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RESUMO

A doenca de Chagas € uma infeccdo parasitaria sistémica causada pelo
protozoario Trypanosoma cruzi. Em torno de 30-40 % dos pacientes infectados
evoluem para a fase cronica sintomatica, resultando em cardiomiopatias. O
benznidazol € o Unico medicamento disponivel para o tratamento durante a fase aguda
e crbnica assintomatica, contudo ndo possui eficacia comprovada durante a fase
cronica sintomatica. O desenvolvimento de novos farmacos Uteis no tratamento da
doenca de Chagas € necessario. Diante do exposto, realizamos o planejamento
estrutural e a sintese de inéditas 2-iminotiazolidina-4-onas (43a-t) e seus analogos
estruturais 2-imino-1,3-tiaz6is (44a-t) com o intuito de identificar compostos
tripanocidas. As 2-iminotiazolidina-4-onas (43a—t) foram planejadas na tentativa de
observar um aumento nas propriedades tripanocidas de compostos com substituintes
localizados nas posicbes N3 e C5 do anel tiazolidinico e compreender a relacédo
estrutura versus atividade anti-T. cruzi. J& a construcdo da série de 2-imino-1,3-tiazdis
(44a-t) teve como fundamento investigar o efeito na atividade tripanocida da troca
bioisostérica do anel tiazolidinico pelo tiazolico. As 2-iminotiazolidina-4-onas (43a-t),
em particular os derivados com uma fenila em N3 (43k—q), apresentaram propriedades
inibitérias na atividade catalitica da cruzaina, enquanto que os seus analogos 2-imino-
1,3-tiazois (44a-t) foram destituidos de tais propriedades. Com a triagem, in vitro, das
propriedades tripanocidas dos compostos (43a-t) e (44a—t) em cultura axénica, foi
possivel identificar a 2-iminotiazolidina-4-ona (43n) e o 2-imino-1,3-tiazol (44j) como
compostos tripanocidas tdo potentes quanto o benznidazol em inibir a proliferagéo de
epimastigotas e a viabilidade celular de tripomastigotas da cepa Y, com a vantagem de
serem destituidos de toxicidade em esplendcitos na concentracdo de 100 pg/mL (262
pHM). Estes compostos foram capazes de reduzir a infec¢do e a e invasao, in vitro, de
tripomastigotas em macrofagos com poténcia similar ao observado com o benznidazol.
O composto (43n), por via oral na dose de 250 pmol/kg, foi eficaz em reduzir a
parasitemia sanguinea em um modelo de infec¢do aguda pelo T. cruzi. Contudo, com
eficacia inferior que o tratamento com o benznidazol na mesma dose; denotando assim
a necessidade de otimizacdo de suas propriedades tripanocidas. Para alcancar tais
objetivos, as 2-iminotiazolidina-4-onas (43a—-t) foram quimicamente reestruturadas,
culminando assim com o planejamento e sintese das 2-iminotiazolidina-4-onas (58a—).
A triagem, in vitro, das propriedades tripanocidas das 2-iminotiazolidina-4-onas (58a—j)
permitiu identificar as principais relagbes estrutura versus atividade anti-T. cruzi destes
compostos, bem como permitiu identificar os compostos (58f) e (58i) como agentes
tripanocidas, in vitro, tdo potentes quanto o benznidazol. Em especial, o0 composto (58f)
demonstrou propriedade inibitéria na atividade catalitica da cruzaina e apresentou
eficacia superior ao seu prototipo (43n) em reduzir a infeccdo pelo T. cruzi tanto em
modelos in vitro como in vivo. O composto (58f) apresentou uma vantagem em relacéo
ao seu prototipo (43n), pois este apresentou eficacia similar ao benznidazol em reduzir
a parasitemia sanguinea. A estratégia empregada na construcdo da série (58a—j)
logrou sucesso na identificagdo de compostos com propriedades tripanocidas mais
pronunciadas do que os compostos da série (43a-t).

Palavras-chave : doenca de Chagas, Trypanosoma cruzi, cruzaina, planejamento de
farmacos, tiossemicarbazonas, tiazolidinas, tiazois.



ABSTRACT

Chagas disease is a systemic and parasitic infection caused by the protozoan
Trypanosoma cruzi. It is believed that 30—-40% of infected patients either have or will
develop the symptomatic chronic form, resulting in cardiomyopathies. Benznidazole, the
drug currently used for Chagas disease treatment in the acute and asymtomatic chronic
forms, has no proven effectiveness in symptomatic chronic patients. The identification of
new medicines for Chagas disease treatment is therefore needed. In view of this, we
worked on the structural design and synthesis of new 2-iminothiazolidin-4-ones (43a-t)
and their structural analogs 2-imino-1,3-thiazoles (44a—-t) as potential trypanocidal
compounds. 2-Iminothiazolidin-4-ones (43a—t) were chemically planned in such way to
seek potency enhancement of the trypanocidal properties for compounds with
substituents placed at N3 and C5 of the thiazolidine rings as well to understand the
structure-activity relationships. 2-Imino-1,3-thiazoles (44a-t) were designed to
investigate the effects of the isosteric exchange of thiazolidine by thiazole ring for the
trypanocidal properties. 2-Iminothiazolidin-4-ones (43a-t), especially compounds with a
phenyl at N3 (43k—q) inhibited cruzain activity, while 2-imino-1,3-thiazoles (44a-t) did
not. When compounds (43a-t) and (44a-t) were tested against the whole parasite, we
identified high-efficacy compounds, denoted 2-iminothiazolidin-4-one (43n) and 2-imino-
1,3-thiazoles (44j). Both compounds inhibited proliferation of axenic epimastigotes and
were cidal for bloodstream trypomastigotes of T. cruzi Y strain, but were not toxic for
mouse splenocytes in concentrations of up to 100 pg/mL (262 uM). Trypomastigote
development and invasion into macrophages were substantially impaired when cultures
were treated with compounds (43n) and (44j), similar to that seen with benznidazole-
treated cells. We also tested the ability of compound (43n) in reducing blood
parasitemia in infected mice treated orally with 250 pmol/kg. Although (43n)
substantially reduced the parasitemia, it was less potent than that seen with
benznidazole-treated mice. The promising functional activity of compound (43n) led us
to seek potency enhancement by synthetic redesign. To this end, and bearing in mind
the structural requirements identified with compounds (43a-t) and (44a-t), 2-
iminothiazolidin-4-ones (58a—j) were designed and prepared. In vitro screening of
compounds (58a—j) against the whole parasite revealed high-efficacy compounds
denoted 2-iminothiazolidin-4-one (58f) and (58i). Compound (58f) inhibited proliferation
of epimastigotes (ICsp = 4.0 uM) and was cidal for trypomastigotes (ICsp = 3.9 uM)
without affecting mouse splenocytes up to 100 pg/mL. Besides, compound (58f)
arrested trypomastigote development and invasion in macrophages and this was even
more pronounced than that seen with benznidazole-treated cells. Finally, we observed
the striking ability of compound (58f) in reducing parasitemia in T. cruzi-infected BALB/c
mice treated orally with 250 pmol/kg, being (58f) almost twice as potent as (43n).
Therefore, potency enhancement of anti-T. cruzi activity was achieved for 2-
iminothiazolidin-4-ones (58a—j) when compared to our initially studied 2-
iminothiazolidin-4-ones (43a-t).

Keywords: Chagas disease, Trypanosoma cruzi, drug design, cruzain,
thiosemicarbazones, thiazolidines, thiazoles.
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1.0 INTRODUCAO

Embora doencas causadas por protozoarios afetem dez porcento da populacdo
mundial, menos de um porcento dos medicamentos aprovados para uso clinico nas trés
ultimas décadas foram destinados ao tratamento destas doencas (figura 1 ).*2

Existem 14 medicamentos disponiveis para o tratamento de doencas protozoarias e
juntos, estes medicamentos sdo destinados ao tratamento de seiscentos milhdes de
pessoas infectadas. Fica mais evidente que o numero de medicamentos para as doencas
causadas por protozoarios € insuficiente quando comparamos com a quimioterapia anti-
HIV. Em 2011, estimativas apontavam para 35 milhdes de pacientes infectados com o Hi
cujo arsenal terapéutico anti-HIV compreendia 33 medicamentos aprovados para uso

clinico.®

B Paises endémicos para doengas protozoaricas Numero de medicamentos (1975-2009)

0.9% para doencas
protozoarias

outras doengas,

Principais doengas protozoaricas:

maldaria doenca do sono
Chagas amebiase,
leishmanioses  toxoplasmose
criptosporidiase tricomoniase

Figura 1 : Prevaléncia global e da quimioterapia das principais doencas protozoarias. Dados coletados no site
da Organizacao Mundial de Salde
(http://mwww.who.int/topics/tropical_diseases/factsheets/neglected/en/index.html)

Mesmo que a eficacia e a seguranca terapéutica para cada um destes
medicamentos antiprotozoaricos fosse alta, ainda assim teriamos o problema da falta de
opcBes terapéuticas.” Por exemplo, uma parcela significativa da populacdo mundial é
alérgica a sulfonamidas, como o sulfametoxazol, mesmo assim, a combinacdo de
sulfametoxazol e trimetoprima é o Unico tratamento disponivel para toxoplasmose.*

N&o apenas o numero de medicamentos é insuficiente, mas também a eficacia e a
seguranca terapéutica sdo insatisfatorias. Por exemplo, embora as leishmanioses sejam
causadas por sete espécies com viruléncia e manifestagcBes clinicas diversas, a
guimioterapia € restrita a somente trés medicamentos (glucantime, miltefosina e

anfotericina B).®> No caso da malaria, os medicamentos disponiveis s&o eficazes em curar
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os eritrocitos parasitados, mas ndo ha tratamento disponivel para a malaria hepatica.®
Talvez o exemplo mais critico da falta de eficacia e seguranca terapéutica inadequada seja
do melarsoprol e eflornitina, medicamentos Gteis no tratamento da doenga do sono. A
combinagcdo de melarsoprol e eflornitina cura cerca de trinta e cinco porcento dos
pacientes, enquanto que um em cada dez pacientes vdo a Obito devido aos efeitos
colaterais provocados pela quimioterapia.’

No caso da doenca de Chagas, o tratamento farmacoldgico disponivel atualmente
também é insuficiente. Embora cerca de oito milhdes de pacientes na América Latina
estejam infectados, ha somente dois medicamentos aprovados para uso clinico, o
benznidazol (1) e o nifurtimox (2) (figura 2).2° O nifurtimox ndo é mais prescrito, pois

apresenta eficécia inferior a do benznidazol.

NO,
N\ 0]
~( wd |
N\ _N . o Z N\
H
1) 2) k/soz

Figura 2 : Estruturas quimicas do benznidazol (1) e do nifurtimox (2).

O benznidazol é recomendado para pacientes com a doenca de Chagas nas fases
aguda e crbnica indeterminada. Recomenda-se a administracdo de 5 mg/kg/dia durante
60—90 dias consecutivos para adultos e durante 60 dias para criancas.® O tratamento com
benznidazol tem uma taxa de cura de 70 % nos pacientes com a fase aguda da infecgao.
Entretanto, a taxa de cura em pacientes na fase crbnica indeterminada é baixa, variando
entre 10-33 %.'*

O benznidazol € contraindicado durante a gravidez e em pacientes com insuficiencia
renal ou hepética; isso significa que uma fracdo dos pacientes com doenca de Chagas néo
possui nenhum tipo de tratamento. Outro agravante do benznidazol sdo os efeitos
colaterais.’> E bem verdade que os efeitos colaterais mais recorrentes, tais como
hipersensibilidade, erupcdo cutanea macular, desordem gastrointestinal, parestesia e
formigamento, ndo representam riscos de mortalidade. Porém, um levantamento publicado
em 2010 mostrou que uma média de 27 % dos pacientes interrompem o tratamento devido

aos efeitos colaterais do benznidazol.*®
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Todavia, a maior preocupacdo é com 0s pacientes chagéasicos na fase cronica
sintomatica. Em torno de 30-40 % dos pacientes infectados evoluem para a fase cronica
sintomatica, resultando em cardiomiopatias. A eficacia do benznidazol em reduzir a
parasitemia em pacientes com cardiomiopatias ainda nao foi comprovada. Em 2004, teve
inicio no Brasil um estudo clinico multicéntrico, duplo-cedo e randomizado de fase trés
para avaliar a eficacia e seguranca do benznidazol em pacientes com cardiomiopatias
chagasicas. Com previsdo para terminar em julho de 2013, este € o primeiro estudo clinico
gue pretende avaliar a eficacia de um medicamento antiparasitario em pacientes na fase

cronica sintomatica da doenca.***°

NC

&)} ©))

Figura 3 : Estruturas quimicas do E1224 (3) e do ravuconazol (4).

De acordo com o banco de dados norteamericano de estudos clinicos
(http://clinicaltrials.gov/ct2/home), hd somente um medicamento sendo avaliado em
humanos para a fase aguda e crénica indeterminada (figura 3 ). O estudo de fase dois foi
iniciado em 2011 e tem como objetivo avaliar a eficacia e a seguranca do composto E1224
(3), um pré-farmaco do ravuconazol (BMS-207147%, 4).*° Se aprovado para o tratamento
da doenca de Chagas, o composto E1224 (3) sera o primeiro medicamento introduzido na
clinica nos ultimos 40 anos.

Mesmo que o farmaco E1224 seja aprovado, as opg¢les terapéuticas para a doenga
de Chagas ainda assim estardo aguém do necessario. Sem duvida as opcoes terapéuticas
para a doenca de Chagas devem ser melhoradas, e para tanto, o desenvolvimento de
novos medicamentos € imprescindivel.

Sem sombra de duavidas, as pesquisas por farmacos uteis na doenca de Chagas
evoluiram nas ultimas duas décadas. Em parte, isto foi possivel devido ao sequenciamento
do genoma do Trypanosoma cruzi (T. cruzi), agente etiolégico da doenca de Chagas.!” Um

conhecimento importante que foi adquirido apés o seqiienciamento genémico do T. cruzi é
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a presenca de genes que expressam proteinas com potencialidades como alvos
moléculares de farmacos. O genoma do T. cruzi possui uma familia de vinte genes que
expressam cisteino proteases (figura 4). Até o momento, trés cisteino proteases do T.
cruzi foram caracterizadas bioguimicamente: cruzaina (gp57/51), catepsina B (TccatB) e
autofagina-4 (TcAtg4).'

proteinas kinases, (70)
glicoproteinas
de superficie (174)
proteinas "heat-shock"
(25)

glicosil-transferases

)sirtuinas (14)
trans-sialidases (737)

helicases
do DNA (21)

cisteino proteases (20)

Figura 4 : Sequenciamento do genoma do T. cruzi revelou importantes alvos moleculares de farmacos. Em
parénteses, nimero de genes.

A bioquimica estrutural e funcional da cruzaina é de longe a mais estudada entre as
cisteino proteases do T. cruzi.® A cruzaina tem um papel crucial na infeccdo pelo T.
cruzi.’® A cruzaina é um alvo molecular Gtil para o planejamento racional de agentes
tripanocidas.

Tiossemicarbazonas sao inibidores potentes da cruzaina, porém com a vantagem
de serem destituidos de estrutura peptidica.’® Inspirados nestes relatos, trabalhos
anteriores do nosso grupo de pesquisas observaram que 2-iminotiazolidina-4-onas
possuem propriedades tripanocidas, porém com poténcia inferior as tiossemicarbazonas.
Todavia, nés observamos dados mais consistentes em termos de seletividade (baixa
toxicidade para células de mamiferos), denotando assim a importancia das 2-
iminotiazolidina-4-onas.

Diante das necessidades de identificar novos candidatos a farmacos uteis no
tratamento da doenca de Chagas, e por outro lado, em virtude da semelhanca estrutural e
funcional entre tiossemicarbazonas e 2-iminotiazolidina-4-onas, este trabalho descreve o
planejamento estrutural, a sintese, a avaliacdo farmacoldgica das propriedades
tripanocidas e as REAs de novas 2-iminotiazolidina-4-onas e analogos estruturais.
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2.0 OBJETIVOS

Diante da necessidade de identificar novos farmacos uteis para o tratamento da
doenca de Chagas, os objetivos deste trabalho envolvem o planejamento estrutural, a
sintese, a avaliacdo farmacologica das propriedades tripanocidas e o estudo das relacdes
estruturas-atividades de 2-iminotiazolidina-4-onas e analogos estruturais. Especificamente,
tem-se:

A sintese de inéditas 2-iminotiazolidina-4-onas e analogos estruturais do tipo 2-
iminotiazolidina-4-tionas;

e A sintese de uma série congenérica de inéditos 2-imino-1,3-tiazois, planejados
como analogos estruturais das 2-iminotiazolidina-4-onas;

A determinacdo da afinidade destes compostos para as enzimas cruzaina do T.
cruzi e catepsinas L e S de mamiferos;

A avaliacdo dos efeitos antiproliferativos e toxicos frente a cultura do T. cruzi e
esplendcitos de camundongos;

e Avaliacdo da eficacia dos compostos em reduzir a parasitemia em modelos de
infeccdo in vitro (macréfagos) e in vivo (camundongos);

e Sintese de uma nova geragdo de compostos, planejados estruturalmente a partir
dos dados obtidos anteriormente bem como a avaliagcdo farmacologica das

propiedades tripanocidas.
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3.1 Alvos moleculares de compostos anti-  T. cruzi

Devido a complexidade e a diversidade de mediadores patogénicos envolvidos, a
infeccéo pelo T. cruzi pode ser tratada por diferentes intervencdes terapéuticas. De certa
maneira, estas intervencdes terapéuticas podem ser divididas ao menos em trés diferentes
mecanismos: estresse oxidativo, interacédo parasita-hospedeiro e metabolismo.

A intervencdo mais classica compreende o emprego de inibidores das
nitroredutases e da tripanotiona redutase. Estas enzimas, que sdo dependentes da
nicotinamida adenina dinucleotideo, neutralizam espécies reativas produzidas por toxinas e
portanto conferem protec&o ao parasito contra o estresse oxidativo celular.?%%

Inibidores classicos destas enzimas sdo compostos nitroheterociclos, tais como
benznidazol, nifurtimox e megazol.?* Em funcdo dos metabdlitos citotéxicos bem como das
espécies reativas (inclusive radicalares) que sdo gerados durante a metabolizacdo de
nitroheterociclos, a toxicidade desta classe de compostos para células de mamiferos é
geralmente elevada.”?> Consequentemente, o uso de compostos nitroheterociclos como
candidatos a farmacos antichagasicos tem logrado pouco sucesso.

Para contornar esta limitacdo, outras classes de inibidores das nitroredutases e da
tripanotiona redutase do T. cruzi tem sido investigados. Arilfuranos,?® acridinas,®
chalconas?® e quinazolinas®® s&o alguns dos inibidores da tripanotiona redutase do T. cruzi
identificados mais recentemente. Todavia, a eficacia destes compostos em inibir a
parasitemia in vivo ainda néo foi demonstrada.

Outra intervengdo terapéutica importante € na relacdo parasita-hospedeiro. O
genoma do T. cruzi possui ao menos 700 genes envolvidos na expressdo de mucinas.
Tripomastigotas, a forma circulante do T. cruzi e invasiva para células de mamiferos, séo
cobertas por uma variedade de mucinas na superficie da membrana plasmatica.”’
Contudo, estas mucinas de superficie ndo sdo capazes de mascarar o reconhecimento de
tripomastigotas pelo sistema imune. Isso acontece, em parte, porque mucinas e demais
glicoproteinas do T. cruzi ndo possuem &cido sialico, um monossacarideo essencial na
interacdo célula-célula. Para contornar isto, tripomastigotas expressam a enzima trans-
sialidase, que ndo apenas hidrolisa mas também transfere o &cido sialico das células de
mamiferos para as mucinas de superficie do parasito (figura 5 ).?®

Inicialmente, Schenkman e col.?® observaram que tripomastigotas da cepa Tulahuén
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eram eficientes em infectar células derivadas do ovario do hamster Chinés (CHO), porém
ndo infectavam células CHO deficientes de acido sidlico. Estes dados foram mais tarde
confirmados com outras linhagens células, inclusive usando uma cepa do T. cruzi

deficiente de trans-sialidase.*

trans-
sialidase

Figura 5 : Papel da enzima trans-sialidase do T. cruzi.

A trans-sialidase tem um papel importante na infeccdo pelo T. cruzi, pois esta
enzima confere habilidade ao parasita em escapar do sistema imune. Isso explica o porqué
de mais de setenta porcento dos pacientes infectados com o T. cruzi ndo desenvolvem
uma resposta imune exarcebada. Em virtude destes efeitos, 0 uso da trans-sialidase como
um alvo molecular de compostos anti-T. cruzi tem sido amplamente almejada.*

A trans-sialidase possui um modo de acdo semelhante ao das neuraminidase
virais.*> Num primeiro momento, a busca por inibidores da trans-sialidase foi estimulada
com o sucesso farmacéutico do oseltamivir (Tamiflu®), um inibidor da neuraminidase do
virus influenza aprovado para uso clinico. Porém, a enzima trans-sialidase néo € expressa
em amastigotas, que € de grande relevancia para a fase cronica sintomatica da infeccao.
Isto talvez seja um limitante para o desenvolvimento de farmacos baseado em inibidores
desta enzima.** Ao menos, a trans-sialidase tem grande potencial como antigeno para o

desenvolvimento de vacinas.®%%3
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Na relacéo T. cruzi-hospedeiro, a trans-sialidase permite o parasita de escapar do
sistema imune, ja as cisteino proteases conferem ao parasita uma incrivel habilidade de
invadir células do hospedeiro, inclusive em células do sistema imune.*® As duas principais
cisteino proteases do T. cruzi, cruzaina (gp57/51) e autofagina-4 (TcAtg4), possuem
fungBes distintas, porém complementares. A TcAtg4 regula as alteracdes morfologicas do
parasita durante o ciclo evolutivo, reciclando proteinas localizadas no flagelo
parasitario.’®*° A cruzaina também participa da reciclagem de proteinas lisossomais, além
de regular a expressao da TcAtg4. Mas o que merece destaque é o papel da cruzaina em
conferir habilidade ao T. cruzi em invadir as células do hospedeiro.

Tal como a catepsina L humana, a cruzaina € um endopeptidase com mecanismo
de catalise covalente. A regido N-terminal da cruzaina, onde se localiza o sitio catalitico,
tem uma homologia com a catepsina L e com outras cisteino proteases de protozoarios.
Diferente das catepsinas, a regido C-terminal da cruzaina é glicosilada, o que sugere um
papel da cruzaina como um antigeno.>**

A cruzaina € expressa durante todas as formas evolutivas do T. cruzi, porém
localizada em diferentes compartimentos (figura 6 ).*° O fato desta enzima estar localizada
na superficie de amastigotas, aliado ao potencial antigénico, foram os primeiros indicios do

envolvimento da cruzaina na relacéo parasita-hospedeiro.

localizagao da cruzaina () no T. cruzi

epimastigotas tripomastigotas amastigotas
(lisossomos) (bolsa flagelar) (superficie)

Figura 6 : Cruzaina é localizada em diferentes compartimentos durante o ciclo evolutivo do T. cruzi.

Um estudo mais recente sugere que a cruzaina participa durante a adesdo e

invasdo do parasita em células do sistema imune. Usando uma cepa do T. cruzi deficiente

|'37

em cruzaina, McKerrow e col.”’ mostraram que esta cepa possui viabilidade celular, porém

nao estabelece infeccado in vitro (em macrofagos) nem in vivo (com camundongos C3H).
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Estes mesmos autores observaram que macréfagos sdo ativados quando expostos com
esta cepa deficiente, o que ndo acontece com uma cepa silvestre ("wild-type") do T. cruzi.
Uma viséo global destes experimentos sugere que durante a invasdo, a cruzaina degrada
proteinas secretadas por macrofagos, prevenindo a ativacao do sistema imune (figura 7).
A cruzaina ndo somente contribui para a invasao, mas também para a manutencao
da parasitemia no tecido cardiaco durante a fase crénica. Scharfstein e col.3®%
demonstraram que a cruzaina possui uma funcdo semelhante a calicreina, degradando o
cininogénio em cininas. A liberag&o de cininas, tais como bradicinina, ativam os receptores
endoteliais e de bradicininas, causa vasodilatacdo tecidual; favorecendo a infeccdo no
tecido cardiaco. Embora os efeitos da bradicinina na vasculatura endotelial sejam
antagonizados pela protease conversora de angiotensina, este antagonismo parece nao

ser suficiente, e portanto o curso da infec¢do segue.

tripomastigotas

——— hospedeiro

0
(\N % »v.
Asp1 BHB S
His162 \_Y
K777 K777+cruzaina

Asn182

Figura 7 : Invasao do T. cruzi no hospedeiro vertebrado é mediada pela cruzaina. Estrutura cristalogréafica da
cruzaina (PBD 3UIT) e da cruzaina em complexo com o ligante K777 (figuras geradas pelo Pymol 2.0). SA,
sitio antigénico; SC, sitio catalitico; N, N-terminal.
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Devido ao papel da cruzaina durante a infeccdo pelo T. cruzi, a identificacdo de
inibidores desta enzima tem recebido uma atencao consideravel. Em 2010, foi iniciado um
estudo de fase | para avaliar a seguranca do inibidor da cruzaina K777 (6, figura 7 ) em
pacientes infectados na fase aguda.*®

O uso de proteases como alvos moleculares logrou sucesso inquestionavel na
identificacdo de farmacos anti-HIV e antihipertensivos.*® Ainda sim, ha questdes sobre a
viabilidade de proteases como alvos moleculares de farmacos que precisam ser
esclarescidas.

No T. cruzi, sabe-se que o mecanismo de resisténcia aos inibidores da cruzaina
envolve a formacdo de cruzaina imatura e ndo funcional.*” Catepsinas, inclusive a
cruzaina, sao expressas e armazenadas nos lisossomos na forma imatura e inativa
(zimogénio). O estimulo celular que leva a clivagem do zimogénio na sua forma ativa
(catepsina) ainda ndo é muito bem compreendida.*® Um melhor entendimento da ativacao
das catepsinas é necessario para avancar no desenvolvimento de farmacos que atuam
nestas proteases.

Além dos avangos com os inibidores da cruzaina, compostos que interferem no
metabolismo do T. cruzi merecem destaque.

Tal como em fungos, a membrana plasmatica do T. cruzi é composta de ergosterol e
colesterol.**? Amastigotas capturam colesterol das células do hospedeiro, ainda assim o
T. cruzi necessita do ergosterol que é obtido via uma biossintese de novo. A deplecdo da
cascata enzimatica envolvida na sintese do ergosterol afeta substancialmente a viabilidade
celular do parasita, tornando inibidores da biossintese do ergosterol uma intervencao
terapéutica atrativa.> Ao menos quatro enzimas sdo envolvidas na biossintese do
ergosterol: C14-demetilase (CYP51),* farnesiltransferase,* e esqualeno” sintetase.

A bioquimica estrutural e funcional da enzima CYP51, percentence a superfamilia
do citocromo P450, tem sido estudada em detalhes, facilitando o processo de identificacao
de inibidores.*”*® Alguns destes inibidores s&do os antifingicos E1224 (3, figura 3),
Ravuconazol (BMS-207147°, 4, figura 3), Posaconazol (Nofaxil®, 7), Cetoconazol
(Ketomed®, 8) e Terbinafina (Lamisil®, 9) (figura 8 ).

Uma vantagem dos antifungicos que inibem a CYP51 do T. cruzi é que muitos
destes compostos ja sdo usados na clinica. Isto diminui o tempo necessario para o
desenvolvimento farmacéutico bem como os ensaios clinicos. Se o composto E1224 (3) for
aprovado para uso na doenca de Chagas, serd um exemplo classico de reposicionamento

de farmacos.



eburicol

Cl4-demetil-14-dihydroeburicol

Figura 8: Eburicol € um precursor importante do ergosterol. Durante a biossintese do ergosterol, a enzima
CYP51 catalisa a remocé&o da metila na posi¢cdo C14 do eburicol. Inibidores da CYP51 do T. cruzi (vermelho).

O T. cruzi armazena ergosterol e colesterol no reservatério parasitario.”
Teoricamente, isto poderia resultar em baixa susceptibilidade de farmacos que atuam
nesta via. Entretanto, a eficacia de inibidores da CYP51 em reduzir a parasitemia
sanguinea tem sido demonstrada, e talvez ndo represente um problema.>*?

Como discutido acima, a bioquimica funcional e estrutural de alvos moleculares de
farmacos anti-T. cruzi tem evoluido consideravelmente. Estas informacgdes tem melhorado
a qualidade do planejamento estrutural de novos prototipos, candidatos a farmacos anti-T.

cruzi.
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3.2 A guimica medicinal e a descoberta de farmacos  anti- T. cruzi

Um dos principios utilizados no processo de descoberta de farmacos tem como
fundamento o paradigma de James W. Black, ganhador do prémio Nobel de fisiologia e
medicina em 1988: "A base mais fértil para a descoberta de um novo farmaco € comecar
com um farmaco antigo”. De acordo com Chong e Sullivan,>® o uso deste paradigma tem
contribuido ndo somente para a descorbeta de novos farmacos, mas também para o
reposicionamento de farmacos antigos para uso em novas aplicacdes terapéuticas. Ainda
segundo estes autores, 0 reposicionamento de farmacos pode ser (til para o0s
antiparasitarios, visto que o0s custos para o desenvolvimento farmacéutico e ensaios
clinicos seriam reduzidos.>® De fato, a estratégia de reposicionamento de farmacos antigas
bem como o paradigma de James Black tem sido aplicada na doenca de Chagas.

O Megazol (10, figura 9), sintetizado em 1962 pela industria American Cyanamid
(atualmente, Cytec®), é um nitroimidazol com propriedades antibacterianas. Mais tarde, em
1982, uma colaboracéo entre a American Cyanamid e o grupo do Prof. Zigman Brener (do
Centro de Pesquisas René Rachou) permitiu a avaliacdo das propriedades anti-T. cruzi de
compostos heterociclicos diversos, entre eles o megazol (10). Durante a triagem, o
megazol (10) apresentou uma eficacia superior ao benznidazol (1) em reduzir a
parasitemia de camundongos infectados com a cepa Y e tratados por via oral com dose
Unica de 500 mg/kg.>**°

Uma reavaliacdo da eficacia do megazol (10) em modelos de infec¢cdo aguda pela
cepa Y do T. cruzi comprovou que a dose uUnica de 200 mg/kg é suficiente em erradicar a
infeccéo.”® O megazol (10) possui um mecanismo de ac&o tripanocida semelhante ao Bdz
(1) e Nfx (2), inibindo nitroredutases e a tripanotiona redutase.>” Devido a toxicidade
elevada, este fArmaco ndo evoluiu para os ensaios clinicos.>® Por ser mais potente que o
Bdz (1), o megazol (10) € um prototipo estrutural Gtil para o planejamento estrutural de
agentes tripanocidas.

A figura 9 resume alguns dos analogos estruturais do megazol (10).°%°%° A
brazilizona A (12),?® planejado estruturalmente pela substituicdo da amina do megazol (10)
pelo grupo fenilhidrazona, € um agente tripanocida mais potente, in vitro, que o0 megazol
(10), porém destituido de toxicidade elevada. Todavia, a brazilizona A (12) € menos
potente que o Megazol em reduzir a infeccéo, in vivo, denotando assim a necessidade de

otimizacéo estrutural e farmacolégica.>®
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Figura 9 . Megazol (10) e analogos estruturais. Valores de Cls, para tripomastigotas da cepa Y.

Um aspecto interessante da Brazilizona A (12) é a presenca do grupo

61,62 63-66 . x

fenilhidrazona. De fato, compostos derivados de hidrazonas’ e N-acilhidrazonas sao

agentes tripanocidas potentes. As propriedades tripanocidas destas classes de compostos
sdo devido a inibicdo da enzima cruzaina.®*®’
Em virtude do potencial das N-acilhidrazonas como agentes tripanocidas, Rodriguez

e col.®®

realizaram uma triagem de alto desempenho, in vitro, de mil hidrazonas e N-
acilhidrazonas. Estes autores identificaram N-acilhidrazonas com propriedades
tripanocidas potentes (amastigotas da cepa Tulahuén) e seletivos (células de mamiferos
versus T. cruzi). Uma andlise cuidadosa dos compostos avaliados indicou um padrao de
similaridade, representado pela funcdo 2-piridina-N-acilhidrazona (16—-23), que poderia
estar associado a atividade descrita (figura 10 ).

O composto PCH6 (20) foi selecionado para a avaliagcdo da eficacia, in vivo, em
animais infectados com tripomastigotas da cepa Tulahuén. Na concentracédo de 5 mg/kg
por via intraperitoneal durante cinco dias consecutivos, o PCH6 (20) ndo apresentou
eficacia significativa.®®"°

Estes mesmos autores® testaram outras substancias no modelo in vivo de infeccao,
e observaram que o derivado catibnico CID-24892493 (26) foi eficaz em erradicar a

parasitemia, enquanto que neste mesmo modelo o Bdz (1) ndo erradicou.
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Figura 10: N-acilhidrazonas com propriedades anti-T. cruzi. Valores de Cls para ensaios com amastigotas.

Uma analise minunciosa da estrutura da substancia (26) indicou uma similaridade
com o agrotoxico antifingico Fenarimol® (27), um triarilcarbinol de ocorréncia natural
(figura 11).

otimizagéo
estrutural

analogia
estrutural

CF;
CID-24892493 (26) Fenarimol (27) derivado (28)
Cisy=0.07 nM Cls5=100 nM Cls50 =30 nM

Figura 11: Identificagdo do composto (28), um agente tripanocida derivado do Fenarimol (27).
O Fenarimol (27), um inibidor da biossintese de ergosterol,”* foi de fato identificado

como um inibidor potente da proliferacéo de epimastigotas e toxico para tripomastigotas da
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cepa Tulahuén do T. cruzi, com valores de Clsg de 0.1 e 0.35 uM, respectivamente. A
toxicidade do composto 27 para células de mamiferos € baixa (Clsp = 76.8 uM, linhagem
L6): portanto com indice de seletividade (IS) de 220.2

Estes resultados promissores levaram a investigagdo das subunidades estruturais
do Fenarimol (27) que sédo essencial para a manutencéo da atividade tripanocida. Diversas
estratégias de modificacdo estrutural foram empregadas, incluindo a tentativa de
simplicacdo molecular. Uma analise extensiva das REA do Fenarimol (27) culminou com a
identificacdo do composto (28) (figura 11 ), um agente tripanocida potente e com eficacia e
seguranca terapéutica excelente in vivo.”

Tal como com o Fenarimol (27), os compostos E1224 (3) e Posaconazol (7) também
sdo agentes anti-T. cruzi que inibem a biossintese do ergosterol. Como citado
anteriormente, os compostos (3) e (7) estdo sendo avaliados em estudos clinicos com
pacientes na fase aguda. Mas cabe ressaltar a existéncia de relatos clinicos de
hepatotoxicidade apds tratamento com antifingicos do tipo azodis, incluindo o
Posaconazol.”*”® O potencial hepatotéxico do E1224 (3) e Posaconazol (7) representa
uma preocupacdo quanto a seguranca terapéutica destes farmacos para a doenca de
Chagas.

A busca por inibidores da biossintese de ergosterol do T. cruzi destituidos de
potencial hepatotoxico, tem sido vislumbrada. Um exemplo desta estratégia foi usado com
sucesso por Buckner e col.”® durante a identificacdo das propriedades tripanocidas do
Tipifarnib (Zarnestra ®, 29).

Cl
modificagbes
estruturais

visando melhora
da farmacocinética

| D

destituido de afinidade
ol pela farnesiltransferase

° |
| Tipifarnib (29) derivado (30)
Cls, 870 nM (CYP51) Clso 70 nM (CYP51)
Cls 4.0 nM (amastigotas) Cls 0.6 nM (amastigotas)
(enantiomericamente puro) (mistura racémica)

Figura 12: Otimizacdo estrutural do Tipifarnib (29) culminou com a descoberta do composto (30), um
derivado racémico, mais potente e com melhor perfil de biodisponibilidade por via oral.

Tipifarnib (29, figura 12 ), um derivado imidazdlico identificado por pesquisadores da

Johnson & Johnson®, é um farmaco antitumoral que age inibindo a enzima
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farnesiltransferase humana.”” Homologos funcionais da farnesyltransferase também sao
encontrados em protozoarios, incluindo em tripanossomas. Buckner e col.”® testaram entdo
Tipifarnib (29) frente ao T. cruzi e observaram que este farmaco antitumoral é também um
agente tripanocida potente, com Clsy de 4 nM para amastigotas da cepa Tulahuén. O
mecanismo de acdo tripanocida para o Tipifarnib ndo envolve a inibicdo da
farnesiltransferase (Clsop <50 pM), mas sim a inibicdo da enzima CYP51 do T. cruzi (Clsg =
1.7 uM).

