizadesquema 34 pagina 140 faz-se necessaria a hidrélise da
funcdo amida presente na amida natural, originamdécido piperinico2. Esta reacao
encontra-se experimentalmente descrita no trabdéhdkan (IKAN, 1991). No entanto, a
reacdo nao se realizou conforme descrito por lkango necessarias alteracdes no tempo de
reacao para 12 horas ao invés de 2 horas de refl&m disso, também foi preciso aumentar
a quantidade de base utilizada (RIBEIRO, 2004) pdamacao do acido piperini@€o Apos
acidificacdo do meio e recristalizado o produtoA@do piperinico foi obtido em alto
rendimento e grau de pureza adequado (RIBEIRO,)2@0idas sdo sabidamente pouco
reativas frente a condi¢cdes de hidrélise basicaiddeao reduzido carater eletrofilico do
carbono carbonilico nestes derivados. Este comperitb se deve a disponibilidade do par
de elétrons do nitrogénio, ligado diretamente &aaifa, em doar elétrons por ressonancia,
suprindo assim a deficiéncia do carbono e, consggoente, diminuindo a reatividade da
carbonila frente a nucledfilos (MARCH, 1985). Aeliatura descreve reacdes de hidrolise de
amidas em meio acido, contudo estas metodolog@mpoderiam ser aplicadas a hidrdlise da
piperina, uma vez que a molécula possui funcioadkd sensiveis ao meio acido, como o
anel metilenodioxilico que em meio aquoso acidoepsdfrer abertura, gerando o catecol
correspondente (COSTA, 2000). Alem disso, temosesiautura da piperina um dieno
conjugado, que pode ser protonado, gerando outrodujps de decomposicdo. Este
comportamento instavel em meio acido aquoso jaoksiervado em outras tentativas de
hidrélise, realizadas anteriormente em nosso grei@ssim optamos por manter as condi¢ées
de hidrdlise em meio alcodlico basidesfuema 36.
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Condicdes reacionais: (a) KOH, etanol, refluxoh32b) HCI 10%, pH = 3, 95%.

Esquema 36Hidrélise basica da piperina. Obtencao do acideriico @).

Visando diminuir o tempo da reacéo de hidrolisedaaga amida natural, uma vez que
sob aguecimento convencional sdo necessarias &2réfldxo, a reacao foi realizada com a
utilizacdo do reator de micro-ondas. Dispomos essamdaboratério de um reator de micro-
ondas (CEM, Inc.; Modelo DiscovefffIGURA 32).

Figura 32. Reator de micro-ondas utilizado para sintese ocgéat laboratério.

A irradiacdo de micro-ondas em sintese organicasemostrado extremamente (Util,
entre outras coisas, por fornecer os produtos as®] normalmente, em maiores
rendimentos; por propiciar 0 uso de menores quaaiéisl de solventes, ou mesmo por permitir
a execucdo de reacdes na auséncia destes; alén atiss a irradiacdo de micro-ondas as
transformacdes quimicas ocorrem em tempos reasiomanores (KAPPIt al, 2009). Isso
pode ser explicado pelo fato de que as reacdoegaeas utilizando o micro-ondas diferem
das reacfes que sao termicamente aquecidas. O ddemicro-ondas pode estar relacionado
ao aumento nas vibracées moleculares na interlaceatdo. Alguns autores justificam que
essa aceleracdo no término da reacdo esta reldai@mmn a energia de ativacdo que é
alterada pela irradiacdo de micro-ondas, e queecmesitemente contribui para diminuicéo
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no tempo de reacdo. Experimentos em sintese oegatilizando o reator de micro-ondas
podem, portanto, gerar resultados diferentes, quanthparados com as reagdes conduzidas
sob aquecimento convencional, mesmo que a tempafatal seja a mesma (LINDSTROM

et al, 2001).

Foram realizados diferentes experimentos de irgcddigpor micro-ondas em sistema
aberto, nos quais variou-se o tempo, a temperauaapoténcia aplicada, objetivando-se
chegar as condicdes reacionais 6timas. Uma vebedstada a melhor condicédo reacional, a
amida natural foi mantida nas mesmas condi¢Besidialise conduzida sob aquecimento
convencional (quantidade de base e solvente),denu® o sal do acido piperinigpapds 60
minutos de irradiagdo. Apos o término da reacanetdologia de isolamento seguiu como o
utilizado no método de hidrdlise convencionzdrte experimental, pagina 32, fornecendo
0 acido2 em 82% de rendimento, comparavel ao obtido atrdeémétodo de aquecimento
convencional.

O produto foi devidamente caracterizado pelos nu&t@dnvencionais de analise (1V,
CG-EM, 'H RMN e *C RMN). Os resultados foram compativeis com os rimteente
descritos na literatura e em outros trabalhos dsa@rupo de pesquisa (IKAN, 1991,
FERREIRA, 2006, DE PAUL/At al., 2000).

5.4. Sintese da hidrazida
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Condicdes reacionais: (a) (CO£I30 mim; (b) NH.NH,.H,O, CHCI, seco, t.a., 10 mim., 70%.

Esquema 37 Sintese dealoreto de acila3) e da hidrazidadj.

Como pode ser visto na analise retrossintéticanaaesinoEsquema 34(pagina 140),
a proxima etapa da sequéncia sintética preconieadalve a preparacdo da hidrazidla
derivada da piperina. Normalmente, vemos na liteaad preparacao de hidrazidas atraves da
reacdo de hidrazindlise dos respectivos ésterdficogtou etilicos em temperatura de refluxo
(SILVA et al, 2010 & LACERDAEet al, 2012). Contudo, como a hidrazinolise da amida na
€ viavel e dispinhamos do aci?loe de quantidades adequadas de reagentes no afanixa
optamos por preparar o respectivo cloreto de &eideagi-lo diretamente com hidrazina
monoidratada. Uma justificativa para a escolha das@gem pelo cloreto de acido na
preparacao da hidrazidiesta no fato de que a preparacdo do éster conesmie incluiria,
de toda maneira, uma etapa a mais na sequéncaiticgintAlém disso, a rea¢cdo mais comum
de transformac&do de um acido num éster € a reag&isdher, que ocorre normalmente em
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presenca de catalise acida sob refluxo, o que podgrar produtos de degradacdo do
substrato, visto que o anel metilenodioxilico éséel a este tipo de condigcdo reacional
(COSTA, 2000). Outras medodologias de ativacacadaoxila do acido, como o uso de DCC
(dicicloexilcarbodiimida) também envolvem o usondeio anidro e possuem o0 inconveniente
da formacdo de subprodutos, que sdo muitas vezelfidé separacdo, contaminando o
produto final. Desta forma, optamos pela preparad@ccloreto de acido3] que é um
intermediario mais reativo frente a reacdo de SwiEo Nucleofilica Acilica $Nu)
(Esquema 37. Os reagentes de escolha para a sintese deoslaietcido sdo geralmente os
cloretos de tionila (SO e oxalila (COCH, por oferecerem a vantagem de formar
subprodutos gasosos (§CCO, CQ) que nao contaminam o produto (MARCH, 1985).
Dependendo do reagente utilizado, S©OGU (COCI), as condi¢cdes reacionais para a
obtencdo dos cloretos de &cido sdo distintas. ango, o refluxo faz-se necessario para
utilizacdo do cloreto de tionila, ja para o clorek® oxalila a reacdo pode ser realizada a
temperatura ambiente (MARCH, 1985). Por haver daigplidade do cloreto de oxalila em
nosso laboratoério, e também por este ser maivoegtie o cloreto de tionila, ele foi utilizado
na preparacao do cloreto de 4cido desejado.

No Esquema 38apresentamos a proposta de March para o mecadisfioomacao de
cloretos de acila em presenca de (CQ@NARCH, 1985).

QA P </° )H/C'
\\ e o} |
i\y © _ R—<:/ (a o« i )\}(; -

R Cl

+ CO, 4+ CO 4 HCI

Esquema 38Proposta mecanistica para a formagéao de cloretasildeem presenca de
cloreto de oxalila (Adaptado de MARCH, 1985).

Uma vez obtido o cloreto de acido, devido a sua i@atividade, o mesmo nao foi
quantificado ou purificado, sendo utilizado imedmaente na etapa &N, subsequente. Os
cloretos de acila possuem elevada reatividadeamorto produto de reacédo do cloreto de
oxalila com o acido piperinico foi imediatamentdizedo na reacdo com mono-hidrato de
hidrazina. Através da reacao de substituicdo niittzoacilica SNic) foi gerada a hidrazida
4 com 70% de rendiment&¢quema 37.

Inicialmente, ao executarmos a reacéo para a diene hidrazida como descrito na
literatura (RIBEIROet al, 2004), ou seja: pela adicdo da hidrazina moatada sobre a
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solucéo do cloreto de acido, a hidrazddai obtida juntamente com uma mistura de produtos
de dificil separacdo. Devido a este fato, o pronedio experimental foi alterado, fazendo-se
entdo a adicdo inversa da solucdo do cloreto da acsolucdo de hidrazina (ambos em
diclorometano seco). Esta mudanca foi suficienta paitar o aparecimento dos subprodutos
visualizados anteriormente, os quais, apesar deesi@em inequivocamente caracterizados,
imaginamos que possivelmente sejam a diacilidraZih@ o oxadiazol corresponderibé
(FIGURA 33). Dados de RMN'C da mistura, principalmente aqueles referentes aos
carbonos C=0 e C=N, ddo subsidio a esta propo&tam disso, a literatura descreve a
formacdo destes produtos em condicdes reaciomiiias@s (OLIVEIRAet al, 2012).
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Figura 33. Estrutura e espectro de RMRC dos subprodutos provaveis gerados na reacéo de
obtencéo da hidrazida

Uma vez obtida a hidrazidh esta foi devidamente caracterizada atraves dosdos
convencionais de andlise. Através do espectroftivarmelho Espectro 5, pagina 3%pode
ser confirmada a presenca da funcdo carbonila deazida conjugada por uma intensa
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absorcdo em 1679 ¢As absorcdes na regido em 3280 cgnreferente ao estiramento de
hidrazida nas ligagdes N-H e em 1257 ¢cmeferente ao estiramento de éter. No espectro de
RMN *H (Espectro 4, pagina 3%tobservou-se um simpleto én$,06 ppm, referente aos dois
hidrogénios do grupamento metilenodioxilico, umldtd® 6,03 ppm referente ao hidrogénio

a da cadeia olefinica cothde 15,10 HZ, além de um grupo de sinais ehtBe86 ed 7,27
ppm, referentes aos hidrogénios aromaticos e aleinrda cadeia lateral. Observou-se um
simpleto e 4,45 ppm referente aos dois hidrogénios do gruptoréH, e um simpleto em

8 9,30 ppm referente ao grupamento NH. No espee®@MN *°C (Espectro 7, pagina 35
notou-se um sinal em 165,23 ppm, referente a absor¢cdo do carbono dzoruda da
hidrazida e end 101,75 ppm referente ao carbono do anel metilexditio.

5.6. Sintese dos intermediarios carbotioamidas e slderivados triazélicos
o (@]

NN _NH, o N _NH NH_
<: 4 " NHL» <o 5a-5m " I‘/ )
L
b o NN , N\FS
. B < \R

6a-6m

R= metil, etil, isopropil, butil,
hexil, ciclohexil, benzil, fenil, trimetoxifenil,
tert-butil, 3-metoxifenil, 4-tiometilfenil, 4-triflarmetilfenil.

Condig8es reacionais: (a) Isotiocianatos adequadasol, refluxo, 0,5 h, 65-91%; (b) 10% NaOHCH
refluxo, MW, 0,5h; (c) HCI, 50-90%.

Esquema 39Sintese dos intermediarios carbotioamidas (

Como pode ser visto na analise retrossintéisgema 34 pagina 140, a hidrazida
4 é o intermediario comum a sintese dos triazé@ngyhdos, uma vez que a passagem por
este intermediario estd presente nas principai®duokigias para formacédo deste nucleo
heterociclico (CANSIZt al, 2012, MAVROVRAet al, 2009 & KHANet al, 2010). Em
seu trabalho, onde o objetivo era a sintese dd-frjazol 4,5-dissubstituidos (CANSE? al,
2012), Cansiz e colaboradores transformou a hHathiaam carbotioamida, através da reacao
das primeira com isotiocianato em meio de etamtl,condi¢cées de refluxo por 4 horas. Para
a obtencdo do composto triazdlico, Cansiz e cotdmwes reagiu 1,4-dissubstituido
tiossemicarbazida em solugcdo aquosa de NaOH, soblicées de refluxo por 8h,
promovendo assim a ciclizagdo intramoleculgsquema 2, pagina 28 Posteriormente, foi
realizada a acidificacdo com HCI para obtencaadtigCANSIZ et al, 2012). Utilizando esta
mesma metodologia, Mavrova e colaboradores siateiz 0s intermediarios dos derivados
4,5-dissubstituidos-1,2,4-triazolotionas em coneigdde refluxo por 3 horas como
demonstrado peld&squema 40 Neste trabalho, para os 1,2,4-triazois, foi nemes a
manutenc¢éo do refluxo por 5-12h para a finalizalgiceacdo (MAVROVRAet al, 2009).
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(a) = DMF, POC], tricloroetileno;

(b) = tioglicolato, trietilamina, piridina, 10-15°C
(c) = hidrato de hidrazina, etanol, refluxo;

(d) = isotiocianato de etil, etanol, refluxo;

(e) = 10% NaOH, refluxo.

Esquema 40Metodologia utilizada por Mavrova para a formacés il,2,4-triaz6is
(MAVROVRA et al, 2009).

Em outro trabalho recente, KHAN e colaboradoretzaam a sintese de uma série
de 1,2,4- triazéis a partir de ésteres do acidoespondente. Os ésteres aromaticos
substituidos foram obtidos pela reacdo do acidrespondente com metanol na presenca de
acido sulfarico como catalisador. Estes éstereanfoconvertidos para as correspondentes
hidrazidas, através do refluxo com hidrato de hidiea em metanol seco. Os derivados
hidrazinocarbotioamidas foram sintetizados pelaleosacao das hidrazidas correspondentes
com diferentes fenilisotiocianatos na presenca dw@mol seco em condicdes de refluxo por
10-12h. Os 1,2,4-triaz6is-4,5-dissubstituidos fosantetizados pela ciclizagcdo intramolecular
das carbotioamidas, quando submetidas a reflux@2d&4h em solucdo de hidroxido de
sédio, seguida de neutralizacdo com acido cloddramcentrado (KHAMt al, 2010).

Ao estudarmos a aplicacdo destas metodologiasntessidos derivados triazolicos
planejados neste trabalho, realizamos a otimizde&omesmas, substituindo o aquecimento
convencional pelo uso da irradiacdo micro-ondassestema aberto e na temperatura de
refluxo do solvente. O mecanismo proposto pararesigio esta representado gesguema
41
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< EtOH, refluxo
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T _ EtO-
NH Y R

Esquema 41Mecanismo proposto para obtencao dos intermediéaidmtioamidas.
Seguindo a metodologia desenvolvida, as carbotiandia-5m (Figura 34) foram
obtidas em cerca de 0,5 h de irradiacédo, tendmletamo solvente. Os rendimentos para a
obtencao destes intermediarios variaram de 65 a(8@fbo detalhado na parte experimental,
Tabela 4 pagina 39.
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Para exemplificar a caracterizacdo das treze dedmoidas preparadas, através dos
métodos fisicos de andlise (IV, RMi e *°C), elegemos dois derivados com padrdes de
substituicao diferenciado, a N-etilidrazinacarbotioamida  5D) e N-4-
tiometilfenilidrazinacarbotioamidak).

A carbotioamidagb) foi obtida na forma de um solido marrom amorfareaentando
ponto de fusdo entre 192-193°C. Através da andbsespectro de infravermelhBgpectro
11, pagina 40 pode ser confirmado o estiramento de carbotioamp&la absorcdo em 3315
cm?, além do estiramento das ligagdes C-H de carbphem 2972 - 2929 cth O anel
metilenodioxi pode ser observado pelo sinal em 1249, referente ao estiramento
assimétrico das ligacfes C-O-C. Outra absorcaateaistica destes intermediarios envolve o
estiramento da tioamida que aparece no casbljeen 1101 cril. No espectro de RMRH
(Espectro 12, pagina 4), observa-se um tripleto e 1,05 ppm, com constante de
acoplamento de 7 Hz, indicando os trés hidrogédmgrupamento metila, e também um
grupo de sinais entré 6,10 eé 7,30 ppm referentes aos hidrogénios olefinicosatieia
lateral e os trés hidrogénios aromaticos. Alémadiebservou-se um simpleto &énd,86 ppm,
referente ao hidrogénio ligado ao nitrogénio anoidéc outro simpleto ené 9,18 ppm,
referente ao hidrogénio da sulfonil uréia vizinhm grupamento amidico. Um tripleto
também pode ser observado &®,00 ppm, referente ao hidrogénio da sulfonilajréizinho
a cadeia alifatica. No espectro de RNMS (Espectro 13, pagina 4)lobserva-se um sinal em
6 165,51 ppm, indicando a absorcdo do carbono dzocda amidica e outro sinal etn
181,65 ppm, indicando a absorcao do carbono daagrapto sufonil uréia.

O derivadoN-4-tiometilfenilidrazinacarbotioamidebK) foi obtido na forma de um
sélido amarelo amorfo e apresentou ponto de fusfie &75-177°C. Através do espectro de
infravermelho Espectro 38, pagina 6y pode ser confirmado o estiramento de carbotioamid
pela absorcdo em 3437 ¢ralém do estiramento das ligacées C-H de carbphers 2922
cm®. O grupo metilenodioxi pode ser observado pefmlsem 1244 cih, referente ao
estiramento assimétrico das ligacdes C-O-C. No dasmrbotioamidabk), o estiramento da
tioamida ocorre em 1035 ¢mNo espectro de RMRH (Espectro 39, pagina 6Bnota-se um
simpleto em® 2,65 ppm, indicando os trés hidrogénios do grupammetila e também um
grupo de sinais entrg@ 7,06 ed 7,18 ppm, referentes aos hidrogénios olefinicosatkeia
lateral e aos os dois hidrogénios aromaticos ligaatws carbonos 5 e 6, vizinhos ao anel
metilenodioxi. Observa-se também o simpleto ein7,55 ppm, referente ao hidrogénio
aromatico isolado, ligado ao carbono 2. Outro grd@ainais foi observado na regido eitre
7,36 €6 7,45 ppm, indicando os quatros hidrogénios aramsgtilo radical tiometilfenil. Além
disso, observou-se um simpleto 80,24 ppm, referente ao hidrogénio ligado ao gério
amidico. O simpleto observado &n®,80 ppm, foi atribuido aos dois hidrogénios dfosil
uréia, um deles vizinho ao grupamento amidico, ®itoo vizinho a cadeia aromatica. No
espectro de RMNC (Espectro 40, pagina 68 observa-se um sinal et 148,48 ppm
indicando a absorcdo dos dois carbonos quatern&arosnaticos, ligados ao anel
metilenodioxi. Os sinais observados em 6 121,67 ppm & 126,30 ppm foram atribuidos
aos quatros carbonos aromaticos do radical tioimeilil A metila ligada ao atomo de enxofre
apresenta um sinal em 6 15,63 ppm.

O conjunto de intermediarios obtidos, apresentadoBigura 34, foi caracterizado
pelos métodos convencionais de andlises (RMNHle *C e IV). Todos os derivados
carbotioamida a-5m) apresentaram dados espectroscopicos semelhantes, pode ser
observado pelaBabelas 31-33
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Tabela 32.Algumas absorc¢des na regiao do infravermelho @b intermediarios carbotioamidas obtidasg-5m).

IV (cm ™)

5a 5b 5¢ 5d 5e 5f 59 5h 5i 5j 5k 5l 5m
vN-H 3321 3315 3246 3263 3195 3292 3224 3278 3313 3311 3242 244 3 3236
vC=0 1664 1666 1666 1660 1662 1637 1641 1660 1660 1674 * * *

1610 1612 1604 1600 1610 1598 1602 1598 1606 1604 1614 6001 1616
vC=C (Csp) 1500 1498 1496 1494 1492  * 1492 1492 1502 1492 1496 * 1490

1452 1444 1448 1444 1450 1454 1448 1444 1452 1444 1458 456 1 1448
vC-O-C 1251 1249 1251 1251 1247 1242 1245 1251 1245 1251 1244 1245 1245
vC=S 1097 1101 1139 1037 1037 1033 1033 1035 1039 1037 1035 0331 *
oC-H (Cspz) 927 933 925 933 931 929 929 935 997 931 989 991 931
oC-H (Cspz) 839 802 844 794 804 806 775 796 800 852 821 786

*Nao observado
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Tabela 33.Deslocamentos quimicos de RMN dos intermediarios carbotioamidas obtides$m).

6H (ppm)

a 9,89 9,86 9,82 9,87 9,86 9,84 10,11 9,98 10,08 80,1 10,24 10,24 10,18

C 7,98 8 7,67 8 7,99 7,65 9,68 8,59 9,6 9,15 9,8 9,8 9,93

5 6,93-7,04 6,91-699 6,93-7,03 694-7,04 6,93-7,03,934,04 6,84-7,04 6,94-7,04 6,86-7,06 592-7,03 06-7,018 6,93-7,08  6,93-7,08

o 6,09 6,08 6,1 6,12 6,11 6,1 6,15 6,11 6,16 6,14 86,2 6,15 6,16

Y 6,93-7,04 691-699 693-703 6,94-704 6%I3 693-704 6,84-704 694-704 68667,0692-703 706-7,18 6,93-7,08 6,93-7,08

OCH-0 6,07 6,05 6,07 6,08 6,07 6,07 6,07 6,07 6,07 6,07 2 6 6,07 6,07
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Tabela 34.Deslocamentos quimicos de RMIC dos intermediarios carbotioamidas obticses$m).

8C (ppm)

C 5a 5b 5¢c 5d 5e 5f 59 5h 5i 5j 5k 5l 5m
C=S * 181,65 * * * * * * * 178,73 * 181,15 181,27
C=0 165,65 165,61 165,49 165,57 164,17 162,92 * 165,71 * 169,55 * 172,77 164,55

a 122,4 122,36 122,56 122,49 12256 122,55 122,53 4522 122,43 121,91 122,53 122,45 122,28
B 141,37 141,35 1412 14127 141,35 1412 141,32 141,37 141,42 14154 141,36 141,33 141,54

v 125,53 12548 12553 12553 12562 12554 125565582 12555 1255 12557 12553 125,49
B 139,53 139,46 139,47 139,49 139,56 139,46 139,54 139,56 139,59 139,58 139,57 139,54 139,69

1 131,2 131,16 131,22 131,22 131,3 131,22 131,22 2131,131,21 131,17 131,24 131,19 131,16
2 106,18 106,2 106,17 106,17 106,25 106,17 106,18 106,18 106,19 106,14 106,22 106,15 106,16

3 148,46 148,42 148,46 148,46 14848 148,39 148,468,414 14842 148,44 148,48 148,45 148,42
4 148,46 148,42 148,46 1484 148,48 148,39 148,46 148,41 148,46 148,44 148,48 148,45 148,42

5 108,96 108,94 108,96 108,96 109,04 108,96 108,978,970 108,97 108,94 108,99 108,94 108,94
6 123,51 123,38 123,48 123,49 12357 123,47 12351 123,51 12351 123,48 12352 1235 123,53
OCH,O 101,81 101,76 101,81 101,81 101,88 101,81 101,811,820 101,81 101,81 101,83 101,79 101,8

*Nao observado
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Tomando como base as metodologias anteriormentgitdespara a sintese de
derivados triazolicos (CANSI£t al, 2012, MAVROVRAet al, 2009 & KHANet al,
2010), os intermediarios carbotioamidas5m foram reagidos em solu¢do aquosa de
NaOH. A reacéo foi otimizada com o uso da irradiagécro-ondas em condi¢des de
refluxo (sistema aberto), em tempos reacionais varearam de 0,5 a 1h. Para a
obtencéo dos derivados triazolicos, propomos o m&t® que esta representado pelo
Esquema 42

|
\) i NN _NH N
<o N | NH/NHTN\R % <: N T -

H
/N
- <> ’/\ |
o NH’N

\>‘\S Nd —=
oot <°W
o SN ’\7/N\>\S'Na* H:CI <O N\
< ° R

Esquema 42Mecanismo proposto para obtencéo dos derivadaslicas.

O conjunto de triaz6ia-6m obtidos, apresentados ragura 35, foram
caracterizados pelos métodos convencionais desasgRMN deH e °C, IV, EM e
EMAR) e os rendimentos para a obtencéo destes fo®gariaram de 62 a 90% (como
detalhado na parte experimeniedpela 18 pagina 79.
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Figura 35. Derivados triazdlico§a-6m sintetizados.
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Para exemplificar a caracterizacdo dos treze igagibitetizados, através dos
métodos fisicos de andlise (RMN dd e *°C, IV, EM e EMAR) elegemos dois
derivados com padrdes de substituicdo diferencia@i-triazol Eb) e 4-tiometilfenil-
triazol (6K).