Mais tarde, Buckner e col.”*"® vislumbraram a identificacdo de analogos do
Tipifarnib destituidos de afinidade pela farnesiltransferase humana; portanto seletivos para
a CYP51 do T. cruzi. Uma andlise das REA foi conduzida com o Tipifarnib (29) e permitiu a
identificagdo do composto (30), um andélogo estruturalmente otimizado do Tipifarnib,
seletivo para a enzima CYP51 do T. cruzi e dotado de poténcia similar ao Bdz (1) e
Posaconazol (7) em reduzir a parasitemia em animais infectados.

Diferente dos exemplos discutidos acima, a quimica medicinal que culminou com a
descoberta do composto K777 (6) teve como fonte de inspiracao os produtos naturais.

H& mais de 20 anos, pesquisadores da indistria farmacéutica Taisho® isolaram do
fungo Aspergillus japonicus dois peptideos de baixo peso molecular, denominados E64 e
E64c (31).%° Estes peptideos inibiram a atividade catalitica de cisteino proteases do tipo
papaina. A andlise de raios-X da papaina co-cristalizada com o composto (31) revelou que
o inibidor se liga covalentemente com a proteina, envolvendo o residuo cisteina-25. Este
mecanismo € irreversivel, tendo o grupo epdéxido do composto (31) como um centro
eletrofilico.®*

82
l.

Diante destes achados, McKerrow e col.” utilizaram as propriedades funcionais do

peptideo E64c (31) como protdétipo estrutural na busca de inibidores da protease cruzaina

do T. cruzi (figura 13). Apés sucessivas modificagdes moleculares,? >34

estes esforgos
culminaram com a descoberta do peptideo K777 (6), um inibidor da cruzaina potente e
seletivo (IS > 100, cruzaina versus catepsina L), e capaz em erradicar o T. cruzi em
modelos experimentais in vitro e in vivo.

Mckerrow e col.®®®” também demonstraram que o tratamento por via intraperitoneal
durante 30 dias consecutivos do composto K777 (6) na dose de 30 mg/kg cura
camundongos imunodeficientes infectados com a cepa Colombiana do T. cruzi. Nesse
modelo experimental com camundongos da linhagem Ragl (delec&o de linfécitos B e T), a

parasitemia tecidual é cinco vezes mais alta que em camundongos silvestres BALB/c ou
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C57BL ("wild-type™). O K777 (6) é de fato o unico composto com eficacia comprovada
neste modelo.

O composto K777 (6), juntamente com o derivado do Fenarimol (28) e do Tipifarnib
(30), representam os candidatos a farmacos antichagasicos mais promissores até o
momento descritos na literatura. Por um lado, o K777 (6) sobressai entre os demais,
devido a compravada eficacia deste composto em modelos experimentais de infeccdo que
mimetizam a cardiomiopatia chagasica. Todavia, cabe ressaltar que o K777 (6) € um
composto peptidico, o que talvez tenha eficicia limitada por via oral. A busca de novos

inibidores da cruzaina destituidos de natureza peptidica se faz portanto necessaria.

Aspergillus japonicus
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Figura 13: Quimica medicinal que culminou com a descoberta do K777 (6), um candidato a farmaco util no

tratamento da doenca de Chagas.
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4.1 Planejamento estrutural

Uma classe de compostos tripanocidas sao as ariltiossemicarbazonas (36) e seus
analogos ciclicos, as arilpirazolinas (37).%%%° Estas classes de compostos agem como
inibidores covalentes e reversiveis da cruzaina. Neste contexto, trabalhos anteriores do
nosso grupo de pesquisas identificaram uma série de inibidores nao-peptidicos da
cruzaina, percentences a classe das 2-iminotiazolidina-4-onas.’%* O planejamento
estrutural da série (38) teve como fundamento a relacdo bioisostérica®® entre o anel

tiazolidinico presente na série (38) e tiossemicarbazonas (36) (figura 14 ).

R R R
)\ H NH S RN N
2 S
x AN NH; Ar N ph”” N R
Ar N \'I/ 1
S HN
S

arilpirazolinas (37) ariltiossemicarbazonas (36) 2-iminotiazolidina-4-onas (38) 0

Figura 14: Similaridade estrutural entre tiossemicarbazonas (36) e 2-iminotiazolidina-4-onas (38).

Apos a triagem das propriedades tripanocidas na série (38), 0 nosso grupo de
pesquisas logrou sucesso na identificacdo dos compostos (39) e (40) (figura 15). O
composto (40) apresentou propriedade tripanocida com poténcia similar ao Bdz (1),
destituido porém de toxicidade em esplendcitos. Enquanto que o Bdz (1) apresentou um IS

= 5, cabe destacar que o composto (40) apresentou IS > 20 e a toxicidade, in vivo, baixa

em camundongos da linhagem BALB/c.*"%
S N N S S
\/\N/ N s \ /k o
W \N/ N

HN H

39) % (40)

Clsg = 20.4 uM (cruzaina) Clso = 0.4 uM (cruzaina)

Clso = 80.4 uM (tripomastigotas) Clso =10 uM (tripomastigotas)

Clso = 6.7 uM (epimastigotas) Clso =2.9 uM (epimastigotas)

Figura 15: Identificacéo das 2-iminotiazolidina-4-onas (39) e (40) como agentes tripanocidas.” "

O tratamento tanto por via oral como por via intraperitoneal do composto (40) na
dose de 100 mg/kg nao reduziu significativamente a parasitemia sanguinea em
camundongos BALB/c infectados com tripomastigotas da cepa Colombiana quando

comparado com o controle negativo.** Por este motivo, decidimos reestruturar a série das
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2-iminotiazolidin-4-onas (38) na tentativa de identificar compostos com um perfil tripanocida
melhor.

Neste mesmo sentido, McKerrow e col. descreveram um trabalho com objetivo de
identificar analogos estruturais e conformacionais otimizados do composto K777 (6).%°
Neste trabalho, inibidores da cruzaina mais potentes que o K777 (6) foram identificados,
tais como o composto (41), um inibidor da cruzaina potente e seletivo (Clsop = 0.01 uM), e
dotado de propriedades tripanocidas (Clsp = 1.0 pM, amastigotas). Em relagcdo aos
requerimentos estruturais do composto (41), a presenca do grupo 2,2°,4/4-
tetraflGorfendximetilcetona (42) foi descrito como sendo importante para a propriedade
inibitéria na cruzaina, porém analogos sem o flior também apresentaram propriedades

inibitérias na cruzaina.®®

R
S\)\ N
subunidade (42) HN \N s YS <
................................ \
:.. ‘: QL] HN
R 38)

...........................

combinagao de substituintes diferentes em R, e R3
resultando em dezoito compostos

Figura 16: Planejamento estrutural das 2-iminotiazolidina-4-onas (43), utilizando as principais caracteristicas
estruturais identificadas nos compostos (38) e (41).

Em virtude das propriedades tripanocidas do composto (41), nés decidimos
substituir o grupo tiofenéxi pelo grupo fendxi durante o planejamento estrutural de uma
nova geracao de 2-iminotiazolidina-4-onas (43) (figura 16 ). Ademais, escolheu-se realizar
modificacdes estruturais e inserir substituintes em posicbes que ndo foram explorados
anteriormente em nosso grupo de pesquisas. Por exemplo, a insercdo de substituintes na
posicdo N3 foi realizada de maneira racional, tendo como objetivo investigar a importancia

do NH (funcéo aceptor/doador de ligacédo de hidrogénio).
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Os compostos (39) e (40) possuem uma metila na posicdo C5. Analogos destes
compostos desprovidos da metila em C5 foram menos potentes.” Tendo em mente estes
resultados, nés priorizamos a insercdo de substituintes alifaticos e aromaticos na posicao
C5 da série (43). Na tentativa de investigar a importancia da carbonila do anel tiazolidinico
para a propriedade tripanocida, utilizamos a estratégia do bioisosterismo. Sendo assim, em
alguns compostos da série (43), a carbonila foi substituida pela tiocarbonila.

Por fim, ndés almejamos substituir o heterociclo tiazolidinico por outro heterociclo
estruturalmente equivalente (bioisostérico). Por razbes experimentais, nds elegemos o anel
1,3-tiazol, culminando assim com a construcdo estrutural dos 2-imino-1,3-tiazéis (44)
(figura 17).

©/ HN\{_@ <:> ©/ \ s
2-iminotiazolidina-4-onas (43) n
@ bioisosterismo

2-iminotiazolidina-4-tionas S 2-imino-1,3-tiazois (44)

Figura 17: Emprego do bioisosterismo para o planejamento dos 2-imino-1,3-tiazois (44).

A construcao estrutural da série de 2-imino-1,3-tiazois (44) também levou em conta
a possivel relacdo bioisostérica entre os heterociclos 2-iminotiazolidina-4-onas (43) versus
2-imino-1,3-tiazois (44). Ambos os heterociclos sao capazes de interagir por ligagbes de
hidrogénio com os receptores envolvidos na atividade tripanocida. Porém, com
propriedades fisico-quimicas (estereoeletrénicas, lipofilia) distintas.

O planejamento da série (44) possibilitaria estudar o efeito eletrbnico de
substituintes localizados na posi¢cdo C4 do anel tiazélico. Partindo da fenila como anel
aromatico de referéncia, diversos substituintes no anel fenilico foram inseridos (mono- e bi-
substituicdes nas posicdes orto, meta e para), além de anéis heterociclicos aromaticos, tais

como piridina (2-, 3- e 4-), 2-furanil e 2-tiofenil.
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Uma vez que o planejamento estrutural foi realizado, seguimos em direcao a sintese
dos compostos almejados. A figura 18 apresenta a sequencia das reacdes envolvidas na

sintese das 2-iminotiazolidina-4-onas (43a-t) e 2-iminotiazdis (44a-t).
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Figura 18 : Rota sintética para obtencdo das 2-iminotiazolidina-4-onas (43a—t) e 2-imino-1,3-tiazdis (44a-t).
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4.2 Sintese dos compostos
4.2.1 Sintese das 2-iminotiazolidina-4-onas (43a —r) e 2-iminotiazolidina-4-tionas (43s,
43t)

A sintese da série (43a—t) é divergente e tem como ponto de partida a sintese da
fenoxi-2-propanona (46). O composto (46) é disponivel comercialmente, porém devido a
necessidade de usar uma quantidade grande deste composto, foi necessario sintetiza-lo. A
fenoxi-2-propanona (46) foi preparada a partir da O-alquilacdo do fénol (45) com a 2-
cloroacetona a temperatura ambiente em um banho de ultrassom.?® O produto obtido (46)
foi utilizado nas etapas posteriores sem prévia purificacdo, pois o rendimento foi quantitativo

e apresentou pureza satisfatéria (esquema 1).

o
OH CICOCH; O\)I\
_
K,CO;3, t.a.,)))
(45) (46) rend. 68 %
Esquema 1.

Para a sintese das tiossemicarbazonas (48a-f), foi necessario primeiramente
preparar trés tiossemicarbazidas com substituintes na posi¢cdo N4 (47d—f), enquanto que
as demais tiossemicarbazidas substituidas (47a—c) foram adquiridas de fontes comerciais
(figura 19).

/T /\n/\”z"/T

(47a) (47b) (47c)

MacSaactane

Figura 19: Tiossemicarbazidas (47a—f).

As tiossemicarbazidas (47d—f) foram preparadas através da metodologia "one-pot
two-steps” descrita por Wong e Dolman®’ que se baseia na preparacdo de isotiocianatos

seguida pela adicdo do hidrato de hidrazina (55 % v/v) (esquema 2). Porém, esta
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metodologia ndo funcionou bem para a preparacdo de tiossemicarbazidas substituidas na

posicdo N4 com 4-flaorfenil, 4-clorofenil e demais substituintes retiradores de elétrons.

CS,, TEA H s- TsCl, TEA NH-NH. H0
R—NH; — R/ — » R—NCS #, / \'I/ \
S isotiocianatos
Comp. R Rend. (%)
47d 4-MePh 51
47e: 4-MeOPh 50
47f.  ciclohexil 38
Esquema 2.

Diante desta limitacdo, decidimos utilizar outra metodologia "one-pot two-steps”
descrita por Scovill e col.®®, que se baseia na preparacdo do metilhidrazino ditiocarbamato
gue em seguida poderia ser convertido na tiossemicarbazida (47g) (esquema 3). Embora
com tentativas diversas, o rendimento do composto (47g) foi muito abaixo daquele descrito
na literatura (rend. obtido 10 %; rend. 1it.*° 65 %). Por isso, ndo foi possivel prossegir na

sintese de demais tiossemicarbazidas substituidas na posicdo N4.

CS,, KOH, 0°C /©/
NH,NH,H,0 Mel.0°C _ JI\ )I\
2NF3 H3 \ e _)e> H,N \

i (479)

Esquema 3.

A fenoxi-2-propanona (46) foi em seguida submetida a condensacdo com as
respectivas tiossemicarbazidas (47a—f) para obter as tiossemicarbazonas (48a—f).

o
H H
o) NH,NHCSNHR o X N NG
(47a-f) N \Ir R
_—
46) AcOH, ta, ) (48a-f) S
Comp. R rend.(%) Comp. R rend. (%)
48a H 78 48d 4-MePh 66
48b CHj; 69 48e 4-MeOPh 82
48c Ph 80 48f ciclohexil 65
Esquema 4.

Conforme descrito no esquema 4, as reacdes para as tiossemicarbazonas (48a—f)

foram realizadas na presenca de &cido acético (AcOH), a temperatura ambiente, em um
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banho de ultrassom.”® Nestas condic8es, foi possivel sintetizar seis tiossemicarbazonas
(48a—f) com rendimentos satisfatorios (65—82 %) e tempo reacional de 30 minutos.

As tiossemicarbazonas (48a—f) foram caracterizadas por técnicas espectrométricas
(RMN de *H e *3C, IV) e por EMAR. Nos espectros de IV, a auséncia de absorcéo na regiéo
de estiramento axial de carbonilas (1790-1700 cm™) foi um indicio importante da formac&o
da ligacdo C=N. A adicdo de D.O apés a aquisicdo do RMN de H permitiu localizar os
prétons de NH;, e NH.

Nos espectros de RMN de 'H das tiossemicarbazonas (48a—f), nés observamos
sinais duplicados dos hidrogénios referentes ao metileno e metila. Os espectros de RMN de
13C dos compostos (48a) e (48c) também apresentou 0 mesmo tipo de duplicidade nos
sinais referentes aos carbonos do metileno e metila. A duplicacdo destes sinais poderia ser
devido a presenca de rotdmeros ou diastereocisbmeros nas amostras. Estes sinais
duplicados possuem integracao relativa distinta. Por exemplo, os dois sinais relativos aos
hidrogénios do metileno no composto (48a) apresentam um propor¢cao de
aproximadamente 9.5 / 0.5. Além disso, a diferenca de deslocamento quimico entre estes
sinais € em torno de 0.2 ppm; no caso de rotdmeros, geralmente se observa dois sinais
guase gque sobrepostos. Estas observacdes sdo sugestivas da formacdo de uma mistura de

diastereoisomeros (Z) e (E).

é_——-1H71.97 ppm
\)\ L \’r
(483) 1H-4.65 ppm

"H-2.07 ppm

\ / \“/
(48¢) \
TH-4.74 ppm

Figura 20 : Representacdo elipséide (ORTEP-3), com atomos numerados e elipséides de vibracdo térmica
com 50% de probabilidade, para as tiossemicarbazonas (48a) e (48c).
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As tiossemicarbazonas (48a—f) sdo sélidos cristalinos, o que nos permitiu obter
cristais apropriados para a difracédo de raios-X.

A difracdo de raios-X foi realizada para as tiossemicarbazonas (48a) e (48c) (figura
20). Ao analisar a sequencia C(1)-C(2)-N(1)-N(2) ou C(3)-C(2)-N(1)-N(2), pode-se
observar a configuracdo (E) em relagdo a ligagdo C=N. O 4tomo de enxofre se orienta
numa posi¢éo trans em relacdo ao nitrogénio azometinico N(1). Este conférmero é de fato
observado em estruturas cristalograficas de tiossemicarbazonas na auséncia de agentes
quelantes, tais como metais de transicgo.'%%1*

Com o intuito de comparar as propriedades tripanocidas, nés preparamos o derivado
semicarbazonico (48g) e guanilhidrazbnico (48h), andélogos estruturais da
tiossemicarbazona (48a) (esquema 5). Estes compostos foram preparados de maneira
semelhante aos das tiossemicarbazonas da série (48a—f), porém com o uso de acetato de
sodio ao invés do acido acético, pois 0s reagentes para preparacdo dos compostos (489) e

(48h) estavam na forma de sais (cloridrato e bicarbonato, respectivamente).

(0]
(0] H NH
o NH,NHCXNH, \N - \"/ 2
—
AcONa, ta, ))) X
(46)
Comp. X rend. (%)
48g 0 85
48h NH 64
Esquema 5.

Para a nossa surpresa, a analise espectroscopica dos compostos (48g) e (48h)
revelou a presenca de somente um diastereoisébmero, que atribuimos a configuragédo (E)
relativa a ligagdo C=N.

Em virtude destes resultados, nos decidimos verificar se a sintese da
tiossemicarbazona (48a) sem acido acético levaria a formacdo de um Unico isdbmero.
Entretanto, a analise por CCD indicou novamente a presenca dos dois isdmeros, que foi
mais tarde confirmada pela RMN de *H.

Como nao foi possivel preparar os compostos (48a—f) diastereocisomericamente
puros, estes foram utilizados na préxima etapa sintética sem prévia separacdo dos
isdmeros. Sendo assim, a integracao relativa dos dois singletos referentes aos hidrogénios
metilénicos foi utilizada para determinar a propor¢cdo percentual de cada isdbmero nas

tiossemicarbazonas (48a—f). Esta determinagdo foi também confirmada pela cromatografia
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liquida de alta eficiéncia. Em geral, a proporcao relativa foi em torno de 95/ 5 % para os
isomeros (E) e (Z), respectivamente.

Antes de prosseguir com a preparacdo das 2-iminotiazolidina-4-onas (43a-r), foi
necessario preparar os acetatos a-halogenados (49a—e). Os compostos (49a—d) foram
obtidos a partir da esterificacdo dos acidos a-haloacéticos disponiveis comercialmente. Os
compostos (49a—d) foram utilizados na etapa posterior sem prévia purificacdo (esquema 6 ).
Ja o composto (49e¢) foi preparado em duas etapas partindo do acido mandélico (racémico),

com rendimento de 61 %.%*

Br
Comp. R4
H EtOH OEt 49a. H
— > R 49b: CHs
HCI, refluxo 49¢: CH2CH3

(49a-d) O 49d: CH(CHs),
cl

Br
(0]
R4
0]
OH OH
OEt
OH  pon OEt SOCl,
—— —_—>
O HCL refluxo O TEA. 0°C O
(49¢)

acido mandélico

Esquema 5.

As 2-iminotiazolidina-4-onas (43a—r) foram entdo sintetizadas através da reacdo
entre a respectiva tiossemicarbazona (48a—f) com os respectivos acetatos a-halogenados
(49a—e). Estas reacOes foram realizadas em etanol absoluto, em excesso de acetato de
soédio anidro, a temperatura de refluxo e agitacdo magnética vigorosa. As reacdes foram
acompanhadas por CCD que mostraram o0 consumo dos materiais de partida
(tiossemicarbazonas) apds 18-24 horas de reacao (tabela 1).

Apos cristalizacdo em etanol ou tolueno, os compostos (43a—r) foram isolados como
sélidos cristalinos e rendimentos que variaram de 38 a 84 %. Os substituintes e
propriedades fisicas das 2-iminotiazolidina-4-onas (43a-r) estdo listadas na Tabela 1.

Tal como as tiossemicarbazonas (48a—f), as 2-iminotiazolidina-4-onas (43a—r) foram
caracterizadas por técnicas espectrométricas (RMN de *H e *C, IV) e por EMAR. A pureza

foi confirmada pela anéalise elementar de C, N, H e S.
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Tabela 1: Sintese das 2-iminotiazolidina-4-onas (43a—r) e descricdo dos substituintes, rendimentos e

propriedades fisicas.

O\)\ H H Br o8 O\)\\ N S
\N/ T \R 0 N/ \Y
—_—
{49a-¢) N
(48a-1) 3 AcOK, refluxo (43a-r) 7/
R o)
Estrutura Ry codigo p.f. (°C) | rend. (%)
\)\ H 43a 130-131 |53
o IS N _s CHj 43b 117-120 | 38
Q/ NN N—r: [ CH,CH, 43¢ 133 51
! CH(CHa), 43d 139 38
H o CeHs 43e 150 41
\)\ H 43f 112 54
x° \N/NYS - | CHa 439 67 60
| \ "' CH,CH, 43h 129 72
F P CH(CHs)» 43 138 70
0 CeHs 43 157 76
\)\ H 43k 139 50
0 NG CH 43 138 84
NT 3
©/ T R CH,CHj 43m 118 70
CH(CHa), 43n 128-130 | 78
O 5 [ CeHs 430 150-161 | 74
0\)\ /N S
NT N R
O/ T
\Z— CH,CHj 43p 140 68
[¢]
0\)\ /N S
NT R
T
D/ °
~~o
0\)\ L s
N \r i
O/ ON\R’ CH,CHj3 43r 139-140 |71
o]
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Uma caracteristica espectroscépica dos compostos (43a-r) € a presenca de
absorcdes na regido de estiramento axial de carbonilas nos espectros de IV, confirmando
assim a formacdo do anel tiazolidinico. O sinal referente ao carbono da carbonila foi
também localizado na RMN de *3C e DEPT (figura 21 ).

158.0

1.81

161 5 14.6

9’9

1279

— = RMNH
— s~ RMN B3¢

Figura 21: Dados espectroscopicos da 2-iminotiazolidina-4-ona (43m). Deslocamento quimico em ppm.

Os compostos (43c, 43h, 43m e 43p-r) possuem um substituinte etila localizado na
posicdo C5 no heterociclo. Os protons metilénicos deste substituinte estdo adjacentes ao
carbono assimétrico. Na RMN de 'H, a multiplicidade destes prétons diastereotépicos se
apresentou na forma de dois multipletos bem resolvidos e com integracéo relativa para dois
prétons. Para confirmar esta atribuicdo, o espectro de HSQC do composto (43c) foi obtido.
Com o0 uso desta técnica, foi possivel observar que o carbono metilénico (& 25.4 ppm)
correlaciona com dois multipletos (& 1.73-1.81 e 1.92-1.98 ppm), previamente atribuidos
aos prétons metilénicos.

Outra caracteristica estrutural importante € a posicéo da ligacdo dupla envolvendo o
carbono C2. Dependendo do tautomerismo imino-lactama, a ligagao dupla do carbono C2
presente nos compostos (43a—e) pode ser endociclica ou exociclica em relacdo ao
heterociclo (figura 22 ).

Na RMN de *H dos compostos (43a—e), o deslocamento quimico do N-H varia entre
11.86-11.94 ppm (em DMSO-dg). Ja nas tiossemicarbazonas (48a—f), o deslocamento
guimico de protons hidrazinicos varia entre 10.17-10.70 ppm e na semicarbazona (48g),

este proton tem deslocamento de 9.26 ppm. Ja os dados da literatura para protons



amidicos de lactamas, 2-iminotiazolidina-4-onas e tiazolidina-2,4-dionas mostram o

deslocamento quimico na faixa entre 11.4-12.1 ppm.'®'% Diante destes relatos, nés

podemos sugerir que o sinal de N—-H nos compostos (43a—e) ndo é caracteristico de

prétons hidrazinicos, mas sim caracteristico de protons amidicos tipico de lactamas

(43a,formall).

1 H 1
\N -, \Zr S ©/ NN S
4 \ 4
N
(43a), 1 AN (43a), 11 3 W\
(o] (o]

Figura 22 : Posicéo da ligagdo C=N no carbono C2 do composto (43a).

Para uma atribuicdo inequivoca desta ligacdo, nos tentamos obter cristais dos

compostos (43a—e) apropriados para a difracdo de raios-X, porém ndés ndo logramos

sucesso. Contudo, nés podemos fazer uma comparacdo com dados cristalograficos que

foram obtidos recentemente pelo nosso grupo de pesquisas. O composto (52) € uma 2-

iminotiazolidina-4-ona sintetizada previamente pelo nosso grupo de pesquisas e também

um analogo estrutural da série (43a—r).1%’

dados do composto (52):
N—H: 11.98 ppm (RMN "H, DMSO-dj)
CH=N:7.72 ppm (RMN 'H, DMSO-dj)
configuracao relativa (E)

Figura 23: Dados estruturais (A); representacdo elipsoide (B) e empacotamento cristalino (C) da 2-
iminotiazolidina-4-ona (52). Linhas pontilhadas séo ligacdes de hidrogénio.
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A inspecao da cristalografia de raios-X do composto (52) nos permitiu inferir sobre a
posicéo da ligacdo dupla no carbono C2. Na célula unitaria do composto (52), o hidrogénio
se localiza na posicao N3; portanto a ligacdo dupla é exociclica em relagcdo ao carbono C2.
Esta atribuicdo é visualizada mais claramente ao se analisar as ligacées de hidrogénio ao
longo do empacotamento cristalino (Figura 23).1% Portanto, é coerente sugerir que nas 2-
iminotiazolidina-4-onas (43a—e), a posicao da ligacdo C=N também é exociclica.

Com o intuito de comparar as propriedades farmacolégicas entre os bioisostéros
classicos do tipo 2-iminotiazolidina-4-onas e 2-iminotiazolidina-4-tionas, os compostos (43c)
e (430) foram convertidos em derivados tionilados usando o reagente de Lawesson (50).'%
Os compostos (43c) e (430) foram solubilizados em uma mistura de 1,4-dioxano/tolueno, e
ap6s aquecimento brando, o reagente de Lawesson (50) foi adicionado na mistura
reacional. As reagbes foram acompanhadas por CCD e mostraram o consumo dos

materiais de partida (2-iminotiazolidina-4-onas) apos 24 horas de reacao (esquema 6 ).

\
¢]
s ./
S:PI\ IP\S
0 \r (50) ° \r
tolueno/dloxano
refluxo
comp. R R, comp. R R; rend. (%)
43c: H C,H; 43s: H CHs 60
430: C¢Hs CgHs 43t: C¢Hs; CiHs 74

Esquema 6.

ApoOs purificacdo em coluna cromatografica e cristalizagcdo em etanol, os compostos
(43s) e (43t) foram isolados como solidos cristalinos amarelos. A caracterizagcdo
espectroscopica destes compostos foi realizada da mesma maneira que nos compostos
(43a-r).
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4.2.2 Sintese dos 2-imino-1,3-tiazoéis (44a —t)

Diferentemente da quimica de 2-iminotiazolidina-4-onas, na qual nosso grupo de
pesquisas possui experiéncia prévia, para a sintese dos 2-imino-1,3-tiazois (44a—t) nos
tivemos a necessidade de identificar as melhores condi¢des reacionais antes de conduzir a
sintese da série inteira.

Para a preparacao de compostos 1,3-tiazélicos, o método sintético mais utilizado € o
de Hantzsch (Esquema 7). Esta rota fornece rendimentos satisfatorios, € de facil execucéo,

além de ser compativel com diversos substratos.*'°

)k )]\/ >~ N

—< + R \

H, base alcalina, \ \N )\
refluxo

(tioamidas) 1,3-tiazois 1,2,4-tiadiazois

(subproduto)

Esquema 7.

Em relacdo as condicdes reacionais para a sintese de 1,3-tiazéis, uma consulta na

literatura revelou um trabalho descrito por Filetici e col.**

para a sintese de 2-imino-1,3-
tiazois. Neste trabalho, as condi¢des reacionais foram brandas, sem a adi¢cdo de base, a
temperatura ambiente e usando 2-propanol como solvente. Com estas condic¢des, Filetici e
col. observaram rendimentos entre 59-99 % e tempo reacional de 120 minutos. Nesta
mesma época, foi descrito outro procedimento para a sintese de 2-aril-1,3-tiazdis na
presenca de liquidos ibnicos como aditivo e usando um banho de ultrassom (25 kHz).

Nestas condicdes, Li e col.**?

observam rendimentos de 88-98% e tempos reacionais entre
2-10 minutos.

N6s entdo decidimos testar se a sintese dos 2-imino-1,3-tiazéis (44a-t) a
temperatura ambiente e sem a adicdo de base levaria a rendimentos satisfatorios. Usando
2-propanol como solvente, o tiazol (44a) foi obtido com rendimento desejavel (76%) apos
guatro horas de agitacdo magnética. Quando a sintese do tiazol (44a) foi conduzida em um
banho de ultrassom (40 MHz por 30 minutos) ao invez de agitacdo magnética, um
rendimento similar (73 %) foi obtido.

Apés observar que o tempo reacional foi menor sob a irradiacdo no banho de
ultrassom do que na agitacdo magnética, decidimos variar o solvente (metanol, etanol ou 2-

propanol).
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Em 2-propanol, nés observamos uma mistura reacional aparentemente homogénea
apos cerca de 2 minutos de sonicacdo. Ao longo da reacdo, o produto reacional precipita,
sendo necessario apenas uma filtracao para coletar o produto ao final da reacdo. Ou seja, 0
uso de 2-propanol permitir que o produto precipite ao longo da reagao, deslocando assim o
equilibrio reacional em direcdo a formacao dos produtos. Quando etanol ou metanol foram
utilizados ao invez do propanol, o produto nao precipitou ao longo da reacédo, sendo
necessario evaporar o solvente e efetuar uma extracado para isolar o tiazol (44a). Como
consequéncia, os rendimentos reacionais foram ligeiramente menores (68% em etanol e
61% em metanol).

Uma vez que nos identificamos as condi¢cdes reacionais apropriadas para a sintese
dos tiazéis, nOs prosseguimos para a obtencdo das 2-bromoacetofenonas (51a—r). As 2-
bromoacetofenonas (51b—d, 51n, 510, 51q e 51r) foram preparadas aqui através da
bromacéo da respectiva acetofenona com bromo molecular, usando uma mistura de éter
dietilico e dioxano (1/1, v/v) como solvente, em agitacdo magnética a -5 °C (esquema 8 ).

Uma limitacdo que nds enfrentamos foi o rendimento baixo na bromacdo de
acetofenonas com substituintes metoxi ou nitro na posicdo orto, o que impossibilitou a
preparacdo de 2-imino-1,3-tiaz6is com substituintes na posicdo orto. As demais 2-

bromoacetofenonas da série (56a—r) foram adquiridas de fontes comerciais.

Comp. Ar rend. (%)

(o) o 51b  2-Py 69
Bry 51c  3-Py 70
- gr 51d 4Py 70
A eter/dioxano, -5°C A 51n 2,3,4-triCl 56
r r 510  4-tBu 34
(51b-d, n, o-r) 51q  2-furil 28
51r 2-tiofeno 30
Esquema 8.

Em maos das 2-bromoacetofenonas (51a-r), a série de 2-imino-1,3-tiazoéis (44a-r) foi
preparada em banho de ultrassom, usando propanol como solvente e sem aquecimento
externo. As reacdes foram mantidas durante 30 minutos e 0os compostos (44a-r) foram
isolados como solidos cristais com rendimentos entre 48-85 % (esquema 9).
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o ) s L, o I i s
\)\ \"/ \)\N \(

(51a r) \
(48a) -propanol (44a-r) N /
), ta.
N = =N o~
(rend.%) 44a (77) 44b (74) 44c 44d (70) 44e (60) 44f (70)
F cl Br : N | ;
44g (85) 44h (72) 44i (66) 44j (80) NO, 44k (48) Cl 441 (66)
o cl C|r: ; ~c /K©><)k“ k@ &O
(o]
44m (55) 44n (50) 440 (79) 44p (70) 44q (50) 44r (53)
Esquema 9.

Para investigar o efeito de substituintes inseridos na posicdo N2 para a atividade
farmacoldgica, n6s preparamos 0s 2-imino-1,3-tiazdis (44s) e (44t) (esquema 10). Estes
dois compostos foram preparados da mesma maneira que 0S compostos (44a—r), porém

com um tempo reacional de 60 minutos.

0\)\ ~N \"/ NYS

(51a) /
2- propanol N
). t.a.
‘(‘::tr)np. R Comp. R rend. (%) R
P 8”.3 44s CH; 73
c 6t 15 44t CeHs 75
Esguema 10.

As estruturas dos 2-imino-1,3-tiazéis (44a—t) foram confirmadas por IV, RMN (*H, *3C
e DEPT quando necessario) e EMAR. A andlise dos espectros de RMN de *H e *3C dos
compostos (44a—t) permitiu evidenciar os sinais referentes ao metino localizado na posicéo

C5 no anel heterociclico, diagnéstico para esta classe de compostos. Na RMN de *C, o
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carbono referente a este metino € de facil localizacéo, tendo & = 102.8 ppm. Nos espectros
de IV, a presenca de banda referentes as ligacbes iminicas, bem como a auséncia de
absorcao na regiao de carbonilas, que também s&o sugestivos da formacédo dos compostos
(44a-t).

Nos espectros de RMN de *H dos compostos (44a—r), o deslocamento quimico dos
prétons do N-H variam entre 10.53-11.25 ppm. Esta faixa de deslocamento quimico é
similar com o observado para as tiossemicarbazonas (48a—f) (figura 24 ). E evidente que
este tipo de comparacdo deve ser utilizado com cautela, pois o deslocamento quimico de
prétons labeis variam com a temperatura, concentracdo e o solvente usado. Todavia, nos

parece coerente sugerir gue o N—H nos compostos (44a—r) é hidrazinico.

H: 10.51 —11.25 ppm \

H
0 0\)\ /N S
N—/
(43a-¢) (44a-r)
A=293-315nm A=329-350 nm

IH 11.86 — 11.94 ppm
TH: 10.17 —10.70 ppm \ "H: 9.26 ppm \

j T
H
O\* N N 0\/1% N NH
N/ \"/ \R N/ T 2
S

(0]
(48a-f) (48g)
A=293-299 nm A=293 nm

Figura 24 . Deslocamento quimico referente ao préton no nitrogénio N2. Valores para espectros adquiridos em
DMSO-dg. Valores do comprimento de ondas dos maximos de emisséo (Anax) €m metanol.

Outra evidéncia sobre a localizacdo do N-H pode ser inferida pelas caracteristicas
fisicas dos 2-imino-1,3-tiazéis (44a—r). Os compostos (44a—r) sdo soélidos cristalinos com
coloracdo intensa e absor¢cdo na regido da luz visivel caracteristica de heterociclos
aromaticos. Ja as tiossemicarbazonas (48a—f) e as 2-iminotiazolidina-4-onas (43a-r) séo
solidos cristalinos, na sua grande maioria, incolores e com baixa absor¢édo na regido da luz
visivel. A figura 25 apresenta, de maneira ilustrativa, os dados espectroscopicos do 2-
imino-1,3-tiazol (44i).
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Figura 25: Dados espectroscopicos do 2-imino-1,3-tiazo (44i). Deslocamento quimico em ppm.
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4.3 Avaliacao farmacologica

A figura 26 ilustra o planejamento utilizado para a avaliacdo farmacologica das
propriedades tripanocidas, bem como os critérios utilizados durante a triagem dos

compostos.

H
0\)\\ N S 0\/L\ N S
N \Y R4 blolsostert N \W /
/N ioisosterismo b
i X A

20 tiazolidinas 20 tiazdis r

- triageminvitro Inibigdo da atividade
T. cruzi (axénico) catalitica da cruzaina
- relagdes estrutura-atividades
(REA)
Cls, < Bdz Clyy < 20uM

P s R Cly, < Bdz .
triagem em modelo de infecgéo { avaliagdo em modelo de
e I PP RGN
_ in vitro infecgdo in vivo

e s cura ou
bioisosterismo eficacia < Bdz I eficicia> Bdz

estrigdo conformaciona

homologacdo ou Candidato a farmaco
hibridagdo

Figura 26: Planejamento da avaliagdo das propriedades tripanocidas para os compostos (43a-t) e (44a-t).

Como mostrado na figura 26 , as 2-iminotiazolidina-4-onas (43a-t) e 0s 2-imino-1,3-
tiazois (44a—t) foram iniciamente avaliados, in vitro, quanto as propriedades tripanocidas em
modelos experimentais frente as formas evolutivas epimastigotas e tripomastigotas das
cepas Y ou Dm28c do T. cruzi. Nestes ensaios, os valores de Clsp (LM) foram calculados.