O triazol @b) foi obtido na forma de um sélido marrom amorfpresentando
ponto de fusdo entre 208-209°C. Através do espeéetrimfravermelhoHKspectro 52
pagina 81) pode ser confirmado o estiramento NH pela absoegd 3433 ci, além
do estiramento das ligacdes C-H de carboribesp 2929 cnf, e em 1359 cih a
vibracdo da ligacdo C-N do anel heterociclico. Acabdo em 1029 cmé referente ao
estiramento da tiocarbonila do anel heterociclieme1251 crf, o anel metilenodioxi.
No espectro de RMRH (Espectro 55 pagina 83, observa-se um simpleto €m3,76
ppm indicando o hidrogénio do anel heterociclicanetripleto em 6 1,19 ppm, com
constante de acoplamento de 7,03 Hz, referentetdamido espectro de RMN°C
(Espectro 56 pagina 83 observa-se um sinal e#166,46 ppm indicando a absorcao
do carbono ligado ao enxofre e outro &h49,55 ppm referente ao carbono ligado ao
nitrogénio, ambos do anel heterociclico. No espetgrmassas do etil-triazé&gpectro
53, pagina 82 encontram-se fragmentos como o ion moleculace pasem/z= 301
(M™, 100%), além dos/z= 272 (20%), 207 (20%), 180 (80%), 135 (50%), (A®%),
73 (85%) e 43 (50%). No espectro de massas deestducao Espectro 54 pagina
82), a massa observada foi de 302.0963, correspoad@amdnesmo valor da massa
calculada. CEsquema 43apresenta a proposta de fragmentagéo para aaolt

HT+. N/N

A . p

N/ >\S H,C—CHj3 OW S
o . NN <
( L 0
o] CHs m/z = 272 (20%)
¢

M+ m/z = 301 (100%)< |
= H

\{) N
f \/\/Q,L) Sz = 180 (80%)

CH3
_ 1 +
o CH,
\_CH | :l
@M' \/CHs ©oo

m/z = 135 (50%)
Esquema 43 Proposta de fragmentac&o para o composto etibtria

O triazol EK) foi obtido na forma de um sdlido marrom amorfeeggntando
ponto de fusdo entre 209-211°C. Atravées do espéetrimfravermelhoHEspectro 97,
pagina 117 pode ser confirmado o estiramento de NH pelargBsoem 3429 cih
além do estiramento das ligacées C-H de carboh@mp2920 cnt e a vibracdo da
ligacdo C-N do anel heterociclico em 1340crA absorcdo em 1037 ¢hé referente
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ao estiramento da tiocarbonila do anel heterocickc em 1251 cih do anel
metilenodioxi. No espectro de RMNH (Espectro 100, pagina 119 observa-se um
simpleto emd 13,98 ppm indicando o hidrogénio do anel hetelisoi@ um simpleto
em § 2,52 ppm referente a metila. No espectro de RN (Espectro 101, pagina
119 nota-se um sinal erd 166,01 ppm indicando a absor¢édo do carbono ligado
enxofre e outro em 149,90 ppm referente ao carbono ligado ao nitieg@&mbos do
anel heterociclico. No espectro de massas do <titfemil-triazol (Espectro 98
pagina 11§ encontram-se fragmentos como o ion moleculaopeato e pico base/z
=396 (M+1, 10%) e 73 (100%), respectivamente, alésm/z= 355 (5%), 269 (20%),
223 (5%), 221 (5%), 208 (5%), 207 (20%), 147 (20%35 (20%), 81 (30%) e
43(65%). No espectro de massas de alta resolligspe€tro 99, pagina 118 a massa
observada foi de 396.0840, correspondendo ao mestoo da massa calculada. O
Esquema 43apresenta a proposta de fragmentacao para o éttifamil-triazol.

/
ooy
N ;
$ NG Qe

M+ m/z = 395 m/z = 147 (40%)

m/z = 208

Esquema 44 Proposta de fragmentacéo para o composto 4-tikbemgtitriazol.

Nos espectros de ressonancia de hidrogénio e cambate infravermelho, os
compostos triazélicos apresentaram dados espeapioss semelhantes, como pode ser
observado pelasTabelas 34-36 Como caracteristica principal observada na
caracterizacdo de todos os derivados triazélicasespectros de RMRH, podemos
citar o simpleto em torno del4 ppm, atribuido ao hidrogénio do anel hetermcidN-

H). JA no espectro de RMNC, observa-se um sinal em torno 8866 ppm,
caracteristico do carbono ligado ao atomo de eax®foutro em torno d& 149 ppm,
referente ao carbono quaternario do anel heterozicl
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Tabela 35.Algumas absorc¢des na regiao do infravermelho ddg§ compostos triazolicos obtid@{6Em).

IV (cm ™)
6a 6b 6C 6d 6e 6f 69 6h 6i 6j 6k 6l 6m

vN-H 3101 3101 3105 3105 3192 3195 * 3282 3105 3315 * 1131 3109

1616 1614 1614 1614 1612 1614 1618 1600 1600 1608 1616 1604 1608
vC=C (Cspz) 1490 1489 1492 1489 1492 1492 1492 1492 1500 1492 1500 1492 1492

1446 1442 1438 1444 1446 1444 1442 1444 1452 1444 1442 1448 1446
vC-0O-C 1251 1251 1251 1259 1249 1251 1251 1251 1244 1249251 1 1253 1249
vC=S 1037 1029 1039 1037 1035 1037 1037 1035 1033 1037 1037 1035 1035
oC-N 1342 1359 1357 1357 1359 1355 * 1396 1353 1361 1340 * *
oC-H (CSpZ) 985 989 991 987 989 987 979 937 955 983 989 991 991

*Nao observado
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Tabela 36.Deslocamentos quimicos de RMN dos compostos triazélicos obtid@a{m).

H 6a 6b 6c 6d 6e 6f 69 6h 6i 6j 6k 6l 6m
NH 13,78 13,76 13,78 13,78 13,77 13,76 14 13,97 13,94 7,63 13,98 13,97 14,09

2 7,23 7,2 7,2 7,22 7,32 7,19 7,2 7,21 7,21 7,22 72 72 7,2

5 6,90-7,07 6,88-7,07 6,87-7,00 6,89-7,09 6,89-7,09 6,93 6,89 6,91-6,99 6,9 6,82-7,04 6,9 6,9 6,9

6 6,90-7,07 6,88-7,07 7,15-7,27 6,89-7,09 6,89-7,0084,00 6,94-7,00 6,91-6,99 6,96 6,82-7,04 6,95 956,99 6,95-7,00
a 6,54 6,57 6,74 6,58 6,57 6,75 5,95 6,42 6,03 6,48 5,99 5,95 5,96

] 7,26-7,31 7,25-7,31 7,15-7,27 7,27-7,32 7,27-7,3219-7,24 7,15 7,21-7,26 7,17-7,22 6,82-7,04 7,»27,7,13-7,18 7,13-7,18
Y 6,90-7,07 6,88-7,07 6,87-7,00 6,89-7,09 6,89-7,09 7,11-7,17 6,79 6,85 6,82 6,84 6,81 6,8 6,81-6,85
) 6,90-7,07 6,88-7,07 6,87-7,00 6,89-7,09 6,89-7,09 ,856 6,94-7,00 6,93 7,03 6,82-7,04 7 6,95-6,99 6,98
OCH,0 6,07 6,05 6,07 6,07 6,07 6,05 6,04 6,06 6,04 6,06 6,04 6,04 6,04
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Tabela 37.Deslocamentos quimicos de RMC dos compostos triazélicos obtidés6m).

6C (ppm)

@

6a
167,11
150,15
113,95
137,55
126,5
137,02
131,31
105,91
148,24
148,45
109,03

123
OCH,O 101,77

TR
zZ

O 01 A WDN P &< ™R

6b 6C 6d 6e 6f 69 6h 6i

166,46 166,46 166,74 166,73 166,63 168,037,426 168,01
149,55 149,57 149,79 149,79 149,53 149,83 150,06 150,06
113,5 114,55 113,56 113,56 114,63 113,4 4113]113,65
137,56 137,23 137,58 137,58 141,2 137,79 137,94 137,58
126,5 126,77 126,55 126,54 126,8 126,54 526,826,74
137,21 137,2 137,17 137,19 137,22 137,37 137,38 137,16
131,32 131,44 131,15 131,35 131,45 131,311,243 131,29
105,9 105,84 105,89 105,89 105,82 105,91 105,95 105,89
148,23 148,22 148,27 148,48 148,21 148,258,314 148,22
148,44 148,46 148,48 148,48 148,47 148,25 148,3 148,43
109,02 109,06 109,06 109,07 109,06 108,939,010 108,94
122,95 122,96 123,06 123,06 122,97 123,29 123,2 123,23
101,75 101,81 101,81 101,88 101,81 101,751,810 101,75

6j 6k 6l 6m
161,97 168,01 167,92 167,92
157,91 149,9 149,81 149,61
113,17 113,42 113,42 113,14
136,76 137,71 137,71 137,87
126,51 126,57 126,57 126,51
135,29 137,32 137,27 137,7
131,41 131,32 131,32 131,29
105,87 105,85 105,88 105,82
148,12 14823 148,22 14827
148,42 1484 1484 14841
109 108,92 108,91 108,93
122,87 123,26 12326 123,26
101,76 101,71 101,73 101,75
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5.7. Avaliages Bioldgicas: Atividade tripanocida

Para a avaliacdo da atividade tripanocida dovaldos triazélicos obtido$é
6m, Figura 35) foi utilizada uma sequéncia de experimentos i@ descrita ndem
5.0 (Material e Métodos pagina 129, onde foram realizados tesiesvitro contra as
duas formas evolutivas replicativas do parasitoin{aptigota e amastigota). Foi
realizada também a avaliacdo da citotoxidade desshbeterociclicos nitrogenados,
agueles que apresentaram valores @de<CBOuM contra epimastigotas, frente a célula
hospedeira (macréfagos murindgem 5.3).

Primeiramente, foi avaliada a atividade anti-epiigata dos derivados obtidos
(6a6m) tendo o benzonidazol como farmaco controle. Cqgude ser visto pelos
valores de G referentes a avaliagcéo tripanocida, mostradofateela 37, os triazdis
6¢c, 6d, 6 6f e 6m apresentaram maior efeito toxico a forma epimatdigEstas
moléculas, que apresentaranmgCd¢m epimastigotas abaixo de 30 uM, foram entdo
avaliadas quanto a suas citotoxidades, utilizantest® de exclusdo do azul de Trypan
(tem 5.3 em macrofagos peritoneais (M@) de camundongob/®aDs Mg foram
tratados com os compostos descritos a cima em gwacées de 0,5; 1,0; 2,5 and 5,0
ng.mLL O ndmero de células viaveis foi determinado af®sh de tratamento. Em
todas as concentracdes testadas para estes cingadds triazolicos, ndo houve
toxicidade significante nas células hospedeiragsgmtando valores de viabilidade
celular entre 85 a 95%.

Os N-alquil-triazdis 6a e 6b ndo apresentaram atividade significativa contra a
forma epimastigota dol. cruzi com valores de @ de 44,20 e 50,16 uM,
respectivamente. Com o crescimento da cadeia ridramlico, osN-alquilderivados
(6¢-6f) apresentaram elevacdo da atividade contra epgots. Isto sugere que a
lipofilicidade seja um parametro importante paratigidade tripanocida desta familia
de triazais, interferindo, por exemplo, na sua cejsgale de atravessar a membrana
celular. Nas sériedN-benzil e N-aril, os triazois6g-6l ndo apresentaram atividade
significante. Somente o compostém, o qual possui 0 substituintgara
trifluormetilfenil na posi¢éo 4 do anel heteroaioli apresentou importante efeito toxico
contra a forma epimastigota.

Como todos os cinco derivados mais ativos frerfterda epimastigota (G <
30 uM) apresentaram toxicidade seletiva, apresentaglos plados de citotoxidade para
macrofagos murinos pelabela 38 estes foram testados contra a forma amastigota do
parasito. Os compost@, 6f e 6m, apresentaram efeitos tripanocidas similares, com
valores de Gb de 11,11; 8,87 e 9,59 uM, respectivamente. O dri&d e 6e
apresentaram altos valores dgy@&m amastigotas. Entre os treze novos compostos
preparados, o cicloexil-triazobf) teve melhor perfil tripanocida, apresentandg, @é
18,30 uM e 8,87 uM contra formas epimastigota e séig@a das cepas Y de
Trypanosoma cruzrespectivamente, além de reduzidos efeitos téxi@mte as células
hospedeiras nas concentracdes testaddsgudra 36 mostra imagens dos macrofagos
infectados, tratados com os triazéés 6d, 6e, 6f e 6m na concentracéo de 5,0 ug.hL
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Tabela 38.Efeito toxico dos novos triaz6ied-6m) em formas proliferativas db.

cruzi.
Triazois ep(i:rlr?;s(tilg';/gtas a(r:r:;(;t(igzﬂt)as

6a 44.2 +7.30 nt

6b 50.16 + 10.79 nt

6¢C 26.98 +£6.98 11.11 +1.26

6d 13.22 + 3.64 >15.17**

6e 15.38 + 4.47 >13.98**

6f 18.30 +5.21 8.87 +£2.39

69 38.96 + 8.88 nt®

6h 39.39+6.88 nt

6i 35.30+6.26 nt

6] 50.75 + 10.63 nt

6k 40.75 +£10.50 nt

6l 48.02 + 6.06 nt

6m 18.46 + 3.95 9.59 + 2.87
Benzonidazol* 2.20+0.16 2.50+0.21

*Farmaco de referéncia; ** Maxima concentragdo pérda através do teste de exclusdo do azul de

Trypan;&Néo testado.
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Tabela 39.Resultados da viabilidade celular. Citotoxidadelpara macrofagos
murinos tratados com os triazois mais ativos emmagiigota 6c, 6d, 6e 6f e 6m).