Nos ensaios com epimastigotas, o valor da Clsg reflete a capacidade do composto
em inibir a proliferacdo celular do parasita quando comparado com a cultura celular n&o
tratada (controle negativo). Os compostos (43a—t) e (44a-t) foram incubados na presenca
de epimastigotas por cinco (cepa Dm28c) ou onze dias (cepa Y). Ja nos ensaios com
tripomastigotas, a forma evolutiva infectante em mamiferos, o valor da Clsg reflete o efeito

do composto em reduzir a viabilidade celular do parasita quando comparado com ocontrole
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negativo. Neste ensaio, os compostos (43a—t) e (44a-t) foram incubados na presenca de
tripomastigotas da cepa Y por vinte e quatro horas.

Para determinar a seletividade, os compostos (43a—t) e (44a—t) foram testados em
ensaios com células de mamiferos. O efeito na viabilidade celular (toxicidade) destes
compostos em esplendcitos de camundongos da linhagem BALB/c foi avaliado. Como este
ensaio € de viabilidade celular, os esplendcitos foram incubados na presenca dos
compostos (43a-t) e (44a-t) por vinte e quatro horas. Devido ao grande numero de
compostos, a toxicidade em esplendcitos foi quantificada como a maior concentragdo néo-
toxica para as células, e quando necessario, os valores de Clsy (em pM) foram
determinados.

Para a triagem dos compostos tripanocidas mais potentes, os valores de Clsp foram
comparados com os farmacos Bdz (1) e Nfz (2). Seguindo os critérios preconizados pelo

Programa Integrado de Doenca de Chagas da Fiocruz (Brasil),**

compostos com valores
de Clsp igual ou menor que o Bdz (1) foram selecionados para a avaliacdo em ensaios com
amastigotas do T. cruzi, assim como a determinacdo do indice de seletividade (IS = Cls
células mamiferos / Clsp amastigotas).

Os compostos selecionados para a avaliacdo com amastigotas foram testados em
dois modelos experimentais.

No modelo de desenvolvimento da infeccdo, macrofagos de camundongos da
linhagem BALB/c foram infectados com tripomastigotas da cepa Y. Apos infecgcdo, o0s
compostos foram adicionados na cultura celular e incubados por quatro dias. Neste modelo,
0 controle negativo apresenta uma taxa de macrofagos infectados elevada, e como
consequéncia do desenvolvimento da infeccdo, o nimero de amastigotas intracelulares é
alto.'* Portanto, a eficacia de um composto neste modelo se reflete na capacidade em
reduzir a diferenciacdo de tripomastigotas em amastigotas, interrompendo o curso da
infeccéo. Os valores de Clso foram calculados tendo como valor de referéncia a Clso do Bdz
(2).

J& no modelo de invasdo do parasita, macréfagos de camundongos da linhagem
BALB/c foram infectados com tripomastigotas da cepa Y e simultaneamente tratados com
0S compostos e entdo incubados por duas horas. A eficacia de um composto neste modelo
se traduz na capacidade de impedir a adeséo e invaséo de tripomastigotas em macrofagos,
evitando assim a infeccdo.'™ A anfotericina B (AnfB) foi utilizada como farmaco de

referéncia.
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Compostos com valores de Clsy (amastigotas) igual ou menor do que o Bdz (1) e
com IS > 50 foram eleitos para a avaliacdo da eficacia, in vivo, em reduzir a parasitemia
sanguinea. NOs utilizamos o modelo de infeccdo aguda em camundongos da linhagem
BALB/c infectados com tripomastigotas da cepa Y. Neste modelo, os animais infectados
foram tratados por via oral com os compostos durante cinco dias consecutivos no quinto dia
apos infeccéo. O Bdz (1) foi utilizado como farmaco de referéncia neste ensaio.

Compostos com eficacia similar ao Bdz (1) sdo considerados prototipos estruturais,
candidatos a farmacos U(teis no tratamento da doenca de Chagas. Compostos que
reduziram a parasitemia com eficacia inferior ao Bdz (1) foram sinteticamente
reestruturados visando a otimizacao das propriedades farmacoldgicas.

Com o objetivo de identificar o mecanismo de acéo dos compostos (43a—t) e (44a—t)
no T. cruzi, a inibicdo da atividade catalitica da cruzaina pelos compostos foi determinada.
Este ensaio é colorimétrico e baseado na competicdo de substratos pelo sitio catalitico da
enzima.''® A incubacdo da cruzaina com o peptideo ZFR-AMC resulta em clivagem deste
peptideo, produzindo 4-metilcumarina que possui fluorescéncia diferente do ZFR-AMC.
Compostos com afinidade pela cruzaina competem com o peptideo ZFR-AMC pelo sitio
catalitico, diminuindo assim a quantidade de 4-metilcumarina formada.*'® Neste ensaio, a
inibicdo da atividade catalitica da cruzaina se reflete na capacidade de um composto em
impedir a ligagcdo da enzima pelo seu substrato ZFR-AMC. Devido ao grande numero de
compostos, 0os compostos (43a-t) e (44a—t) foram testados em uma Unica concentragdo (de
100 ou 20 pM), e apos a triagem dos mais ativos, os valores de Clso (UM) foram calculados.
Os compostos mais potentes em inibir a cruzaina foram ainda selecionados para os ensaios
com as enzimas recombinantes catepsinas L e S. Com isso, pretendemos determinar a
seletividade destes compostos em inibir a protease do T. cruzi versus as proteases de

mamiferos.

4.3.1 Avaliacdo farmacologica das 2-iminotiazolidin ~ a-4-onas (43a—)

4.3.1.1 Inibicdo da atividade catalitica da cruzain a

A série (43a-t) foi planejada através do uso do grupamento fendximetilcetona,
previamente descrito numa classe de inibidores potentes da cruzaina® em combinacéo
com o grupamento 2-iminotiazolidina-4-onas (38) previamente explorada pelo nosso grupo

de pesquisas. A partir deste planejamento, seguido pela combinacdo de substituintes
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localizados nas posi¢coes N3 e C5 resultaram na composicdo dos compostos (43a—r). Por
ultimo, a troca bioisostérica da carbonila pela tiocarbonila levou a preparacdo dos
compostos (43s) e (43t).

A figura 27 apresenta os dados de inibicdo da atividade catalitica da cruzaina do T.
cruzi. O protocolo experimental descrito por Ferreira e col.*® foi utilizado neste ensaio com
a enzima. Inicialmente, todos os compostos foram testados na concentracdo de 20 ou 100
MM. Os compostos que inibiram 50 % da atividade enzimatica foram selecionados para
determinacao dos valores de Clsp.

S0t o ;’\r Heg i;:;zJ

inativo inativo inativo

L oY
Ej ©/ \ . \ O/ A
N
(43d) (43e) (431) /

18.9+0.9 inativo inativo (e}
______________________________________________________ J
N-metil
[ j \\/ A \V [ j N
N
(43g) (43h) (43i)
inativo 31.9+1.0 8.0£0.1 @

1
1
1
O/O\)\N/NYS { ©/ \ / ‘z O/ S
1
N ] N
(43i) e ! (43K) (431)
° i 10.2£0.5 10.8+1.0 °
1
_____________________________ | N-fenil

Sapezgieapessioapeses

(43m) (43n) (430)

inativo

9.5+0.07 6.6 £0.05 inativo

Figura 27: Inibicdo da enzima cruzaina do T. cruzi. Valores de Clsg (UM) (xdesvio padrao) calculados apés 10
minutos de incubagdo com a enzima. Inativo significa que o composto ndo inibiu a enzima na concentracdo de
100 puM. Valores de Clsy representam experimentos em triplicatas.

Podemos iniciar a analise das REA comparando 0os compostos com substituintes
inseridos nas posicdes N3 e C5 no anel tiazolidinico (43b—r) em comparacdo com o
composto nao substituido (43a).

Noés percebemos que modificagdes na posicdo N3 afetam as propriedades inibitorias

das 2-iminotiazolidina-4-onas na cruzaina muito mais do que modifica¢cdes realizadas na



55

posicdo C5. Por exemplo, os compostos com o NH livre (43a—e) nao inibiram a cruzaina
guando comparado com os compostos (43k—0), que possuem uma fenila na posicao N3.
Os compostos (43f—j), que possuem uma metila na posicdo N3, ndo apresentaram
propriedades inibitorias frente a cruzaina, com excecdo do composto (43i), que apresentou
Clsp = 8.0£0.1 pM.

Os compostos (43k—n) possuem um anel fenilico em N3 e exibiram propriedades
inibitérias pronunciadas na cruzaina. Os compostos (43k—m) possuem propriedades
inibitorias na cruzaina nas mesmas ordens de magnitude. Estes resultados séo indicativos
gue a insercdo de uma metila (43l) ou etila (43m) ndo aumenta a inibicdo da atividade
catalitica na cruzaina quando comparado com o composto ndo substituido (43k). Mas isto
muda quando uma isopropila ou fenila séo inseridos na posi¢cao C5. O composto (43n), que
possui um substituinte isopropil (43n), apresentou Clsg = 6.6+0.1 uM, sendo duas vezes
mais potente do que o composto (43k) e o mais potente de toda a série (43b-r). Ao
contrario dos compostos (43m, etil) e (43n, isopropil), que inibiram significantemente a
cruzaina, o composto com uma fenila em C5 (430) ndo apresentou propriedade inibitéria.

Os resultados com os compostos (43k—0) sugerem que grupos alifaticos (etil ou
isopropil) na posicado C5 do anel tiazolidinico sdo benéficos para inibir a cruzaina, mas nao
um substituinte fenilico.

Apés identificarmos que a fenila na posicdo N3 como sendo a melhor modificacdo
estrutural para conferir propriedades inibitérias frente a cruzaina, nés vislumbramos a
substituicdo da fenila por outros grupo. Devido a facilidade em preparar o composto (43m),
nos decidimos usa-lo como protétipo-estrutural. Estas modificacdes levaram aos compostos
(43p-—r).

Ao analisar a inibicdo na cruzaina pelos compostos (43p-r) em compara¢gdo com o

protétipo (43m), podemos observar algumas relacdes estruturais interessantes (figura 28 ).

o
o
/
............. ¢ compostos 43m 43p 43q 43r
cruzaina Clgg (uM, tDP) 9.5 +0.07 11.8 0.5 8.7+0.1 >20

Figura 28: Inibicdo da enzima cruzaina do T. cruzi. Valores de Clsy (UM) (xdesvio padrao) calculados apds 10
minutos de incubacdo com a enzima. Valores de Clso representam experimentos em triplicatas.
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A troca do substituinte fenil (43m) pelo 4-metilfenil (43p) ou 4-metoxifenil (43g) néo
alterou a inibicdo da atividade catalitica na cruzaina, sendo estes compostos equipotentes.
Porém, a troca da fenila (43m) pelo substituinte ciclohexil (43r) n&o foi benéfico, sendo o
composto (43r) destituido de afinidade pela enzima cruzaina (Clsg > 20 uM).

ApoOs a determinacao da inibicdo da atividade catalitica na cruzaina pelos compostos
(43a-r), podemos inferir uma visdo geral sobre o efeito dos substituintes inseridos nas
posi¢cdes N3 e C5 no anel tiazolidinico. Por um lado, substituintes alifaticos na posicao N3,
tais como metila ou ciclohexila, ndo sdo bem acomodados no sitio catalitico da enzima
cruzaina, enquanto que um anel aromatico € bem acomodado. Por outro lado, os melhores
substituintes na posi¢cao C5 foram etil (43m) e isopropil (43d, 43i, 43n), enquanto que uma
fenila (43}, 430) nesta posi¢do ndo é benéfico para a atividade.

Uma vez que nos investigamos as modificacfes estruturais nas posicdes N3 e C5,
nos decidimos explorar a modificacao estrutural na carbonila. Para isto, a troca da carbonila
(43c, 430) pela tiocarbonila (43s, 43t) foi efetuada (tabela 2). Os compostos (43c, 430)
foram selecionados como precursores para a sintese dos compostos tiocarbonilados (43s,
43t), pois estes dois compostos apresentaram atividade tripanocida baixa, além de serem
inativos frenta a cruzaina. Para ter uma visdo mais geral sobre os efeitos esteroeletréonicos
da carbonila versus tiocarbonila, nés decidimos avaliar a atividade inibitdria na cruzaina
pelas tiossemicarbazonas (48a, 48c) e semicarbazona (51).

O composto tiocarbonilado (43t) com Clsp = 7.0£0.4 uM, enquanto que seu analogo
carbonilado (430) na concentracdo de 100 puM inibiu 43+2.0 % da atividade catalitica da
cruzaina na concentracdo de 20 puM (Clsp >20 uM). A mesma relagdo é observada na
comparacao entre os compostos (430) e (43t). Portanto, a troca da carbonila pela
tiocarbonila melhora a atividade inibitoria na cruzaina para as 2-iminotiazolidina-4-onas.

As tiossemicarbazonas (48a) e (48c) apresentaram inibicdo potente frente a
cruzaina, com valores de Clsp na faixa de 0.3-0.5 pM. Ja a semicarbazona (51) né&o
apresentou atividade inibitéria na cruzaina. Os valores de Clsp que observamos para as
tiossemicarbazonas (48a) e (48c) sao consistentes com os dados na literatura, que
descrevem tiossemicarbazonas como inibidores da cruzaina com valores de Clsg em
concentracfes na faixa de 0.01-0.001 pM, enquanto que semicarbazonas séo destituidas

de propriedades inibitérias na cruzaina.®*°
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Tabela 2: Inibicdo da atividade catalitica na cruzaina pelos compostos carbonilados (43c, 430) versus
tiocarbonilados (43s, 43t).
Compostos % de inibigdo da cruzaina Clso zDP (M) na
(compostos 20 pM) I cruzaina @

H
> d
°\)\N/N\“/"“ 0 ND'
(489) o
O/ \)\ - \“/ - 0.28+0.01

(48a)

O/ \)\ - \“/ Npn - 0.51+0.001

(48c)

O/\)\/\( 0 ND

(43c)

\ v \ 48+1.0 18.7+2.0
(43s)

\r 43+2.0 > 20
(430) \Z/
\ / \ 7245.0 7.0+0.4
(43t) \g'

[a]Apos 10 mlnutos de incubacdo com a enzima cruzaina. "'Cada composto foi testado na concentracdo de 20 pM, em
tnphcata “\/alores estimados usando ao menos oito concentragdes diferentes. ND, ndo determinado.

As 2-iminotiazolidina-4-tionas (43s, 43t) e as tiossemicarbazonas (48a, 48c) tém em
comum a presenca da tiocarbonila. Se a presenca de uma tiocarbonila fosse essencial para
a InibicAdo da cruzaina, seria de se esperar que 2-iminotiazolidina-4-tionas e
tiossemicarbazonas apresentassem valores de Clsp na mesma ordem de magnitude.
Porém, isto ndo foi observado. As tiossemicarbazonas (48a) e (48c) foram ao menos dez
vezes mais potentes que as 2-iminotiazolidina-4-tionas (43s, 43t) em inibir a cruzaina.

O composto (43n), que foi identificado como o mais potente dentre as 2-
iminotiazolidina-4-ona (43a—r), possui Clsp = 6.6£0.05 puM. Ao compararmos 0 cOmposto
carbonilado (43n) e o composto tiocarbonilado (43t, Clsp = 7.0£0.4 uM), observamos que
ambos sdo essencialmente equipotentes. De uma maneira, a troca da carbonila pela
tiocarbonila melhora as propriedades inibitorias frente a cruzaina, porem nao resulta em

inibidores com poténcia na faixa em nanomolar como observado com tiossemicarbazonas.
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4.3.1.2 Avaliacao, in vitro, das propriedades tripanocidas

Uma vez que as relagfes estrutura-atividade inibitoria na cruzaina foram analisadas
para os compostos (43a-t), estes compostos foram testados frente a células do T. cruzi e
de mamiferos. A Tabela 3 apresenta os resultados da avaliagdo farmacoldgica, in vitro, das
propriedades tripanocidas e da toxicidade em esplendcitos para as 2-iminotiazolidina-4-
onas (43a—0).

Tabela 3: Avaliacdo farmacoldgica, in vitro, das propriedades tripanocidas e toxicidade em células
de mamiferos, para as 2-iminotiazolidina-4-onas (43a-0).

compd. R, T. cruzi Clso (UM), cepa Y esplendcitos g
C
tripomastigotas @ epimastigotas ™ BALB/c (ug /mL)
) N
\)\\N/ YS .
1
(43a-e) HN
o)
43a H 19.0 23.2 >100
43b CH;s ND ND >100
43c C,Hs ND ND >100
43d CH(CHy), 16.8 12.2 >100
43e Ph 18.7 34.8 25
) N
\)\\N/ \\rs
Ry
(@3t) A
o)
43f H ND ND >100
439 CH; ND ND 25
43h CoHsg ND ND >100
43i CH(CHs), 10.7 14.0 >100
43j Ph 18.0 12.0 >100
0\)\\ N
NT Y S
Rq
(43k-0) on /N
o)
43k H 18.0 25.8 >100
43| CHs; 29.0 31.8 100
43m CoHsg 5.8 11.1 100
43n CH(CHa), 6.1 4.9 >100
430 Ph 11.1 15.6 >100
Bdz (1) - 6.2 6.6 25
Nfx (2) - 2.7 1.9 1.0
SAP'® - - <1.0

2l Apds 24 horas de incubacdo na presenca dos compostos. " Apds 11 dias de incubacio na presenca dos compostos.
@ Clsy com valores de desvio padrdo < +10 %. “Ivaior concentragdo atoxica Ssem efeitos na viabilidade celular).
Valores determinados apds 24 horas de incubagdo na presenca dos compostos. UIND, nso determinado, pois néao foi
possivel calcular a Clsp. *ISAP, saponina.
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Primeiramente, podemos analisar a toxicidade dos compostos (43a—0) para
esplendcitos de camundongos BALB/c. Tanto a saponina (inibidor de referéncia) como o
Nfx (2) apresentaram toxicidade elevada, afetando severamente a viabilidade celular de
esplenécitos em concentragbes de 1.0 pg/mL. J& os compostos (43a—0) foram
significantemente menos toxicos que a saponina e o Nfx (2). A maioria dos compostos
(43a—0) ndo afetou a viabilidade celular de esplendcitos na concentracdo de 100 pg/mL,
enquanto que nesta concentracao o Bdz (1) afetou.

De fato, a toxicidade baixa que observamos aqui com as 2-iminotiazolidina-4-onas
(43a—0) em esplendcitos € consistente com os resultados descritos anteriormente pelo
Nnosso grupo de pesquisas com as 2-iminotiazolidina-4-onas (39) em comparacdo com o
Bdz (1) e Nfx (2).°>% Uma vez que a toxicidade em esplendcitos foi determinada, as
propriedades tripanocidas para as formas epimastigotas e tripomastigotas do T. cruzi foram
avaliadas.

Podemos iniciar a analise das propriedades tripanocidas comparando 0os compostos
com substituintes nas posi¢cdes N3 e C5 no anel tiazolidinico (43b—0) em comparacado com
0 composto ndo substituido (43a).

A 2-iminotiazolidina-4-ona ndo substituida (43a) apresentou Clsy para
tripomastigotas de 19.0 uM, sendo trés vezes menos potente do que o Bdz (1). Os
compostos (43b, metil) e (43c, etil), que diferem do (43a) pela presenca de substituintes na
posicdo C5, foram inativos. J& os compostos (43d, isopropil) e (43e, fenil) foram
equipotentes ao composto (43a). Uma andlise das propriedades tripanocidas para os
compostos (43a—e) nos mostra que a insercdo de substituintes na posicdo C5 nao
necessariamente leva a incremento da atividade em relacdo ao composto ndo substituido.

Para verificar se a inser¢cdo de substituintes na posicdo N3 levaria a um aumento
das propriedades tripanocidas, os compostos substituidos na posicdo N3 (43f—j, N-metil) e
(43k—0, N-fenil) foram avaliados.

Dentre as 2-iminotiazolidina-4-onas da subsérie N-metil (43f—j), o composto (43,
isopropil), com Clsp para tripomastigotas de 10.7 uM, foi o mais potente desta subsérie,
sendo inclusive duas vezes mais potente que a 2-iminotiazolidina-4-ona ndo substituida
(43a). Os outros compostos da subsérie N-metil (43f—j) ndo apresentaram propriedades
tripanocidas significativas.

Para as 2-iminotiazolidina-4-onas da subsérie N-fenil (43k—0), o derivado com o
substituinte isopropil em C5 (43n) foi novamente o mais potente desta subsérie. O

composto (43n), que possui Clsp de 6.1 e 4.9 uM para tripomastigotas e epimastigotas
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respectivamente, foi mais potente que a 2-iminotiazolidina-4-ona (43a) e equipotente com o
Bdz (1). A 2-iminotiazolidina-4-ona (43m, etil) também foi equipotente com o Bdz (1). J4 o
composto (430, fenil) foi duas vezes menos potente que o Bdz (1), porém ainda mais
potente que a 2-iminotiazolidina-4-ona (43a).

Uma vez que nos identificamos propriedades tripanocidas excelentes para os
compostos com a fenila na posicao N3 (43k—0), decidimos investigar a substituicdo desta
fenila. Para tanto, temos os compostos (43p—r).

O composto com uma fenila em N3 (43m) foi equipotente ao Bdz (1) frente a
tripomastigotas. Ja o derivado 4-metilfenil (43p) foi trés vezes menos potente que o (43m),
apresentando Clsp=19.9 uM (tabela 4).

Tabela 4: Avaliacdo farmacoldgica, in vitro, das propriedades tripanocidas e toxicidade em células
de mamiferos, para as 2-iminotiazolidina-4-onas (43p—r).

compd. R T. cruzi Clgy (UM), cepa Y esplendcitos BALB/c
tripomastigotas @ epimastigotas ™ (ng/mL)e
o\)\ N
O/ NN \rs
(43m, 43p-r) R/ N\g’\
(0]

43m fenil 5.8 11.1 100
43p 4-metilfenil 19.9 15.0 100
43¢ 4-metoxifenil 9.0 6.8 100
43r ciclohexil ND' ND >100
Bdz (1) - 6.2 6.6 25

Bl Apds 24 horas de incubacdo na presenca dos compostos. Apds 11 dias de incubac&o na presenca dos compostos.
@ Cls, com valores de desvio padrdo < +10 %. IMaior concentragcdo atoxica (sem efeitos na viabilidade celular).
Valores determinados apés 24 horas de incubagdo na presenca dos compostos. IND, néo determinado.

O derivado 4-metoxifenil (43q) foi ligeiramente menos potente que o protétipo (43m)
para tripomastigotas. Comparando o composto (43m) com o derivado N-ciclohexil (43r),
observamos que a troca do fenil pelo ciclohexil foi deletéria para a atividade tripanocida,
sendo o N-ciclohexil (43r) destituido de propriedades tripanocidas. O derivado N-ciclohexil
(43r) também foi destituido de propriedades inibitorias frente a cruzaina.

Dentre os compostos (43a—e, NH) e (43f—j, N-metil), ndo identificamos nenhum
composto com propriedades tripanocidas similares ao Bdz (1). Se cruzarmos os dados da
série (43f—j, N-metil) com o derivado N-ciclohexil (43r), nos parece coerente afirmar que
substituintes alifaticos na posicdo N3 das 2-iminotiazolidina-4-onas ndo sao benéficos para
as propriedades tripanocidas e inibicdo da cruzaina.

De posse dos compostos (43k—o, N-fenil) e (43p-r), foi possivel observar

correlacdes estrutura versus atividade de uma maneira muito mais clara. Isto culminou com
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a identificacdo da 2-iminotiazolidina-4-ona (43n) com o agente tripanocida mais potente da
série investigada. A 2-iminotiazolidina-4-ona (43n) inibiu a atividade catalitica da cruzaina
(Clso = 6.8+0.05 puM), foi toxica para tripomastigotas (Clsp = 6.1 uM) e inibiu a proliferacado
de epimastigotas (Clso = 4.9 uyM) do T. cruzi sem afetar a viabilidade celular de
esplendcitos (Clsg > 200 pM). A 2-iminotiazolidina-4-ona (43n) possui um IS (Clsg
esplendcitos / Clsp tripomastigotas) de pelo menos 33, sendo assim selecionada para a

avaliacdo em modelos, in vitro, de infeccéao pelo T. cruzi.
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4.3.2 Avaliacdo farmacolodgica das 2-iminotiazolidin  a-4-tionas (43s) e (43t) e o efeito

da tiocarbonila

Devido a similaridade estrutural com as 2-iminotiazolidina-4-onas, 2-iminotiazolidina-
4-tionas foram previamente investigadas em nosso grupo de pesquisas. NOs observamos
gue 2-iminotiazolidina-4-tionas foram agentes tripanocidas e inibidores da cruzaina
ligeiramente mais potentes que 2-iminotiazolidina-4-onas.®> Para melhor compreender a
importancia da carbonila para a atividade tripanocida, as 2-iminotiazolidina-4-tionas (43s) e
(43t) foram preparadas e avaliadas (tabela 5). Nesta mesma Otica, decidimos avaliar as
propriedades tripanocidas para as tiossemicarbazonas (48a—c), semicarbazona (48g) e a

guanilhidrazona (48h).

Tabela 5: Avaliacdo farmacoldgica, in vitro, das propriedades tripanocidas e toxicidade em células de
mamiferos para as 2-iminotiazolidina-4-tionas (43s) e (43t) e analogos estruturais.

comp. cruzaina® T. cruzi Clso (UM), cepa Y esplendcitos
ClsotDP(UM)  “rinomastigotas ™ epimastigotas (BA/LBL/‘;[(,]
pg/m
H
°\)\Nx”\“/”“z 0.28+0.01 7.5 4.7 50
(48a) S
O\)\ /n H
N \“/ ~ NT 5.8 95.7 >100
(a8b) s

H H
©/°\)\/"\n/"\ph 0.51+0.001 4.1 12.9 >100

0\)\ PN 20 56.5 71.3 50
y : :
O/ (48g) \“/
H
Of\)\/” 0 NT 25.1 100.4 10

\ e S \zJ 18.7+2.0 315 26.1 25
©/ \(\2, 7.0+0.4 11.2 4.2 100
(43t

®lApés 10 minutos de incubacéo com a enZ|ma cruzaina. Cada composto foi testado em triplicata. "™ Apos 24 horas de
incubacado na presenca dos compostos Apos 11 dias de incubacdo na presencga dos compostos. L ¢y com valores
de desvio padrao < £10 %. “IMaior concentragao atoxma (sem efeitos na viabilidade celular). Valores determinados apos
24 horas de incubacéo na presenca dos compostos. IND, nso determinado, pois ndo foi possivel calcular a Clso. NT, ndo
foi testado.
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Como esperado, as tiossemicarbazonas (48a—c) apresentaram propriedades
tripanocidas potentes. A tiossemicarbazona (48a) apresentou Clsg = 7.5 pM para
tripomastigotas, enquanto que o seu analogo, a semicarbazona (48g), apresentou Clsy =
56.5 pM, sendo assim dez vezes menos potente. JA& a guanilhidrazona (48h) foi
aproximadamente quatro vezes menos potente que a tiossemicarbazona (48a),
apresentando uma Clsp =25.1 pM. Guanilhidrazonas e amidinas tém sido descritos como
agentes anti-T. cruzi, enquanto que semicarbazonas sdo destituidas de tais
propriedades.?’

Quando comparamos a atividade inibitéria na cruzaina, também observamos uma
relagédo estrutura versus atividade semelhante. Enquanto que as tiossemicarbazonas (48a)
e (48c) foram potentes inibidores da cruzaina (Clsp entre 0.28—-0.51 uM), a semicarbazona
(48g) foi inativa. Devido a problemas de solubilidade, a guanilhidrazona (48h) né&o foi
testada na cruzaina.

Uma analise das tiossemicarbazonas versus semicarbazonas claramente indica que
a tiocarbonila é um requerimento estrutural indispensavel tanto para a atividade tripanocida
bem como para a atividade inibitoria na cruzaina.

A 2-iminotiazolidina-4-tiona (43s) resultou em Cls; de 31.5 e 26.1 yuM para
tripomastigotas e epimastigotas respectivamente. Ja o seu analogo, a 2-iminotiazolidina-4-
ona (43c) foi inativo. Ainda assim, a 2-iminotiazolidina-4-tiona (43s) é menos potente que o
Bdz (1). No outro exemplo, a 2-iminotiazolidina-4-tiona (43t) resultou em Clso de 11.2 e 4.2
MM para tripomastigotas e epimastigotas respectivamente, enquanto que o seu analogo 2-
iminotiazolidina-4-ona (430) resultou em Clsg de 11.1 e 15.6 uM para tripomastigotas e
epimastigotas respectivamente.

Podemos estabelecer a seguinte ordem de afinidade: tiossemicarbazonas (48a, 48c)
> 2-iminotiazolidina-4-tionas (43s, 43t) > 2-iminotiazolidina-4-onas (43c, 430). Esta ordem
de afinidade é sugestiva que o modo de ligacdo destes compostos no sitio catalitico da
cruzaina é diferente.

Discutimos anteriormente que as 2-iminotiazolidina-4-tiona (43s, 43t) foram mais
ativas frente a cruzaina que as 2-iminotiazolidina-4-ona (43c, 430). Intrigantemente, este
ganho de afinidade na enzima nao se refletiu nas propriedades tripanocidas. De uma
maneira geral, podemos postular que a troca da carbonila pela tiocarbonila incrementa a
afinidade pela cruzaina, mas isto ndo necessariamente melhora a atividade tripanocida de

uma maneira substancial.
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Finalmente, cabe citar a seletividade dos compostos para a cruzaina versus
catepsinas. As catepsinas L e S humana e a cruzaina sao endopeptidases com homologia
estrutural elevada entre si. Porém, a cruzaina tem diferencas estruturais nas regides S2 e
S3 do sitio catalitico, permitindo assim o desenvolvimento de inibidores com seletividade
para cruzaina.

Neste contexto, nds avaliamos as propriedades inibitorias da atividade catalitica nas
catepsinas L e S para as 2-iminotiazolidina-4-onas (43a), (43m) e (43n). Estes compostos
apresentaram valores de Clsp > 20 uM, enquanto que apresentaram valores de Clsy entre
5-10 uM para a cruzaina. Ja as tiossemicarbazonas (48a) e (48c) apresentaram
propriedades inibitorias frente as catepsinas L (Clsp de 0.01£0.005 e 0.06+0.007 uM) e S
(Clsp de 6.5+0.4 e 5.5+0.08 uM), respectivamente. Testamos também a 2-iminotiazolidina-
4-tiona (43t) na catepsina L e identificamos uma afinidade moderada (Clso = 10.8 £0.7 uM).
Embora as tiossemicarbazonas (48a—c) sejam inibidores da cruzaina mais potentes que as
2-iminotiazolidina-4-onas (43a), (43m) e (43n), as tiossemicarbazonas sdo menos seletivas,

inibindo também as catepsinas.
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4.3.3 Avaliacao farmacologica dos 2-imino-1,3-tiazé6  is (44a—t)

Os 2-imino-1,3-tiazéis (44a-t) foram planejados estruturalmente pela troca do
heterociclo tiazolidina pelo tiazol. Os compostos das séries (44a—t) foram planejados de tal
forma a variar o grupamento aromatico em C4. Anéis fenilicos foram funcionalizados em
orto-, meta- e para- com substituintes de contribuicdes estéreoeletronicas variadas: —H, -F,
-Cl, -Br, -NO,, -Me, -OMe e -'Bu, de modo a construir um relacéo entre suas estruturas
guimicas e a atividade tripanocida pretendida. Ainda em comparacdo com o anel fenilico, a
troca por anéis heterociclicos, tais como 2-piridinila, 3-piridinila, 4-piridinila, 2-furanila e 2-
tiofénico foram considerados.

Tabela 6: Avaliacdo farmacoldgica, in vitro, das propriedades tripanocidas e toxicidade em células
de mamiferos para as 2-iminotiazolidina-4-tionas (44a-t).

% de inibi céo T. cruzi Clso (UM), cepa Y esplendcitos BALB/c
comp. Ar/R cruzaina "+DP tripomas tigotas '  epimastigotas ' (ug/mL)'
\)\ N
0 \N/N\(S
Ly
(44a-r)
Ar
44a Ph AL 19.6 ND 50
44b 2-Py NT 34.8 11.8 100
44c 3-Py - 12.3 20.5 100
44d 4-Py NT 3.9 4.0 100
44e 4-CHsPh - 49.7 67.0 100
44f 4-CH3;0Ph 4 17.8 14.9 100
449 4-FPh 4 115 41.3 >100
44h 4-CIPh 1316.0 ND 57.1 100
44i 4-BrPh 25+1.0 ND 49.8 100
44 4-NO,Ph 4 5.7 1.9 100
44k 3-NO,Ph 4 3.8 4.0 100
44| 3,4-diCIPh 2016 17.0 19.0 25
44m 2,4-diCIPh 4016 17.0 42.2 <1
44n 2,3,4-triCIPh 4 ND ND <1
440 4-'BuPh /A ND ND 50
44p 2-Naftil - 36.4 83.0 >100
44q 2-furila NT 17.7 26.6 >100
44r 2-tiofeno 306 37.6 16.6 50
\)\ N
0 \N/N\(S
0
(44s, 44t) R/
Ph

44s CHs; 4 174.7 25.6 10
44t Ph - 61.1 2.6 >100

BlPorcentagem de inibicdo apds 10 minutos de incubacdo dos compostos (20 pM) com a enzima. ™ Apés 24 horas de
incubacgdo na presenca dos compostos. [C]Ap()s 11 dias de incubacéo na presenca dos compostos. Clso com valores de
desvio padréo < +10 %. CIMaior concentragdo atoxica. Valores determinados apo6s 24 horas de incubagdo na presenca
dos compostos. IND, nso determinado. //- significa que ndo observamos inibi¢ao.
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Além da posicdo C4 (44a-r), preparamos tiazois substituidos na posicdo N3 (44s,
44t), permitindo assim comparar com as 2-iminotiazolidina-4-onas que possuem uma fenila
em N3 (43k—0). Os resultados da avaliagdo farmacolégica sdo mostrados na Tabela 6.

Na concentracdo de 20 uM, nenhum dos tiazoéis testados apresentou propriedades
inibitérias na cruzaina. Nem mesmo na concentracdo de 100 uM, observamos inibicdo da
atividade catalitica da cruzaina. A falta de afinidade dos 2-imino-1,3-tiaz0is (44a—t) pela
cruzaina confirma que o anel tiazolidinico € um requerimento estrutural para a afinidade
dos compostos (43a—t) pela cruzaina. Mas em termos de afinidade na cruzaina, tiazois e
tiazolinonas ndo séo pares bioisostéricos.

Em seguida, nos avaliamos as propriedades tripanocidas, in vitro, para os tiazéis
(44a—t). Com relacdo a toxicidade dos compostos (44a-t) para esplendcitos de
camundongos BALB/c, cinco compostos foram toxicos em concentragcdes menores que 25
pg/mL. O restante dos tiazOis nao afetou a viabilidade celular de esplendcitos na
concentracao de 100 pg/mL.

Em comparacdo com o composto ndo substituido no anel fenilico (44a), os
compostos com mono-para-substituintes CH3z (44e), OCH3; (44f) e C(CH3)s (440) nao
resultaram em ganho da atividade tripanocida em tripomastigotas. Nesta mesma posicao, a
substituicdo por cloro (44h) ou bromo (44i) foi deletéria para atividade tripanocida. A
substituicdo por dicloro nas posicoes 3,4- (44l) e 2,4- (44m) ou por 2,3,4-tricloro (44n)
também nao foi benéfica para a atividade tripanocida, e apresentaram toxicidade elevada
para esplendcitos.

Embora os tiazbéis com cloro (44h) ou (44i) ndo tenham apresentado propriedades
tripanocidas, o tiazol com flior (449) resultou em Clso de 11.5 uM para tripomastigotas,
sendo assim mais potente que o tiazol ndo substituido (44a), porém ainda menos potente
gue o Bdz (1).

Ainda em relagdo aos compostos monosubstituidos no anel fenilico, nés
identificamos os resultados mais promissores quando um grupo nitro foi inserido.