Triazol Concentracéao testada % de viabilidade

0,5 pg/mL (1,40 uM) 93 +/- 3,0

of 1,0 pg/mL (2,81 uM) 97 +/- 2,0
= 2,5 pg/mL (7,04 uM) 91 +/-5,0
5,0 pg/mL (14,08 uM) 89 +/- 3,0

0,5 pg/mL (1,40 uM) 93 +/- 4,0

1,0 pg/mL (2,80 uM) 92 +/- 2,0

be 2,5 pg/mL (7,00 uM) 89 +/-5,0
5,0 pg/mL (14,00 uM) 94 +/- 3,0

0,5 pg/mL (1,52 pM) 93 +/- 4,0

1,0 pg/mL (3,04 uM) 91 +/- 6,0

&d 2,5 ug/mL (7,06 uM) 95 +/- 4,0
5,0 pg/mL (15,20 pM) 89 +/- 7,0

0,5 pg/mL (1,58 uM 93 +/- 4,0

6c 1,0 ug/mL (3,17 uM) 94 +/- 5,0
- 2,5 pg/mL (7,93 uM) 89 +/- 3,0
5,0 pg/mL (15,87 pM) 91 +/- 6,0

0,5 pug/mL (1,20 uM) 94 +/- 4,0

6m 1,0 pg/mL (2,39 uM) 92 +/-7,0
- 2,5 pg/mL (5,99 uM) 96 +/- 3,0
5,0 pg/mL (11,99 uM) 92 +/- 5,0

Controle nao tratado 100%
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I TNa-—.

Figura 36. Toxicidade das moléculiéc-6f e 6m a forma amastigotaa concentraca
5,0 ug.mL%: 1) DMSO 0,019 (veiculo); 2) isopropil-triazolfc); 3) buti-triazol ©d);
4) hexil-triazol 66); 5) cicloexi-triazol (6f); 6) 4-trifluormetilfeniltriazol (Em).

As investigacOes sobre possiveis mecanismos de agadedivados triazoélicc
mais ativos sobre drypansoma cruziencontramse em andamento. Os resulta
permitirdoo conhecimentda interferéncia ou naamd triazois planejados nesrabalho
na biossintese de ergosterca célula do parasitdJm método analitico corT. cruzi
sem tratamento ja falesenvolvido por nosso grupo de pesquisa utilizestudo por
CLAE. Este métodosera baseadpor outro desenvolvido e validado por Pinto
colaboradores, que utilizaram CLAE com deteccaddepara o estudo do efeito
atividade de xantonas na biossintese de ested@stificando e quantificando
esterois em diferentes fungCandida albicans, Crypttmccus neoformans, Aspergill
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fumigatuse Trichophyton mentagrophyte® método analitico utilizado por Pinto e
colaboradores permitiu a analise e a quantificalgidois esteraois, o lanosterol (esterol
intermediario na biossintese do ergosteol) e o stegal (esterol final da via
biossintética) (PINT@t al, 2011).

5.8.Avaliacdo da estabilidade da piperina_k do triazol 6fem diferentes faixas de
pH.

O planejamento de novas moléculas potencialmepte cdmo farmacos para o
tratamento do conjunto das chamadas Doencas Tropegligenciadas (DTN) deve
considerar 0 acesso limitado dos pacientes a utn#wra minima de saude (hospitais,
postos de atendimento ambulatorial, profissionaie daude adequadamente
qualificados) (http://www.dndi.org/diseases-progédiseases/chagas.hjmlsto se deve
ao fato destas parasitoses causarem maiores dapopulacdes residentes nos bolsdes
de pobreza distribuidos nos paises em desenvoltomPesta forma, o farmaco ideal
para o tratamento de pacientes chagasicos crorateg, de eliminarem o parasita de
maneira seletiva nas duas fases da doenca, deuveertanpossuir caracteristicas
farmacocinéticas que permitam a sua administragiovia oral, que é a via de
administracdo mais simples, econémica e segura [BEMX& BENET, 2011), além de
um regime de tratamento curto e com 0 menor nucheronses possiveis.

Farmacos administrados por via oral transitam pealo digestério onde podem
ser degradados pela flora bacteriana local, ouaaielpendendo do compartimento em
que se encontram, sdo submetidos a diferentesegtadi de pH, desde neutro na
cavidade oral, a fortemente &cidos (pH 1,0-3,0 stoneago) ou alcalinos (pH 8,0-9,0
no intestino) (GUYTON & HALL, 2006).

Desta forma, entende-se que uma caracteristicajadesea um farmaco
desenvolvido para o tratamento da doenca de Climyaspossuir boas caracteristicas
de estabilidade em diferentes faixas de fHmonitoramento da estabilidade dos
medicamentos € um dos métodos mais eficazes paliagio, previsdo e prevencédo de
problemas relacionados a qualidade do produto thurarvalidade. A seguranca e a
eficacia também podem ser avaliadas, através datoramento da formacdo de
produtos de degradacao, que podem gerar perdavitladé terapéutica ou aumentar a
sua toxicidade (SILVAet al, 2009). Estudo da estabilidade de uma substancia em
solucdo aquosa, com potencial aplicagdo como farnpade ser avaliado previamente
através de testes simples e rapidos. Em geral esdgdo em solucdo aquosa se da
preliminarmente porque a formulagao liquida € geeakte a forma mais estavel e barata
de um medicamento, e assim pode ser Gtil parandiei@r a sua viabilidade fisiologica
e comercial. O monitoramento de preparacoes famumiaa8 em diferentes faixas de pH
e temperatura € uma ferramenta de grande impoatangada pela induastria
farmacéutica para avaliagdo, ndo s6 da estabilidegeincipios ativos, mas também de
demais excipientes e aditivos presentes nas ditsrdormulactes (ALELYUNASet
al., 2011).

Com a finalidade de garantir a integridade quindiea triazois planejados neste
trabalho, realizou-se um estudo preliminar por ClddEcomportamento da piperitae
do derivado cicloexil-triazol &f) frente a solucdes tampédo de pH 2,1; 7,0; e 8,0,
mantidas por até 24h a temperatura do corpo hur(@f€). A escolha destas duas
substancias deve-se ao fato da primeira ser o ng@coatural dos triazois sintetizados,
e também, em virtude do derivadecicloexil ter apresentado o melhor perfil de
atividade bioldgica.
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O uso da técnica de CLAE permitiu avaliar os peatésestabilidade da piperina
e do triazol em meio aquoso, em trés solucbes de pibstrou-se bastante util visto
gue requer apenas 1 mg da substancia de teste.

A solucéo de piperina foi preparada com 5% de acetonitrila como co-suk/e
enquanto que para o derivalecicloexil 6f, devido a diferencas de solubilidade, o co-
solvente foi aumentado para 10%. Entretanto, aafedgica da solucdo tampéao foi
ajustada para ser a mesma em intervalos de pHnparmizar o seu efeito sobre a
cinética de estabilidade observada.

A avaliacédo da estabilidade dessas duas substjadasser verificada durante
0S experimentos, através auséncia de formacaocedgipado ou mudanca de coloracao
nas solucdes avaliadas pela inspec¢éo visual atdavitasco e, principalmente, pelo ndo
aparecimento de produtos de degradacdo detect@ateases das analises dos
cromatogramas.

Os cromatogramas ndsguras 38 e 39 ndo mostraram reducdo da area dos
picos com variagdo do tempo e do pH a temperaisi@dgica humana. Esses dados
podem sugerir uma estabilidade primaria dessastéwiss que puderam ser
observadas através da técnica de CLAE-DAD.
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Figura 37. Estudo da estabilidade da piperina CLAE em pH 2,1; 7,0 e 8,
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Figura 38. Estudo da estabilidacdo cicloexil-triazol por CLAEem pH 2,1; 7,0 e 8,
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6. CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

» Os resultados obtidos demonstram o potencial deripg como matéria-prima, aplicavel
ao desenvolvimento de uma nova familia de moléccdaslidatas a farmacos, uteis no
tratamento da doenca de Chagas. A abundancia ditproatural no material vegetal,
bem como a facilidade da sua extracdo e manipudagiéticas possiveis, sdo pontos
relevantes em relacdo a esta amida natural.

» A metodologia de preparacdo do acido piperinicgvas da hidrélise basica da amida
natural, bem como a preparacdo dos intermedidbi@ém) e dos compostos triazolicos
(6a-6m) utilizando irradiacdo na regido de micro-onddisniaou a rota sintética utilizada,
diminuindo os tempos reacionais. Nossos resultagmenciaram a potencialidade deste
tipo de abordagem em sintese organica, notadameatesintese de compostos
heterociclicos.

» A metodologia sintética preconizada se mostroucapdl a preparacdo dos novos
heterociclicos nitrogenadosa&6m), e os produtos finais obtidos, bem como seus
precursores, foram devidamente caracterizados éastrdos métodos convencionais de
analise.

» Os treze derivados triazolicos preparados nedbaltra foram planejados com o objetivo
de realizarmos um estudo sobre a relacdo existete a estrutura quimica e a atividade
biologica para esta classe de compostos. Observparaso derivad®@f um bom perfil
estrutural quanto a atividade tripanocida frenepenastigotas e amastigotas Hecruz.

Os resultados obtidos foram recentemente publicadoperiodico especializado na area
(FRANKLIM et al., 2013).

» O estudo preliminar por CLAE do comportamento dgeepnal e do derivado cicloexil-
triazol (6f) sugeriram uma estabilidade primaria dessas sutiatiem diferentes faixas de
pH, 0 que viabiliza suas administragdes por vih@raensaiosn vivo.

» As investigacOes sobre os possiveis mecanismoscéde exercidos pelos derivados
triazolicos no Trypanosoma cruzi estdo em andamento. Um meétodo analitico para
avaliacdo do perfil lipidico de células decruzi sem tratamento j& foi desenvolvido por
Nosso grupo de pesquisa. Esta proposta tem corembaabalho desenvolvido e validado
por Pinto e colaboradores (PINEDal., 2011), que utilizaram CLAE com detecc¢édo de UV
para o estudo do efeito da atividade de xantondsassintese de esterdis de membrana,
identificando e quantificando lanosterol e ergadtem diferentes fungos.

» Os trezes compostos intermediarid$-alquilidrazinacarbotioamidas 5&5m) serdo
avaliados frente as formas evolutivas Thypanosoma cruzi. Na literatura encontramos
relatos indicando atividade tripanocida de tiosamiazonas, triazol na forma aciclica,
como novos agentes afticruz (CAPUTTOet al., 2011).

» Compostos triazolicos tem sido apresentados coreoteg) fungicidas eficientes, devido a
isso, as moléculas heterociclicas nitrogena@asifn) sintetizadas neste trabalho foram
encaminhadas para avaliacdo de suas atividadégngitas contra agentes causadores de
infec¢des oportunistas graves, co@rgptoccocus neoformans e Candida albicans.
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Abstract: The work reported herein describes the synthesis and the assessment of the
trypanocidal activity of thirteen new 1,2,4-triazole-3-thiones obtained from natural
piperine, the main constituent of the dry fruits of Piper nigrum. It is part of a research
program aiming to use abundant and easily available natural products as starting materials
for the design and synthesis of new molecules potentially useful as antiparasitic drugs. The
variously substituted triazole derivatives were synthesized from the natural amide in four
steps with the use of microwave irradiation on overall yields ranging from 32% to 51%.
The cyclohexyl substituted derivative showed the best trypanocidal profile on proliferative
forms of Trypanosoma cruzi (Y strain), with ICsos = 18.3 and 8.87 uM against
epimastigotes and amastigotes, respectively.
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1. Introduction

Among the most important natural molecules that have had strong impact on human health during
the last century we can mention quinine, extracted from Cinchona officinales (Rubiaceae) and
penicillin, obtained from Pennicillium chrysogenum (Trichocomaceae) through fermentation
processes [1]. Another naturally occurring molecule of great importance is taxol, first isolated from
Taxus brevifolia (Taxaceae). Taxol is an antitumor drug which has application in the treatment of
various cancers such as ovarian, lung, melanoma and breast cancer [1]. Thus it may be seen that the
natural products occupy a prominent position in drug development, mainly in the chemotherapy of
infectious diseases and cancer [1-4].

When planning to use natural products as drugs or even as raw materials for drug synthesis, there is
a limitation due to the fact that special metabolites of plant origin are biosynthesized in small
quantities and, normally, isolated in a very laborious way [5]. Another significant limitation to the use
of natural products in drug development is the fact that most of them are not obtained from sustainable
sources [5]. Natural piperine (1, Figure 1) is an exception, due to its abundance and ease of isolation.
Although found in different species of Piper, piperine is more abundant in the fruits of Piper nigrum,
from where it can be extracted in yields of about 3%—7% [6,7]. P. nigrum sees widespread use in folk
medicine in India and in Brazil, its main use being as a seasoning. Due to its great economic
importance in different countries, including Brazil, nowadays large areas are cultivated with Piper
nigrum [7,8]. The chemical composition of black pepper has motivated scientific studies for almost
two hundred years since the first report describing the isolation of piperine from P. nigrum was
published in 1819 by Hans Christian Oersted [8]. Various biological activities have been attributed to
piperine, including insecticidal properties and inhibition of liver metabolism, stimulation of
melanocyte proliferation, and antitumoral activity [7—10]. Piperine has been described as having toxic
activity against different species of protozoa from the Trypanosomatidae family such as Leishmania
donovani [11], Leishmania amazonensis [12], and Trypanosoma cruzi [13,14].