Enquanto que o tiazol ndo substituido (44a) apresentou uma Clso de 19.5 uM para
tripomastigotas, os tiazés substituidos com o grupo nitro em para (44j) e meta (44Kk)
apresentaram valores de Clsp de 5.7 e 3.8 uM, respectivamente. Portanto, o grupo nitro
tanto em para como em meta foi benéfico, incrementando em pelo menos quatro vezes a
atividade anti-T. cruzi quando comparado com o composto (44a). Cabe destacar que estes

compostos derivados do nitro (44, 44k) foram tdo potentes quanto o Nfx (2) em inibir a
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proliferacdo de epimastigotas, porém destituidos de toxicidade elevada em esplendcitos
como observado para o Nfx (2).

NOs observamos uma correlagdo interessante entre a posicdo do nitrogénio
piridinico nos 2-imino-1,3-tiazéis (44b—d) e a atividade tripanocida. O derivado da orto-
piridina (44b), com uma Clso de 34.8 uM, néo apresentou atividade tripanocida significante
guando comparado com o tiazol (44a). Ja a piridina em meta (44c) tendo Clsg de 12.3 pM,
foi duas vezes mais potente que o (44a). O efeito tripanocida para 0 composto com a
piridina em para (44d) foi ainda mais pronunciado. O composto (44d) mostrou toxicidade
elevada para tripomastigotas (Clsp de 3.9 uM) e inibiu severamente a proliferacdo de
epimastigotas (Clso de 4.0 uM), sendo assim o composto (44d) tdo potente quanto o Bdz
(2).

O composto com um anel 2-furila (44q) apresentou atividade tripanocida similar ao
tiazol (44a). Porém, a simples substituicdo do anel 2-furila pelo 2-tiofénico (44r) reduziu em
duas vezes a magnitude da atividade tripanocida.

A magnitude das propriedades tripanocidas segue a seguinte ordem: (44d, 4-Py) >
(44c, 3-Py) > (44q, 2-furila) > (44b, 2-Py) ~ (44r, 2-tiofeno). Curiosamente, tanto a piridina
em orto (44b) como o 2-tiofeno (44r) possuem uma configuragdo adequada para a
formacdo de complexo de coordenacdo (quelatos) com ions metalicos. Compostos que
formam quelatos com ions em meio biolégico podem inativar metaloproteases e
consequentemente apresentar propriedades farmacoldgicas relevantes. Este mecanismo é
utilizado em 2-piridina-tiossemicarbazonas.’*® Porém, os compostos (44b) e (44r)
apresentaram propriedades tripanocidas baixas, portanto, este mecanismo de a¢do nao
deve estar envolvido.

A ordem de magnitude das propriedades tripanocidas para os compostos (44b—d) é:
(4-piridina) > (3-piridina) > (2-piridina). Uma racionalizacdo para estes resultados pode ser
a presenca de ligacbe de hidrogénios entre a piridina e o alvo molecular no T. cruzi,
regiosseletiva para a 4-piridina. Em concordancia com isto, o composto com flior na
posicdo para (449) que é igualmente capaz de estabelecer ligacdes polares (halogénio)
com alvos moleculares, também apresentou propriedade tripanocida potente.

A troca da fenila (43a) pela naftila (44p) ndo resultou em aumento da atividade
tripanocida, pelo contrario, o derivado naftilico (44p) apresentou-se destituido de
propriedades tripanocidas. No anel heterociclico, a introducdo de uma metila (44s) ou
fenila (44t) na posicdo N3 foi deletéria para a atividade tripanocida, evidenciando assim a

importancia do NH. Estes resultados, juntamente com a poténcia pronunciada nos



68

compostos (44d, 4-piridina), (44q, fluor) e (44j, 44k, nitro), sdo indicativos que o anel
tiazolico se orienta numa regido hidrofilica no sitio ativo dos alvos moleculares envolvidos
na atividade tripanocida.

Finalmente, cabe ressaltar que, embora o alvo molecular envolvido nas
propriedades tripanocidas dos 2-imino-1,3-tiazois (44a—t) ndo seja conhecido, o perfil das
propriedades farmacoldgicas identificadas séo relevantes. Durante a triagem desta série,
identificamos os compostos (44d), (44)) e (44k) como agentes tripanocidas equipotentes
com o Bdz (1), e portanto, selecionados para a avaliacdo em ensaios de infec¢ao in vitro

pelo T. cruzi.
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4.3.4 Triagem dos compostos em ensaios, in vitro, de infeccao pelo T.

cruzi

Os compostos com Clsg em tripomastigotas igual ou menor que o Bdz (1) foram
selecionados para a avaliacdo em ensaios, in vitro, de infeccdo pelo T. cruzi, bem como a
determinacao do indice de seletividade (IS = Clso células mamiferos / Clsp amastigotas). Na
série das 2-iminotiazolidina-4-onas (43a-t), os compostos (43m), (43n) foram selecionados.
Ja para a série dos 2-imino-1,3-tiazéis, os compostos (44d) e (44j) foram selecionados.
Para fins de comparagdo, decidimos incluir a tiossemicarbazona (48a) e a 2-

iminotiazolidina-4-ona ndo substituida (43a) na avaliacao.
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Gréfico 1 : Atividade inibitéria dos compostos na infeccao de tripomastigotas da cepa Y em macréfagos.
Compostos foram adicionados na concentracao de 10 uM, em triplicatas. Desvio padrao expresso em barras.
Significancia dos valores: ***, P < 0.001; **, P < 0.01; *P < 0,05. Um Unico experimento.

Para os ensaios de infeccado, macrofagos peritoneais de camundongos da linhagem
BALB/c foram infectados com tripomastigotas da cepa Y numa proporcdo de 1/10

(macrofagos / tripomastigotas). Apods infeccdo, o0s compostos selecionados foram
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adicionados ao meio celular e incubados por quatro dias. Todos os compostos, inclusive o
Bdz (1), foram inicialmente testados na concentracédo de 10 uM (gréafico 1 ).

O controle negativo (ndo tratado) apresentou uma taxa de macréofagos infectados de
43 %. No controle negativo, também se observa um numero elevado de amastigotas, com
meédia de 800 amastigotas por 100 macrofagos. Ja na cultura celular tratada com o Bdz (1),
22 % dos macroéfagos estavam infectados, sendo substancialmente menor que o observado
no controle negativo (P < 0.001).

Para fins de comparacéo, nos testamos a 2-iminotiazolidina-4-ona sem substituintes
(43a). Este composto, que apresentou propriedade tripanocida baixa nos ensaios
anteriores (Clsp = 19.0 uM para tripomastigotas) foi de fato pouco ativo em reduzir a
infeccdo de tripomastigotas em macrofagos (30 %). No tratamento com a
tiossemicarbazona (48a), 36 % das células estavam infectadas, e portanto com este
compostou inibiu muito pouco a taxa de infeccdo. Ja no tratamento com as 2-
iminotiazolidina-4-onas (43m) e (43n), a taxa de infeccdo foi de 261 e 21.5+3 %
respectivamente, menor que no controle negativo (P < 0.001).

No tratamento com o0 2-imino-1,3-tiazol (44j), 25.1#8 % dos macrofagos foram
infectados, mostrando assim propriedades tripanocida similar ao Bdz (1). Para nossa
supresa, 0 2-imino-1,3-tiazol derivado da 4-piridina (44d), que apresentou uma Clso de 3.9
MM para tripomastigotas, ndo reduziu a taxa de infeccdo em comparagdo com o controle
negativo (sem significancia).

Uma vez que as propriedades dos compostos (43n) e (44j) em inibir, in vitro, a
infeccdo pelo T. cruzi foram observadas, nds decidimos realizar um estudo de dose-
resposta, com determinagcdo dos valores de Cls,. Para a estimativa da seletividade, a
toxicidade dos compostos em esplendcitos de camundongos da linhagem BALB/c foram
determinadas e expressas em Clsp. Para fins de comparacdo, nés incluimos a 2-
iminotiazolidina-4-ona (43a) nestes testes. Todos 0s compostos, incluindo o Bdz (1), foram
testados em cinco concentragdes diferentes, em triplicatas.

Quando as 2-iminotiazolidina-4-onas (43a) e (43n) foram testadas na concentragéo
de 50 uM (grafico 2 ), nés claramente observamos que o composto (43n) €, de fato, mais
potente em reduzir a infeccdo do que o composto (43a). O composto (43n) foi duas vezes
mais potente que o seu analogo nao substituido (43a) e apresentou poténcia semelhante ao
Bdz (1). Na concentracdo de 262 pM, a 2-iminotiazolidina-4-ona (43n) ndo afetou a
viabilidade nem a proliferacdo da esplenocitos de camundongos da linhagem BALB/c
(tabela 7).
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Gréfico 2 : A) Porcentagem de macréfagos infectados. B) Propor¢cao de amastigotas intracelulares. Bdz
(1) é o inibidor de referéncia. Compostos foram adicionados na concentracdo de 50 uM, em triplicatas.
Dois experimentos independentes foram realizados, valores sdo relativos a um Unico experimento. Desvio
padrédo expresso em barras. Significancia dos valores: ** P < 0.001; **, P < 0.01; *P < 0.05.

Tabela 7: Avaliacao, in vitro, da poténcia e seletividade dos compostos.

compostos T. cruzi esplendcitos BALB /c indice de
Clso (xDP), uM Clso (xDP), uM seletividade (IS)
infeccéio @ citotoxicidade ™ proliferacéo
43a 19.54+1.18 >262 98+10 10
43n 10.11+0.09 >262 >262 25
44 12.9+1.0 160.1 NT 12
refer éncia 13.99+0.39 1.740.002 0.01 pg/mL -
(Bdz2) (saponina) (ciclosporina A)

IReducio da taxa de infeccdo em comparacdo com o controle negativo. Valores de Clsp calculadas apds 4 dias de
incubacgéo, usando cinco concentragdes dos compostos, em triplicatas. ] Diminui¢ao da viabilidade celular de esplenécitos
BALB/c. Valores de Clso calculadas apés 24 horas de incubagdo com o0s compostos. FEfeito antiproliferativo em
esplendcitos de BALB/c estimulados com concanavalina A. Valores de Clsp calculadas apés 72 horas de incubagdo com
0s compostos. NT, néo testado.

O 2-imino-1,3-tiazol (44j) também apresentou substancial efeito sobre a infeccdo in
vitro, reduzindo o numero de macrofagos infectados de uma maneira mais pronunciada do
gue na cultura celular tratada com Bdz (1). Todavia, em concentra¢gdes acima de 100 pM, a
viabilidade de esplendcitos foi afetada pelo composto (44j), e consequentemente o
composto apresentou um indice de seletividade menor.

Uma vez que as propriedades farmacoldgicas dos compostos (43n) e (44j) em inibir
a diferenciacdo de tripomastigotas em amastigotas, interrompendo assim o0 curso da
infeccdo in vitro, foram observadas, nos decidimos avaliar se estes compostos possuem
impedem o processo de invasdo do T. cruzi em macréfagos.

Diferentemente do ensaio descrito no grafico 2, onde o0s compostos foram
adicionados na cultura célula somente apés infecgdo, no ensaio de invasdo, macrofagos

(densidade celular de 10°/mL) foram expostos as tripomastigotas da cepa Y (densidade



72

celular de 107) e simultaneamente tratados com os compostos. Todos os compostos foram

testados na concentracao de 50 uM, em triplicatas (gréafico 3 ).
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Gréfico 3 : Eficacia dos compostos em impedir a invasdo de tripomastigotas em macrofagos. AnfB é
Anfotericina B, o inibidor de referéncia. Compostos foram adicionados na concentracdo de 50 uM, em
triplicatas. Dois experimentos independentes foram realizados, valores sdo relativos a um Unico
experimento. Desvio padrdo expresso em barras. SignificAncia dos valores: ***, P < 0.001; **, P < 0.01; *P <
0.05.

Apos duas horas, 38 % dos macrofagos estdo infectados no controle negativo.
Comparado com o controle negativo, o tratamento com 50 uM de Bdz (1) n&o reduz
significantemente a infec¢do. J& no tratamento com 50 uM da anfotericina B, a proporcao
de macroéfagos infectados foi nitidamente menor que no controle negativo, demostrando
assim a capacidade da anfotericina B de impedir a invasdo de tripomastigotas em
macréfagos. A 2-iminotiazolidina-4-ona (43n) reduziu em 46 % a propor¢cdo de macréfagos
infectados e de uma maneira mais pronunciada que o seu analogo nao substituido, a 2-
iminotiazolidina-4-ona (43a). Porém, a 2-iminotiazolidina-4-ona (43n) foi nitidamente menos
potente que a anfotericina B. Da mesma maneira que o Bdz (1), o 2-imino-1,3-tiazol (44))

nao reduziu a invasao celular numa maneira significativa.
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4.3.4 Avaliacdo das propriedades farmacolodgicas, in vivo, da 2-

iminotiazolidina-4-ona (43n) na infeccdo pelo  T. cruzi

Os compostos (43n) e (44)) possuem Clsg (amastigotas) de 10.11+0.09 e 12.9+1.0
MM respectivamente, enquanto que neste mesmo ensaio, 0 Bdz (1) possui Clsg de
13.99+0.39 uM, denotando assim a necessidade de determinar a eficacia em modelos, in
vivo, de infeccao. O Programa Integrado de Doenca de Chagas da Fiocruz (Brasil)
recomenda a avaliacdo da eficacia em reduzir a parasitemia em camundongos infectados
na fase aguda. Nés decidimos avaliar inicialmente o composto (43n), pois esta 2-
iminotiazolidina-4-ona atua como agente tripanocida inibindo a enzima cruzaina do T. cruzi
(Clsp = 6.6£0.05 pM, cruzaina).

Para o céalculo da dose maxima tolerada, o composto (43n) foi administrado por via
oral nas doses de 100, 250 e 500 pmol/kg em camundongos sadios da linhagem BALB/c
(n=2/grupo). Nas doses de 100 e 250 umol/kg, nenhum sinal aparente de toxicidade nem
mortalidade foi observado. A dose de 250 pmol/kg (95 mg/kg) do composto (43n) foi
selecionada para o modelo experimental de infeccdo. O Bdz (1) também foi administrado
por via oral na dose de 250 pmol/kg (65 mg/kg).

A eficacia, in vivo, do composto (43n) em reduzir a parasitemia foi avaliada no
modelo de infeccdo aguda em camundongos da linhagem BALB/c infectados com 10*
tripomastigotas da cepa Y. No quinto dia apés infeccdo, grupos com seis animais infectados
foram tratados uma vez ao dia durante cinco dias consecutivos, por via oral. A parasitemia
sanguinea foi avaliada no quinto, oitavo, décimo e décimo segundo dia apds infeccdo, em
comparacao com os animais infectados e nao tratados (grupo controle). A mortalidade dos
animais foi monitorada durante trinta dias ap6s o término do tratamento.

A parasitemia nos animais infectados e nao tratados (grupo controle) é alta, com o
pico da parasitemia ocorrendo no décimo dia apos a infeccéo (gréafico 4 ). A inoculacédo de
10* tripomastigotas da cepa Y n&o provocou mortalidade durante o periodo monitorado.
Estes dados séo coerentes com a literatura, pois a cepa Y do T. cruzi possui uma viruléncia
branda na fase aguda da infeccdo em camundongos silvestres "wild-type".**°

O tratamento farmacologico com Bdz (1) ou (43n) foram bem tolerados em ambos os
grupos, sem mortalidade no periodo de monitoramento. Nos animais tratados com o Bdz
(1), a parasitemia sanguinea foi severamente reduzida. Em dois dos seis animais tratados,

a infeccédo foi erradicada no décimo dia. Nos animais tratados com a 2-iminotiazolidina-4-
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ona (43n), também se obteve uma reducao severa da parasitemia sanguinea, embora néo
se tenha logrado erradicacéo da infeccéo.

dia 0 3 5 6 7 8 9 10 12

infecgdo com 104 | tratamento 1x ao dia, via oral
tripomastigotas

quantificacéo da | quantificagao da parasitemia
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Gréfico 4 : Parasitemia sanguinea em camundongos da linhagem BALB/c (fémeas, n=6/grupo) infectados
com 10" tripomastigotas da cepa Y. O grupo controle recebeu somente salina mais 20 % de DMSO.
Tratamento por via oral na dose de 250 pmol/kg da 2-iminotiazolidina-4-ona (43n) e Bdz (1). Dois
experimentos independentes foram realizados, valores mostrados sao relativos a um Unico experimento.

Resultados sdo expressos como média da contagem da parasitemia no grupo, com desvio padrdo expresso
em barras. SignificAncia dos valores: ***, P < 0.001; **, P < 0.01; *P < 0.05.

Em relagdo ao décimo dia apds infeccdo, temos uma reducdo da parasitemia
sanguinea de 89.6 e > 99 % nos tratamentos com o composto (43n) e Bdz (1),
respectivamente. Como a eficacia do composto (43n) é menor que o Bdz (1), houve a

necessidade de otimizacdo das propriedades farmacoldgica.
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4.3.5 Redesenho estrutural das 2-iminotiazolidina-4  -onas (43a-r) visando

a otimizacéao das propriedades farmacologicas

O planejamento estrutural das 2-iminotiazolidina-4-onas da série (43b-r) teve como
sitio de modificacdo estrutural a insercdo de substituintes nas posi¢cdes N3 e C5 do anel
heterociclo. Isto resultou em incremento das propriedades tripanocidas, in vitro, em
comparacado com o composto ndo substituido (43a). Como resultado destes esforcos, foi
possivel identificar o composto (43n), um agente tripanocida potente, seletivo e dotado de
eficacia, in vivo, em reduzir a infeccéo pelo T. cruzi.

Ja os 2-imino-1,3-tiaz0is (44a—t) foram planejados com o objetivo de comparar a
importancia do anel heterociclo (tiazolidina versus tiazol). Nesta série, também foi possivel
identificar agentes tripanocidas potentes e seletivos, como exemplificado com o composto
(44j), mas destituidos de propriedades inibitérias na enzima cruzaina.

A tentativa de otimizar as propriedades tripanocidas nas 2-iminotiazolidina-4-onas
(43a-t) nos parece uma escolha apropriada.

A poténcia das 2-iminotiazolidina-4-onas (43a—-t) em inibir a atividade catalitica da
cruzaina ainda é baixa quando comparado com outros inibidores descritos na literatura.®®#°
A identificacdo de 2-iminotiazolidina-4-onas com afinidade incrementada pela cruzaina
poderia, por ultimo, resultar na melhoria das propriedades tripanocidas. Modificacoes
estruturais subsequentes nestes compostos deveriam preservar o anel heterociclico 4-
tiazolidina.

Uma possibilidade de otimizacdo das propriedades inibitérias das 2-iminotiazolidina-
4-onas (43a—r) na cruzaina seria a complexacdo destes compostos com metais de
transicdo. A cisteina-25 localizada no sitio catalitico de catepsinas € um nucledfilo que
reconhece metais de transicdo como centros eletrofilicos, permitindo assim o planejamento
de complexos de coordenacdo e compostos organometalicos como inibidores de
catepsinas.'?1#

Devido a analogia estrutural e funcional entre catepsinas e a cruzaina, esta
estratégia tem sido utilizada na busca por complexos metalicos como inibidores da
cruzaina.'?® De fato, esta linha de pesquisa tem logrado sucesso na identificacdo de

123,124

agentes tripanocidas, inclusive com compostos metalicos dotados de eficacia in

vivo.'1*>12%126 Em vista disto, complexos de coordenacdo de paladio e platina com as 2-
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iminotiazolidina-4-onas (43a—-r) foram idealizados, representados na figura 29 pela

estrutura (53).

- R O *

(43a-r) (53)

M: paladio ou platina
Figura 29: Tentativa de otimizacdo das propriedades funcionais das 2-iminotiazolidina-4-onas (43a-r)
através da complexacdo com metais de transicao.

4.3.6 Tentativa de preparacao de complexos de coord enacéo com metais

de transicéo

Fundamentados nos resultados da literatura, que complexos de coordenacdo com

metais de transicdo sdo agentes tripanocidas, provavelmente atuando na enzima cruzaina

- - - ~ *
do T. cruzi, idealizamos a preparacdo dos mesmos.

Utilizando uma metodologia previamente descrita,*'?

tentou-se inicialmente preparar
complexos de paladio com os compostos (48a) e (48b). Embora diversas tentativas e
condi¢Bes reacionais tenham sido utilizadas, ndo foi possivel obter os complexos metalicos
esperados. Foram feitas ainda tentativas com o composto (43a), usando platina ou paladio,

todavia nao logramos sucesso (Esquema 11).

S e

PdCl,(DMSO),

N Yf
MeOH, t.a., 24h /\ (54)

Cl—

(43a)

CI
Esquema 11.

Os resultados das andlises elementares das reacfes com cloreto de paladio e os
compostos (48a, 48b e 43a) foram sugestivos de algum tipo de fragmentacdo dos
compostos mediada pelo metal. Por estes motivos, decidimos abandonar as tentativas de
preparar complexos de coordenagdo com estes compostos.

Interessantemente, a preparagcdo de complexos de coordenacdo com as 2-

129

iminotiazolidina-4-onas derivados do fenol (38) logrou sucesso,”™ mas nao para a 2-

iminotiazolidina-4-ona derivados do tiofenol (43a). A principal diferenca estrutural entre

*Agradecimento a Prof®. Heloisa Beraldo e Dr®. Gabrieli Lessa Parrilha, Departamento de Quimica da
UFMG, pela experimentos
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estas duas séries € o heteroatomo adjacente ao anel fenila (figura 30). Talvez os
compostos da série (43a—r) possuam uma susceptibilidade maior em sofrer hidrélise que

seus anélogos da série (38).

N O agee

38) 5

Figura 30 . 2-Iminotiazolidina-4-onas (38), previamente utilizadas para a formacao de complexos metalicos.™’

Para compreender um pouco melhor a diferenca de reatividade entre estas duas
classes de compostos, noés decidimos monitorar o processo de fragmentacdo pela
espectrometria de massas. Para tanto, os compostos (43f), (43h) e o (55)** foram
analisados nas mesmas condi¢fes experimentais, usando a ionizagao por electrospray no
modo de ions positivos (ESI+).

Inicialmente, os picos referentes as moléculas intactas foram localizados. Em
seguida, os ions foram selecionados para colisdo com argénio em diferentes energias de
colisdo (10, 20, 25 ou 30 eV). As rotas de dissociacao das formas cationizadas [M+Na] e
protonadas [M+H] foram estabelecidas através das determinacdes de massas de alta
resolucdo (figura 31). Uma analise minuciosa destes compostos revelou uma diferenca
entre o perfil de fragmentag&o do composto (55) versus (43a-r).

No composto (55), ndo foi possivel identificar fragmentos sob colisdo a 10 eV,
somente o ion molecular. Quanto a energia de colisdo foi aumentada para 20 ou 30 eV, foi
possivel localizar fragmentos referentes a perda de uma ou duas metila e de uma etila.
Todavia, no foi possivel localizar a dissociacao do grupo tiofenol no composto (55).

Ja nos compostos (43f) e (43h), nds observamos fragmentos sob colisdo a 10 eV.
Nestes dois compostos, ocorre a perda de 93 unidades do [M+H], resultando nos ions de
184.0490 e 212.0873 m/z respectivamente para os compostos (43f) e (43h). Estes
fragmentos correspondem a dissociacdo do grupo fendxi. Quando o ion molecular foi
isolado e a energia de colisdo foi aumentada para 20, 25 ou 30 eV, nés identificamos
outros fragmentos, mas em todas as condi¢cfes experimentais testadas, a formacao do ion
[M-CgHs0] foi majoritario.

E bem possivel que na presenca de metais, as 2-iminotiazolidina-4-onas (43a-r)

sejam clivadas de uma maneira semelhante ao observado nos espectros de massas, muito
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provavelmente envolvendo a quebra da ligacdo CH,—O do grupo fenoxi, o que também é

consistente com dados descritos na literatura.*3**%*

\)\/ \/ \/
OTR O O

(43f)

fon m/z acurado fon m/z acurado fon m/z acurado
[M+H] 278.0995 [M+H]" 306.1283 [M+H]" 322.1041
[M+Na]" 300.0581 [M+Na]® 328.1111 [M+Na] n&o observado
[M—CgHsO]" 184.0390 [M—CgHsO]" 212.0873 [M—C,Hs]" 292.0596
[M+H-CgHsO]" 185.0598 [M+H-CgHsO]" 213.0947 [M—C,Hs—CHs]" 277.9097

[M+H-CgHsO-C,Hs]” 184.0817
pos dil 3
120127_Diogo_TS-12_neg_fragm_305_20-25-30eV 1 (0. 534) Cm (1:18)
100 212 0873

+
/I% N S ]
N Y arg(‘)niol
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=] 213.0947 /
82.0723 0
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Figura 31: A) lons e os valores de m/z detectados nos espectros de massas no modo ESI+ (10 eV). B)
Espectro de massas / massas (25 eV) e a proposta de fragmentacéo para a 2-iminotiazolidina-4-ona (43h).
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4.3.7 Planejamento estrutural das 2-iminotiazolidin  a-4-onas (58a—j) e
derivados (59, 60)

Além da complexacdo metalica, vislumbramos também o redesenho estrutural das

2-iminotiazolidina-4-onas (43a—r) para o incremento das afinidades na cruzaina. Para

alcancar este objetivo, nés nos inspiramos na estratégia adotada por Ellman e col.*®

#N

F 0 N
] substituintes
F 0 N e d1r:r¢au 53
HN
E
F (41)

N

Figura 32: A) Composto (41) foi identificado apos triagem de diferentes substituintes (R). B) Estrutura crlstallna da
cruzaina em complexo com o (41) (PDB 3IUT), com destaque para o anel quinolinico localizado no subsitio S3.%°

O subsitio S3 da cruzaina € um ambiente hidrofébico (glicina-65, glicina-66). Na
tentativa de aumentar a afinidade de derivados do composto K777 (6), Ellman e col.®®
realizaram modificacbes estruturais nos derivados que permitissem estes estabeler
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interacdes intermoleculares com a regido S3 da cruzaina. Com o0 uso desta estratégia,
Ellman e col.?® alcancaram sucesso na otimizacdo da afinidade na cruzaina, identificando
inibidores potentes da cruzaina, como o composto (41) (figura 32).

O composto (41) é um inibidor da cruzaina potente (Clsp = 0.01 uM) e seletivo
(destituido de afinidade pela catepsina L). Este composto possui uma geometria
semelhante a letra "Y", com o anel quinolinico orientado na regido S3 e o fragmento

fendximetil orientado na regido S1° da cruzaina.

Figura 33: A) Docagem das 2-iminotiazolidina-4-ona (43a—t, azul) na cruzaina. Em vermelho, o composto
(41) co-cristalizado com a cruzaina.*?® Circulo meramente destacando a regido S3 do sitio catalitico. B)
Compostos (62a—j) planejados como analogos otimizados 2-iminotiazolidina-4-ona (43a-t).

Uma comparacdo do modelo de docagem das 2-iminotiazolidina-4-onas (43a—r) na
cruzaina em comparacdo com o composto (41) nos mostra as 2-iminotiazolidina-4-onas
(43a-r) ndo ocupam a regido S3 do sitio catalitico da cruzaina (figura 33).%%°

Fundamentado neste modelo, a insercdo de substituintes arilas em C1 da ligacdo iminica
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poderia, eventualmente, melhorar a afinidade dos compostos na cruzaina, pois o grupo arila
em C1 poderia esta orientada na regido S3 da cruzaina numa maneira semelhante ao anel
quinolinico do composto (41).

4.3.7 Sintese das 2-iminotiazolidina-4-onas (58a —j) e derivados (59, 60)

Dando continuidade ao nosso trabalho, a figura 34 apresenta a sequencia das

reacdes envolvidas na sintese das 2-iminotiazolidina-4-onas (58a—j).

o) o)
OH Br (o)
a) b)
+ R R 3
(45) (51a-h, j) (56a-j)
R R
o H NH o Q N
2 S
\N/ c) N/ N c5
—_—>
S HN
(57a-j) (58a-j) N3
R= o
a:H f: 4-Br —
b: 4-CH, g: 3,4-diCl d)
9 j'g"'so h: 4-'Bu
e 4-Cl ii4-Ph =
j: 4-OPh

Figura 34: Planejamento sintético das 2-iminotiazolidina-4-onas (58a-j). Reagentes e condi¢cbes: a) K,COs,
80 °C, 5 horas; b) tiossemicarbazida (47a); etanol, acido acético, refluxo, 2 horas; c) 2-bromobutanoato de
etila (49c), acetato de potassio, refluxo, 12 horas; d) acetato de paladio, trifenilfosfina, fosfato de potassio,
acido fenilbordnico, 90 °C, 20 horas.

As 2-iminotiazolidina-4-onas (58a—j) foram planejadas pela introducdo da
subunidade fenila em C1. Inspirados pelas caracteristicas estruturais previamente
identificadas na seérie (43a-r), o grupo etila foi introduzido na posicdo C5 no anel
tiazolidinico. Por razdes experimentais, decidimos manter o NH livre. Ja na posicao C1, os
substituintes foram selecionados de tal forma a investigar grupos funcionais com
contribuicdes estéreoeletronicas diferentes: —H, -F, -Cl, -Br, -Me, -OMe, -OPh, -'Bu e -Ph.
Portanto, de modo a estabelecer uma relacdo entre suas estruturas quimicas e a atividade
tripanocida pretendida.
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A sintese da série (58a—j) também é divergente e tem como etapa inicial a sintese
das 1-fenéxi-2-acetofenonas (56a—j).

As 1-fenoxi-2-acetofenonas (56a—h, j) foram preparadas a partir da O-alquilacédo do
fénol (45) com as 2-bromoacetonofenonas (51a-h, j). Inicialmente, tentamos preparar 0s
compostos em condicbes brandas (temperatura ambiente em banho de ultrassom),
contudo, estas condicdes ndo geraram rendimentos satisfatérios. Com isso, as reacoes
para a sintese dos compostos (56a—h, j) foram conduzidas a 80 °C sob agitacdo magnética
vigorosa, com um tempo reacional médio de 5 horas.'*

A 1-fenoxi-2-acetofenona (56i) foi preparada através do acoplamento cruzado de
Suzuki entre o derivado 4-bromofenil (56f) e o acido fenilborénico (esquema 12).*% A
reacdo foi mantida sob aquecimento a 90 °C por 20 horas. Apés purificacéo, foi obtido um
rendimento de 50 % do composto (56i).

(o] (I)H
(o] B
Ho” P(Ph);, Pd(OAc),
—_—
(56f) KH,PO,, 90 °c
Br :

MeOHI/dioxano

Esquema 12.

Uma vez que as 1l-fenoxi-2-acetofenonas (56a—j) foram preparadas e purificadas,

prosseguimos para a sintese das tiossemicarbazonas (57a—j) (esquema 13).

R R
(0] (o) H NH
o / H, AcOH, EtOH \N _ )
refluxo 2h
(56a-j) (47a) (57a-j) S
comp. R  rend. (%) comp. R rend. (%)
§7a: Hh 70 57f. 4-Br 55
g?{bi 2-g:30 ?g 57g; 3.4-diCl 56
¢ 4-CHg . oAt
57d:  4F go ~ orh: 4-Bu 3
57e:  4-Cl 78 57i:  4-Ph 55
57j: 4-PhO 55
Esquema 13.

Para a sintese destes compostos, nés inicialmente testamos as mesmas condi¢cdes

reacionais que foram previamente usadas nas tiossemicarbazonas (48a—f), isto é,
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temperatura ambiente, acido acético (quantidade catalitica) em banho de ultrassom. Nesta
condi¢céo, o composto (57a) foi isolado com um rendimento de 30 %. Devido ao rendimento
baixo, nés decidimos sintetizar as tiossemicarbazonas (57a—j) em temperatura de refluxo e
agitacdo magnética por 2 horas.

As tiossemicarbazonas (57a—j) foram preparadas com rendimentos satisfatorios (55—
83 %) e isoladas como solidos cristalinos. Estes compostos foram caracterizados por
técnicas espectrométricas (RMN de H e **C, IV) e por EMAR.

Nos espectros de RMN de 'H de algumas das tiossemicarbazonas (57a—j), nés
observamos sinais duplicados referentes aos hidrogénios do metileno. Nos espectros de
RMN de *3C, o mesmo tipo de duplicidade referente ao carbono do metileno foi observado.
Este comportamento, que foi observado anteriormente com as tiossemicarbazonas (48a—f),
€ sugestivo da formacao de uma mistura de diastereoisémeros (Z) e (E).

Os compostos (57a—j) foram isolados como solidos cristalinos, mesmo assim nos
nao tivemos sucesso na obtencdo de cristais apropriados para a difracdo de raios-X. Por
este motivo, ndo foi possivel inferir com precisdo a geometria dos compostos (57a—j).

De posse das tiossemicarbazonas (57a—j), finalmente prosseguimos com a sintese
das 2-iminotiazolidina-4-onas (58a—j). Estes compostos foram sintetizadas através da
reacao entre a respectiva tiossemicarbazona (57a—j) com o 2-bromobutanoato de etila
(49c).

Estas reacOes foram realizadas em etanol absoluto, em excesso de acetato de
potassio anidro, temperatura de refluxo e agitacdo magnética vigorosa. O acompanhamento
destas reacdes por CCD mostrou o consumo dos materiais de partida (tiossemicarbazonas)
apos 6-8 horas de reagcdo. O tempo reacional foi significantemente menor para as 2-
iminotiazolidina-4-onas (58a—j) do que para as 2-iminotiazolidina-4-onas (43a—-r, 18-24
horas).

ApoOs cristalizacdo em solventes apolares (geralmente tolueno ou benzeno), os
compostos (58a—j) foram isolados como soélidos cristalinos e caracterizados por técnicas
espectrométricas (RMN de *H e '3C, IV) e por EMAR. A pureza foi confirmada pela analise
elementar de C, N, H e S. Os substituintes na fenila em C1 e as propriedades fisicas das 2-

iminotiazolidina-4-onas (58a—j) estéo listadas na tabela 8.
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Tabela 8: Sintese e propriedades fisicas das 2-iminotiazolidina-4-onas (58a—j)

H 0
o N N NH, \
N7 \“/ /\)‘\ AcOK EtOH / \
. OEt
(57a4) S B (49¢) refluxo 6-8 hs (58a-)) HN
estruturas de Ar cédigos rend. (%) p.f. (°C) formula molecular ™
&@ 58a 70 159 C19H19N30,S
&O\ 58b 71 150 C20H21N30,S
&©\ 58¢ 75 157 Ca0H2:N305S
o
U 58d 81 159-160 C1oH1sN30,SF
.
&@\ 58e 70 162-164 C19H18N30,SCI
Cl
/\O\ 58f 48 177-178 C1oH1sN30,SBr
Br
Cl
589 60 175 C10H17N30,SCl,
Cl
/K©>< 58h 73 139-142 Ca3H27N30,S
58i 60 159-162 CasHosN50,S
&@\ /@ 58] 80 180 CosH23N305S
(o)

BFormulas estimadas a partir dos espectros de massas.

Cabe ressaltar que os rendimentos na sintese das 2-iminotiazolidina-4-onas (58a—j)
também foram melhores que os das (43a-r). Exceto para o composto (58f), que foi isolado
com um rendimento de 48 %, os outros compostos foram isolados com rendimentos entre
70-81 %. Um aspecto particular da sintese dos compostos (58a—j) é que eles precipitam

ainda durante a reacdo, o que provalmente desloca o equilibrio reacional em favor da
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formacdo dos produtos. Tal comportamento ndo foi observado durante a sintese dos
compostos (43a—).

Na RMN de 'H das 2-iminotiazolidina-4-onas (58a—j), os sinais referentes ao N—H
apresentam deslocamentos quimicos entre 12.05-12.22 ppm. Como discutido
anteriormente, esta faixa de deslocamento quimico sugere que a ligacdo iminica é
exociclica em relacdo ao heterociclo. A figura 35 apresenta, de forma representativa, 0os

dados espectroscopicos da 2-iminotiazolidina-4-ona (58c).

Figura 35 : Dados espectroscépicos da 2-iminotiazolidina-4-ona (58c). Deslocamento quimico em ppm.

Com o intuito de comparar os efeitos tripanocidas com as 2-iminotiazolidina-4-onas
(58a—j), nés preparamos um derivado tiazolidinico sem a etila em C5 (59) e um derivado
tiazolico contendo uma fenila em C4 (60). Estes dois compostos foram preparados a partir
da tiossemicarbazona (57a) e também caracterizados por técnicas espectrométricas (RMN
de 'H e °C, IV) e por EMAR (esquema 14).
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4.3.8 Avaliacdo farmacologica, in vitro, das propriedades tripanocidas

das 2-iminotiazolidina-4-onas (58a —j) e derivados (59, 60)

As 2-iminotiazolidina-4-onas (58a—j) e seus derivados (59) e (60) foram testados na
concentracdo de 100 pM frente a enzima cruzaina. Para fins de comparacdo, a
tiossemicarbazona (57a) também foi testada. Os percentuais de inibicdo da atividade

catalitica destes compostos na cruzaina sao apresentados no grafico 5 .
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Gréafico 5: Atividade inibitéria da atividade catalitica na cruzaina. Valores calculados ap6s 10 minutos de
incubagdo com a enzima. Desvio padréo expresso como barras. Compostos testados na concentracédo de 100
UM, em triplicatas.

Como esperado, a tiossemicarbazona (57a) inibiu significantemente a atividade
catalitica da cruzaina, de uma maneira semelhante ao observado com as
tiossemicarbazonas (48a) e (48c). Em relacdo as 2-iminotiazolidina-4-onas (58a—j), nos
observamos que estes compostos foram menos potentes que a tiossemicarbazona (57a)
em inibir a cruzaina. Todavia, n0s conseguimos identificar algumas relacbes estruturais
interessantes.

A 2-iminotiazolidina-4-ona (58a) inibiu 64+2 % da atividade catalitica da cruzaina,
sendo o composto mais potente desta série. A insercdo de uma metila (58b) ou fluor (58d)
na posicao para da fenila ndo foi benéfico, sendo estes dois compostos duas vezes menos
potentes que o (62a). Por outro lado, a inser¢cdo de uma metoxila (58c) foi benéfica, inibindo
58+2 % da atividade catalitica da cruzaina.

As 2-iminotiazolidina-4-onas com um substituinte cloro (58e) ou bromo (58f) em para

também apresentaram atividade inibitéria na cruzaina, embora menos potentes que o0
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composto ndo substituido (58a). Intrigantemente, a 2-iminotiazolidina-4-ona dissubstituida
com 3,4-dicloro (589) inibiu somente 2512 % da atividade catalitica da cruzaina, sendo este
composto duas vezes menos potente que o derivado 4-cloro (58e).

As 2-iminotiazolidina-4-onas (58g, 58h, 58j) possuem grupos hidrofébicos na posicao
para do anel fenilico. Nenhum destes compostos inibiu a atividade catalitica da cruzaina de
uma maneira significante. Mesmo assim, podemos estabelecer algumas REA.

A 2-iminotiazolidina-4-ona com uma metila (58b) inibiu 36+0.6 % da atividade
catalitica da cruzaina e o derivado com 4-tercbutil (58h) ndo apresentou inibicdo
mensuravel (dado ndo mostrado).

A 2-iminotiazolidina-4-ona com um substituinte 4-fendxi (58j) inibiu 21+2 % da
atividade catalitica da cruzaina, sendo quase trés vezes menos potente que 0 composto
com a metdxila (58c). O simples fato que a troca do metoxi pelo fendxi ndo é benéfico para
a atividade inibitoria na cruzaina sugere que o anel fenilico em C1 se orienta numa regiao
hidrofilica da enzima, tendo a participacdo de ligacdes intermoleculares polares.

O composto com um substituinte 4-fenil (58i) inibiu 43+3 % da atividade catalitica da
cruzaina. Do ponto de vista estérico, podemos comparar o efeito do bromo versus fenil. Se
compararmos com 4-bromo (58f), que inibiu 50£9 %, a troca do bromo pelo fenil de fato
retem a atividade inibitoria, porém néo incrementa.

A presenca da etila em C5 nos compostos (58a—j) € importante para a atividade
inibitéria na cruzaina. Isto pode ser inferido com a 2-iminotiazolidina-4-ona (59), que nao
possui a etila em tal posicdo. Enquanto que o (59) inibiu 43+9 %, o seu analogo com uma
etila em C5 (58a) inibiu 64+2 % da atividade catalitica da cruzaina. Por ultimo, observamos
novamente a auséncia de atividade inibitéria de 2-imino-1,3-tiazéis pela cruzaina, como
exemplificado aqui com o composto (60).

As 2-iminotiazolidina-4-onas (58a—j) foram planejadas visando o incremento da

afinidade pela cruzaina em comparacdo com as 2-iminotiazolidina-4-onas (43a—).

O/ \)\ PN \r ©/ \ e \ ©/ \ e \
(43n) : (58a) \@ (43c) @

Clso = 6.6:0.05uM . Ph Clgo = 19.7£0.17uM Clso > 20uM

Figura 36 . Atividade inibitéria na cruzaina. Valores de Clsq (xDP) calculados apés 10 minutos de incubacao
com a enzima.
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Ao compararmos os valores de Clsp para o composto (43n) versus (58a), nao
observamos incremento da afinidade (figura 36 ). Porém, ao compararmos os valores de
Clsp para o composto (43c) versus (58a), observamos um incremento significativo da
afinidade, pois o composto (43c) € inativo, enquanto que o composto (58a) possui Clsg =
19.740.1 pM.

Uma vez que ndés testamos os compostos (58a—j) e derivados (59) e (60),
prosseguimos com a avaliacao, in vitro, das propriedades tripanocidas (tabela 9). Para fins

de comparacédo, novamente a tiossemicarbazona (57a) foi testada.

Tabela 9: Avaliacdo farmacolégica, in vitro, das propriedades tripanocidas e toxicidade em células de
mamiferos para as 2-iminotiazolidina-4-tionas (58a—j) e derivados (59, 60).

comp. Ar T. cruzi Clsg (UM) esplendcitos BALB/c
tripomastigotas, Y (=) epimastigotas, Dm28c el (Hg/mL)'
Ph Ar
S HN
(57a) (58a-)
(o)
572 Ph 2.0 4.7 25
582 Ph 17.7 25.0 >100
58b 4-CHsPh 97.2 ND'®! >100
58c 4-CH30Ph 82.0 ND >100
58d 4-FPh 78.9 ND >100
58e 4-CIPh 17.3 11.3 100
58f 4-BrPh 4.0 3.9 >100
58g 3,4-diCIPh 50.8 ND 100
58h 4-'BuPh 74.9 ND >100
58i 4-PhPh 10.8 14.1 >100
58] 4-PhOPh 68.5 ND >100
Ph Ph

H
0 o N
\)\N/ YN

(59) (60)
59 - 29.9 31.9 >100
60l - 20.7 1.8 >100
Bdz (1) - 6.0 4.8 25
Nix (2) - 2.7 5.7 1

BT Apés 24 horas de incubacéo na presenca dos ComposStos. PAp6s 5 dias de incubacdo na presenca dos compostos. P

Clso com valores de desvio padrdo < £10 %. CIMaior concentragao atoxma (sem efeitos na viabilidade celular). Valores
determinados apés 24 horas de incubagao na presenca dos compostos. FIND, ndo determinado, pois ndo foi possivel
calcular a Clso.

A tiossemicarbazona (57a) inibiu severamente a proliferacdo de epimastigotas e
apresentou toxicidade elevada para tripomastigotas, com valores de Clsg similares ao Bdz

(1) e Nfx (2). Porém, em concentracbes acima de 25 pg/mL, a tiossemicarbazonas (57a)
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afetou a viabilidade celular em esplendcitos, tendo assim um perfil de seletividade similar
ao Bdz (1).

Dentre as 2-iminotiazolidina-4-onas (58a—j), nds identificamos compostos com
valores de Clsg similares ao Bdz (1) e Nfx (2), porém destituidos de toxicidade elevada para
esplendcitos.

A 2-iminotiazolidina-4-ona sem substituintes para no anel fenilico (58a) apresentou
propriedades tripanocidas modestas, sendo trés vezes menos potente que o Bdz (1). A
insercdo de uma metila (58b), metoxila (58c) ou fluor (58d) na posicdo para ndo foi
benéfica, sendo estes compostos menos potentes que o (58a).

Por outro lado, a insercdo de um cloro (58e) ou bromo (58f) foi benéfica para a
atividade tripanocida, mas néo para o derivado diclorado (58g). O derivado com bromo
(62f) inibiu severamente a proliferagdo de epimastigotas (Clsp = 3.9 uM) e apresentou
toxicidade elevada para tripomastigotas (Clsp = 4.0 uM), sendo assim um agente tripanocida
equipotente ao Bdz (1) e Nfx (2). De fato, o composto (58f) foi o agente tripanocida mais
potente dentre a série (58a—j).

Interessantemente, a troca do bromo (58f) pelo fenil, resultando no composto (58i),
apresentou Clsg = 10.8 uM para tripomastigotas. Porém, a troca do bromo pelo fendxi,
resultando no composto (58j), ndo foi benéfica, sendo o composto (58)) pouco potente (Clso
= 68.5 upM, tripomastigotas). O composto com tercbutil (58h) também apresentou
propriedade tripanocida baixa.

Por ultimo, temos os derivados (59) e (60). O composto (59) ndo possui a etila em
C5 e apresentou Clso = 29.9 uM para tripomastigotas. Em comparacao com o seu analogo
substituido em C5 (58a), o composto (59) foi quase duas vezes menos potente; reforcando
assim a importancia de um substituinte localizado na posicdo C5 do anel tiazolidinico. O
derivado tiazolico (60) apresentou propriedades tripanocida similar ao (59), porém este
tiazol ndo foi mais potente que o seu analogo (44a, Clsp = 19.9 uM para tripomastigotas)
previamente identificado durante a série (44a-t).

Uma comparacao das 2-iminotiazolidina-4-onas substituida em para (58b—j) versus
2-iminotiazolidina-4-onas néo substituida (58a) sugere que modificacbes estruturais no
anel fenilico em C1 alteram a magnitude das propriedades tripanocidas. Somente quando
um bromo (58e) ou fenila (58i) séo inseridos € que se obtem agentes tripanocidas mais
potentes que o composto (58a). Por outro lado, se substituintes hidrofébicos, tais como
metila (58b) ou tercbutila (58h) sdo inseridos, observa-se uma diminui¢cdo substancial das
propriedades tripanocidas. Estas correlacbes das estruturas versus propriedades
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tripanocidas também sdo observadas para a atividade inibitoria na cruzaina, exceto para o
derivado da metoxila (58c). A principal excessao é do composto (58c). Este composto
inibiu 58+2 % da atividade catalitica da cruzaina, porém este composto ndo manifestou
propriedades tripanocida relevante, apresentando Clsy de 82.0 UM para tripomastigotas.

De fato, ndo observamos uma vantagem clara das propriedades inibitorias na
cruzaina dos compostos (58b—j) em comparacdo com a série inicial (43a—r). Entretanto, a
triagem das propriedades tripanocidas dos compostos (58b—j) nos permitiu identificar o
composto (58f), um agente tripanocida equipotente ao Bdz (1) e Nfx (2), porém destituido
de toxicidade para esplendcitos em concentracdo de 25 pg/mL. Em virtude destes
resultados, decidimos avaliar a eficacia do composto (58f) em modelos experimentais, in

vitro e in vivo, de infeccao pelo T. cruzi.

4.3.9 Avaliacdo das propriedades farmacologicas, In vitro e in vivo, da 2-

iminotiazolidina-4-ona (58f) na infeccdo pelo  T. cruzi

Para avaliar a eficacia da 2-iminotiazolidina-4-ona (58f) na infeccao, in vitro, pelo T.
cruzi, 0 mesmo protocolo experimental descrito no item 4.3.4 foi utilizado (gréafico 6 ).
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Gréfico 6 : A) Porcentagem de macrofagos infectados por tripomastigotas da cepa Y. B) Proporgdo de
amastigotas intracelulares. Bdz (1) € o inibidor de referéncia. Cada compostos foi testado em concentragdes
em triplicatas. Um Unico experimento foi realizado. Desvio padrao expresso em barras. Significancia dos
valores: *** P < 0.001; **, P < 0.01; *P < 0.05.

A 2-iminotiazolidina-4-ona (58f) apresentou um efeito substancial sobre a infecgéo in
vitro, reduzindo a porcentagem de células infectadas em uma maneira dependente da

concentragdo. Na concentracdo de 50 puM, o composto (58f) reduziu a taxa de células
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infectadas e o niumero de amastigotas intracelulares de uma maneira mais pronunciada do
gue na cultura celular tratada com 50 uM Bdz (1).

A Clsp calculada para o composto (58f) foi de 5.20+0.54 uM no ensaio de infeccéo.
Os valores de Clsg calculados anteriormente para o Bdz (1) e o composto (43n) foram de
13.99+0.39 e 10.11+0.09 uM, respectivamente. Portanto, a 2-iminotiazolidina-4-ona (58f),
identificada apés triagem da seérie (58a—j) é duas vezes mais potente que a 2-
iminotiazolidina-4-ona (43f), identificada dentre a série (43a—t) e do que o Bdz (1).

Os compostos (43n) e (58f) ndo afetam a viabilidade de esplendcitos em
concentragfes de até 100 pg/mL. O composto (58f) inibiu, in vitro, a infeccao pelo T. cruzi
com poténcia superior ao seu protétipo estrutural (43n), pérem sem detrimento da
toxicidade em mamiferos. Portanto, nos parece coerente afirmar que o redesenho
estrutural, que teve como objetido a otimizacdo das propriedades tripanocidas da série
(43a-t), logrou sucesso, culminando com a série (58a—j) e identificacdo do composto (58f).

Como limitagéo, o composto (58f) é menos potente que o K777 (6, Clsp de 1.0 uM e

0.25 UM para cepas Y e Tulahuén, respectivamente)®*®®

e que o derivado do Tipifarnib (30,
Clso de 0.6 nM, cepa Tulahuén)”® em ensaios de infeccéo in vitro, denotando assim a
necessidade de identificar analogos do (58f) mais potentes. Antes de prosseguir com a
tentativa de identificar analogos do (58f) mais potentes, nés achamos mais prudente
verificar se este possui eficacia em reduzir, in vivo, a parasitemia.

A eficacia do composto (58f) em reduzir, in vivo, a parasitemia sanguinea foi avaliada
no mesmo modelo de infeccdo aguda que utilizado com o composto (43n). Como a
administracdo do composto (43n) foi bem tolerada em camundongos BALB/c sadios na
dose de 250 pmol/kg, as doses de 125 (53) e 250 (107) umol/kg (mg/kg) foram utilizadas
para avaliar a eficacia do composto (58f) no modelo experimental de infec¢do. O Bdz (1) foi
administrado somente na dose de 250 pmol/kg (65 mg/kg) (gréafico 7).

O tratamento por via oral com o (58f) foi bem tolerado nas duas doses testadas, sem
mortalidade no periodo de monitoramento. Como esperado, 0s animais tratados com o Bdz
(1) tiveram a parasitemia sanguinea severamente reduzida; em quatro dos seis animais
tratados, a infeccéo foi erradicada no décimo dia. Nos animais tratados com 250 umol/kg da
2-iminotiazolidina-4-ona (58f), também se observou uma reducdo severa da parasitemia
sanguinea. Embora com menor eficacia, a 2-iminotiazolidina-4-ona (58f) na dose de 125
pmol/kg reduziu significantemente a parasitemia (P < 0.001) em comparagcdo com o

controle negativo.
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Gréfico 7 : Parasitemia sanguinea em camundongos da linhagem BALB/c (fémeas, n=6/grupo) infectados
com 10* tripomastigotas da cepa Y. O grupo controle recebeu somente salina mais 20 % de DMSO.
Tratamento por via oral com os compostos (58f) e Bdz (1). Um Unico experimento foi realizado. Resultados
sdo expressos como média da contagem da parasitemia no grupo, com desvio padrdo expresso em barras.
Significancia dos valores: ***, P < 0.001; **, P < 0.01; *P < 0.05.

Ao compararmos a eficacia do tratamento na dose de 250 upmol/kg das 2-
iminotiazolidina-4-onas (58f) versus (43n), a 2-iminotiazolidina-4-ona (58f) foi mais potente
em reduzir a parasitemia, apresentando uma eficdcia muito semelhante ao Bdz (1),
corroborando assim que as 2-iminotiazolidina-4-onas (58a—j) possuem propriedades

tripanocidas mais potentes que as 2-iminotiazolidina-4-onas (43a—r).
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4.1 Conclusodes

A construcdo estrutural das 2-iminotiazolidina-4-onas (43b-r) foi fundamentada na
tentativa de identificar se substituintes localizados nas posicbes N3 e C5 no anel
tiazolidinico incrementam as propriedades tripanocidas em comparagcdo ao composto nédo
substituido (43a). J& a construcdo dos 2-imino-1,3-tiazbis (44a-t) teve como fundamento
investigar o efeito na atividade tripanocida apos a troca do anel tiazolidinico pelo tiazdlico.

Com estes intuitos, as 2-iminotiazolidina-4-onas (43b—r) foram sintetizadas através
de metodologias sintéticas ja implementadas em nosso laboratério, enquanto que para a
sintese dos 2-imino-1,3-tiazéis (44a-t), foi necessario identificar as condicdes reacionais.
Estes tiazois foram preparados em temperatura ambiente em banho de ultrassom; estas
condicdes reacionais resultaram em rendimentos satisfatérios e praticidade no isolamento
do produto.

As 2-iminotiazolidina-4-onas (43a-r), em particular os derivados contendo uma
fenila localizada na posicdo N3 no anel heterociclico (43k—q), apresentaram propriedades
inibitérias na atividade catalitica da cruzaina, jA os 2-imino-1,3-tiaz6is (44a-t) foram
destituidos de tais propriedades. Os derivados tiazolicos devem utilizar um mecanismo
distinto dos derivados tiazolidinicos em inibir o parasita. Por outro lado, 2-iminotiazolidina-
4-tionas (43s, 43t) apresentaram propriedades inibitérias na atividade catalitica da
cruzaina mais pronunciadas que seus analogos nao tiocarbonilados (43c, 430).

Apods triagem das propriedades tripanocidas dos compostos (43a-t) e (44a-t), foi
possivel identificar os compostos (43n) e (44j) como agentes tripanocidas tdo potentes
guanto o Bdz (1) em inibir a proliferacdo de epimastigotas e a viabilidade celular de
tripomastigotas da cepa Y. Estes compostos foram capazes de reduzir a infec¢ao, in vitro,
com poténcia similar ao observado com o Bdz (1).

A 2-iminotiazolidina-4-ona (43n) foi identificada como o composto tripanocida bem
como inibidor da cruzaina mais potente dentre os compostos (43a-r). Esta 2-
iminotiazolidina-4-ona possui como caracteristica estrutural a presenca de uma fenila em
N3 e uma isopropila em C5.

O tratamento com o composto (43n) por via oral na dose de 250 pmol/kg foi eficaz
em reduzir a parasitemia sanguinea em um modelo de infeccdo aguda pelo T. cruzi.
Todavia, com eficacia inferior que o tratamento com o Bdz (1), denotando assim a

necessidade de otimizacéo das propriedades tripanocidas.
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Para otimizar as propriedades funcionais, as 2-iminotiazolidina-4-onas (43a—t) foram
reestruturadas, culminando assim com o planejamento e sintese de uma segunda geracao
de 2-iminotiazolidina-4-onas (58a—).

A triagem das propriedades tripanocidas para as 2-iminotiazolidina-4-onas (58a—j)
nos permitiu mapear as principais relagdes estrutura versus atividade tripanocida, bem
como nos permitiu identificar os compostos (58f) e (58i) como agentes tripanocidas, in
vitro, tdo potentes quanto o Bdz (1).

O composto (58f) apresentou eficacia superior ao seu protétipo (43n) em reduzir a
infeccdo pelo T. cruzi tanto em modelos in vitro com in vivo. Com a vantagem que 0
composto (58f) apresentou eficacia similar ao Bdz (1) em reduzir a parasitemia sanguinea.

Por um lado, ndo ficou muito claro se os compostos da série (58a—j) sdo mais
potentes em inibir a atividade catalitica da cruzaina que os compostos da série (43a-t). Por
outro lado, a metodologia empregada na construcao racional da série (58a—j), nitidamente,
logrou sucesso na identificacdo de compostos com propriedades tripanocidas mais

pronunciadas que os da série (58a—j).

4.2 Perspectivas

O composto (58f) apresentou eficacia substancial, in vivo, na dose de 250 umol/kg,
contudo é importante estudar o efeito dose-resposta para o composto (58f) nos ensaios de
infeccéo in vivo bem como estudar a toxicidade em camundongos tratados com o (58f),
permitindo assim identificar a melhor dose terapéutica e o indice de seletividade.

Os compostos mais potentes nas 2-iminotiazolidina-4-onas (43a-t), tais como 0
(43n), possuem uma fenila na posicdo N3. Por motivos sintéticos, as 2-iminotiazolidina-4-
onas (58a—j) foram planejadas sem a insercdo de uma fenila em N3. A insercdo deste
grupo na estrutura do composto (58f) talvez resulte em aumento das propriedades
inibitorias na cruzaina e frente ao T. cruzi.

O 2-imino-1,3-tiazol (44j) apresentou propriedades funcionais semelhantes ao
composto (44n), contudo né&o foi possivel avaliar a eficacia deste composto na infec¢ao, in
vivo, pelo T. cruzi nem identificar o mecanismo de acao no parasita.

N&o ficou muito claro se a troca da carbonila pela tiocarbonila é vantajosa em
termos das propriedades tripanocidas. A comparacdo com um numero maior de compostos

€ necessario.
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5.1 Generalidades

Os reagentes foram adquiridos da Acros Organics, Fluka, Vetec ou Sigma-Aldrich,
enquanto que os solventes foram provenientes da Vetec ou Dinamica. Os solventes
deuterados (DMSO-ds, CDCI3, D,O) sao da marca CIL (Tédia Brazil). Tiossemicarbazida foi
adquirida pela Acros Organics e recristalizada em etanol. Acetato de sddio foi fundido em
bico de Bunsen antes do uso. Os solventes ciclohexano, hexano, acetato de etila e tolueno
foram destilados, enquanto que etanol e 2-propanol foram usados como adquirido pelos
fornecedores.

As reacdes foram acompanhadas em cromatografia de camada delgada (CCD)
utilizando silica-gel 60 contendo indicador fluorescente Fjs4. As placas cromatograficas
foram visualizadas em uma lampada ultravioleta (com duplo comprimento de onda 365 ou
254nm), exceto para o composto 60c, no qual se usou vapores de iodo. Usou-se silica gel
de 70-230 mesh na cromatografia em coluna.

As reacdes mediadas pela irradiagcdo no ultrassom foram realizadas em banho de
ultrassom modelo Unique EM-804 TGR usando frequéncia de 40 KHz (180 W). Em todas as
reacdes no ultrassom, ndo houve aquecimento externo.

Os pontos de fusdo foram medidos em capilares usando um aparelho de Thomas
Hoover e os valores ndo foram posteriormente corrigidos. Quando n&do especificado pela
abreviacdo “dec” (decomposicéo), os valores indicam que os produtos se fundiram sem
aparente decomposicédo da amostra.

Para todos os compostos inéditos, foram feitas as analises de RMN de 'H e **C e
guando necessario, analises bidimensionais (DEPT, HSQC e HMBC) bem como a adi¢ao
de D,O para a localizacdo dos sinais de NH. Os espectros de RMN *H e *3C foram
adquiridos nos instrumentos Varian modelo Unity Plus (400 MHz para ‘H; 100 MHz para
13C) ou Bruker AMX (300 MHz para *H e 75.5 MHz para o *3C), usando o tetrametilsilano
como padrdo interno. A multiplicidade dos sinais nos espectros de RMN *H foram
designadas da seguinte forma: s / singleto; d / dubleto; t / tripleto; dd / duplo dupleto; q /
guarteto; m / multipleto.

Para os espectros no infravermelho, utilizou-se o instrumento Bruker (Modelo IFS 66)
usando pastilhas de KBr. As micro-andlises para C, N, H, S foram feitas em um analisador
elementar Carlo Erba (modelo EA 1110). Para os espectros de absor¢céo no ultravioleta, o

instrumento de varredura Shimadzu modelo 1240 foi utilizado. Para os espectros de
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massas de alta-resolucdo (EMAR), usou-se a técnica de ionizacdo por electrospray (ESI)
nos modos positivos (ESI+) ou negativo (ESI-) com detec¢cdo no modo "time-of-flight” (TOF),
medidos nos aparelhos LC-IT-TOF da Shimadzu ou nanoUPLC-Xevo G2 Tof da Waters.

A difracdo de raios X foi realizada em um difratdmetro Kappa-CCD Enraf-Nonius
(camera CCD de 95 mm). Os dados da difracdo de raios X foram depositados no
"Cambridge Crystallographic Data Centre" (Cambridge, Inglaterra). Composto (48a) TS-01
(depdsito 874915); (48c) TS-03 (depodsito 874916).

5.2 Metodologias sintéticas
5.2.1 Sintese da 1-fenodxi-2-propanona (46)

SN

Em um baldo de fundo redondo, 50 mmol (4.7 g) de fenol (45) foram solubilizados em
20 mL de butanona. Logo apés, foram adicionados 70 mmol (9.7 g) do carbonato de
potassio macerado e a mistura foi sonicado por 10 min. Em um vidro de penicilina, cerca de
50 mg de iodeto de potassio foi adicionado a 50 mmol (4.1 g) da mono-cloroacetona. Esta
solucéo foi adiciona em por¢cdes na mistura reacional e mantida por 2 horas sob sonicacéo
em temperatura ambiente. Apés o consumo do fenol (acompanhado por CCD), o
precipitado formado foi filtrado e o solvente foi removido sob presséo reduzida. Agua foi
adicionada na mistura reacional e extraida com ciclohexano (3x50 mL). As fracdes
organicas foram reunidas e uma segunda extracao foi feita com uma solucdo aquosa de
NaOH (10%). A fase organica foi entdo coletada e seca com Na,SO,4 anidro e o solvente foi
removido sob presséao reduzida. 5.1g (rend.: 68%) de um liquido incolor e pouco viscoso foi
obtido e comparado com o produto comercial com numero de catalogo 152021 na Sigma-
Aldrich (St. Louis, EUA), registro no Chemical Abstracts Service: 621-87-4.
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5.2.2 Sintese das tiossemicarbazidas (47d —f) (Wong & Dolman, 2007) ¥’

acSaactage

Em um baldo de fundo redondo com capacidade para 50 mL, foram adicionados 2
mmol da respectiva anilina, e 4 mmol (4.0 g) de trietilamina e 10 mL de THF. A mistura foi
resfriada em banho de gelo e mantida sob agitacdo magnética. Apés 30 minutos, 2 mmol
(1.5 g) de disulfeto de carbono foi lentamente gotejado com o auxilio de uma seringa. Apos
a mistura reacional adquirir uma coloracao vermelha intensa, mais 1 mmol de disulfeto de
carbono foram adicionados e a mistura reacional foi mantida sob agitacdo magnética em
temperatura de 0-5°C durante 24 horas. Apo0s 24 horas, resfriou-se novamente a mistura
reacional e adicionou-se lentamente 2.5 mmol de hidrato de hidrazina (55%). Apds a
mistura reacional adquirir uma coloragdo amarela, a mesma foi resfriada em banho de gelo
e ainda sob agitacdo, 15 mL de HCI (36%) foram gotejados sobre a reacdo seguida pela
adicdo de 50 mL de agua. 30 mL de éter dietilico foram adicionados e mantidos em
agitacdo magnética por 10 minutos. Com o auxilio de uma pipeta, a fase orgéanica foi
removida do baldo e o precipitado da fase aquosa foi entao filtrado em funil de Bichner com
filtro sinterizado. O produto foi transferido para o dessecador com SiO, sob vacuo. A
respectiva tiossemicarbazida foi re-cristalizada do metanol a quente.
N*-(4-toluil)tiossemicarbazida (47d): cristais incolores; rend. 51%; P.F. de 160 °C, R; de 0.4
(acetato de etila).

N*-(4-metéxifenil)tiossemicarbazida (47e): cristais incolores; rend. 50%; P.F. de 145-146
°C, Rt de 0.3 (acetato de etila).
N*-(ciclohexil)tiossemicarbazida (47f): cristais incolores; rend. 38 %:; P.F. de 100 °C, R; de

0.5 (acetato de etila).
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5.2.3 Sintese do 2-cloro-2-fenilacetato de etila (4 9e)**

Cl
OEt

(49¢)

Em um baldo de fundo redondo com capacidade para 100 mL, 5 mmol (7.1 g) do
acido mandélico foram dissolvidos em 50 mL de etanol e a mistura foi mantida sob agitacdo
magneética. Em seguida, 0.5 mL do acido cloridrico foi adicionado e a reacdo foi mantida
sob agitacdo magnética em temperatura de 80 °C durante 5 horas. Apds o término da
reacdo, a mistura reacional foi resfriada até temperatura ambiente e o solvente foi removido
sob pressédo reduzida. Adicionou-se cerca de 50 mL de uma solugcéo de bicarbonato de
sodio, seguido pela extracdo da mistura aquosa com éter dietilico (2x50 mL). As fases
organicas foram reunidas e lavou-se novamente com a de solucéo de bicarbonato de sodio,
e por ultimo com uma solugéo saturada de NaCl. A fase eterea foi seca com MgSO, anidro,
o solvente removido sob presséo reduzida, levando a formacdo de um 6leo incolor que foi
transferido para o desecador com SiO, e mantido sob vacuo. Em seguida, 2.6 g do ester foi
transferido para um baldo de fundo redondo com capacidade para 25 mL e suspenso em 10
mL de diclorometano. A mistura foi resfriada em banho de gelo e em seguida 3.1 mL do
cloreto de tionila foi adicionado com a ajuda de um funil de adi¢éo. A reacéo foi mantida sob
agitacdo magnética em temperatura ambiente durante 24 horas. Apés, mistura foi aquecida
por 1 hora a 60 °C, a mistura reacional foi resfriada até temperatura ambiente e gelo picado
foi adicionado. Adicionou-se também cerca de 30 mL de uma solucdo de bicarbonato de
sodio, seguido pela extracdo da mistura aquosa com éter dietilico (3x20 mL). As fases
organicas foram reunidas e lavou-se novamente com a de solu¢do de bicarbonato de sédio,
e por ultimo com uma solucao saturada de NaCl. A fase eterea foi seca com MgSO, anidro,
o solvente removido sob presséo reduzida, levando a formacéao de um 6leo incolor que foi

transferido para o desecador com SiO, e depois mantido na geladeira.
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5.2.4 1-(1-Fenoxipropil-2-ilideno)tiossemicarbazida (48a, TS-01)

5.2.4.1 Sob agitacdo magnética : em um baldo de 50 mL, foram adicionados 1 mmol (0.15
g) da 1-fenoxi-2-propanona (46), 10 mL de EtOH e 1.2 mmol (0.11 g) da tiossemicarbazida
(47a) e uma gota de acido acético glacial. A mistura foi mantida sob agitacdo magnética em
temperatura ambiente durante 18 horas. Apds, o solvente foi removido sob pressao
reduzida, gelo picado foi adicionado e o precipitado formado foi filtrado e lavado
abundantemente com agua destilada para remover a tiossemicarbazida remanescente. O
produto foi re-cristalizado com tolueno a quente.

Cristais incolores; P.F.: 136 °C; Rend.: 0.16 g (71 %)

5.2.4.2 Ultrassom : em um tubo de centrifuga, foram adicionados 5 mmol (0.75 g) da 1-
fendxi-2-propanona (46), 10 mL de EtOH e 5.2 mmol de tiossemicarbazida (47a) (0.50 g) e
uma gota de acido acético glacial. A mistura foi mantida sob o banho de ultrassom durante
30 minutos a temperatura ambiente. Apos este tempo, o precipitado foi filtrado e lavado
com agua destilada e seco no dessecador sob vacuo. O solvente da mistura reacional foi
transferida para um baldo de fundo redondo e o solvente removido sob pressao reduzida
até a metade e mantida no congelador, onde houve a formacédo de um precipitado que foi
filtrado. O produto foi re-cristalizado a quente com tolueno.

Cristais incolores. Rend.: 0.87 g (78 %); P.F.: 136 °C; R; = 0.3 (tolueno / acetato 1:1).
Andlise elementar para C 10H13N3SO. Tedrico: C, 53.79; H, 5.87; N, 18.82; S, 14.36.
Calculado: C, 53.93; H, 5.88; N, 18.99; S, 10.06. I.V., principais sinais 3415 (NH,), 3248
(N-H), 1586 (C=N) cm™. RMN *H (400 MHz, DMSO-dg), & na presenca de isoméros 1.97
e 2.00 (s, 3H, CHs), 4.61 e 4.85 (s, 2H, CH,), 6.91-6.99 (m, 3H, Ar), 7.24-7.31 (m, 2H, Ar),
7.74 (s, 1H, NHy), 8.23 (s, 1H, NH,), 10.28 (s, 1H, NH). Os sinais com & em 7.74, 8.23 e
10.28 ppm desaparecem ap6s adicéo de D,O. RMN **C e DEPT (100 MHz, DMSO-ds), & na
presenca de isoméros 13.9 e 20.0 (CH3), 65.2 e 71.1 (CHy), 114.4 e 114.7 (CH, Ar), 121.0
e 121.27 (CH, Ar), 129.5 e 129.6 (CH, Ar), 148.37 e 149.4 (C=N), 157.6 e 158.0 (C-0),
178.9 e 179.2 (C=S). Obs: algumas destas atribuicbes foram confirmadas pelo HMBC.
EMAR (ESI) Calculado para C1gH14N3SO [M+H]": 224.0858; encontrado 224.0859.
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5.2.5 1-(1-Fenoxipropil-2-ilideno)-4-metiltiossemicarbazida (48b, TS03)

N N N
N/\n/\
S

Procedimento reacional semelhante ao descrito no item 5.2.4.2: 10 mmol (1.5 g) da 1-
fenoxi-2-propanona (46), 20 mL de etanol, 4-metiltiossemicarbazida (47b) (11 mmol, 1.1 g)
e duas gotas de acido acético glacial. O produto foi recristalizado com uma mistura de
ciclohexano/tolueno a quente.

Cristais incolores; Rend.: 1.7 g (69 %); P.F.: 120 °C; R; = 0.3 (acetato de etila/ hexano 1:1)
Andlise elementar para C 1;H15N3OS. Tedrico: C, 55.67; H, 6.37; N, 17.71; S, 13.51.
Calculado: C, 56.26; H, 6.15; N, 16.62; S, 9.32. I.V., principais sinais 3377 e 3206 (N-H),
2976 (C-H), 1597 (C=N) cm™. RMN *H (400 MHz, DMSO-dg), 3, na presenca de isdmeros
1.99 (s, 3H, CH3), 2.98 (d, 3H, N-CHj3, acoplamento com o N-H), 4.63 (s, 2H, CH,), 6.93-
7.00 (m, 3H, Ar), 7.13-7.31 (m, 2H, Ar), 8.30 (s largo, 1H, CH3NH), 10.17 (s largo, 1H, NH).
RMN *3C (100 MHz, DMSO-dg), & na presenca de isoméros 13.7 e 19.85 (CHj), 30.6 (N-
CHs), 65.17 e 71.2 (CHy), 114.3 e 114.6 (CH, Ar), 120.8 e 121.1 (CH, Ar), 129.3 e 129.4
(CH, Ar), 147.7 (C=N), 157.9 (C-0), 178.9 (C=S). EMAR (ESI) Calculado para C;1H;6N30S
[M+H]": 238.1014; encontrado 238.1005.

5.2.6 1-(1-Fenoxipropil-2-ilideno)-4-feniltiossemicarbazida (48c, TS-02)

0 N N N
N/\"/
S

Procedimento reacional semelhante ao descrito no item 5.2.4.2: 10 mmol (1.5 g) da 1-
fendxi-2-propanona (46), 4-feniltiossemicarbazida (47c) (11 mmol, 2.0 g), 20 mL de etanol e
uma gota de acido acético glacial. O produto foi re-cristalizado a quente com uma mistura

de tolueno / ciclohexano.
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Cristais incolores. Rend.: 2.4 g (80 %); P.F.: 120-122 °C; R; = 0.4 (acetato de etila / hexano
1:2). Andlise elementar para C 15H17N30OS. Tedrico: C, 64.19; H, 5.72; N, 14.04; S, 10.71.
Calculado: C, 64.12; H, 5.78; S, 9.51; N, 14.26. I.V., principais sinais 3283 (N-H), 1592
(C=N) cm™. RMN *H (400 MHz, DMSO-dg), 8, na presenca de isoméros 2.07 e 2.11 (s,
3H, CHs), 4.74 e 4.95 (s, 2H, CH,), 6.94-6.98 (t, 1H, Ar), 7.02-7.04 (m, 2H, Ar), 7.16-7.19 (t,
1H, Ar), 7.27-7.36 (m, 4H, Ar), 7.56-7.58 (m, 2H, Ar), 9.90 (s, 1H, ArNH), 10.61 (NH). Apds
a adicdo de 3 gotas de D,0, os sinais com 3 9.90 e 10.61 ppm desaparecem. RMN *3C e
DEPT (100 MHz, DMSO-dg), & na presenca de isomeros 13.9 e 19.9 (CH3), 65.3 e 70.7
(CH,), 114.4 (CH, Ar), 114.6 (CH, Ar), 120.8 (CH, Ar), 124.5 (CH, Ar), 124.9 (CH, Ar), 127.9
(CH, Ar), 129.3 (CH, Ar), 129.4 (CH, Ar), 138.7 (C-N, Ar), 149.0 (C=N), 157.9 (C-O, Ar),
176.8 (C=S). EMAR (ESI) Calculado para CisH1gN3SO [M+H]": 300.1171; encontrado
300.1185.