Figure 1. Chemical structures of piperine (1), nifurtimox (2) and benznidazole (3).
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Despite the fact that neglected diseases, including tuberculosis, are responsible for 11.4% of the
cause of all disabling clinical conditions in the World, only 21 (1.3%) of the 1,556 new drugs
registered between 1,975 and 2,004 were developed specifically for the treatment of these infections [15].
These illnesses are known as neglected diseases due to the lack of investment from the pharmaceutical
industry in the development of new drugs to treat the patients and also to the shortage of public
policies aimed at their prevention [16]. The literature reports some studies concerning the development
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of new molecules derived from natural products for the treatment of neglected diseases [17]. Our
research group has been working during the last years on the discovery of new chemical entities that
may be applicable to the treatment of leishmaniasis and Chagas’ disease, using piperine as raw
material [12—14,18].

Chagas’ disease is an important parasitic infection, endemic in Latin America, which has the
hemoflagelated protozoa Trypanosoma cruzi as its etiological agent [19,20]. This infection is normally
transmitted by feces and urine of triatomine insects while blood feeding on a vertebrate host. The
parasite has a complex life cycle with evolutive forms present in vertebrate and invertebrate hosts. The
trypomastigote form when inside the insect differentiates into the epimastigote form and, after
replication, reaches the posterior insect’s intestinal tract, where it differentiates into the infective
metacyclic trypomastigote form. When inside of vertebrate cells, the metacyclic trypomastigote form
undergoes differentiation into amastigotes, which after several replicative cycles, cause the cell
breakage, being released into the blood stream of the vertebrate where it differentiates into
trypomastigotes, which are responsible for the dissemination of the infection [19]. According to the
World Health Organization (WHO), some 10 million people are infected with the 7. cruzi, mainly in
Latin America, resulting in an estimated annual death toll of 10,000 [19,20]. Only two drugs are
available for the treatment of Chagas disease: benznidazole (2) and nifurtimox (3) (Figure 1) [19,20].
These compounds are responsible for undesirable side effects, including anorexia, vomiting, peripheral
polyneuropathy, and allergic dermopathy. Another matter of great importance is that the efficacy of
these drugs in the chronic phase of infection is still controversial [21]. Thus, considerable efforts have
being directed to developing new chemotherapeutical agents for treating chagasic patients, especially
using natural products as starting materials or even as a source of inspiration [10,22].

This work describes the synthesis and the evaluation of the trypanocidal activity of thirteen new
1,2,4-triazole-3-thiones 9a—9m derived from natural piperine (1). The 1,2,4-triazole-3-thiones are five-
membered heterocyclic rings present in the structure of numerous compounds with useful and wide-
ranging biological activities, including antidepressant [23], antifungal [24], anti-inflammatory [25],
antiviral [26] and antitumor effects [27].

2. Results and Discussion
2.1. Chemistry

When planning new drugs as chemotherapeutic agents for infectious diseases it is necessary to have
in mind the possible biochemical targets as well the differences between the parasite's and host's cells.
Ergosterol is the major sterol component of fungi and also of the 7. cruzi cell membranes. This lipid
plays an important role in the regulation of membrane fluidity and integrity [28]. Azoles are a known
class of inhibitors of the cytochrome P-450 dependent sterol 14a-demethylase (CYP51) that promotes
the 14o-demethylation of lanosterol into ergosterol. The blockage of this biosynthetic pathway leads to
the accumulation of toxic pre-ergosterol lipids in the parasite membrane compromising the cell
viability [28]. Posaconazole (4, Figure 2) is an example of a broad spectrum anti-fungal azole that has
been investigated with respect to its trypanocidal activity. The azole 4 is currently entering phase II clinical
trials [29]. Another example of antifungal with the triazole moiety is the prothioconazole (5), a
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1,2,4-triazole-3-thione and known inhibitor of 14a-demethylase, commercially available for the
treatment of plant-pathogenic fungal infections [24]. The nitrogen-containing heterocyclics present in
CYP51 inhibitors are important structural features for their coordination to the heme iron and
stabilization of the complex enzyme-inhibitor [30]. Having this information in mind the molecular
hybridization of piperine and the 1,2,4-triazole nucleus was planned [31], furnishing a series of new
compounds where the Ns-substituents the triazole ring were modified changing their electronic and
lipophilic profiles in order to allow the investigation of the SAR (Figure 2). The molecular
modification approach used on the designing the new derivatives was also based in the bioisosterism
strategy [32], since there are different examples in the literature of the bioisosteric replacement of
amides by five membered nitrogen-containing rings as triazole, thiadiazole and oxadiazole (Figure 2) [33].

Figure 2. Strategies on the designing of new piperine-triazole hybrid.
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Firstly, the isolation of suitable amounts of natural amide was carried out according to a previously
described methodology [6]. As shown in Scheme 1, piperic acid (6) was obtained in excellent yield by
basic hydrolysis of piperine (1). Originally this reaction was carried out in 24 h reflux [13], but after
improvements on the experimental conditions it could be carried out in 1 h and with 80% yield in a
microwave reactor in an open-vessel mode. Hydrazide 7 was prepared from the acid 6 after its reaction
with oxalyl chloride [13,18], followed by the treatment of the acyl chloride intermediate with
hydrazine monohydrate. The hydrazide 7 was the common intermediate for the preparation of all azole
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derivatives by the reaction with different thioisocyanates, furnishing the carbothioamides 8a—8m in
good yields. These intermediates underwent basic promoted ring closure, generating the targeted
triazoles (9a—9m) in moderate to good yields (Scheme 1). The literature describes that these reactions
normally require conventional heating for several hours [34]. After some improvements in the
experimental conditions, both reactions (preparation of carbothioamides and their ring closure to the
corresponding triazoles) were conducted in a microwave reactor using water or ethanol as solvents,
and resulting at reduced reaction times (30 min). Nowadays the principles of green chemistry are being
observed in our laboratory, due to their growing importance, mostly for ecological and health reasons.
Thus, chemical transformations have been conducted with the least expense of energy, decreased
reaction times and, whenever possible, avoiding both the use of toxic solvents and harmful waste
production [35].

Scheme 1. Preparation of new 1,2,4-triazole-2-thiones 9a—9m from piperine (1).
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R 8h, 9h: R= Benzyl
8i, 9i: R=3,4,5-Trimethoxyphenyl
8i, 9i: R=tert-Butyl
8k, 9k: R= 4-(Methylthio)phenyl
81, 91: R=3-Methoxyphenyl
8m, 9m: R= 4-(Trifluoromethyl)phenyl

Reaction conditions: (a) KOH, ethanol, mw, 1 h (80%); (b) (COCl),, 30 min, r.t;

(¢) NH,NH,.H,0, CH,Cl,, 0 °C to r.t. (71%); (d) suitable isothiocyanate, ethanol, mw, 30 min
(65%-91%); (e) NaOH aq., mw, 30 min; then HCI aq. to pH 3.0 (62%—90%).

The physical and spectroscopical data for the compounds 7, 8a—8m and 9a—9m are described herein
(Experimental section), while the spectral characterization of the isolated natural amide 1 and piperic
acid (6) has been described previously [36,37]. The "H-NMR analysis of the newly prepared triazoles
9a—-9m revealed characteristic absorptions assigned to the heterocyclic ring N-H protons at about 6 13
ppm that are quite different from absorptions assigned to the three different N-H protons present in the
carbothioamides 8a-8m, which showed signals between & 7.65 to & 10.24 ppm. The *C-NMR spectra
showed signals at about 6 168 ppm and & 149 ppm, assigned to the two carbon atoms of heterocyclic
ring (C; and C, respectively). The data observed in the high resolution mass spectra were consistent
with the calculated values for the expected molecular formulas of the final products.
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2.2. Biological Assays

All compounds were evaluated in vitro against the proliferative epimastigote form of Y strain
T. cruzi having benznidazole (Bdz) as a control drug. The compounds 9¢, 9d, 9e, 9f and 9m which
showed ICs values below 30 uM on epimastigotes were further selected for cell viability assays on
peritoneal macrophages (Mg) from Balb/c mice. The Mg were treated with the selected compounds
described above at the concentrations of 0.5, 1.0, 2.5 and 5 pg mL™". The number of viable cells was
determined by a trypan blue dye exclusion assay after 72 h of treatment. In all the concentrations tested
the five derivatives showed no significant toxicity on host cells, presenting cellular viability values
ranging from 85% to 95%. The results obtained on the trypanocidal evaluation of the new triazoles are
summarized in Table 1.

Table 1. Toxic effects of new triazoles (9a—9m) on proliferative forms of 7. cruzi.

. ICs0 (nM)
Triazoles
Epimastigotes Amastigotes
9a 442 +7.30 nt
9b 50.16 +£10.79 nt
9c 26.98 £ 6.98 11.11+£1.26
9d 13.22 £3.64 >15.17 **
9e 15.38 +4.47 >13.98 **
9f 18.30 £5.21 8.87+2.39
9g 38.96 + 8.88 nt
9h 39.39 + 6.88 nt
91 3530+ 6.26 nt
9j 50.75 +10.63 nt
9k 40.75 £10.50 nt
91 48.02 £ 6.06 nt
9m 18.46 +3.95 9.59+2.87
Benznidazole * 2.20+0.16 2.50+0.21

Notes:* Reference drug;** Maximum concentration allowed by trypan blue exclusion assay; nt = Not tested.

The N-alkyl-triazoles 9a and 9b had no important activity against the epimastigote form of 7. cruzi,
with ICsy values of 44.2 and 50.16 uM, respectively. With increasing length of the alkyl chain, the
N-alkyl derivatives (9¢—9f) exhibited a higher activity activity on epimastigotes, suggesting that
lipophilicity is an important parameter for the trypanocidal activity of this family of triazoles
interfering, for example, with their ability to cross cell membranes. In the N-benzyl and N-aryl series,
the triazoles 9g-91 showed no significant activity. Only 9m, which has a para-trifluoromethylaryl
substituent at N-4 of the heterocyclic ring, showed an important toxic effect against epimastigotes. In
the evaluation against amastigotes of 7. cruzi the compounds 9¢, 9f and 9m showed similar
trypanocidal effects, with ICsy values of 11.11, 8.87 and 9.59 uM, respectively. The triazoles 9d and
9e showed higher ICsy values on amastigotes. Among the thirteen new compounds prepared, the
triazole 9f (N-cyclohexyl derivative, Scheme 1) had the best trypanocidal profile, presenting
ICso = 18.3 uM and 8.87 UM against epimastigotes and amastigotes of 7rypanosoma cruzi (Y strain),
respectively.
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3. Experimental
3.1. General

Melting points were determined on a Biichi B-510 apparatus and are uncorrected. The 'H-NMR
(500 MHz) and *C-NMR (125 MHz) spectra were recorded on a Bruker Ultrashield Plus Spectrometer
(BrukerBioSpin GmbH, Rheinstetten, Germany) operating at 500 MHz for 'H and 125 MHz for "°C.
'"H and *C-NMR shifts (8) are reported in parts per million (ppm) with respect to DMSO-ds (2.50 ppm
for 'H and 39.7 ppm for >C). Chemical shifts (8) were reported in ppm and coupling constants (J) in
Hertz [Hz]. Signal multiplicity was assigned as singlet (s), doublet (d), doublet of doublets (dd), triplet
(t), quartet (q), multiplet (m) and broad signal (bs). The low-resolution mass spectra were carried out
on a Shimadzu GCMS-QP2010 Plus (Shimadzu Inc., Kyoto, Japan). Analytical conditions: Column:
VF-5MS, 30 m % 0.25 mm x 0.25 um (Varian Inc., Santa Clara, CA, USA); Column temperature: 200 °C
for one minute and then increasing to 290 °C at a rate of 10 °C/min and holding for 40 minutes;
Injector temperature: 270 °C. The high-resolution mass spectra were recorded with Q-TOF Micromass
equipment (Waters, Milford, MA, USA). All the reactions involving microwave instrumentation used
the Discover SP system (CEM Inc., Matthews, NC, USA) and were performed in open vessel mode.
Analytical thin-layer chromatography (TLC) was performed on precoated silica gel plates (0.25 mm
layer thickness) in an appropriate solvent and the spots were visualized under UV light (254 nm and
356 nm). The natural piperine (1) was extracted from powdered dry fruits of P. nigrum purchased from
different sources on the market and presented physical and spectroscopic data consistent with that
originally described [6,36,37]. The isolation method employed in this study was an adaptation of that
previously reported [6].