5.2.7 1-(1-Fenoxipropil-2-ilideno)-4-(4-toluil)tiossemicarbazida (48d, TSP-01)

0 N N N
N/\"/
S

Procedimento reacional semelhante ao descrito no item 5.2.4.2: 3 mmol (0.45 g) da 1-
fendxi-2-propanona (46), 4-(4-toluil)tiossemicarbazida (47d) (3 mmol, 0.63 g), 20 mL de
etanol e uma gota de acido acético glacial. O produto foi re-cristalizado a quente com
benzeno.

Cristais incolores. Rend.: 0.6 g (66 %); P.F.: 131 °C; R; = 0.4 (acetato de etila/ hexano 1:2)
Andlise elementar para C 17H;9N3SO. Tedrico: C, 65.15; H, 6.11; N, 13.41; S, 10.23.
Calculado: C, 65.20; H, 5.98; N, 13.26; S, 9.80. I.V., principais sinais 3283 (N-H), 1590
(C=N) cm™. RMN *H (400 MHz, DMSO-dg), 8, na presenca de isoméros 2.05 e 2.11 (s,
3H, CHg), 2.22 (s, 3H, CHs), 4.70 e 4.95 (s, 2H, CH,), 6.94-6.98 (t, 1H, Ar), 7.02-7.04 (m,
2H, Ar), 7.20 (d, 2H, J 11 Hz, Ar), 7.40 (m, 2H, Ar), 7.71 (d, 2H, J 11 Hz, Ar), 9.90 (s, 1H,
ArNH), 10.63 (NH). RMN *C (100 MHz, DMSO-dg), & na presenca de isémeros 13.9 e
19.9 (CHs), 55.5 (CHs), 65.3 e 70.7 (CH,), 114.1 (CH, Ar), 114.6 (CH, Ar), 120.8 (CH, Ar),
124.5 (CH, Ar), 124.9 (CH, Ar), 127.9 (CH, Ar), 129.3 (CH, Ar), 130 (CH, Ar), 138.7 (C—N,
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Ar), 149.0 (C=N), 157.9 (C-0O, Ar), 176.8 (C=S). EMAR (ESI) Calculado para Ci7H2oN3z0S
[M+H]": 314.1327; encontrado 314.1205.

5.2.8 1-(1-Fenoxipropil-2-ilideno)-4-(4-anisil)tiossemicarbazida (48e, TSA-01)

o N N
N/\"/\©\
S
0/

Procedimento reacional semelhante ao descrito no item 5.2.4.2: 3 mmol (0.45 g) da 1-
fendxi-2-propanona (46), 4-(4-anisil)tiossemicarbazida (47e) (3 mmol, 0.66 g), 20 mL de
etanol e uma gota de acido acético glacial. O produto foi re-cristalizado a quente com
tolueno.

Cristais incolores. Rend.: 0.82 g (82 %); P.F.: 117 °C; Rt = 0.5 (acetato de etila / hexano
1:2). Andlise elementar para C 17H19N3SO,. Tedrico: C, 61.98; H, 5.81; N, 12.76; S, 9.73.
Calculado: C, 62.01; H, 5.80; N, 12.51; S, 9.10. I.V., principais sinais 3288 (N-H), 1600
(C=N) cm™. RMN *H (400 MHz, DMSO-dg), &, na presenca de isoméros 2.05 e 2.09 (s,
3H, CH3), 3.76 (s, 3H, CHs), 4.98 e 5.30 (s, 2H, CHy), 6.93 (d, 2H, J 9.1 Hz, Ar), 6.98 (m,
3H, Ar), 7.30 (t, 2H, Ar), 7.91 (d, 2H, J 9.1 Hz, Ar), 8.93 (s largo, 2H, NH>), 10.70 (s, 1H,
NH). RMN *3C (100 MHz, DMSO-dg), & na presenca de isdbmeros 14.0 (CHs), 55.6 (CHg),
65.3 e 70.7 (CHy), 114.1 (CH, Ar), 114.6 (CH, Ar), 120.8 (CH, Ar), 124.5 (CH, Ar), 124.9
(CH, Ar), 127.9 (CH, Ar), 129.3 (CH, Ar), 130 (CH, Ar), 138.7 (C-N, Ar), 150.1 (C=N), 157.9
(C-0, Ar), 176.8 (C=S).

5.2.9 1-(1-Fenoxipropil-2-ilideno)-4-(ciclohexil)tiossemicarbazida (48f, TSC-01)

0 ~ N N
N/\"/
S

Procedimento reacional semelhante ao descrito no item 5.2.4.2: 2 mmol (0.30 g) da 1-
fendxi-2-propanona (46), 4-(ciclohexil)tiossemicarbazida (47f) (2 mmol, 0.44 g), 20 mL de
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etanol e uma gota de acido acético glacial. O produto foi re-cristalizado a quente com uma
mistura de ciclohexano / tolueno.

Cristais incolores. Rend.: 0.4 g (65 %); P.F.: 101 °C; R; = 0.3 (tolueno). Analise elementar

para C16H23N3SO. Tedrico: C, 62.92; H, 7.59; N, 13.76; S, 10.50. Calculado: C, 62.71; H,
7.64; N, 13.76; S, 10.21. |.V., principais sinais 3288 (N—H), 1600 (C=N) cm™. RMN *H (300
MHz, DMSO-dg), §, na presenca de isoméros 1.98-2.15 (m, 9H, 3xCH, e 1xCHs), 2.31-
2.46 (m, 5H, CH e 2xCHy), 4.50 e 5.30 (s, 2H, CHy), 6.93-7.00 (m, 3H, Ar), 7.13-7.31 (m,
2H, Ar), 9.80 e 10.70 (dois s, 2H, NH). RMN *3C (75.5 MHz, DMSO-d), & na presenca de

isbmeros 14.0 (CHgs), 19.9 (CH,), 22.1 (CHy), 22.5 (CHy), 29.4 (CH), 65.3 e 69.1 (CH)),
114.1 (CH, Ar), 114.6 (CH, Ar), 120.8 (CH, Ar), 124.5 (CH, Ar), 124.9 (CH, Ar), 129.1 (CH,
Ar), 129.3 (CH, Ar), 130 (CH, Ar), 138.7 (C—N, Ar), 150.1 (C=N), 176.8 (C=S).

5.2.10 1-(1-Fenoxipropil-2-ilideno)semicarbazida (48g, TS-08)

o \H
N/\n/

o

NH,

Procedimento reacional semelhante ao descrito no item 5.2.4.2: 2 mmol (0.30 g) da 1-
fendxi-2-propanona (46) cloridrato de semicarbazida (2.1 mmol, 0.23 g), 1 mmol (0.082 g)
de acetato de sodio anidro em 5 mL de etanol e 1mL de agua destilada. O produto foi re-
cristalizado do etanol a quente.

Cristais incolores. Rend.: 0.35 g (85 %); P.F.: 175-177 °C; Rf = 0.2 (acetato de etila).
Andlise elementar para C 10H13N30,. Tedrico: C, 57.96; H, 6.32; N, 20.28. Calculado: C,
58.13; H, 6.92; N, 19.90. I.V., principais sinais 3472 (NH,), 3198 (N-H), 1758 (C=0), 1673
(C=N) cm™. RMN *H (400 MHz, DMSO-dg), & 1.86 (s, 3H, CHs), 4.56 (s, 2H, CH,), 6.33 (s,
2H, NHy), 6.92-6.98 (m, 3H, Ar), 7.26-7.30 (m, 2H, Ar), 9.26 (s largo, 1H, NH). Os sinais em
6.33 e 9.26 desaparecem apés adicdo de D,O. RMN *3C (100 MHz, DMSO-d¢), &
14.1anotar do original (CHs), 71.5 (CH,), 114.7 (CH, Ar), 120.8 (CH, Ar), 129.4 (CH, Ar),
144.0 (C=N), 157.1 (C-0, Ar), 158.1 (C=0).
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5.2.11 1-(1-Fenoxipropil-2-ilideno)guanilhidrazina (48h, TS09)

NH

Procedimento reacional semelhante ao descrito no item 5.2.4.2: 1 mmol (0.15 g) da 1-
fenoxi-2-propanona (46), carbonato de aminoguanidina (1.2 mmol, 0.13 g), acetato de sodio
anidro (1 mmol, 0.082 g) em 5 mL de etanol. Na CCD, o composto foi revelado com vapores
de iodo. O produto foi re-cristalizado com etanol a quente.

Cristais amarelos. Rend.: 0.14g (64 %); P.F.:114-115 °C; R; = 0.1 (acetato de etila / metanol
9.8 / 0.2). Analise elementar para C 10H14N4O. Teodrico: C, 58.24; H, 6.84; N, 27.17.
Calculado: C, 58.31; H, 6.71; N, 20.41. L.V., principais sinais 3315 e 3287 (N-H), 1689
(C=N), 1597 (C=N) cm™. RMN *H (400 MHz, DMSO-d¢), & 1.94 (s, 3H, CHs), 4.60 (s, 2H,
CH,), 6.91-6.99 (m, 3H, Ar), 7.25 (m, 2H, Ar). RMN 'H (400 MHz, DMSO-ds + 3 gotas de
D,0), & 1.94 (s, 3H, CHs), 4.60 (s, 2H, CH,), 6.91-6.99 (m, 3H, Ar), 7.25 (m, 2H, Ar). RMN
13C e DEPT (100 MHz, DMSO-dg), & 14.1 (CHs), 71.6 (CHy,), 114.7 (CH, Ar), 120.7 (CH, Ar),
129.3 (CH, Ar), 149.9 (C=N), 158.1 (C-O, Ar), 175.0 (C=N-H).
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5.2.12 2-[(1-Fenoxipropil-2-ilideno)hidrazonajtiazo  lidina-4-ona (43a,TS-1.1)

x> N S
HN

(0

Em um baldo de 250 mL sob agitacdo magnética, foram adicionados 5 mmol (1.12 g) do
composto (48a), 100 mL de etanol e 15 mmol (1.2 g) de acetato de sodio anidro. Apos
aquecimento por cerca de 20 minutos, foram adicionados 10 mmol (1.6 g) do 2-
bromoacetato de etila (49a) e a reagédo foi entdo mantida sob refluxo durante 18 horas
(monitorada por CCD). ApGs este tempo, o sal formado foi filtrado e a mistura reacional foi
resfriada no congelador. O precipitado formado foi separado em funil de Biichner com filtro
sinterizado e lavado com agua gelada e depois foi transferido para o dessecador sob vacuo.
O produto foi purificado por cromatografia em coluna com silica gel (eluente: hexano -
hexano / tolueno 1:1) e em seguida cristalizado em ciclohexano.

Cristais incolores.

Rend: 0.70 g (53 %)

P.F.: 130-131°C

R¢ = 0.4 (acetato de etila/ tolueno 1:1)

Andlise elementar para C 1,H313N30,S.

Teorico: C, 54.74; H, 4.98; N, 15.96; S, 12.18. Calculado: C, 54.42; H, 5.02; S, 11.91; N,
15.78.

l.V., principais absor¢des

3196 (N-H), 3006 (C-H), 1734 (C=0), 1649 e 1595 (C=N) cm™

RMN *H (300 MHz, DMSO-dg), &

1.98 (s, 3H, CHj3), 3.83 (s, 2H, S—CHy), 4.66 (s, 2H, CHy), 6.92-6.99 (m, 3H, Ar), 7.28 (t, 2H,
Ar), 11.90 (s, 1H, NH).

RMN *3C (75.5 MHz, DMSO-dg), &

14.8 (CH3), 32.8 (CHa, heterociclo), 70.9 (CH,), 114.5 (CH, Ar), 120.9 (CH, Ar), 129.5 (CH,
Ar), 158.1 (C=N), 161.9 (C-0, Ar), 164.1 (S—-C=N), 173.9 (C=0).

EMAR (ESI) Calculado para CioH14N3O-,SNa [M+Na]™: 286.0626; encontrado 286.0599.
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5.2.13 2-[(1-Fenoxipropil-2-ilideno)hidrazona]-5-me tiltiazolidina-4-ona (43b, TS-05)

\SPL S
N/Y
HN

o

Procedimento reacional semelhante ao descrito no item 5.2.12: 1 mmol (0.23 g) da
hidrazona (48a), o acetato de sddio (3 mmol, 0.25 g) e 2.0 mmol do 2-bromopropionato de
metila (49b) (0.35 g), 20 mL de etanol. O produto foi submetido a uma cromatografia em

coluna com silica gel (eluente: hexano - hexano \ acetato 3:1).

Cristais amarelos.

Rend: 0.11g (38%)

P.F.: 117-120°C

R¢ = 0.2 (acetato de etila \ hexano 1:1)

Andlise elementar para C 13H15N3SO5.

Tedrico: C, 56.30; H, 5.45; N, 15.15; S, 11.56. Calculado: C, 56.16; H, 5.38; S, 11.21; N,
15.09.

l.V., principais bandas

3195 (N=H), 1710 (C=0), 1640 e 1602 (C=N) cm™

RMN *H (400 MHz, DMSO-d¢), &

1.46 (d, 3H, J 7.8 Hz, CHg), 2.02 (s, 3H, CH3), 4.11 (t, 1H, J 7.8 Hz, CH), 4.66 (s, 2H, CHy),
6.93-6.99 (m, 3H, Ar), 7.28 (t, 2H, Ar), 11.79 (s, 1H, NH).

RMN *3C e DEPT (100 MHz, DMSO-dg), &

14.5 (CHj3), 18.6 (CH3), 41.7 (CH), 70.9 (CH,), 114.6 (CH, Ar), 120.8 (CH, Ar), 129.3 (CH,
Ar), 158.0 (C=N), 161.8 (C-0, Ar), 161.9 (S-C=N), 176.5 (C=0).

EMAR (ESI) Calculado para Ci3HigN3SO, [M+H]": 278.0963; encontrado 278.0995.
Calculado para [M+Na]": 300.0783; encontrado 300.0581.
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5.2.14 2-[(1-Fenoxipropil-2-ilideno)hidrazona]-5-et  iltiazolidina-4-ona (43c, TS-10)

x N S
N/Y
HN

o

Procedimento reacional semelhante ao descrito no item 5.2.12: 1 mmol (0.22 g) da
hidrazona (48a), o acetato de sédio (3 mmol, 0.25 g) e 2 mmol do 2-bromobutanoato de
etila (49c) (0.38 g), 20 mL de etanol. O produto foi submetido a uma cromatografia em
coluna com silica gel (eluente: hexano - hexano / tolueno 2:1).

Cristais amarelos.

Rend: 0.15 g (51 %)

P.F.. 133°C

R¢ = 0.3 (acetato de etila / tolueno 1:1)

Andlise elementar para C 14H17N3SO5.

Teorico: C, 57.71; H, 5.88; N, 14.42; S, 11.00. Calculado: C, 57.64; H, 5.69; N, 14.25; S,
10.89.

l.V., principais absor¢cdes

1715 (C=0), 1614 e 1596 (C=N) cm™

RMN *H (400 MHz, DMSO-dg), &

0.94 (t, J 7.2 Hz, 3H, CH3), 1.73-1.81 (m, 1H, J 7.2 e 4.4 Hz, CH>), 1.92-1.98 (m, 1H,J 7.2 e
4.4 Hz, CH,), 2.02 (s, 3H, CH3), 4.12-4.15 (q, 1H, J 7.6 e 4.4 Hz, CH assimétrico), 4.67 (s,
2H, CHy), 6.92-7.00 (m, 3H, Ar), 7.28 (t, 2H, Ar), 11.94 (s largo, 1H, NH). Obs: algumas
destas atribuigbes foram confirmadas pelo HSQC.

RMN *3C e DEPT (100 MHz, DMSO-dg), &

10.1 (CHs), 14.5 (CHs), 25.4 (CH,), 48.8 (CH), 70.9 (CH,), 114.6 (CH, Ar), 120.8 (CH, Ar),
129.3 (CH, Ar), 158.1 (C=N), 161.9 (C-0, Ar), 162.1 (S-C=N), 175.6 (C=0).
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5.2.15 2-(1-Fenoxipropil-2-ilideno)hidrazona)-5-iso  propiltiazolidina-4-ona (43d, TS-38)

N N S
N/Y
HN

o

Procedimento reacional semelhante ao descrito no item 5.2.12: 1 mmol (0.3 g) da hidrazona
(48a), o acetato de sddio (3 mmol, 0.25 g) e 1.5 mmol do 2-bromo-2-metilbutanoato de etila
(49d) (0.40 g), 20 mL de etanol. O produto foi re-cristalizado com ciclohexano a quente.

Cristais incolores.

Rend: 0.14 g (38 %)

P.F.: 139 °C

Rf = 0.5 (hexano / acetato de etila 5:1)

Andlise elementar para C 15H19N3SO>

Tedrico: C, 58.99; H, 6.27; N, 13.76; S, 10.50. Calculado: C, 59.53; H, 6.21; S, 8.69; N,
13.38.

l.V., principais absor¢cdes

2967 (C-H), 1725 (C=0), 1640 e 1580 (C=N) cm™

RMN *H (400 MHz, DMSO-d¢), &

0.86 (d, 3H, J 4.0 Hz, CH3), 0.96 (d, 3H, J 4.0 Hz, CH3), 1.97 e 2.01 (dois s, 3H, CHj3), 2.35
(s largo, 1H, CH), 4.25 (s, 1H, CH), 4.61 e 4.67 (dois s, 2H, CH,), 6.98 (t, 3H, Ar), 7.28 (d,
2H, Ar), 11.86 (s, 1H, NH).

RMN *3C (100 MHz, DMSO-dsg), &

14.7 (CHg), 16.2 (CHj3), 20.2 (CH3), 29.8 (CH), 54.4 (CH), 70.9 (CHy), 114.7 (CH, Ar), 120.9
(CH, Ar), 129.4 (Ar), 158.1 (C=N), 162.1 (C), 175.2 (C=0).

EMAR (ESI) Calculado para CisHoN3SO, [M+H]": 306.1276; encontrado 306.1265.
Calculado para [M+Na]": 328.1096; encontrado 328.1077.
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5.2.16 2-[(1-Fenoxipropil-2-ilideno)hidrazona]-5-fe  niltiazolidina-4-ona (43e, TS43)

x N S
N/Y
HN

o

Procedimento reacional semelhante ao descrito no item 5.2.12: 1 mmol (0.3 g) da hidrazona
(48a), o acetato de sodio (3 mmol, 0.25 g) e 2.0 mmol do 2-cloro-2-fenilacetato de etila

(49e) (0.39 g), 20 mL de metanol. O produto foi re-cristalizado do tolueno a quente.

Cristais incolores.

Rend.: 0.14 g (41 %);

P.F.: 150 °C;

Rf = 0.5 (tolueno / acetato de etila 2:1).

Andlise elementar para C 1gH17SO,N3

Teorico: C, 63.70; H, 5.05; N, 12.38; S, 9.45. Calculado: C, 64.01; N, 12.60; H, 5.60; S,
8.73.

l.V., principais absor¢cdes

3391 (N=H), 1709 (C=0), 1640 e 1599 (C=N) cm™

RMN *H (400 MHz, acetona- dg), d na presenca de isoméros

1.92 e 2.06 (s, 3H, CH3), 3.58 (s largo, NH+HDO), 4.67 e 5.01 (s, 2H, CHy), 5.34 (s, 1H,
CH), 6.90-7.01 (m, 3H, Ar), 7.27 (s largo, 7H, Ar).

RMN *3C e DEPT (100 MHz, acetona- d¢), & na presenca de isoméros

14.8 e 26.3 (CH3), 51.4 (CH), 65.1 e 71.0 (CHy), 114.2 (CH, Ar), 114.2 (CH, Ar), 120.9 (CH,
Ar), 128.3 (CH, Ar), 128.7 (CH, Ar), 129.4 (CH, Ar), 130.4 (CH, Ar), 137.4 (C-N, Ar), 157.0 e
157.1 (C=N), 161.2 e 162.8 (C-O, Ar), 164.4 (S—C=N), 176.1 (C=0).

EMAR (ESI) Calculado para CigH1gSO,N3 [M+H]": 340.1120; encontrado 340.1129.
Calculado para [M+Na]": 362.0939; encontrado 362.0943. Calculado para [M+K]":
378.0679; encontrado 378.0647.
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5.2.17 2-[(1-Fenoxi-2-propilideno)hidrazona]-3-meti  ltiazolidina-4-ona (43f, TS-13)

N N
T
/Q

(@)

Procedimento reacional semelhante ao descrito no item 5.2.12: 1 mmol (0.24 g) da
hidrazona (48b), acetato de sodio (3 mmol, 0.25 g), 20 mL de etanol, (1.2 mmol, 0.20 g) e
1.5 mmol do 2-bromoacetato de etila (47a) (0.25 g). O produto foi recristalizado a quente do

ciclohexano.

Cristais incolores.

Rend: 0.15 g (54%)

P.F.: 112°C

R¢ = 0.3 (acetato de etila / hexano 1:2)

Andlise elementar para C 13H15N3SOs.

Tedrico: C, 56.30; H, 5.45; N, 15.15; S, 11.56. Calculado: C, 56.54; H, 5.40; S, 9.89; N,
14.91.

l.V., principais absor¢des

1721 (C=0), 1636 e 1580 (C=N) cm™

RMN *H (400 MHz, DMSO-dg), &

2.06 (s, 3H, CHg), 3.13 (s, 3H, N—CHg3), 3.87 (s, 2H, CH,), 4.70 e 5.02 (dois s, 2H, CH,-0),
6.94-7.00 (m, 3H, Ar), 7.27-7.30 (m, 2H, Ar).

RMN *3C (100 MHz, DMSO-dg), &

14.4 e 19.4 (CHs), 29.2 (N—CHs), 31.9 (CH,), 64.9 e 70.8 (CH,), 114.2 (CH, Ar), 114.7 (CH,
Ar), 120.9 (CH, Ar), 129.4 (CH, Ar), 158.0 (C=N), 163.1 (C), 172.0 (C=0).

EMAR (ESI) Calculado para Ci3HigN3SO, [M+H]": 278.0963; encontrado 278.0995.
Calculado para [M+Na]*: 300.0783; encontrado 300.0581.
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5.2.18 2-[(1-Fenoxipropil-2-ilideno)hidrazona]-3,5-  dimetiltiazolidina-4-ona  (43g, TS-04)

\/N S
N N
\Nr
/(
(@)

Procedimento reacional semelhante ao descrito no item 5.2.12: 1 mmol (0.23 g) da
hidrazona (48b), o acetato de sédio (3 mmol, 0.25 g) e 1.5 mmol do 2-bromopropionato de

metila (47b) (0.26 g), 20 mL de etanol. O produto foi re-cristalizado a quente com tolueno.

Cristais incolores.

Rend: 0.18 g (60%)

P.F.. 67 °C

Rf = 0.3 (acetato de etila \ hexano 1:1)

Andlise elementar para C 14H17N3SO5.

Tedrico: C, 57.71; H, 5.88; N, 14.42; S, 11.00. Calculado: C, 57.70; H, 5.91; N, 14.38; S,
11.10.

l.V., principais absor¢cdes

1722 (C=0), 1638 (C=N), 1574 (C=N) cm™

RMN *H (300 MHz, DMSO-d¢), &

1.48 (d, 3H, J 7.2 Hz, CHg), 2.06 (s, 3H, CH3), 3.14 (s, 3H, NCHg), 4.16-4.23 (g, 1H, J 7.2
Hz, CH), 4.69 (s, 2H, CH), 6.92-7.00 (m, 3H, Ar), 7.26-7.31 (m, 2H, Ar).

RMN *3C (75.5 MHz, DMSO-d¢), &

14.6 (CHgs), 18.7 (CHg3), 29.4 (N-CHg3), 41.2 (CH), 70.8 (CHy), 114.7 (CH, Ar), 120.9 (CH,
Ar), 129.4 (CH, Ar), 158.1 (C=N), 161.9 (C-0, Ar), 163.3 (S-C=N), 175.1 (C=0).
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5.2.19  2-[(1-Fenoxipropil-2-ilideno)hidrazonal-3-me til-5-etiltiazolidina-4-ona (43h,

TS12)
x N S
N~ Y
N
/
o)

Procedimento reacional semelhante ao descrito no item 5.2.12: 1 mmol (0.24 g) da
hidrazona (48b), o acetato de sédio (3 mmol, 0.25 g) e 1.5 mmol do 2-bromobutanoato de
etila (49c) (0.28 g), 20 mL de etanol. O produto foi apenas lavado com éter etilico e obtido

com pureza satisfatéria.

Cristais incolores.

Rend: 0.26 g (72%)

P.F.: 129 °C

Rf = 0.4 (ciclohexano \ tolueno 1:1)

Andlise elementar para C 15H19N30,S.

Tedrico: C, 58.99; N, 13.76; H, 6.27; S, 10.50. Calculado: C, 59.15; H, 6.09; N, 13.32; S,
9.43.

l.V., principais absor¢des

1718 (C=0), 1636 e 1582 (C=N) cm™

RMN *H (300 MHz, DMSO-dg), &

0.92 (t, 3H, J 7.5 Hz, CH3), 1.74-1.82 (m, 1H, CH,), 1.95-1.98 (m, 1H, CH,), 2.06 (s, 3H,
CHs), 3.18 (s, 3H, N—CHs), 4.21-4.25 (q, 1H, J 4.2 e 7.8 Hz, CH), 4.70 (s, 2H, CH,), 6.93-
7.01 (m, 3H, Ar), 7.26-7.32 (m, 2H, Ar).

RMN *3C (75.5 MHz, DMSO-dg), &

10.3 (CHs3), 14.6 (CHs), 25.5 (CH,), 29.3 (N-CHj3), 48.2 (CH), 70.8 (CH,), 114.7 (CH, Ar),
120.9 (CH, Ar), 129.5 (CH, Ar), 158.0 (C=N), 161.9 (C-0, Ar), 163.4 (S-C=N), 174.2 (C=0).
EMAR (ESI) Calculado para CisHN30.S [M+H]": 306.1276; encontrado 306.1283.
Calculado para [M+Na]": 328.1096; encontrado 328.1111.
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5.2.20 2-[(1-Fenodxipropil-2-ilideno)hidrazonal-3-me til-5-isopropiltiazolidina-4-ona (43,

TS11)
O NSV, S
N/ Y
N
/
(@)

Procedimento reacional semelhante ao descrito no item 5.2.12: 1 mmol (0.3 g) da hidrazona
(48b), o acetato de sédio (3 mmol, 0.25 g) e 1.5 mmol do 2-bromo-2-metilbutanoato de etila

(49d) (0.31 g), 20 mL de etanol. O produto foi re-cristalizado do ciclohexano a quente.

Cristais incolores.

Rend.: 0.25 g (70 %)

P.F.. 138°C

Rf = 0.5 (tolueno / acetato de etila 5:1)

Andlise elementar para C 16H2:N3SO;

Tedrico: C, 60.16; H, 6.63; N, 13.16; S, 10.04. Calculado: C, 60.40; H, 6.14; N, 13.11; S,
9.66.

l.V., principais absor¢cdes

1717 (C=0), 1634 e 1581 (C=N) cm™

RMN *H (300 MHz, DMSO-d¢), &

0.80 (d, 3H, J 6.6 Hz, CH3), 0.97 (d, 3H, J 6.9 Hz, CH3), 2.07 (s, 3H, CH)), 2.39-2.42 (m, 1H,
CH), 3.151 e 3.34 (s, 3H, N—CH3), 4.31 (d, 1H, J 3.9 Hz, CH), 4.70 (s, 2H, CH>), 6.92-7.00
(m, 3H, Ar), 7.26-7.31 (m, 3H, Ar).

RMN *3C (75.5 MHz, DMSO-dg), &

14.5 (CHj3), 16.4 (CHg), 20.2 (CHg3), 30.4 (CH), 39.8 (CHs-N), 53.7 (CH), 70.8 (CH,), 114.7
(CH, Ar), 120.9 (CH, Ar), 129.4 (CH, Ar), 158.1 (C=N), 161.9 (C-0O, Ar), 163.5 (S—-C=N),
173.7 (C=0).

EMAR (ESI) Calculado para CigH2N3SO, [M+H]": 320.1433; encontrado 320.0915.
Calculado para [M+Na]*: 342.1252; encontrado 343.0737.
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5.2.21  2-[(1-Fendxipropil-2-ilideno)hidrazona]-3-me til-5-feniltiazolidina-4-ona  (43],
TS46)

o x N S
N R

/N

o

Procedimento reacional semelhante ao descrito no item 5.2.12: 1 mmol (0.3 g) da hidrazona
(48b), o acetato de sodio (3 mmol, 0.25 g) e 1.5 mmol do 2-cloro-2-fenilacetato de etila

(49e) (0.3 g), 20 mL de metanol. O produto foi re-cristalizado do tolueno a quente.

Cristais incolores.

Rend: 0.25 g (70 %)

P.F.. 157 °C

Rf = 0.5 (tolueno / acetato de etila 2:1)

Andlise elementar para C 19H19SO,N3

Teorico: C, 64.57; H, 5.42; N, 11.89; S, 9.07. Calculado: C, 64.41; N, 12.01; H, 5.39; S,
9.13.

l.V., principais absor¢cdes

1716 (C=0), 1628 e 1589 (C=N) cm™

RMN *H (300 MHz, DMSO-dg), & na presenca de isoméros

1.98 e 2.12 (s, 3H, CHj3), 3.23 e 3.36 (s, 3H, N-CH3), 4.71 (s, 2H, CHy), 5.49 (s, 1H, CH),
6.94-7.00 (m, 3H, Ar), 7.25-7.30 (m, 3H, Ar), 7.37 (s largo, 4H, Ar).

RMN *3C e DEPT (75.5 MHz, DMSO-dg), & na presenca de isoméros

14.7 (CHg), 26.3 e 29.8 (N-CHg3), 50.0 (CH), 70.7 (CHy), 114.7 (CH, Ar), 120.9 (CH, Ar),
128.3 (CH, Ar), 128.5 (CH, Ar), 128.8 (CH, Ar), 129.4 (CH, Ar), 136.5 (C—N, Ar), 158.0
(C=N), 161.5 (C-0, Ar), 163.8 (S—C=N), 172.9 (C=0).

EMAR (ESI) Calculado para CigH20SO,N3 [M+H]": 354.1276; encontrado 354.0728.
Calculado para [M+Na]*: 376.1496; encontrado 376.0529.
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5.2.22 2-[(1-Fenoxipropil-2-ilideno)hidrazona]-3-fe  niltiazolidina-4-ona (43k, TS-06)

\SPL S
N/Y
N

o)

Procedimento reacional semelhante ao descrito no item 5.2.12: 1 mmol (0.3 g) da hidrazona
(48c), o acetato de sddio (3 mmol, 0.25 g) e 1.5 mmol do 2-bromoacetato de etila (49a)

(0.25 g), 20 mL de etanol. O produto foi recristalizado a quente com tolueno.

Cristais incolores.

Rend: 0.18 (50%)

P.F.: 139 °C

R¢ = 0.3 (acetato de etila \ hexano 1:2)

Andlise elementar para C 1gH17N30,S.

Tedrico: C, 63.70; H, 5.05; N, 12.38; S, 9.45. Calculado: C, 63.65; H, 5.13; N, 12.28; S,
10.31.

l.V., principais bandas

3059 (C-H) 1727 (C=0), 1632 e 1580 (C=N) cm™

RMN *H (400 MHz, DMSO-d¢), &

1.81 (s, 3H, CH3), 4.05 (s, 2H, CH,, heterociclo), 4.67 (s, 2H, CH,), 6.91-6.98 (m, 2H, Ar),
7.23-7.30 (m, 2H, Ar), 7.30-7.51 (m, 6H, Ar).

RMN *3C (100 MHz, DMSO-dg), &

14.4 (CHs), 32.0 (CH,, heterociclo), 70.6 (CH,), 114.0 (CH, Ar), 114.6 (CH, Ar), 120.8 (CH,
Ar), 120.9 (CH, Ar), 127.7 (CH, Ar), 127.8 (CH, Ar), 128.6 (CH, Ar), 129.4 (CH, Ar), 134.9
(C—N, Ar), 157.5 (C=N), 162.1 (C-0, Ar), 164.3 (S-C=N), 171.4 (C=0).

EMAR (ESI) Calculado para C1gH1gN30,S [M+H]": 340.1120; encontrado 340.1109.
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5.2.23 2-[(1-Fenoxipropil-2-ilideno)hidrazonal-3-fe  nil-5-metiltiazolidina-4-ona (43I, TS-

07)
\SPL S
N" Y
N
o)

Procedimento reacional semelhante ao descrito no item 5.2.12: 1 mmol (0.3 g) da hidrazona
(48c), o acetato de sédio (3 mmol, 0.25 g) e 1.5 mmol do 2-bromopropionato de metila
(49b) (0.26 g), 20 mL de etanol. O produto foi re-cristalizado a quente com tolueno.

Cristais amarelos.

Rend: 0.3 g (84%)

P.F.: 138 °C

Rf = 0.5 (acetato de etila / tolueno 1:1)

Andlise elementar para C 19H19N3SOx.

Teorico: C, 64.57; H, 5.42; N, 11.89; S, 9.07. Calculado: C, 64.50; H, 5.39; S, 10.89; N,
11.80.

l.V., principais absor¢des

1722 (C=0), 1631 e 1577 (C=N) cm™

RMN *H (400 MHz, DMSO-dg), &

1.61 (d, 3H,J 7.2 Hz, CH3), 1.80 e 1.97 (s, 3H, CHs3), 4.40 (q, 1H, J 7.2 Hz, CH), 4.67 (s, 2H,
CH,), 6.73 (d, 2H, J 8.0 Hz, Ar), 6.93 (m, 1H, Ar), 7.23 (t, 2H, J 7.9 Hz, Ar), 7.38-7.51 (m,
5H, Ar).

RMN *3C (100 MHz, DMSO-dg), &

18.8 e 19.4 (CHs), 26.2 (CHs), 41.2 (CH), 64.5 (CH,), 114.0 (CH, Ar), 121.0 (CH, Ar), 127.9
(CH, Ar), 128.4 (CH, Ar), 128.7 (CH, Ar), 129.6 (CH, Ar), 135.0 (C-N, Ar); 157.6 (C=N),
160.9 (C-0, Ar), 164.4 (S-C=N), 174.6 (C=0).

EMAR (ESI) Calculado para CigHoN3SO, [M+H]": 354.1276; encontrado 354.1264.
Calculado para [M+Na]": 376.1096; encontrado 376.1089.
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5.2.24  2-[(1-Fenoxipropil-2-ilideno)hidrazonal-3-fe  nil-5-etiltiazolidina-4-ona (43m,

TS24)
x N S
N~ Y
N
o)

Procedimento reacional semelhante ao descrito no item 5.2.12: 1 mmol (0.3 g) da hidrazona
(48c), o acetato de sodio (3 mmol, 0.25 g) e 1.5 mmol do 2-bromobutanoato de etila (49c)
(0.28 g), 20 mL de etanol. O produto foi re-cristalizado com uma mistura de tolueno \
ciclohexano (1:1).

Cristais incolores.

Rend: 0.26 g (70 %)

P.F.: 118 °C

Rf = 0.5 (tolueno)

Andlise elementar para C ,0H21N30,S.