3.1.1. Microwave-assisted Hydrolysis of Natural Piperine: Preparation of 1-[(2E,4E)-5-(1,3-
Benzodioxol-5-yl)penta-2,4-dienoyl]piperidine (6)

A suspension of piperine (1, 2.20 g, 7.72 mmol) in an 20% (w/v) ethanolic solution of NaOH
(22 mL) was placeded in a 50 mL round bottom flask equipped with a magnetic stirring bar and a
reflux apparatus. This suspension was then subjected to microwave irradiation (100 W) for 1 h in open
vessel mode. The evolution of the reaction was monitored by TLC. At the end of the reaction the
solvent was removed under reduced pressure and hot water was added to solubilize the carboxylate.
The warm mixture was filtered and the resulting solution was acidified with concentrated HC1 (37%
w/v) until pH 3.0, whereupon the free acid precipitated as a yellow solid. After filtration the solid was
washed twice with ice water. The acid 6 (1.37 g; 82%) was thus obtained as a yellow solid after
recrystallization from ethanol and was characterized by its melting point, 'H- and ?C-NMR. All data
were consistent with those previously reported in the literature [37].

3.1.2. Synthesis of (2E,4E)-5-(1,3-Benzodioxol-5-yl)penta-2,4-dienohydrazide (7)

Acid 6 (500 mg, 2.29 mmol) and oxalyl chloride (1.5 mL, 17.60 mmol) were added to a 10 mL
round bottom flask equipped with a magnetic stirring bar, rubber septum and kept under a dry N,
atmosphere. The resulting solution was subjected to stirring at room temperature for about 0.5 h. The
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evolution of the reaction was accompanied by TLC (indirectly by the reaction of an aliquot with
methanol leading to the spontaneous formation of the corresponding methyl ester). After the removal
of excess oxalyl chloride the resulting residue was dissolved in dry dichloromethane (5 mL). The
resulting solution was added dropwise to an ice-cooled mixture of hydrazine monohydrate (1.0 mL,
20.64 mmol) and dichloromethane (7 mL) placed in a 25 mL round bottom flask equipped with stirring
bar, rubber septum and kept under a dry N, atmosphere. The reaction medium was allowed to reach
room temperature (about thirty minutes) and then the solvent was removed under reduced pressure.
The product precipitated with addition of ice water to the residue previously obtained and then was
filtered, furnishing 375 mg (71% yield) of the hydrazide 7 as a yellow amorphous solid. m.p. =
237-239 °C. 'H-NMR & (ppm): 9.30 (s, 1H, -NH-), 7.27 (d, 1H, J = 1.40 Hz), 7.19 (dd, 1H, J=15.01 and
10.40 Hz), 7.00 (dd, 1H, J = 8.00 and 1.40 Hz), 6.86—6.97 (m, 3H), 6.05 (d, 1H, J = 15.10 Hz), 6.06
(s, 2H, -O-CH>-0O-), 4.45 (s, 2H, -NH,); >C-NMR & (ppm): 165.23, 148.43, 148.19, 139.38, 138.26,
131.27,125.82, 123.13, 123.05, 108.93, 106.10, 101.75.

3.1.3. General Procedure for the Synthesis of Carbothioamides 8a to 8m

The suitable alkylisothiocyanates (0.517 mmol, 1.2 equiv.) were added to a suspension of hydrazide
7 (100 mg, 0.431 mmol) in ethanol (5 mL). The mixture was placed in a 10 mL round bottom flask
equipped with a magnetic stirring bar and a reflux apparatus and then subjected to microwave
irradiation (100 W) for 0.5 h in open vessel mode. The evolution of the reaction was monitored by
TLC. After elimination of ethanol under reduced pressure and addition of water to the vessel the
products were collected and recrystallized from ethanol. All compounds were characterized by 'H- and
BC-NMR. The yields, melting points and spectral data observed for each carbothioamide 8a—8m

prepared are as follows:

2-[(2E,4E)-5-(1,3-Bbenzodioxol-5-yl)penta-2,4-dienoyl]-N-methylhydrazinecarbothioamide (8a).
Brown amorphous solid, yield 67%, m.p. = 195-196 °C (ethanol). 'H-NMR & (ppm): 9.89 (s, 1H, NH),
9.27 (s, 1H, NH), 7.98 (s, 1H, NH), 7.32 (s, 1H), 7.29 (dd, 1H, J = 14.98 and 10.56 Hz), 6.93-7.04 (m,
4H), 6.09 (d, 1H, J = 15.00 Hz), 6.07 (s, 2H, -O-CH»-0O-), 2.87 (d, 3H, J = 15.00 Hz, -NH-CH}3);
BC-NMR & (ppm): 165.65, 148.46, 141.37, 139.53, 131.20, 125.53, 123.51, 122.40, 108.96, 106.18,
101.81, 31.40.

2-[(2E,4E)-5-(1,3-Benzodioxol-5-yl)penta-2,4-dienoyl]-N-ethylhydrazinecarbothioamide (8b). Brown
amorphous solid, yield 90%, m.p. = 192193 °C. 'H-NMR & (ppm): 9.86 (s, 1H, NH), 9.18 (s, 1H,
NH), 8.00 (t, 1H, J = 5.20 Hz, NH), 7.29 (d, 1H, J = 1.40 Hz), 7.25 (dd, 1H, J = 15.18 and 9.91 Hz),
7.00 (dd, 1H, J = 8.28 and 1.51 Hz), 6.91-6.99 (m, 3H), 6.08 (d, 1H, J = 15.30 Hz), 6.05 (s, 2H,
-0-CH>-0-), 3.39-3.49 (m, 2H, -NH-CH,-CH3), 1.05 (t, 3H, J = 7.00 Hz, -NH-CH,-CH;); >C-NMR §
(ppm): 181.65, 165.61, 148.42, 141.35, 139.46, 131.16, 125.48, 123.38, 122.36, 108.94, 106.20,
101.76, 38.96, 14.87.

2-[(2E,4E)-5-(1,3-Benzodioxol-5-yl)penta-2,4-dienoyl]-N-isopropylhydrazinecarbothioamide (8c¢).
Pale yellow amorphous solid, yield 66%, m.p. = 193—194 °C. 'H-NMR § (ppm): 9.82 (s, 1H, NH),
9.16 (s, 1H, NH), 7.67 (d, 1H, J = 7.80 Hz, NH), 7.31 (s, 1H), 7.26 (dd, 1H, J = 14.98 and 10.25 Hz),



Molecules 2013, 18 6374

6.93-7.03 (m, 4H), 6.10 (d, 1H, J = 15.00 Hz), 6.07 (s, 2H, -O-CH»-0-), 4.34-4.46 (m, 1H, -NH-CH-
(CHs),), 1.12 (d, 6H, J = 6.60 Hz, -NH-CH-(CH3),); *C-NMR & (ppm): 165.49, 148.46, 141.20,
139.47, 131.22, 125.53, 123.48, 122.56, 108.96, 106.17, 101.81, 46.24, 22.39.

2-[(2E,4E)-5-(1,3-Benzodioxol-5-yl)penta-2,4-dienoyl]-N-buthylhydrazinecarbothioamide (8d).
Yellow amorphous solid, yield 87%, m.p. = 173-175 °C. '"H-NMR & (ppm): 9.87 (s, 1H, NH), 9.19 (s,
1H, NH), 8.00 (s, 1H, NH), 7.33 (s, 1H), 7.27 (dd, 1H, J = 14.82 and 10.72 Hz), 6.94-6.98 (m, 2H),
7.02-7.30 (m, 2H), 6.10 (d, 1H, J = 15.00 Hz), 6.08 (s, 2H,-O-CH,-0O-), 3.48-3.44 (m, 2H, -NH-CH,-
CH,-CH,-CH3), 1.49 (m, 2H, -NH-CH,-CH,-CH,-CH3), 1.28 (m, 2H, -NH-CH,-CH,-CH,-CH3), 0.90
(t, 3H, J = 6.90 Hz, NH-CH,-CH,-CH,-CH;); "C-NMR & (ppm): 165.57, 148.46, 148.40, 141.27,
139.49, 131.22, 125.53, 123.49, 122.49, 108.96, 106.17, 101.81, 43.82, 31.39, 19.92, 14.31.

2-[(2E,4E)-5-(1,3-Benzodioxol-5-yl)penta-2,4-dienoyl]-N-hexylhydrazinecarbothioamide (8e). Yellow
amorphous solid, yield 90%, m.p. = 165-167 °C. 'H-NMR & (ppm): 9.86 (s, 1H, NH), 9.18 (s, 1H,
NH), 7.99 (s, 1H, NH), 7.32 (s, 1H), 7.26 (dd, 1H, J =14.98 and 10.56 Hz), 6.93-7.02 (m, 2H),
7.03-7.24 (m, 2H), 6.11 (d, 1H, J = 15.00 Hz), 6.07 (s, 2H, -O-CH»-0O-), 3.41-3.42 (m, 2H, -NH-CH,-
CH,-CH,-CH,-CH,-CH3), 1.48-1.66 (m, 2H, -NH-CH,-CH,-CH,-CH,-CH,-CH3), 1.27-1.37 (m, 6H,
-NH-CH,-CH,-CH,-CH,-CH»-CH3), 0.88 (t, 3H, J = 5.00 Hz, -NH-CH,-CH,-CH,-CH,-CH,-CHj3);
BC-NMR & (ppm): 165.65, 164.17, 148.48, 141.35, 139.56, 131.30, 125.62, 123.57, 122.56, 109.04,
106.25, 101.88, 44.21, 31.62, 29.26, 26.48, 22.65, 14.50.

2-[(2E,4E)-5-(1,3-Benzodioxol-5-yl)penta-2,4-dienoyl]-N-cyclohexylhydrazinecarbothioamide  (8f).
Yellow amorphous solid, yield 91%, m.p. = 192-194 °C. "H-NMR & (ppm): 9.84 (s, 1H, NH), 9.18 (s,
1H, NH), 7.65 (d, 1H, NH, J = 2.52 Hz), 7.32 (s, 1H), 7.25 (dd, 1H, J = 14.98 and 10.56 Hz), 7.03 (d,
1H, J = 8.20 Hz), 6.93-7.04 (m, 3H), 6.10 (d, 1H, J = 15.13 Hz), 6.07 (s, 2H, -O-CH»-0-), 4.07-4.19
(bs, 1H, -NH-CH-(CH,-CH,),-CH,), 1.06-1.89 (m,10H, -NH-CH-(CH,-CH,),-CH,); “C-NMR &
(ppm): 162.92, 148.39, 141.20, 139.46, 131.22, 125.54, 123.47, 122.55, 108.96, 106.17, 101.81, 53.37,
32.35, 25.67, 25.40.

2-[(2E,4E)-5-(1,3-Benzodioxol-5-yl)penta-2,4-dienoyl]-N-phenylhydrazinecarbothioamide (8g).
Yellow amorphous solid, yield 87%, m.p. = 149150 °C. '"H-NMR & (ppm): 10.11 (s, 1H, NH), 9.74
(s, IH, NH), 9.68 (s, 1H, NH), 7.44-7.48 (bs, 2H), 7.34-7.36 (m, 2H), 7.33 (s, 1H), 7.27-7.33 (m, 1H),
7.16-7.18 (m, 1H), 6.84-7.04 (m, 4H), 6.15 (d, 1H, J = 13.87 Hz), 6.07 (s, 2H, -O-CH,-0-); *C-NMR
o (ppm): 148.46, 141.32, 139.70, 139.54, 131.22, 130.43, 128.47, 126.47, 125.56, 123.51, 122.53,
108.97, 106.18, 101.81.

2-[(2E,4E)-5-(1,3-Benzodioxol-5-yl)penta-2,4-dienoyl]-N-benzylhydrazinecarbothioamide (8h).
Yellow amorphous solid, yield 84%, m.p. = 196-197 °C. "H-NMR & (ppm): 9.98 (s, 1H, NH), 9.41 (s,
1H, NH), 8.59 (bs, 1H, NH), 7.32 (s, 1H), 7.29-7.32 (m, 5H), 7.24-7.27 (m, 1H), 6.94-7.04 (m, 4H),
6.11 (d, 1H, J = 15.00 Hz), 6.07 (s, 2H, -O-CH>-0-), 4.74 (d, 2H, J = 5.30 Hz); >C-NMR & (ppm):
165.71, 148.41, 141.37, 139.94, 139.56, 131.21, 128.51, 127.60, 127.08, 125.53, 123.51, 122.45,
108.97, 106.18, 101.82, 41.17.
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2-[(2E,4E)-5-(1,3-Benzodioxol-5-yl)penta-2,4-dienoyl]-N-(3,4,5-trimethoxyphenyl)  hydrazinecarbo-
thioamide (8i). Pale yellow amorphous solid, yield 77%, m.p. = 189191 °C. '"H-NMR & (ppm): 10.08
(s, IH, NH), 9.67 (s, 1H, NH), 9.60 (s, 1H, NH), 7.32 (s, 1H), 7.27-7.32 (m, 1H), 7.03 (dd, 1H,
J =7.88 and 1.26 Hz), 6.86-7.06 (m, 3H), 6.91 (s, 2H), 6.16 (d, 1H, J = 11.03 Hz), 6.07 (s, 2H,
-0-CH»>-0-), 3.76 (s, 6H), 3.66 (s, 3H); C-NMR & (ppm): 153.79, 148.46, 148.42, 141.42, 139.59,
135.40, 135.07, 131.21, 125.55, 123.51, 122.43, 108.97, 106.19, 104.42, 101.81, 60.56, 56.31.

2-[(2E,4E)-5-(1,3-Benzodioxol-5-yl)penta-2,4-dienoyl]-N-tert-butylhydrazinecarbothioamide (8))-
Yellow amorphous solid, yield 80%, m.p. = 135-136 °C. '"H-NMR & (ppm): 10.18 (s, 1H, NH), 9.95
(s, 1H, NH), 9.15 (s, 1H, NH), 7.30 (s, 1H), 7.24-7.30 (m, 1H), 7.02 (dd, 1H, J = 8.16 and 1.38 Hz),
6.92-6.99 (m, 3H), 6.13 (d, 1H, J = 14.81 Hz), 6.07 (s, 2H, -O-CH>-O-), 1.46 (s, 9H, -C-(CHj3)3);
BC-NMR & (ppm): 178.73, 169.55, 148.44, 141.54, 139.58, 131.17, 125.50, 123.48, 121.91, 108.94,
106.14, 101.81, 53.19, 29.09.

2-[(2E,4E)-5-(1,3-Benzodioxol-5-yl)penta-2,4-dienoyl]-N-[4-(methylthio)phenyl] hydrazinecarbothio-
amide (8K). Yellow amorphous solid, yield 84%, m.p.= 175-177 °C. '"H-NMR & (ppm): 10.24 (s, 1H,
NH), 9.80 (s, 2H, NH), 7.55-7.64 (m, 1H), 7.55 (bs, 1H), 7.36-7.45 (m, 4H),7.06-7.18 (m, 4H), 6.27
(d, 1H, J = 14.10 Hz), 6.20 (s, 2H, -O-CH»-0-), 2.65 (s, 3H, -S-CHj); *C-NMR & (ppm): 148.48,
141.36, 139.57, 136.96, 131.24, 126.30, 125.57, 123.52, 122.53, 121.67, 108.99, 106.22, 101.83, 15.63.

2-[(2E,4E)-5-(1,3-Benzodioxol-5-yl)penta-2,4-dienoyl]-N-(3-methoxyphenyl) hydrazinecarbothio-
amide (81). Dark green amorphous solid, yield 65%, m.p.= 174-175 °C. "H-NMR & (ppm): 10.09 (s,
IH, NH), 9.70 (s, 2H, NH), 7.32 (s, 1H), 7.22-7.38 (m, 3H), 6.93-7.08 (m, 5H), 6.74 (d, 1H,
J =8.03 Hz), 6.13 (d, 1H, J = 15.30 Hz), 6.07 (s, 2H, -O-CH,-0-), 3.75 (s, 3H); *C-NMR & (ppm):
181.15, 172.77, 164.55, 148.45, 141.33, 140.79, 139.54, 131.19, 131.13, 125.53, 123.50, 122.45,
118.68, 114.96, 111.62, 108.94, 106.15, 101.79, 55.54.

2-[(2E,4E)-5-(1,3-Benzodioxol-5-yl)penta-2,4-dienoyl]-N-[4-(trifluoromethyl)phenyl] hydrazinecarbo-
thioamide (8m). Pale yellow amorphous solid, yield 83%, m.p. = 177-178 °C. 'H-NMR & (ppm):
10.18 (s, 1H, NH), 10.15 (s, 1H, NH), 9.93 (s, 1H, NH), 7.69-7.80 (m, 4H), 7.33 (s, 1H), 7.27-7.34
(m, 1H), 6.93-7.08 (m, 4H), 6.16 (d, 1H, J = 14.80 Hz), 6.07 (s, 2H, -O-CH,-0-); >C-NMR § (ppm):
181.27, 164.55, 148.45, 143.54, 141.54, 139.69, 131.16, 130.10, 125.49, 124.81 (q, CF;3,
Jor =270 Hz), 123.53, 122.28, 121.60, 117.13, 108.94, 106.16, 101.80.

3.1.4. General Procedure to the Synthesis of Triazoles 9a to 9m

In a 10 mL bottom rounded flask equipped with a magnetic stirring bar and a reflux apparatus were
placed the corresponding hydrazine carbothioamide 8a—8m (1.37 mmol) and an aqueous solution of
NaOH (2 mL, 1 equiv.). This mixture was then subjected to microwave irradiation (100 W) for 0.5 h in
open vessel mode. The evolution of the reaction was monitored by TLC. Then the mixture was
acidified with a 10% aqueous solution of HCI (w/v) until pH 3, filtered and the solids were washed
twice with ice water (5 mL). After recrystallization from ethanol all the triazoles were characterized by
NMR and low- and high-resolution mass spectra. All compounds were characterized by 'H- and
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13C- NMR. The yields, melting points and spectral data observed for each carbothioamide 9a-9m
prepared are as follows:

5-[(1E,3E)-4-(1,3-Benzodioxol-5-yl)buta-1,3-dien-1-yl]-4-methyl-2,4-dihydro-3H-1,2,-triazole-3-
thione (9a). Brown amorphous solid, yield 71%, m.p. = 220-222 °C. '"H-NMR & (ppm): 13.78 (s, 1H,
NH), 7.28 (dd, 1H, J=15.40 and 11.00 Hz), 7.23 (s, 1H), 6.90-7.07 (m, 4H), 6.54 (d, 1H, J= 15.40 Hz),
6.07 (s, 2H, -O-CH,-0-), 3.39 (s, 3H, -N-CH;); "C-NMR & (ppm): 167.11, 150.15, 148.45, 148.24,
137.55, 137.02, 131.31, 126.50, 123.00, 113.95, 109.03, 105.91, 101.77, 30.40; MS (m/z): 287; HRMS
(ES)-m/z: [M+H]", found 288.0807. C,sH;5N30,S requires 288.0806.

5-[(1E,3E)-4-(1,3-Benzodioxol-5-yl)buta-1,3-dien-1-yl]-4-ethyl-2,4-dihydro-3H-1,2,4-triazole-3-
thione (9b). Brown amorphous solid, yield 62%, m.p. = 208-209 °C. '"H-NMR & (ppm): 13.76 (s, 1H,
NH), 7.28 (dd, 1H, J = 15.30 and 10.70 Hz), 7.20 (s, 1H), 6.88-7.07 (m, 4H), 6.57 (d, 1H, J = 15.30
Hz), 6.05 (s, 2H, -O-CH»-0O-), 4.08 (q, 2H, J = 7.03 Hz, -N-CH»-CH3), 1.19 (t, 3H, J = 7.03 Hz,
-NH-CH,-CH;); PC-NMR & (ppm): 166.46, 149.55, 148.44, 148.23, 137.56, 137.21, 131.32, 126.50,
122.95, 113.50, 109.02, 105.90, 101.75, 38.33, 14.22; MS (m/z): 301; HRMS (ES)-m/z: [M+H]",
found 302.0963. C;5H;sN30,S requires 302.0963.

5-[(1E,3E)-4-(1,3-Benzodioxol-5-yl)buta- 1,3-dien-1-yl]-4-isopropyl-2,4-dihydro-3H-1,2,4-triazole-3-
thione (9¢). Pale yellow amorphous solid, yield 90%, m.p. = 210-211 °C. "H-NMR & (ppm): 13.78 (s,
1H, NH), 7.15-7.27 (m, 2H), 7.20 (s, 1H), 6.87-7.00 (m, 3H), 6.75 (d, 1H, J = 15.00 Hz), 6.07 (s, 2H,
-0O-CH,-0-), 5.09-5.14 (m, 1H, -NH-CH-(CHs),), 1.47 (d, 6H, J = 5.00 Hz, -NH-CH-(CHj3),);
BC-NMR & (ppm): 166.46, 149.57, 148.46, 148.22, 137.23, 131.44, 126.77, 122.96, 114.55, 109.06,
105.84, 101.81, 46.61, 20.78; MS (m/z): 315; HRMS (ES)-m/z: [M+H]", found 316.1120.
Ci16H17N30,S requires 316.1119.

5-[(1E,3E)-4-(1,3-Benzodioxol-5-yl)buta- 1,3-dien-1-yl]-4-butyl-2,4-dihydro-3H-1,2,4-triazole-3-
thione (9d). Yellow amorphous solid, yield 71%, m.p. = 173—174 °C. "H-NMR & (ppm): 13.78 (s, 1H,
NH), 7.29 (dd, 1H, J=15.10 and 11.00 Hz), 7.22 (s, 1H), 6.89-7.09 (m, 4H), 6.58 (d, 1H, J=15.10 Hz),
6.07 (s, 2H, -O-CH,-0O-), 4.04 (t, 2H, J = 6.78 Hz, -NH-CH,-CH,-CH,-CHj3), 1.60-1.63 (m, 2H,
-NH-CH,-CH>-CH,-CH3), 1.31-1.36 (m, -NH-CH,-CH,-CH,-CH3), 0.93 (t, 3H, J = 7.20 Hz,
-NH-CH,-CH,-CH,-CHj3); *C-NMR (ppm): 166.74, 149.79, 148.48, 148.27, 137.58, 137.17, 131.55,
125.53, 126.55, 123.06, 113.56, 109.06, 105.89, 101.81, 42.92, 30.87, 19.78, 14.12; MS (m/z): 329;
HRMS (ES)-m/z: [M+H]", found 330.1276. C17H;9N305S requires 330.1276.

5-[(1E,3E)-4-(1,3-Benzodioxol-5-yl)buta-1,3-dien-1-yl]-4-hexyl-2,4-dihydro-3H-1,2,4-triazole-3-
thione (9e). Dark green amorphous solid, yield 79%, m.p. = 124-125 °C. "H-NMR & (ppm): 13.77 (s,
1H, NH), 7.27-7.32 (m, 1H), 7.22 (s, 1H), 6.89-7.06 (m, 4H), 6.57 (d, 1H, J = 15.45 Hz), 6.07 (s, 2H,
-O-CH»-0-), 4.03 (t, 2H, J = 7.57 Hz, -NH-CH»-CH,-CH,-CH,-CH,-CH3), 1.62-1.64 (m, 2H,
-NH-CH,-CH,-CH,-CH,-CH,-CH3), 1.27-1.30 (m, 6H, -NH-CH,-CH,-CH,-CH,-CH,-CH3), 0.84-0.90
(m, 3H, -NH-CH,-CH,-CH,-CH,-CH,-CH3); *C-NMR & (ppm): 166.73, 149.79, 148.48, 137.58,
137.19, 131.35, 126.54, 123.06, 113.56, 109.07, 105.89, 101.81, 43.09, 31.26, 28.66, 26.06, 22.47,
14.36; MS (m/z): 357; HRMS (ES)-m/z: [M+H]", found 358.1589. CoH23N30,S requires 358.1589.
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5-[(1E,3E)-4-(1,3-Benzodioxol-5-yl)buta-1,3-dien-1-yl]-4-cyclohexyl-2,4-dihydro-3H-1,2,4-triazole-3-
thione (9f). Yellow amorphous solid, yield 91%, m.p. = 192-194 °C. '"H-NMR & (ppm): 13.76 (s, 1H,
NH), 7.19 (d, 1H, J = 1.89 Hz), 7.19-7.24 (m, 1H), 7.11-7.17 (m, 1H), 6.99 (dd, 1H, J = 10.00 and
5.00 Hz), 6.93 (d, 1H, J = 8.20 Hz), 6.85 (d, 1H, J = 15.13 Hz), 6.75 (d, 1H, J = 14.50 Hz), 6.05 (s,
2H, -O-CH»-0-), 4.55-4.75 (bs, 1H, -NH-CH-(CH,-CH,),-CH»), 1.33-2.08 (m, 10H, -NH-CH-(CH>-
CH>),-CH>); “C-NMR & (ppm): 166.63, 149.63, 148.47, 148.21, 141.20, 137.22, 131.45, 126.80,
122.97, 114.63, 109.06, 105.82, 101.81, 55.45, 32.35, 26.13, 24.87; MS (m/z): 355; HRMS (ES)-m/z:
[M+H]+, found 356.1433. C9H,N30,S requires 356.1432.