Tedrico: C, 65.37; H, 5.76; N, 11.44; S, 8.73. Calculado: C, 65.31; H, 5.64; N, 11.27; S,
8.07.

l.V., principais absor¢cdes

1728 (C=0), 1634 e 1576 (C=N) cm™

RMN *H (400 MHz, DMSO-d¢), &

1.01 (t, J 7.2 Hz, 3H, CH3), 1.81 (s, 3H, CH3), 1.89-1.98 (m, 1H, CH;), 2.03-2.09 (m, 1H,
CH,), 4.38-4.41 (q, 1H, J 7.2 e 4.4 Hz, CH), 4.66 (s, 2H, CH,), 6.92-6.98 (m, 3H, Ar), 7.26-
7.30 (m, 2H, Ar), 7.34 e 7.36 (duplo s, 2H, Ar), 7.41-7.44 (m, 1H, Ar), 7.48-7.51 (m, 2H, Ar).
RMN *3C e DEPT (100 MHz, DMSO-dg), &

10.1 (CHj3), 14.6 (CHs), 25.7 (CH,), 48.1 (CH), 70.6 (CHy), 114.7 (CH, Ar), 120.9 (CH, Ar),
127.9 (CH, Ar), 128.5 (CH, Ar), 128.8 (CH, Ar), 129.4 (CH, Ar), 134.9 (C—N, Ar), 158.0
(C=N), 161.5 (C-0, Ar), 163.6 (S—C=N), 173.8 (C=0).

EMAR (ESI): Calculado para CxoH22N3SO, [M+H]": 368.1433; encontrado 368.1422.
Calculado para [M+Na]*: 390.1252; encontrado 390.1215.
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5.2.25 2-[(1-Fenoxipropil-2-ilideno)hidrazona]-3-fe  nil-5-isopropiltiazolidina-4-ona  (43n,

TS-40)
O NSV, S
N/ Y
N
(0]

Procedimento reacional semelhante ao descrito no item 5.2.12: 1 mmol (0.3 g) da hidrazona
(48c), o acetato de sodio (3 mmol, 0.25 g) e 1.5 mmol do 2-bromo-2-metilbutanoato de etila
(49d) (0.31 g), 20 mL de etanol. O produto foi apenas lavado com éter etilico e obtido com
pureza satisfatoria.

Cristais incolores.

Rend.: 0.3 g (78 %);

P.F.: 128-130 °C;

Rf = 0.5 (tolueno / acetato de etila 5:1).

Andlise elementar para C 2;H23SO,N3

Teorico: C, 66.12; H, 6.08; N, 11.01; S, 8.41. Calculado: C, 66.48; N, 10.81; H, 5.70; S,
6.73.

l.V., principais absor¢cdes

1724 (C=0), 1632 e 1579 (C=N) cm™

RMN *H (400 MHz, DMSO-dg), &

1.01 (d, 3H, J 4.0 Hz, CH3), 1.08 (d, 3H, J 4.0 Hz, CH3), 1.86 (s, 3H, CH3), 2.51 (t, 1H, J 4.0
e 3.4 Hz, CH), 4.52 (m, 1H, J 3.4 Hz, CH), 4.72 (s, 2H, CH,), 6.97-7.03 (m, 3H, Ar), 7.31-
7.38 (m, 4H, Ar), 7.46-7.56 (m, 3H, Ar).

RMN *3C e DEPT (100 MHz, DMSO-dg), &

14.6 (CH3), 16.4 (CHs), 20.1 (CHs), 30.4 (CH), 53.6 (CH), 70.6 (CH,), 114.7 (CH, Ar), 120.9
(CH, Ar), 127.8 (CH, Ar), 128.5 (CH, Ar), 128.9 (CH, Ar), 129.4 (CH, Ar), 134.8 (C-N, Ar),
158.0 (C=N), 161.4 (C-0, Ar), 163.8 (S—C=N), 173.4 (C=0).

EMAR (ESI) Calculado para C,;H24SO,N3 [M+H]": 382.1589; encontrado 382.1580.
Calculado para [M+Na]": 404.1409; encontrado 404.1381.
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5.2.26 2-[(1-Fenoxipropil-2-ilideno)hidrazona]-3,5-  difeniltiazolidina-4-ona (430, TS45)

O NSV, S
N/Y
N
(0]

Procedimento reacional semelhante ao descrito no item 5.2.12: 1 mmol (0.3 g) da hidrazona
(48c), o acetato de sodio (3 mmol, 0.25 g) e 1.5 mmol do 2-cloro-2-fenilacetato de etila
(49e) (0.3 g), 20 mL de metanol. O produto foi re-cristalizado do ciclohexano a quente.
Cristais incolores.

Rend.: 0.32 g (74 %);

P.F.: 159 °C;

Rf = 0.5 (tolueno / acetato de etila 2:1)

Andlise elementar para C 24H2:SO,N3

Tedrico: C, 69.37; H, 5.09; N, 10.11; S, 7.72. Calculado: C, 69.35; H, 5.00; N, 10.21; S,
8.01.

l.V., principais absor¢cdes

1715 (C=0), 1628 e 1590 (C=N) cm™

RMN *H (400 MHz, acetona- dg), & na presenca de isoméros

1.43 e 1.93 (s, 3H, CHg), 4.69 e 4.81 (s, 2H, CH,), 5.49 (s, 1H, CH), 6.91-7.03 (m, 3H, Ar),
7.24-7.30 (m, 2H, Ar), 7.35-7.39 (m, 3H, Ar), 7.41-7.7.56 (m, 6H, Ar).

RMN %3C (100 MHz, acetona- dg), 8 na presenca de isoméros

14.8 e 27.5 (CHs), 51.4 (CH), 72.0 (CH,), 115.2 (CH, Ar), 115.7 (CH, Ar), 121.9 (CH, Ar),
129.01 (CH, Ar), 129.32 (CH, Ar), 129.38 (CH, Ar), 129.42 (CH, Ar), 129.72 (CH, Ar), 129.84
(CH, Ar), 130.3 (CH, Ar), 136.6 (C-N, Ar), 138.0 (C-N, Ar), 159.6 (C=N), 162.4 (C-O, Ar),
165.0 (S—-C=N), 173.3 (C=0).

EMAR (ESI) Calculado para Cy4H25SO,N3 [M+H]™: 416.1433; encontrado 416.1419.
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5.2.27 2-[(1-Fenoxipropil-2-ilideno)hidrazona]-3-(4  -toluil)-5-etiltiazolidina-4-ona (43p,

TS52)
X N S
NT Y
N
o)

Procedimento reacional semelhante ao descrito no item 5.2.12: 1 mmol (0.31 g) da
hidrazona (48d), o acetato de sédio (3 mmol, 0.25 g) e 1.5 mmol do 2-bromobutanoato de
etila (49c) (0.28 g), 20 mL de etanol. O produto foi re-cristalizado com uma mistura de

tolueno \ ciclohexano (1:1).

Cristais incolores.

Rend: 0.26 g (68 %)

P.F.: 140°C

Rf = 0.5 (tolueno)

Andlise elementar para C ,;H30,N3S. Tedrico: C, 66.12; H, 6.08; N, 11.01; S, 8.41.
Calculado: C, 66.10; H, 6.01; N, 11.11; S, 9.10.

V., principais absorgées: 1728 (C=0), 1634 e 1576 (C=N) cm™

RMN *H (400 MHz, DMSO-dg), &

1.01 (t, J 7.2 Hz, 3H, CH3), 1.81 (s, 3H, CH3), 1.89-1.98 (m, 1H, CHy), 2.03-2.09 (m, 1H,
CH,), 2.67 (s, 3H, CH3) 4.38-4.40 (q, 1H, J 7.2 e 4.5 Hz, CH), 4.66 (s, 2H, CH,), 6.92-6.98
(m, 3H, Ar), 7.20-7.27 (m, 2H, Ar), 7.29 (d, 2H, Ar), 7.60 (d, 2H, Ar).

RMN *3C (100 MHz, DMSO-dsg), &

10.1 (CHs3), 14.6 (CHs), 23.5 (CHj3), 25.7 (CH,), 48.1 (CH), 70.6 (CH,), 114.7 (CH, Ar), 120.9
(CH, Ar), 127.9 (CH, Ar), 128.5 (CH, Ar), 129.4 (CH, Ar), 134.9 (C-N, Ar), 158.0 (C=N),
161.5 (C-0, Ar), 163.6 (S-C=N), 174.1 (C=0).
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5.2.28 2-[(1-Fenoxipropil-2-ilideno)hidrazona]-3-(4 -anisil)-5-etiltiazolidina-4-ona  (43q,

TS53)
N
X \rs
o

\O

o

Procedimento reacional semelhante ao descrito no item 5.2.12: 1 mmol (0.32 g) da
hidrazona (48e), o acetato de sédio (3 mmol, 0.25 g) e 1.5 mmol do 2-bromobutanoato de
etila (49c) (0.28 g), 20 mL de etanol. O produto foi recristalizado a quente com tolueno.
Cristais incolores.

Rend: 0.28 g (70 %)

P.F.: 162 °C

Rf = 0.4 (tolueno/ciclohexano)

Andlise elementar para C 2;H2303N3S.

Tedrico: C, 63.45; N, 10.57; H, 5.83; S, 8.07. Calculado: C, 63.44; H, 5.91; N, 10.42; S,
8.99.

l.V., principais absorc¢des:

1728 (C=0), 1630 e 1576 (C=N) cm™

RMN *H (400 MHz, DMSO-d¢), &

1.00 (t, J 7.2 Hz, 3H, CHg), 1.81 (s, 3H, CH3), 1.89-1.98 (m, 1H, CH,), 2.02-2.08 (m, 1H,
CH,), 3.82 (s, 3H, OCHj3) 4.38-4.40 (q, 1H, J 7.2 e 5 Hz, CH), 4.66 (s, 2H, CH,), 6.92-6.98
(m, 3H, Ar), 7.20-7.27 (m, 2H, Ar), 7.29 (d, 2H, J 9.1 Hz, Ar), 7.69 (d, 2H, J 9.1 Hz, Ar).

RMN *3C (100 MHz, DMSO-dsg), &

11.0 (CHs3), 14.6 (CHs), 25.7 (CH,), 48.1 (CH), 54.0 (CHs3), 63.5 e 70.6 (CH,), 114.7 (CH,
Ar), 120.9 (CH, Ar), 127.9 (CH, Ar), 128.5 (CH, Ar), 129.4 (CH, Ar), 134.9 (C-N, Ar), 155
(C-0, Ar) 157.0 (C=N), 161.5 (C-0, Ar), 163.6 (S—C=N), 174.1 (C=0).
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5.2.28 2-[(1-Fendxipropil-2-ilideno)hidrazona]-3-(c  iclohexil)-5-etiltiazolidina-4-ona  (43r,

TS54)
X N S
NT Y
N
o)

Procedimento reacional semelhante ao descrito no item 5.2.12: 1 mmol (0.31 g) da
hidrazona (48f), o acetato de sédio (3 mmol, 0.25 g) e 1.5 mmol do 2-bromobutanoato de
etila (49c) (0.28 g), 20 mL de etanol. O produto foi recristalizado a quente com ciclohexano.

Cristais incolores.

Rend: 0.26 g (71 %)

P.F.: 139-140°C

Rf = 0.2 (tolueno/ciclohexano 7:3)

Andlise elementar para C ,0H270,N3S.

Tedrico: C, 64.31; H, 7.29; N, 11.25; S, 8.58. Calculado: C, 64.31; H, 7.21; N, 11.39; S,
9.00.

l.V., principais absorc¢des:

1728 (C=0), 1630 e 1576 (C=N) cm™

RMN *H (400 MHz, DMSO-d¢), &

1.00 (t, J 7.0 Hz, 3H, CH3), 1.14-129 (m, 4H, CH,), 1.62-179 (m, 4H, CH,), 1.79 (s, 3H,
1xCHs), 1.90-1.99 (m, 1H, CHy), 2.02-2.08 (m, 1H, CH,), 3.98-4.02 (m, H, CH), 4.30-4.36 (q,
1H, J 7.0 Hz, CH), 4.66 (s, 2H, CH>), 6.92-6.98 (m, 3H, Ar), 7.19-7.26 (m, 2H, Ar).

EMAR (ESI) Calculado para CyoH2SO,N3 [M+H]": 374.1902; encontrado 374.1919.
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5.2.29 2-[(1-Fenoxipropil-2-ilideno)hidrazona]-5-et  iltiazolidina-4-tiona (43s, TS-50)

x N S
N/Y
HN

Em um baldo de fundo redondo com capacidade para 100 mL, foram adicionados 1.5
mmol (0.34 g) da tiazolinona (43c, TS-10) dissolvida em 50 mL de uma mistura de 1,4-
dioxano/tolueno (1:1). A mistura foi aquecida ate 60° C e mantida sob agitacdo magnética.
Em seguida, adicionou-se 2.5 mmol (1.0 g) do reagente de Lawesson [2,4-bis(4-
metoxifenil)-1,3,2,4-ditiodifosfetano-2,4-ditiona] (50) em porcdes. A reagao foi mantida sob
agitacdo magnética em aquecimento brando (60 °C) durante 24 horas. Apds o término da
reacao, a mistura reacional foi resfriada até temperatura ambiente e o solvente foi removido
sob pressao reduzida. Adicionou-se cerca de 100 mL de agua, seguido pela extracdo da
mistura aquosa com éter dietilico (4x50 mL). ApGs extracdo e separacdo das fases, a fase
organica foi lavada com uma solugdo saturada de NaCl. A fase organica foi seca com
MgSO, anidro e o solvente removido sob pressao reduzida, levando a formacdo de um
solido de colaracdo marrom que foi transferido para o desecador com SiO, e mantido sob
vacuo. O produto foi purificado em cromatografia em coluna com silica gel (eluente: hexano
- hexano / acetato de etila 7:3).
Cristais amarelos. Rend: 0.28 g (60 %). P.F.: 111 °C. R; = 0.6 (acetato de etila / tolueno 1:1)
Andlise elementar para C 14H17N3S,0. Tedrico: C, 54.69; H, 5.57; N, 13.67; S, 20.86.
Calculado: C, 54.71; H, 5.60; N, 14.05; S, 19.99.
V., principais absor¢ées 1620 e 1590 (C=N) cm™
RMN *H (300 MHz, DMSO-dg), 8 0.92 (t, 3H, J 7.5 Hz, CHa), 1.74-1.82 (m, 1H, CH,), 1.95-
1.98 (m, 1H, CH,), 2.06 (s, 3H, CHs), 4.20-4.24 (q, 1H, J 4.2 e 7.8 Hz, CH), 4.70 (s, 2H,
CHy), 6.93-7.00 (m, 3H, Ar), 7.26-7.32 (m, 2H, Ar).
RMN **C (75.5 MHz, DMSO-dg), & 10.3 (CHs), 14.6 (CHs), 25.5 (CH,), 49.0 (CH), 70.8
(CH»), 114.7 (CH, Ar), 121.0 (CH, Ar), 129.5 (CH, Ar), 158.0 (C=N), 161.9 (C-O, Ar), 163.4
(5—C=N), 188.9 (C=S).
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5.2.30 2-[(1-Fenoxipropil-2-ilideno)hidrazona]-3,5-  difeniltiazolidina-4-tiona  (43t, TS51)

O NSV, S
N/Y
N
S

Procedimento reacional semelhante ao descrito no item 5.2.29: 0.5 mmol (0.2 g) da 4-
tiazolinona (430, TS-45), e 1.0 mmol (0.5 g) do reagente de Lawesson (50) em 30 mL de
tolueno / 1,4-dioxano. O produto foi purificado em cromatografia em coluna com silica gel
(eluente: hexano - hexano / acetato de etila 7:3).

Cristais amarelos.

Rend.: 0.3 g (54 %);

P.F.: 131 °C;

Rf = 0.5 (tolueno / acetato de etila 2:1)

Andlise elementar para C 24H21S,0ON3:

Tedrico: C, 66.79; H, 4.90; S, 14.86; N, 9.74. Calculado: C, 66.81; H, 5.00; N, 15.11; S,
14.01.

l.V., principais absorc¢des:

1620 e 1596 (C=N) cm™

RMN *H (400 MHz, acetona- dg), &

1.90 (s, 3H, CHs), 4.69 (s, 2H, CH,), 5.40 (s, 1H, CH), 6.91-7.03 (m, 3H, Ar), 7.24-7.30 (m,
2H, Ar), 7.35-7.40 (m, 3H, Ar), 7.42-7.7.56 (m, 6H, Ar).

RMN %3C (100 MHz, acetona- dg), &

27.5 (CHs), 56.1 (CH), 72.0 (CH,), 115.2 (CH, Ar), 115.7 (CH, Ar), 121.9 (CH, Ar), 129.01
(CH, Ar), 129.32 (CH, Ar), 129.38 (CH, Ar), 129.72 (CH, Ar), 129.84 (CH, Ar), 130.4 (CH,
Ar), 136.6 (C-N, Ar), 138.0 (C-N, Ar), 159.6 (C=N), 162.4 (C-0O, Ar), 168.0 (S-C=N), 189.1
(C=S).
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5.2.31 Sintese do 2-bromoacetofenonas (51b, 51c, 51 d, 51n, 510, 51q, 51r) ***

Comp. Ar rend. (%)

O 0 51b 2Py 69
Bry 51c  3-Py 70
51d 4P 70
— Br y
A eter/dioxano, -5°C A 51n 2,3,4-triCl 56
r r 510  4-tBu 34
(51b-d, n, o-r) 51q  2-furil 28
51r 2-tiofeno 30

Exemplo (51b): em um baldo de fundo redondo com capacidade para 100 mL, 20
mmol (2.5 g) da 2-acetilpiridina foram dissolvidos em 20 mL de éter-dioxano e a mistura foi
resfriada com banho de gelo e mantida em agitacdo magnética. Com o auxilio de um funil
de adicdo, 1.1 mL do bromo foi adicionado lentamente gota a gota e a reacéo foi mantida
sob agitacdo magnética. Apés 3 horas, mais 0.5 mL do bromo foi adicionado e a mistura foi
mantida sob agitacdo durante 24 hotas. Apés o término da reacgdo, adicionou-se cerca de
50 mL de uma solucéo de bissulfito de sédio, seguido pela extracdo da mistura aquosa com
eter dietilico (4x25 mL). As fases organicas foram reunidas e lavou-se com uma solucéo
saturada de NaCl. A fase etérea foi seca com MgSQO, anidro, o solvente removido sob
pressdo reduzida até a metade do volume e depois mantida na geladeira, levando a
formacao de solido amarelo gema que foi filtrado e transferido para o desecador com SiO, e
mantido sob vacuo. O mesmo procedimento foi utilizado para as demais acetofenonas, e os
produtos foram utilizados para a sintese dos 2-imino-1,3-tiaz0is (44a-t) sem prévia

purificagao.
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5.2.32 2-[(1-Fenoxipropil-2-ilideno)hidrazinil]-4-f  enil-1,3-tiazol (44a, TS15)

O \/n N

Em um baldo de fundo redondo, foram adicionados 1 mmol (0.24 g) da hidrazona
(48a), 1.1 (0.21 g) mmol da 2-bromoacetofenona (51a) e 5 mL de 2-propanol. A mistura foi
sonicada a temperatura ambiente. ApOs cerca de dois minutos, um precipitado roseo
comecou a ser formado, e 0 acompanhamento da reagéo por CCD mostrou a formagao de
um produto com Rf abaixo da bromoacetofenona e acima da hidrazona (48a). Apés 30
minutos, a mistura reacional foi removida do banho de ultrassom. O precipitado formado foi
resfriado na geladeira e depois filtrado em funil de Bichner com filtro sinterizado, lavando-
se com 2-propanol e com agua gelada e em seguinda transferida para o dessecador e
mantido sob vacuo. O produto foi recristalizado com metanol a quente.
Cristais levemente rosea.
Rend.: 0.25 g (77 %);
P.F.: 157 °C;
R¢ = 0.4 (tolueno)
l.V., principais sinais
1618 (C=N), cm™
RMN *H (400 MHz, DMSO-d¢), &
2.03 (s, 3H, CHsy), 4.63 (s, 2H, CHy), 6.07 (s largo, 1H, N-H), 6.93-7.01 (m, 3H, 2H Ar e 1H
tiazol), 7.27-7.42 (m, 6H, Ar), 7.83-7.86 (m, 2H, Ar).
RMN 3C e DEPT (100 MHz, DMSO-dg), &
14.7 (CHs), 71.8 (CH,), 104.5 (CH, tiazol), 115.2 (CH, Ar), 121.4 (CH, Ar), 126.0 (CH, Ar),
128.0 (CH, Ar), 128.2 (CH, Ar), 128.7 (CH, Ar), 129.4 (CH, Ar), 129.9 (Ar), 134.7 (Ar), 148.1
(C=CH, tiazol), 158.1 (C-0), 169.9 (S—-C=N).
EMAR (ESI) Calculado para CigHigN3SO [M+H]": 324.1171; encontrado 324.1206.
Calculado para [M+Na]": 346.0990; encontrado 346.1029.
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5.2.33 2-[(1-Fenoxipropil-2-ilideno)hidrazinil]-4-( 2-piridina)-1,3-tiazol (44b, TS21)

Procedimento reacional semelhante ao descrito no item 5.2.32: 1 mmol (0.24 g) da
tiossemicarbazona (48a), 5 mL de 2-propanol e 1.1 mmol da 2-bromo-1-(2-piridinil)etanona

(51b) (0.21 g). O produto foi re-cristalizado em metanol a quente.

Cristais verdes.

Rend.: 0.24 g (74 %)

P.F.: 136 °C

Rt = 0.4 (acetato de etila)

l.V., principais sinais

3364 (N-H), 1620 e 1582 (C=N) cm™

RMN *H (400 MHz, DMSO-dg), &

2.05 (s, 3H, CH3), 4.65 (s, 2H, CH;), 5.5-6.5 (s largo, 1H, NH), 6.92-7.02 (m, 3H, Ar), 7.27-
7.31 (m, 2H, Ar), 7.82 (t, 1H, J 8.0 e 9.6 Hz, Ar), 8.14 (s, 1H, CH tiazol), 8.35 (d, 1H, J 10
Hz, Ar), 8.46 (t, 1H, J 10 Hz, Ar), 8.75 (d, 1H, J 8 e 9.6 Hz, Ar).

RMN *3C e DEPT (100 MHz, DMSO-dg), &

13.0 e 14.6 (CHs), 69.71 e 71.4 (CH,), 114.4 (CH, tiazol), 114.8 (CH, Ar), 121.0 (CH, Ar),
123.1 (CH, Ar), 124.7 (CH, Ar), 129.5 (CH, Ar), 143.3 (CH, Ar), 143.6 (CH, Ar), 144.8 (CH,
Ar), 146.4 (Ar), 149.2 (C=CH, tiazol), 158.0 (C=N), 158.7 (C-0, Ar), 170.0 e 170.6 (S—C=N).
EMAR (ESI) Calculado para Ci7Hi7N3SO [M+H]": 325.1123; encontrado 325.1155.
Calculado para [M+Na]": 347.0943; encontrado 347.0980.
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5.2.34 2-[(1-Fenoxipropil-2-ilideno)hidrazinil]-4-(  3-piridina)-1,3-tiazol (44c, TS35)

Procedimento reacional semelhante ao descrito no item 5.2.32: 1 mmol (0.24 g) da
tiossemicarbazona (48a), 5 mL de 2-propanol e 1.1 mmol da 2-bromo-1-(3-piridinil)etanona

(51c) (0.21 g). O produto foi recristalizado em metanol a quente.

Cristais verdes.

Rend.: 0.2 g (61 %)

P.F.: 136 °C

Rt = 0.4 (acetato de etila)

l.V., principais sinais

1621 (C=N), 1586 (C=N) cm™

RMN *H (400 MHz, DMSO-dg), &

2.05 (s, 3H, CH3), 4.64 (s, 2H, CH;), 5.5-6.5 (s largo, 1H, NH), 6.92-7.02 (m, 3H, Ar), 7.27-
7.30 (m, 2H, Ar), 7.82 (t, 1H, J 10 Hz, Ar), 8.14 (s, 1H, CH tiazol), 8.40 (d, 2H, J 10 Hz, Ar),
8.46 (t, 1H, J 10 Hz, Ar), 8.81 (s, 1H, Ar).

RMN *3C (100 MHz, DMSO-dg), &

14.1 (CHs), 69.71 e 71.4 (CH,), 114.4 (CH, tiazol), 114.7 (CH, Ar), 120.9 (CH, Ar), 125.5
(CH, Ar), 129.1 (CH, Ar), 129.4 (CH, Ar), 131.2 (Ar), 137.0 (Ar), 148.2, 149.1 (C=N), 158.0
(C-0, Ar), 169.4 (S—C=N).
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5.2.35 2-[(1-Fenoxipropil-2-ilideno)hidrazinil]-4-( 4-piridina)-1,3-tiazol (44d, TS30)

Procedimento reacional semelhante ao descrito no item 5.2.32: 1 mmol (0.24 g) da
tiossemicarbazona (48a), 5 mL de 2-propanol e 1.1 mmol da 2-bromo-1-(4-piridinil)etanona

(51d) (0.21 g). O produto foi re-cristalizado em metanol a quente.

Cristais verdes.

Rend.: 0.23 g (70 %)

P.F.: 140 °C

Rt = 0.4 (acetato de etila)

l.V., principais sinais

3339 (N-H), 1617 e 1567 (C=N) cm™

RMN *H (400 MHz, DMSO-dg), &

2.03 (s, 3H, CH3), 4.63 (s, 2H, CH,), 6.94-7.00 (m, 3H, Ar), 7.28 (s largo, 2H, Ar), 7.28 (d, J
9 Hz, 2H, Ar), 7.70 (d, J 9 Hz, 2H, Ar), 11.28 (s largo, 1H, NH).

RMN *3C e DEPT (100 MHz, DMSO-dg), &

14.3 (CH3), 71.2 (CHy,), 114.4 (C-S, tiazol), 114.7 (CH, Ar), 120.9 (CH, Ar), 125.5 (CH, Ar),
129.1 (CH, Ar), 129.4 (CH, Ar), 131.2 (Ar), 137.0 (Ar), 148.2, 149.1 (C=N), 158.0 (C-O, Ar),
169.4 (S—C=N).
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5.2.36 2-[(1-Fenoxipropil-2-ilideno)hidrazinil]-4-(  4-toluil)-1,3-tiazol (44e, TS26)

o s ML

Procedimento reacional semelhante ao descrito no item 5.2.32: 1 mmol (0.24 g) da
tiossemicarbazona (48a), 5 mL de 2-propanol e 1.1 mmol da 4’-metil-2-bromoacetofenona

(51e) (0.23 g). O produto foi re-cristalizado em metanol a quente.

Cristais amarelos.

Rend.: 0.2 g (60 %)

P.F.: 160 °C

R¢ = 0.6 (tolueno)

l.V., principais sinais

1618 (C=N), cm™

RMN *H (400 MHz, DMSO-dg), &

2.03 (s, 3H, CH3), 2.32 (s, 3H, CHj3), 4.63 (s, 2H, CHy), 6.17 (s largo, 1H, N-H), 6.92-7.00
(m, 3H, Ar), 7.20-7.30 (m, 5H, 4H de Ar e 1H do tiazol), 7.71-7.74 (m, 2H, Ar).

RMN *3C (100 MHz, DMSO-dsg), &

14.8 (CHg), 21.2 (CHj3), 71.6 (CHy), 103.6 (CH, tiazol), 115.2 (CH, Ar), 121.4 (CH, Ar), 126.0
(CH, Ar), 128.0 (CH, Ar), 128.2 (CH, Ar), 129.3 (CH, Ar), 129.6 (CH, Ar), 129.9 (CH, Ar),
130.1 (Ar), 137.5 (Ar), 158.5 (C-0, Ar), 169.9 (S-C=N).

EMAR (ESI) Calculado para C19H20N3SO [M+H]": 338.1327; encontrado 338.1309.
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5.2.37 2-[(1-Fenoxipropil-2-ilideno)hidrazinil]-4-(  4-anisil)-1,3-tiazol (44f, TS19)

o \/n N o
PO

Procedimento reacional semelhante ao descrito no item 5.2.32: 1 mmol (0.24 g) da
tiossemicarbazona (48a), 5 mL de 2-propanol e 1.1 mmol da 4’-metdxi-2-bromoacetofenona

(51f) (0.25 g). O produto foi re-cristalizado em etanol a quente.

Cristais levemente esverdeados.

Rend.: 0.25 g (70 %)

P.F.: 168 °C

Rt = 0.6 (hexano \ tolueno 3:2)

l.V., principais sinais

1613 (C=N), 1601 (C=N) cm™

RMN *H (300 MHz, DMSO-dg), &

1.99 e 2.04 (s, 3H, CHs), 3.76 (s, 3H, OCHa), 4.64 e 4.90 (s, 2H, CH,), 6.91-7.01 (m, 5H,
Ar), 7.17 (s, 1H, CH do tiazol), 7.24-7.32 (d, 2H, J 2.5 Hz, Ar), 7.72-7.81 (d, 2H, J 2.5 Hz,
Ar), 10.55 (s largo, 1H, N—H).

RMN *3C e DEPT (75.5 MHz, DMSO-dg), 8

14.6 (CHs), 55.2 (OCHs), 71.1 (CH,), 102.3 (CH, tiazol), 114.1 (CH, Ar), 113.7 (CH, Ar),
114.8 (CH, Ar), 121.0 (CH, Ar), 125.8 (CH, Ar), 127.1 (CH, Ar), 129.3 (CH, Ar), 129.6 (CH,
Ar), 146.8 (CH=C), 149.6 (C=N), 158.1 (C-0O, Ar), 159.2 (C-O, Ar), 169.5 (S—C=N).

EMAR (ESI) Calculado para CigHN3SO, [M+H]": 354.1276; encontrado 354.1282.
Calculado para [M+Na]": 376.1096; encontrado 376.1103.
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5.2.38 2-[(1-Fenoxipropil-2-ilideno)hidrazinil]-4-(  4-flaorfenil)-1,3-tiazol  (44g, TS20)

H
o ~ _N N
N/\r/\>’®,F
W,

Procedimento reacional semelhante ao descrito no item 5.2.32: 1 mmol (0.24 g) da
tiossemicarbazona (48a), 5 mL de 2-propanol e 1.1 mmol da 4'-flior-2-bromoacetofenona
(519) (0.23 9).

Cristais beges.

Rend.: 0.29 g (85 %)

P.F.. 157 °C

R¢ = 0.5 (tolueno)

l.V., principais sinais

1619 (C=N), 1608 (C=N) cm™

RMN *H (300 MHz, DMSO-dg), &

1.98 e 2.03 (s, 3H, CH3), 4.59 e 4.62 (s, 2H, CHy), 6.89-6.97 (m, 3H, Ar), 7.20-7.30 (m, 5H,
4H de Ar e 1CH do tiazol), 7.82-7.87 (m, 2H, Ar), 10.53 (s largo, 1H, N—H). Apos adicao de
3 gotas de D,0, o sinal com 6 10.53 ppm diminuiu.

RMN *3C (75.5 MHz, DMSO-d), &

14.7 (CHs), 71.2 (CH,), 104.3 (CH, tiazol), 114.5 (CH, Ar), 114.8 (CH, Ar), 115.2 (CH, Ar),
121.1 (CH, Ar), 127.8 (CH, Ar), 127.9 (CH, Ar), 129.6 (CH, Ar), 129.8 (C-F), 130.0 (C-F),
146.7 (Ar), 146.9 (CH=C), 148.5 (C=N), 158.1 (C-0), 169.4 e 169.7 (S—C=N).

EMAR (ESI) Calculado para C1gH17N3SOF [M+H]": 342.1076; encontrado 342.1099.
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5.2.39 2-[(1-Fenoxipropil-2-ilideno)hidrazinil]-4-(  4-clorofenil)-1,3-tiazol (44h, TS16)

H
o) N
\N/ \r/\N>’®/m
L/

Procedimento reacional semelhante ao descrito no item 5.2.32: 1 mmol (0.24 g) da
hidrazona (48a), 5 mL de 2-propanol e 1.1 mmol da 4’-cloro-2-bromoacetofenona (51h)
(0.26 g).

Cristais vermelhos.

Rend.: 0.26 g (72 %)

P.F.: 164-165 °C

R¢ = 0.5 (tolueno)

l.V., principais sinais

1620 e 1586 (C=N) cm™

RMN *H (300 MHz, DMSO-dg), &

2.09 (s, 3H, CHg), 4.63 e 4.90 (s, 2H, CHy), 6.90-7.00 (m, 3H, Ar), 7.25-7.46 (m, 5H, 4H de
Ar e 1CH do tiazol), 7.80-7.85 (d, 2H, J 7.8 Hz, Ar), 10.61 (s largo, 1H, N-H).

RMN *3C (75.5 MHz, DMSO-d), &

14.6 (CH3), 71.2 (CH,), 104.4 (CH, tiazol), 114.8 (CH, Ar), 121.0 (CH, Ar), 125.7 (CH, Ar),
127.4 (CH, Ar), 127.9 (CH, Ar), 128.0 (CH, Ar), 128.4 (CH, Ar), 128.6 (CH, Ar), 129.6 (CH,
Ar), 133.3 (Ar), 148.3 (CH=C), 149.4 (C=N), 158.1 (C-0, Ar), 169.6 (S-C=N).

EMAR (ESI) Calculado para C1gH17N3SOCI [M+H]": 358.0781; encontrado 358.0909.
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5.2.40 2-[(1-Fenoxipropil-2-ilideno)hidrazinil]-4-( 4-bromofenil)-1,3-tiazol (44i, TS42)

H
0] N
\N/ \(/\N>’®/Br
L/

Procedimento reacional semelhante ao descrito no item 5.2.32: 3 mmol (0.72 g) da
tiossemicarbazona (48a), 20 mL de 2-propanol e 3.2 mmol da 4-bromo-2-
bromoacetofenona (51h) (0.84 g).

Cristais marrons.

Rend: 0.8 g (66 %)

P.F..171°C

R¢ = 0.5 (tolueno\ acetato de etila 5:1)

l.V., principais sinais

3317 (N-H), 1615 e 1572 (C=N) cm™

RMN 'H (400 MHz, DMSO-dg), &

2.02 (s, 3H, CHg), 4.62 (s, 2H, CHy), 6.92-7.01 (m, 3H, Ar), 7.26-7.35 (m, 2H, Ar), 7.35 (s,
1H, CH tiazol), 7.58 (d, 2H, J 7.5 Hz, Ar), 7.80 (d, 2H, J 7.5 Hz, Ar), 11.10 (s, 1H, N-H).
RMN *3C (100 MHz, DMSO-dsg), &

14.2 (CHs), 71.3 (CHp), 104.8, 114.7 (CH, Ar), 120.4 (CH, Ar), 120.9 (CH, Ar), 127.4 (CH,
Ar), 129.4 (CH, Ar), 131.4 (CH, Ar), 133.9 (Ar), 147.1 (C=C, tiazol), 149.3 (C=N), 158.1 (C-
0, Ar), 169.6 (S—C=N)

EMAR (ESI) Calculado para CigHi7N3SOBr [M+H]": 402.0296; encontrado 402.0272.
Calculado para [M+Na]*: 424.0095; encontrado 425.0065.
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5.2.41 2-[(1-Fenoxipropil-2-ilideno)hidrazinil]-4-(  4-nitrofenil)-1,3-tiazol (44}, TS17)

H
(@) N N N
N WNOZ
L/

Procedimento reacional semelhante ao descrito no item 5.2.32: 1 mmol (0.24 g) da
tiossemicarbazona (48a), 5 mL de 2-propanol e 1.1 mmol da 4’-nitro-2-bromoacetofenona

(51i) (0.27 g). O produto foi recristalizado com 2-propanol a quente.

Cristais amarelos gema.

Rend: 0.3 g (80 %)

P.F.: 171-173 °C (dec.)

R¢ = 0.6 (tolueno \ acetato de etila 3:1)

l.V., principais sinais

3337 (N=H), 1598 (C=N), 1565 (C=N) cm™

RMN *H (300 MHz, DMSO-dg), &

2.03 (s, 3H, CHj3), 4.63 (s, 2H, CH,), 6.92-7.01 (m, 3H, Ar), 7.29 (t, 2H, Ar), 7.70 (s, 1H, CH
do tiazol), 8.07 (d, 2H, J 8.7 Hz, Ar), 8.29 (d, 2H, J 9.0 Hz, Ar), 11.26 (s, 1H, N—H).

RMN %3C e DEPT (75.5 MHz, DMSO-dg), &

14.3 (CHj3), 71.3 (CH,), 108.9 (CH, tiazol), 114.8 (CH, Ar), 121.0 (CH, Ar), 124.1 (CH, Ar),
126.3 (CH, Ar), 129.5 (CH, Ar), 140.7 (CH, Ar), 146.1 (Ar), 147.6 (CH=C), 148.5 (C=N),
158.1 (C-0), 169.9 (S—C=N).