5-[(1E,3E)-4-(1,3-Benzodioxol-5-yl)buta- 1,3-dien- 1-yl]-4-phenyl-2,4-dihydro-3H-1,2,4-triazole-3-thione
(9g). Yellow amorphous solid, yield 89%, m.p. = 244-245 °C. 'H-NMR & (ppm): 14.00 (s, 1H, NH),
7.58-7.65 (m, 3H), 7.44 (dd, 2H, J = 8.04 and 1.42 Hz), 7.20 (d, 1H, J = 1.58 Hz), 7.15 (dd, 1H,
J =15.00 and 10.00 Hz), 6.94-7.00 (m, 2H), 6.89 (d, 1H, J = 7.88 Hz), 6.78 (d, 1H, J = 15.45 Hz),
6.04 (s, 2H, -O-CH,-0-) 5.94 (d, 1H, J = 15.45 Hz);"C-NMR & (ppm): 168.03, 149.83, 148.25,
137.79, 137.37, 134.02, 131.31, 130.10, 129.06, 126.54, 123.29, 113.40, 108.93, 105.91, 101.75; MS
(m/2): 349; HRMS (ES)-m/z: [M+H]", found 350.0963. CoH;5N;0,S requires 350.0963.

5-[(1E,3E)-4-(1,3-Benzodioxol-5-yl)buta-1,3-dien-1-yl]-4-benzyl-2,4-dihydro-3H-1,2,4-triazole-3-
thione (9h). Yellow amorphous solid, yield 76%, m.p. = 187-188 °C. 'H-NMR & (ppm): 13.97 (s, 1H,
NH), 7.37-7.40 (m, 2H), 7.28-7.32 (m, 3H), 7.21 (d, 1H, J = 1.26 Hz), 7.21-7.26 (m, 1H), 6.93 (d,
1H, J = 15.45 Hz), 6.93-6.99 (m, 2H), 6.85 (d, 1H, J = 15.45 Hz), 6.42 (d, 1H, J = 15.45 Hz), 6.06 (s,
2H, -0-CH»>-0-), 5.35 (s, 2H); >C-NMR$ (ppm): 167.49, 150.06, 148.30, 137.94, 137.38, 136.42,
131.24, 129.24, 128.21, 127.37, 126.35, 123.20, 113.40, 109.01, 105.95, 101.80, 45.92; MS (m/z): 363;
HRMS (ES)-m/z: [M+H]+, found 364.1120. Cy0H;7N30,S requires 364.1119.

5-[(1E,3E)-4-(1,3-Benzodioxol-5-yl)buta- 1,3-dien-1-yl]-4-(3,4,5-trimethoxyphenyl)-2,4-dihydro-3H-
1,2,4-triazole-3-thione (9i). Pale yellow amorphous solid, yield 81%, m.p. = 242-243 °C. '"H-NMR &
(ppm): 13.94 (s, 1H, NH), 7.21 (d, 1H, J = 1.58 Hz), 7.17-7.22 (m, 1H), 7.03 (dd, 1H, J = 15.00 and
10.00 Hz), 6.96 (dd, 1H, J = 10.00 and 5.00 Hz), 6.90 (d, 1H, J = 7.88 Hz), 6.81 (d, 1H, J=15.00 Hz),
6.80 (s, 2H), 6.03 (d, 1H, J = 15.00 Hz), 6.04 (s, 2H, -O-CH»-0-), 3.80 (s, 6H), 3.78 (s, 3H); *C-NMR
d (ppm): 168.01, 153.73, 150.06, 148.43, 148.22, 138.41, 137.58, 137.16, 131.39, 129.53, 126.74,
123.23, 113.65, 108.94, 106.85, 105.89, 101.75, 60.59, 56.77; MS (m/z): 439; HRMS (ES)-m/z:
[M+H]", found 440.1280. C,H,N30;S requires 440.1280.

5-[(1E,3E)-4-(1,3-Benzodioxol-5-yl)buta-1,3-dien-1-yl]-4-tert-butyl-2,4-dihydro-3H-1,2,4-triazole-3-
thione (9j). Yellow amorphous solid, yield 50%, m.p. = 183—184 °C. '"H-NMR & (ppm): 7.63 (s, 1H,
NH), 7.22 (s, 1H), 6.84 (d, 1H, J = 15.06 Hz), 6.89-7.04 (m, 4H), 6.48 (d, 1H, J = 15.31 Hz), 6.06 (s,
2H, -0-CH,-0-), 1.36 (s, 9H, -C-(CH;)3); "C-NMR & (ppm): 161.97, 157.91, 148.42, 148.12, 136.76,
135.29, 131.41, 126.51, 122.87, 113.17, 109.00, 105.87, 101.76, 51.50, 28.79; MS (m/z): 329; HRMS
(ES)-m/z: [M+H]", found 330.1276. C;7H20N30,S requires 330.1276.

5-[(1E,3E)-4-(1,3-Benzodioxol-5-yl)buta-1,3-dien-1-yl]-4-[4-(methylthio)phenyl]-2,4-dihydro-3H-
1,2,4-triazole-3-thione (9K). Pale yellow amorphous solid, yield 75%, m.p. = 209-211 °C. "H-NMR §
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(ppm): 13.98 (s, 1H, NH), 7.47 (d, 2H, J = 10.00 Hz), 7.37 (d, 2H, J=10.00 Hz), 7.20 (d, 1H, J=1.00
Hz), 7.16-7.22 (m, 1H), 7.00 (dd, 1H, J = 15.00 and 10.00 Hz), 6.95 (dd, 1H, J = 10.00 and 5.00 Hz),
6.90 (d, 1H, J=8.03 Hz), 6.81 (d, 1H, J=15.31 Hz), 6.04 (s, 2H, -O-CH,-0O-), 595 (d, 1H, J=15.56
Hz), 2.52 (s, 3H, -S-CHj3); BC-NMR & (ppm): 148.48, 141.36, 139.57, 136.96, 131.24, 126.30, 125.57,
123.52, 122.53, 121.67, 108.99, 106.22, 101.83, 15.63; MS (m/2): 396; HRMS (ES)-m/z: [M+H]",
found 396.0840. C,0HsN30,S; requires 396.0840.

5-[(1E,3E)-4-(1,3-Benzodioxol-5-yl)buta-1,3-dien-1-yl]-4-(3-methoxyphenyl)-2,4-dihydro-3H-1,2,4-
triazole-3-thione (91). Yellow amorphous solid, yield 80%, m.p. = 248-249 °C. '"H-NMR & (ppm):
13.97 (s, 1H, NH), 7.53 (t, 1H, J=8.16 Hz), 7.20 (d, 1H, J = 1.51 Hz), 7.13-7.18 (m, 2H), 7.04-7.05
(m, 1H), 6.95-6.99 (m, 3H), 6.90 (d, 1H, J = 8.03 Hz), 6.80 (d, 1H, J = 15.56 Hz), 5.97 (d, 1H,
J = 1531 Hz), 6.04 (s, 2H, -O-CH,-0), 3.83 (s, 3H); "C-NMR & (ppm): 167.62, 160.36, 149.81,
148.40, 148.22, 137.71, 137.27, 135.00, 131.32, 130.87, 126.57, 123.23, 121.07, 115.74, 114.84,
113.42, 108.91, 105.88, 101.73, 56.01; MS(m/z): 379; HRMS (ES)-m/z: [M+H]", found 380.1069.
C20H1sN30;S requires 380.1068.

5-[(1E,3E)-4-(1,3-Benzodioxol-5-yl)buta-1,3-dien-1-yl]-4-[4-(trifluoromethyl)phenyl]-2,4-dihydro-
3H-1,2,4-triazole-3-thione (9m). Brown amorphous solid, yield 70%, m.p. = 232-233 °C. '"H-NMR &
(ppm): 14.09 (s, 1H, NH), 8.03 (d, 2H, J = 8.53Hz), 7.75 (d, 2H, J = 8.28 Hz), 7.20 (d, 1H, J = 1.51
Hz), 7.13-7.18 (m, 1H), 6.95-7.00 (m, 2H), 6.90 (d, 1H, J = 8.03Hz), 6.83 (m, 1H), 5.96 (d, 1H,
J = 1531 Hz), 6.04 (s, 2H, -O-CH»-0-); "C-NMR & (ppm): 167.78, 149.61, 148.41, 148.27,137.87,
137.70, 137.55, 131.29, 130.29, 130.30, 127.04 (q, Jc.r = 270.00 Hz)127.19, 126.51, 123.26, 113.14,
108.93, 105.82, 101.75; MS(m/z): 417; HRMS (ES)-m/z: [M+H]", found 418.0837. Cy0H,5F3;N;0,S
requires 418.0837.

3.2. Biological Assays
3.2.1. Parasites

Trypanosoma cruzi (Y strain) was obtained from the Fundacdo Oswaldo Cruz (Rio de Janeiro,
Brazil) culture collection, and maintained in the Laboratory of Glycobiology (UFRJ, Rio de Janeiro, Brazil)
facilities. Epimastigote forms were maintained by weekly transfers at 28 °C in brain-heart-infusion
(BHI) medium (Acumedia, Lansing, MI, USA), supplemented with 10 mg of hemin (Sigma, St. Louis,
MO, USA), 20 mg of folic acid L' (Sigma) and 10% heat-inactivated fetal calf serum (FCS) (BHI-FCS
medium, Gibco, Grand Island, NY, USA). Tissue culture-derived trypomastigotes were obtained after
infection of confluent monolayers of Vero cells (kidney epithelial cells extracted from African green
monkeys) with blood trypomastigotes (Y strain) to establish the intracellular cycle and maintained in RPMI
1640 medium containing 10% FCS under an atmosphere of 5% CO, at 37 °C. The tissue culture-derived
trypomastigotes were used to infect Mg in vitro to evaluate the toxic effects of the drugs [14].

3.2.2. Anti-Epimastigote Effect

For evaluation of the anti-epimastigote effects, parasites (1 x 10° cells per mL) were subcultured in
the absence or presence of different concentrations (0.5 to 25 ug.mL™") of the drugs 9a—9m, from a
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5 mg mL™" stock solution in DMSO (Sigma). The parasites were incubated in BHI-FCS medium with
or without drugs in a final volume of 1.0 mL in 24-well plates (TPP, Trasadingen, Switzerland), and
after 7 days, the toxic effects of the drugs were quantified by the direct count of the live epimastigotes
in a Neubauer chamber [14]. Drug-free medium contained comparable final concentration of DMSO
(0.05%) has been used as control.

3.2.3. Cytotoxicity to Macrophages

The evaluation of the toxic effects of the compounds was carried out as previously described [18].
Murine peritoneal Mo were seeded (1 x 10° cells per well) in 24-well plates with 1 mL of RPMI
medium containing 10% FCS. The cells were allowed to attach for 24 h at 37 °C and then exposed for
72 h to the five compounds (9¢, 9d, 9e, 9f and 9m) which showed highest activity against epimastigote
forms (maximum final concentration of DMSO was 0.05%). The five drugs were assayed in increasing
concentrations (0.5, 1.0, 2.5, 5.0 pug mLfl). Afterwards, the cells were washed with PBS, and RPMI
was added to the culture before the addition of vital dye trypan blue in a final concentration of 0.01%.
The toxic effects of the drugs were monitored by the count of 200 cells in a Neubauer chamber where
plasma membrane permeability was evaluated [13,18].

3.2.4. Anti-Amastigote Effect

Resident peritoneal Mg from non-infected BALB/c mice were harvested and cultured as described
above. Adhered Mg were infected with 7. cruzi trypomastigotes at a 10:1 parasite/macrophage ratio
and incubated at 37 °C under 5% CO, for 1 h. Subsequently, non-infective cells were removed by
extensive washing with PBS, and the infected macrophage cultures were treated with increasing
concentrations (0.5, 1.0, 2.5, 5.0 pg mL™") of the compounds 9¢, 9d, 9e, 9f and 9m which showed
anti-epimastigote activity and non-toxic effects on Mo at the same concentrations assayed. After,
monolayers were washed with PBS at 37 °C, fixed in methanol, and stained with Giemsa (Sigma). The
amastigote survival was determined by the counting of 200 cells in triplicate, the percentage of
infected cells was analyzed, as well as the number of amastigotes per macrophage and the endocytic
index of the infected cells [13,18].

3.2.5. Statistical Analysis

The 50% inhibitory concentrations (ICsp) values shown in the Table 1 represent the mean of
experiments carried out in triplicate. The ICsy of all compounds were determined by linear regression
analysis using the program IGOR Pro 2.03 (WaveMetrics, Inc, Lake Oswego, OR, USA).

3.2.6. Ethics Statement

All animal procedures were approved by the animal-care ethics committee of the Centro de
Ciéncias da Satde/UFRIJ (License #DAHEICB 055) and were performed under the guidelines from
SBCAL (Brazilian Society of Science in Laboratory Animals) and strictly followed the Brazilian law
for Procedures for the Scientific Use of Animals (11.794/2008).
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4. Conclusions

The results shown herein highlight the potential use of natural piperine as a precursor for new
molecules suitable for the treatment of Chagas’s disease. Through the use of bioisosterism and
molecular hybridization as molecular modification strategies we were able to design and synthesize a
new series of 1,2,4-triazole-2-thiones, derivatives of the natural amide piperine, which showed activity
against proliferative forms of 7. cruzi. The cyclohexyl triazole derivative 9f showed the best activity
profile, presenting ICso = 18.3 and 8.87 uM, against epimastigotes and amastigotes of Trypanosoma
cruzi, respectively, and low toxic effects on host cells (murine macrophages).
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