EMAR (ESI) Calculado para CigH17N4SO, [M+H]": 369.1021; encontrado 369.1072.
Calculado para [M+Na]*: 391.0841; encontrado 391.0865.
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5.2.42 2-[(1-Fenoxipropil-2-ilideno)hidrazinil]-4-( 3-nitrofenil)-1,3-tiazol (44k, TS-27)

NO,
N\(/
L/

Procedimento reacional semelhante ao descrito no item 5.2.32: 1 mmol (0.24 g) da
tiossemicarbazona (48a), 5 mL de 2-propanol e 1.1 mmol da 3'-nitro-2-bromoacetofenona
(51j) (0.27 g). A reacao foi mantida por 2 horas no banho de ultrassom. O produto foi re-

cristalizado com tolueno a quente.

Sdlido cristalino amarelo gema.

Rend: 0.18 g (48 %)

P.F.: 159-160 °C (dec.)

R¢ = 0.4 (acetato de etila)

l.V., principais sinais

3337 (N-H), 1598 (C=N), 1565 (C=N) cm™

RMN *H (400 MHz, DMSO-dg), &

2.64 (s, 3H, CHa), 5.15 (s, 2H, CHy), 7.40 (t, 1H, Ar), 7.49 (d, 2H, Ar), 7.75 (t, 2H, Ar), 7.89
(s, 1H, CH do tiazol), 8.10 (t, 1H, J 8.0 Hz, Ar), 8.56 (d, 1H, J 8.0 Hz, Ar), 8.70 (d, 1H, J 8.0
Hz Ar), 10.58 (s largo, 1H, N-H). Apos adicdo de 3 gotas de D,O, o sinal & 10.58 ppm
diminuiu.

RMN *3C e DEPT (100 MHz, DMSO-dg), &

23.5 (CHs), 82.0 (CH,), 116.7 (CH, tiazol), 125.4 (CH, Ar), 130.8 (CH, Ar), 131.5 (CH, Ar),
132.3 (CH, Ar), 139.9 (CH, Ar), 140.3 (CH, Ar), 141.8 (Ar), 147.3 (Ar) 157.8 (CH=C), 159.3
(C=N), 169.2 (C-O, Ar), 180.1 (S—C=N).

EMAR (ESI) Calculado para CigH17N4sSO, [M+H]": 369.1021; encontrado 369.1042.
Calculado para [M+Na]": 391.0841; encontrado 391.0850.
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5.2.43 2-[(1-Fenoxipropil-2-ilideno)hidrazinil]-4-(  3,4-diclorofenil)-1,3-tiazol (441, TS34)

cl
N\r/ cl
L/

Procedimento reacional semelhante ao descrito no item 5.2.32: 1 mmol (0.24 g) da
tiossemicarbazona (48a), 5 mL de 2-propanol e 1.1 mmol da 3’,4’-dicloro-2-

cloroacetofenona (51k) (0.24 g). O produto foi re-cristalizado do metanol a quente.

Cristais vermelhos.

Rend: 0.26 g (66 %)

P.F.: 160 °C (dec.)

Ri = 0.5 (hexano \ acetato de etila 5:1)

l.V., principais sinais

3338 (N-H), 1615 e 1565 (C=N) cm™

RMN 'H (400 MHz, DMSO-dg), &

2.01 (s, 3H, CHs), 4.61 (s, 2H, CH,), 6.92-7.00 (m, 3H, Ar), 7.26-7.30 (m, 3H, Ar), 7.50 (s,
1H, 1H tiazol), 7.64 (d, 1H, J 8 Hz, Ar), 7.82 (d, 1H, J 8 Hz, Hz, Ar), 8.07 (s, 1H, Ar), 11.10 (s
largo, 1H, N—-H).

RMN *C e DEPT (100 MHz, DMSO-dg), &

14.2 (CHs), 71.3 (CH,), 106.2 (CH, tiazol), 114.7 (CH, Ar), 120.9 (CH, Ar), 125.5 (CH, Ar),
127.1 (CH, Ar), 129.4 (CH, Ar), 129.6 (CH, Ar), 130.8 (CH, Ar), 131.4 (Ar), 135.2 (Ar), 147.5
(CH=C), 147.7 (C=N), 158.1 (C-0, Ar), 169.7 (S—C=N).

EMAR (ESI) Calculado para C1gH1sN3SOCI, [M+H]": 392.0391; encontrado 392.0378.
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5.2.44 2-[(1-Fenoxipropil-2-ilideno)hidrazinil]-4-(  2,4-diclorofenil)-1,3-tiazol  (44m, TS39)

cl
o N
N \r/N cl
W,

Procedimento reacional semelhante ao descrito no item 5.2.32: 1 mmol (0.24 g) da
tiossemicarbazona (48a), 5 mL de 2-propanol e 1.1 mmol da 2,2’,4’-tricloroacetofenona (51I)

(0.26 g). O produto foi re-cristalizado do metanol a quente.

Cristais avermelhados.

Rend: 0.17 g (55 %)

P.F.: 200 °C (dec.)

R¢ = 0.5 (hexano \ acetato de etila 5:1)

l.V., principais sinais

1568 (C=N) cm™

RMN *H (400 MHz, DMSO-dg), &

2.01 (s, 3H, CHg), 4.63 (s, 2H, CHy), 6.92-7.00 (m, 3H, Ar), 7.26-7.30 (m, 2H, Ar), 7.36 (s,
1H, CH do tiazol), 7.47- 7.49 (d, 1H, J 8.4 Hz, Ar), 7.66 (s, 1H, Ar), 7.89 (d, 1H, J 8.4 Hz,
Ar), 11.25 (s largo, 1H, N-H).

RMN *3C (100 MHz, DMSO-dg), &

14.2 (CHg3), 71.3 (CH,), 109.4 (CH, tiazol), 114.8 (CH, Ar), 120.9 (CH, Ar), 127.4 (CH, Ar),
129.4 (CH, Ar), 129.6 (CH, Ar), 131.5 (CH, Ar), 132.1 (CH, Ar), 132.2 (CH, Ar), 132.3 (Ar),
135.2 (Ar), 145.8 (CH=C), 147.2 (C=N), 158.1 (C-0, Ar), 168.6 (S—C=N).

EMAR (ESI) Calculado para C1gH1sN3SOCI, [M+H]": 392.0391; encontrado 392.0378.
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5.2.45  2-[(1-Fendxipropil-2-ilideno)hidrazinil]-4-(  2,3,4-triclorofenil)-1,3-tiazol (44n,

TS18)
o cl
0 N
N \(/N cl
L/

Procedimento reacional semelhante ao descrito no item 5.2.30: 1 mmol (0.24 g) da
tiossemicarbazona (48a), 5 mL de 2-propanol e 1.1 mmol da 2’,3,4'-tricloro-2-

bromoacetofenona (51m) (0.33 g). O produto foi recristalizado do tolueno a quente.

Cristais marrons.

Rend: 0.24 g (50 %)

P.F.: 200 °C (dec.)

R¢ = 0.5 (tolueno\ acetato de etila 3:1)

l.V., principais sinais

3321 (N-H), 1590 e 1557 (C=N) cm™

RMN *H (300 MHz, DMSO-dg), &

2.01 (s, 3H, CHj3), 4.63 (s, 2H, CHy), 6.92-7.01 (m, 3H, Ar), 7.29 (t, 2H, Ar), 7.40 (s, 1H, CH
do tiazol), 7.72 (d, 1H, J 8.5 Hz, Ar), 7.81 (d, 1H, J 8.4 Hz, Ar), 11.17 (s largo, 1H, N-H).
RMN *3C (75.5 MHz, DMSO-dg), &

14.2 (CHs3), 71.3 (CH,), 110.2 (CH, tiazol), 114.8 (CH, Ar), 120.9 (CH, Ar), 128.7 (CH, Ar),
129.4 (CH, Ar), 129.9 (CH, Ar), 130.7 (Ar), 131.1 (Ar), 131.7 (Ar), 134.3 (Ar), 145.9 (CH=C),
147.3 (Ar), 158.1 (C-0), 168.7 (S—C=N).

EMAR (ESI) Calculado para CigHi1sN3SOCI; [M+H]™: 426.0001; encontrado 426.7810 e
427.9306.
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5.2.46 2-[(1-Fenoxipropil-2-ilideno)hidrazinil]-4-( 4-tercbuitilfenil)-1,3-tiazol (440, TS32)

o \/n N

Procedimento reacional semelhante ao descrito no item 5.2.32: 1 mmol (0.24 g) da
tiossemicarbazona (48a), 5 mL de 2-propanol e 1.1 mmol da 4-'butil-2-cloroacetofenona

(51n) (0.23 g). O produto foi recristalizado do tolueno a quente.

Cristais amarelos.

Rend: 0.3 g (79 %)

P.F.. 180-182 °C

R¢ = 0.5 (tolueno\ acetato de etila 3:1)

l.V., principais sinais

1610 e 1586 (C=N) cm™

RMN *H (300 MHz, DMSO-dg), &

1.23 (s largo, 9H, 3xCHj3), 2.00 (s, 3H, CHs), 4.89 (s, 2H, CH,), 6.92-7.00 (m, 3H, Ar), 7.16-
7.20 (d, 2H, J 7.1 Hz, Ar), 7.37-7.42 (m, 3H, 2H Ar, J 7.1 Hz, e 1H do tiazol), 7.48-7.52 (m,
2H, Ar), 10.91 (s largo, 1H, N—H).

RMN *3C (75.5 MHz, DMSO-d¢), &

14.2 (CHs), 31.1 (CHs), 32.8 (CCHs), 71.6 (CH,), 103.6 (CH, tiazol), 115.2 (CH, Ar), 121.4
(CH, Ar), 126.0 (CH, Ar), 128.1 (CH, Ar), 128.2 (CH, Ar), 129.1 (CH, Ar), 129.2 (CH, Ar),
129.9 (Ar), 130.1 (Ar), 135.5 (Ar), 149.1 (C=N), 158.5 (C-0, Ar), 169.9 (S—C=N).
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5.2.47 2-[(1-Fenoxipropil-2-ilideno)hidrazinil]-4-(  2-naftil)-1,3-tiazol (44p, TS33)

o \/n N

Procedimento reacional semelhante ao descrito no item 5.2.32: 1 mmol (0.24 g) da
tiossemicarbazona (48a), 5 mL de 2-propanol e 1.1 mmol da 2-bromo-1-(naftil)etanona
(510) (0.27 g). O produto foi recristalizado do tolueno a quente.

Cristais marrons.

Rend: 0.26 g (70 %)

P.F.: 180-182 °C (dec.)

Rt = 0.3 (acetato de etila)

l.V., principais sinais

1614 e 1490 (C=N) cm™

RMN *H (400 MHz, DMSO-d¢), &

2.05 (s, 3H, CHy), 4.64 (s, 2H, CH,), 6.95-7.02 (m, 3H, Ar), 7.30 (s, 2H, 1H de Ar e 1H do
tiazol), 7.47 (d, 3H, Ar), 7.91- 8.01 (m, 4H, Ar), 8.39 (s, 1H, Ar), 11.14 (s largo, 1H, N-H).
RMN *3C e DEPT (100 MHz, DMSO-dg), &

14.2 (CHg3), 71.4 (CH,), 104.7 (CH, tiazol), 114.7 (CH, Ar), 120.9 (CH, Ar), 123.9 (CH, Ar),
124.0 (CH, Ar), 125.9 (CH, Ar), 126.3 (CH, Ar), 127.5 (CH, Ar), 128.0 (CH, Ar), 128.0 (CH,
Ar), 129.4 (CH, Ar), 132.1 (CH, Ar), 132.3 (CH, Ar), 138.1 (Ar), 147.1 (CH=C), 158.1 (C-O,
Ar), 169.5 (S—C=N).

EMAR (ESI) Calculado para Cx»HyoN3SO [M+H]": 374.1327; encontrado 374.1270.
Calculado para [M+Na]*: 396.1147; encontrado 396.1098.
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5.2.48 2-[(1-Fenoxipropil-2-ilideno)hidrazinil]-4-(  2-furanil)-1,3-tiazol (44q, TS22)

S

Procedimento reacional semelhante ao descrito no item 5.2.32: 1 mmol (0.24 g) da
tiossemicarbazona (48a), 5 mL de 2-propanol e 1.2 mmol da 2-bromo-1-(2-furanil)etanona

(51p) (0.23 g). O produto foi re-cristalizado do metanol a quente.

Cristais marrons.

Rend: 0.15 g (50 %)

P.F.: 210°C

R¢ = 0.5 (acetato de etila)

l.V., principais sinais

1600 e 1576 (C=N) cm™

RMN *H (400 MHz, DMSO-dg), &

2.02 (s, 3H, CHs3), 4.61 (s, 2H, CH,), 6.58 (dois s, 2H, Ar e CH tiazol), 7.00 (s largo, 4H Ar),
7.25 (d, 2H, Ar), 7.67 (s, 1H, Ar), 11.21 (s, 1H, N-H).

RMN *3C e DEPT (100 MHz, DMSO-dg), &

14.2 (CHj3), 71.3 (CH,), 102.9 (CH, tiazol), 106.0 (CH, Ar), 111.6 (CH, Ar), 114.7 (CH, Ar),
120.9 (CH, Ar), 129.5 (CH, Ar), 142.4 (CH, Ar), 147.2 (C-O, Ar), 150.3 (C=N), 158.1 (C-O,
Ar), 170.0 (S—C=N).
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5.2.49 2-[(1-Fenoxipropil-2-ilideno)hidrazinil]-4-(  2-tiofenil)-1,3-tiazol (44r, TS36)

ST

Procedimento reacional semelhante ao descrito no item 5.2.32: 1 mmol (0.24 g) da
tiossemicarbazona (48a), 5 mL de 2-propanol e 1.2 mmol da 2-bromo-1-(2-tiofeno)etanona

(519) (0.24 g). O produto foi recristalizado do metanol a quente.

Cristais levemente marrons.

Rend: 0.15 g (53 %)

P.F.: 190-191 °C

Rt = 0.4 (acetato de etila)

l.V., principais sinais

1620 e 1590 (C=N) cm™

RMN *H (400 MHz, DMSO-dg), &

2.02 (s, 3H, CHs3), 4.61 (s, 2H, CH,), 6.58 (dois s, 2H, Ar e CH tiazol), 7.00 (s largo, 4H Ar),
7.25 (d, 2H, Ar), 7.67 (s, 1H, Ar), 10.53 (s, 1H, N-H).

RMN *3C (100 MHz, DMSO-dsg), &

14.2 (CHj3), 71.3 (CH,), 104.0 (CH, tiazol), 106.0 (CH, Ar), 111.6 (CH, Ar), 114.7 (CH, Ar),
120.9 (CH, Ar), 129.5 (CH, Ar), 141.3 (CH, Ar), 142.4 (CH, Ar), 147.2 (C-O, Ar), 150.3
(C=N), 158.1 (C-0, Ar), 170.0 (S—C=N).
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5.2.50 2-[(1-Fenoxipropil-2-ilideno)hidrazinil]-3-m  etil-4-fenil-1,3-tiazol (44s, TS28)

|

Procedimento reacional semelhante ao descrito no item 5.2.32: 1 mmol (0.25 g) da
tiossemicarbazona (48b), 5 mL de 2-propanol e 1.1 mmol da 2-bromoacetofenona (51a)

(0.21 g). O produto foi recristalizado com tolueno a quente.

Cristais amarelos.

Rend: 0.25 g (73 %)

P.F.: 135°C

R¢ = 0.6 (tolueno \ acetato de etila 3:1)

l.V., principais sinais

1591 (C=N) cm™

RMN *H (300 MHz, DMSO-dg), &

2.03 e 2.16 (s, 3H, CH3), 3.47 (s, 3H, N-CHj3), 4.76 e 5.07 (s, 2H, CH), 6.91-6.99 (m, 3H,
Ar), 7.02 (s, 1H, S-CH), 7.25-7.31 (m, 2H, Ar), 7.52 (m, 6H, Ar).

RMN *3C (75.5 MHz, DMSO-d¢), &

15.4 (CHgs), 35.4 (N-CHgs), 70.6 (CH), 114.3, 114.8, 121.0 (Ar), 128.9 (Ar), 129.1, 129.2,
129.5, 129.7, 129.8, 141.8 (CH=C), 158.0 (C=N), 158.7 (C-0, Ar), 169.6 (S—C=N).

EMAR (ESI) Calculado para CigHoN3SO [M+H]": 338.1327; encontrado 338.1326.
Calculado para [M+Na]*: 360.1147; encontrado 360.1164.
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5.2.51 2-[(1-Fenoxipropil-2-ilideno)hidrazinil]-3,4  -difenil-1,3-tiazol (44t, TS-23)

o) S N N

Procedimento reacional semelhante ao descrito no item 5.2.32: 1 mmol (0.29 g) da
tiossemicarbazona (48a), 5 mL de 2-propanol e 1.1 mmol da 2-bromoacetofenona (51a)
(0.21 q).

Cristais amarelos.

Rend: 0.3 g (75 %)

P.F.: 136 °C

R¢ = 0.6 (acetato de etila)

l.V., principais sinais

1622 (C=N), 1587 (C=N) cm™

RMN *H (400 MHz, DMSO-d¢), &

1.84 (s, 3H, CHy), 4.63 (s, 2H, CH,), 6.58 (s, 1H, CH tiazol), 6.92-7.00 (m, 3H, Ar), 7.15 (d,
2H, Ar), 7.22-7.35 (m, 10H, Ar).

RMN *3C (100 MHz, DMSO-dsg), &

14.6 (CHs), 71.2 (CH,), 101.3 (CH, tiazol), 114.7 (CH, Ar), 120.7 (CH, Ar), 127.5 (CH, Ar)
128.0 (CH, Ar), 128.20 (CH, Ar), 128.28 (CH, Ar), 128.3 (CH, Ar), 128.6 (CH, Ar), 129.4
(CH, Ar), 130.8 (Ar), 137.6 (Ar), 139.3 (C=CH), 156.9 (C=N), 158.2 (C-O, Ar), 168.6 (S—
C=N).
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5.2.52 Procedimento geral para a sintese das 1-fené  xi-2-acetofenonas (56) **

o)
o) R=
aH f. 4-Br
R b:4-CH;  ¢: 3 4-diCl
C: 4-CH3 h: 4-tBU
(56a-h, j) d: 4-F '

e:4-Cl  14-OPh

Em um balédo de fundo redondo com capacidade para 100 mL, foram adicionados 10
mmol (0.94 g) do fenol (45), 50 mL de butanona e 10 mmol (1.3 g) de carbonato de potassio
pulverizado. A mistura foi aquecida e mantida sob agitagdo magnética. Apos 10 minutos, 9
mmol da respectiva 2-bromoacetofenona (51) foi adicionada em porcdes. A reacao foi
mantida sob agitacdo magnética em temperatura de 80 °C durante 5-10 horas. Apds o
término da reacdo, a mistura reacional foi resfriada até temperatura ambiente e o solido
formado foi filtrado. O solvente foi removido sob presséo reduzida. Adicionou-se cerca de
50 mL de agua, seguido pela extracdo da mistura aquosa com éter dietilico (2x50 mL). As
fases organicas foram reunidas e lavou-se com uma solu¢cdo de NaOH (10%) sucessivas
vezes até a fase organica adquirir uma coloracdo amarela, e por ultimo com uma solucao
saturada de NaCl. A fase etérea foi seca com MgSQO, anidro, o solvente removido sob
pressao reduzida, levando a formacdo de um 6leo de coloragdo amarela que foi transferido
para o desecador com SiO, e mantido sob vacuo até cristalizacdo. Quando necessario, 0
produto foi cristalizado com metanol ou etanol.
2-Fenoxi-1-feniletanona (56a): cristais incolores; rend. 69%; P.F. de 48 °C, R; de 0.6
(hexano / tolueno 1:1). 2-Fendxi-1-(4-toluil)etanona (56b): cristais incolores; rend. 65%; Rs
de 0.5 (hexano / tolueno 1:1). 1-(4-Metoxifenil)-2-fenoxietanona (56c¢): cristais amarelos;
rend. 72%; P.F. de 59 °C, R; de 0.6 (hexano / tolueno 1:1). 1-(4-Fluorfenil)-2-fenoxietanona
(56d): cristais incolores; rend. 70%; P.F. de 91 °C, R de 0.6 (hexano / tolueno 1:1). 1-(4-
Clorofenil)-2-fendxietanona (56e): cristais incolores; rend. 60%; P.F. de 100 °C, R; de 0.5
(hexano / tolueno 1:1 v/v). 1-(4-Bromofenil)-2-fendxietanona (56f): cristais marrons; rend.
70%; P.F. de 108 °C, R; de 0.6 (hexano / tolueno 1:1 v/v). 1-(3,4-Diclorofenil)-2-
fendxietanona (56q): cristais incolores; rend. 69%; P.F. de 74-76 °C, R; de 0.4 (hexano /
tolueno 1:1 v/v). 1-(4-Tercbutilfenil)-2-fenoxietanona (56h): cristais incolores; rend. 50%;
P.F. de 62 °C, R de 0.7 (hexano / tolueno 1:1). 2-Fendxi-1-(4-fendxifenil)etanona (56j):
cristais amarelos; rend. 48%; P.F. de 108 °C, R; de 0.5 (hexano / tolueno 1:1).
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5.2.53 Sintese da 1-[4-fenil(4 -fenil)]-2-fenéxieta nona (56i) **3

Br

Em um tubo de schlenk, foram adicionados 0.1 mmol (0.02 g) do acetato de paladio,
0.2 mmol (0.09 g) da trifenilfosfina e 10 mL de metanol e a mistura foi mantida sob agitacéo
magnética em atmosfera de nitrogénio por 15 minutos. Adicionou-se em seguida 5 mmol
(1.4 g) da 1-(4-bromofenil)-2-fendxietanona (56f) previamente solubilizados em 30 mL de
1,4-dioxano, seguida pela adicdo de 7 mmol (0.85 g) do acido fenilborénico e 10 mmol (1.35
g) do fosfato de potassio. A mistura foi aquecida (90° C) e mantida sob agitacdo magnética
por 20 horas. Apos o término da reacao, a mistura foi resfriada até temperatura ambiente e
o sOlido formado foi filtrado. Adicionou-se cerca de 50 mL de &gua, seguido pela extracao
da fase aquosa com tolueno (3x50 mL). As fases organicas foram reunidas e lavou-se com
uma solucdo de bicarbonato de sédio (10%) e por ultimo com uma solucédo saturada de
NaCl. A fase organica foi seca com MgSO, anidro, o solvente removido sob pressao
reduzida, levando a formacdo de um Oleo de coloracdo vermelha que foi diluido com
metanol e mantido na geladeira até cristalizacao.
Cristais marrons.
Rend.: 0.63 g (50 %);
P.F.: 136 °C;
R¢ = 0.6 (acetato de etila \ hexano 3:7)
V., principais sinais 1730 (C=0) cm™.
EMAR (ESI) Calculado para CyoH170, [M+H]": 289.1229; encontrado 289.0790. Calculado
para [M-H]": 287.1072; encontrado: 287.0763.
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5.2.54 1-(2-Fenoxi-1-feniletilideno)tiossemicarbazi  da (57a, TSM-02)

Em um baldo de 100 mL foram adicionados 5 mmol (1.1 g) da 2-fendxi-1-feniletanona (56a),
50 mL de EtOH, 5.2 mmol (0.49 g) da tiossemicarbazida (47a) e uma gota de &cido acético
glacial. A mistura foi mantida em agitacdo magnética em refluxo durante 2 horas. Apos esse
tempo, o volume do solvente foi reduzido até a metade sob pressao reduzida. A mistura
reacional foi entdo resfriada, onde observou-se a formacao de um sélido, que foi filtrado em
funil de Buchner com filtro sinterizado, lavando-se abundantemente com agua gelada. Apés
seco no dessecador, o produto foi recristalizado com tolueno a quente.

Cristais amarelos.

Rend: 1.0 g (70 %)

P.F.: 190 °C

Rf = 0.3 (tolueno / acetato de etila 7:3)

l.V., principais absor¢cdes

3345 e 3398 (NHy), 3258 (N-H), 1599 (C=N) cm™

RMN *H (400 MHz, DMSO-d¢), &

5.00 e 5.33 (dois s, 2H, CHy), 6.99 (d, 3H, Ar), 7.31 (t, 2H, Ar), 7.39 (s largo, 3H, Ar), 7.92
(s, 2H, Ar), 8.09 e 8.49 (dois s, 2H, NH5), 10.80 (s, 1H, NH).

RMN *3C e DEPT (100 MHz, DMSO-dg), &

61.2 (CHy), 114.8 (CH, Ar), 127.0 (CH, Ar), 128.2 (CH, Ar), 129.2 (CH, Ar), 129.3 (CH, Ar),
129.4 (CH, Ar), 135.6 (Ar), 144.2 (C=N), 157.5 (C-0, Ar), 179.1 (C=S).

EMAR (ESI) Calculado para C15H16SON3 [M+H]": 286.1014; encontrado 286.1000.
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5.2.55 1-[1-(4-Toluil)-2-fenodxietilideno]tiossemica  rbazida (57b, TSM-07)

Procedimento reacional semelhante ao descrito no item 5.2.54: 1 mmol (0.23 g) da 1-(4-
metilfenil)-2-fendxietanona (56b), e 1.1 mmol (0.1 g) da tiossemicarbazida (47a), 50 mL de
EtOH e uma gota de acido acético glacial. O produto foi re-cristalizado do benzeno a

quente.

Cristais amarelos.

Rend: 0.25 g (83 %)

P.F.: 149-150 °C

Rf = 0.3 (tolueno / acetato de etila 7:3)

l.V., principais absor¢cdes

3416 e 3397 (NH,), 3255 (N-H), 1608 (C=N) cm™

RMN *H (300 MHz, DMSO-dg), &

2.23 (s, 3H, CHs3), 4.97 e 5.29 (dois s, 2H, CHy), 6.97 (d, 3H, Ar), 7.20 (d, 2H, J 7.7 Hz, Ar),
7.33 (t, 2H, Ar) 7.82 (d, 2H, J 7.8 Hz, Ar), 8.07 e 8.46 (dois s, 2H, NH,), 10.74 (s, 1H, NH).
RMN *3C (75.5 MHz, DMSO-dg), &

55.2 (CHs), 61.1 (CHy), 114.8 (CH, Ar), 121.3 (CH, Ar), 126.9 (CH, Ar), 128.9 (CH, Ar),
129.5 (CH, Ar), 132.8 (Ar), 139.0 (Ar), 144.2 (C=N), 157.5 (C-O, Ar), 178.9 (C=S).

EMAR (ESI) Calculado para C16H1gN3SO [M+H]": 300.1171; encontrado 300.1165.
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5.2.56 1-[1-(4-Anisil)-2-fenodxietilideno]tiossemica  rbazida (57c, TSM-04)

o

Procedimento reacional semelhante ao descrito no item 5.2.54: 1 mmol (0.25 g) da 1-(4-
metoxifenil)-2-fendxietanona (56¢), 1.1 mmol (0.1 g) da tiossemicarbazida (47a) 50 mL de

EtOH e uma gota de acido acético glacial. O produto foi re-cristalizado com etanol a quente.

Cristais incolores.

Rend: 0.23 g (75 %)

P.F.: 170-172 °C

Rf = 0.5 (tolueno / acetato de etila 7:3)

l.V., principais absor¢cdes

3453 (NH,), 3304 (N-H), 1597 (C=N) cm™

RMN *H (400 MHz, DMSO-ds), 8 3.77 (s, 3H, CHa), 4.98 e 5.30 (s, 2H, CH,), 6.93 (d, 2H, J
8.3 Hz, Ar), 6.98 (m, 3H, Ar), 7.31 (t, 2H, Ar), 7.91 (d, 2H, J 8.4 Hz, Ar), 8.05 e 8.43 (dois s,
2H, NH,), 10.70 (s, 1H, NH).

RMN 3C e DEPT (100 MHz, DMSO-dg), &

55.2 (CHs), 61.3 e 70.5 (CH,), 113.6 (CH, Ar), 114.7 (CH, Ar), 114.8 (CH, Ar), 121.4 (CH,
Ar), 128.0 (CH, Ar), 128.6 (CH, Ar), 129.4 (CH, Ar), 144.2 (C=N), 157.5 (C-0, Ar), 160.3 (C-
0, Ar), 178.9 (C=S).
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5.2.57 1-[1-(4-Fluorfenil)-2-fenoxietilideno]tiosse  micarbazida (57d, TSM-06)

Procedimento reacional semelhante ao descrito no item 5.2.54: 1 mmol (0.29 g) da 1-(4-
fldorfenil)-2-fendxietanona (56d), 50 mL de EtOH e 1.1 mmol (0.1 g) da tiossemicarbazida
(47a) e uma gota de &cido acético glacial. O produto foi re-cristalizado do benzeno a
quente.

Cristais incolores.

Rend: 0.24 g (80 %)

P.F.: 190 °C

Rf = 0.4 (tolueno / acetato de etila 7:3)

l.V., principais absor¢cdes

3413 e 3341 (NHy), 3243 (N-H), 1601 (C=N) cm™

RMN *H (400 MHz, DMSO-d¢), &

5.31 (s, 2H, CHy), 6.97 (t, 3H, Ar), 7.20 (t, 2H, J 8.8 Hz, Ar), 7.30 (t, 2H, J 7.6 Hz, Ar), 7.91
(m, 2H, Ar), 8.12 e 8.46 (dois s, 2H, NH>), 10.79 (s, 1H, NH).

RMN *3C (100 MHz, DMSO-dsg), &

61.6 (CH,), 115.2 (CH, Ar), 115.46 e 115.67 (C—F), 121.8 (CH, Ar), 129.8 (CH, Ar), 129.9
(CH, Ar), 131.6 (CH, Ar), 132.6 (Ar), 143.8 (C=N), 157.9 (C-0O, Ar), 179.6 (C=S).

EMAR (ESI) Calculado para CisHisSONsF [M+H]": 304.0920; encontrado 304.0948.
Calculado para [M+Na]": 326.0739; encontrado 326.0773.
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5.2.58 1-[1-(4-Clorofenil)-2-fenodxietilideno]tiosse  micarbazida (57e, TSM-03)

Cl

Procedimento reacional semelhante ao descrito no item 5.2.54: 2 mmol (0.60 g) da 1-(4-
clorofenil)-2-fendxietanona (56e), e 2.1 mmol (0.20 g) da tiossemicarbazida (47a), 50 mL de
EtOH e uma gota de acido acético glacial. O produto foi re-cristalizado com benzeno a

quente.

Cristais amarelos.

Rend: 0.50 g (78 %)

P.F.: 199-201 °C

Rf = 0.3 (tolueno / acetato de etila 7:3)

l.V., principais absor¢cdes

3420 e 3343 (NH,), 3252 (N-H), 1596 (C=N) cm™

RMN *H (400 MHz, DMSO-d¢), &

5.31 (s, 2H, CHy), 6.97 (t, 3H, Ar), 7.31 (t, 2H, Ar), 7.42 (d, 2H, J 8.8 Hz, Ar), 7.96 (d, 2H, J
8.8 Hz, Ar), 8.15 e 8.49 (dois s, 2H, NH3), 10.85 (s, 1H, NH). Apés a adicdo de D,0O, os
sinais com o em 8.15, 8.49 e 10.85 ppm diminuem.

RMN *3C e DEPT (100 MHz, DMSO-dg), &

60.9 (CHy), 114.7 (CH, Ar), 121.3 (CH, Ar), 128.1 (CH, Ar), 128.8 (CH, Ar), 129.4 (CH, Ar),
133.9 (Ar), 134.5 (Ar), 143.1 (C=N), 157.4 (C-0O, Ar), 179.2 (C=S).

EMAR (ESI) Calculado para C15sH15SONsCI [M+H]": 320.0624; encontrado 320.0615.
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5.2.59 1-[1-(4-Bromofenil)-2-fendxietilideno]tiosse  micarbazida (57f, TSM-10)

Br

Procedimento reacional semelhante ao descrito no item 5.2.54: 1 mmol (0.3 g) da 1-(4-
bromofenil)-2-fendxietanona (56f), 30 mL de EtOH e 1.1 (0.1 g) mmol de tiossemicarbazida
(47a) e uma gota de acido acético glacial. O produto foi re-cristalizado do benzeno a

quente.

Cristais amarelos.

Rend: 0.19 g (55 %)

P.F.: 200-202 °C

Rf = 0.3 (tolueno / acetato de etila 7:3)

l.V., principais absor¢des

3398 e 3330 (NH,), 3257 (N-H), 1599 (C=N) cm™

RMN *H (300 MHz, DMSO-dg), &

4.98 e 5.30 (s, 2H, CH>), 6.94 (t, 2H, Ar), 7.26-7.35 (m, 3H, Ar), 7.56 (d, 2H, J 8.4 Hz, Ar),
7.89 (d, 2H, J 8.4 Hz, Ar), 8.10 e 8.53 (dois s, 2H, NH), 10.09 (s, 1H, NH).

RMN *C (75.5 MHz, DMSO-dg), &

60.03 (CH,), 114.7 (CH, Ar), 121.3 (CH, Ar), 122.0 (CH, Ar), 128.3 (CH, Ar), 129.1 (CH, Ar),
129.5 (CH, Ar), 131.1 (Ar), 134.9 (Ar), 143.2 (C=N), 157.5 (C-0, Ar), 179.2 (C=S).

EMAR (ESI) Calculado para C15H15N3SOBr [M+H]": 364.0119; encontrado 364.0150.
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5.2.60 1-[1-(3,4-Diclorofenil)-2-fendxietilideno]tiossemicarbazida (57 g, TSM-09)

Cl

Cl

Procedimento reacional semelhante ao descrito no item 5.2.54: 2 mmol (0.64 g) da 1-(3,4-
diclorofenil)-2-fenoxietanona (56g), 50 mL de EtOH e 2.1 mmol de tiossemicarbazida (47a)
(0.2 g) e uma gota de acido acético glacial. O produto foi re-cristalizado com etanol a

quente.

Cristais amarelos.

Rend: 0.39 (56 %)

P.F.. 189 °C

Rf = 0.4 (tolueno / acetato de etila 7:3)

l.V., principais absor¢des

3398 e 3345 (NH,), 3257 (N-H), 1599 (C=N) cm™

RMN *H (300 MHz, DMSO-dg), &

5.32 (s, 2H, CH,), 6.94-7.00 (m, 3H, Ar), 7.31 (t, 2H, Ar), 7.60 (d, 1H, J 8.7 Hz, Ar), 7.86 (dd,
1H, J 8.7 e 1.8 Hz, Ar), 8.28 (d, 1H, J 1.8 Hz, Ar) 8.36 e 8.59 (dois s, 2H, NH,), 10.95 (s, 1H,
NH).

RMN *3C (75.5 MHz, DMSO-dg), &

60.7 (CH,), 114.8 (CH, Ar), 121.4 (CH, Ar), 127.3 (CH, Ar), 128.7 (CH, Ar), 129.5 (CH, Ar),
129.8 (CH, Ar), 130.2 (CH, Ar), 131.4 (Ar), 131.7 (Ar), 136.2 (Ar), 141.9 (C=N), 157.4 (C-O,
Ar), 179.2 (C=S).

EMAR (ESI) Calculado para C15H14N3SOCI, [M-H]*: 352.0078; encontrado 352.1129.



158

5.2.61 1-[1-(4-Tercbuitilfenil)-2-fenoxietilideno]tiossemicarbazida (57 h,TSM-12)

Procedimento reacional semelhante ao descrito no item 5.2.54: 1 mmol (0.27 g) da 1-(4-
tercbutilfenil)-2-fenéxietanona (56h), 30 mL de EtOH e 1.1 mmol (0.1 g) da
tiossemicarbazida (47a) e uma gota de acido acético glacial. O produto foi re-cristalizado do
benzeno a quente.

Cristais incolores.

Rend.: 0.25 g (73 %);

P.F.: 145-147 °C

Rf = 0.5 (tolueno / acetato de etila 7:3)

l.V., principais absor¢cdes

3453 (NH,), 3304 (N-H), 1596 (C=N) cm™

RMN *H (400 MHz, DMSO-d¢), &

1.24 (s largo, 9H, 3xCHg3), 5.29 (s, 2H, CHy), 6.90 (m, 2H, Ar), 7.31 (d, 2H, J 8.4 Hz, Ar),
7.39 (d, 3H, J 8.4 Hz, Ar), 7.93 (s largo, 2H, Ar), 8.08 e 8.47 (dois s, 2H, NH>), 10.74 (s, 1H,
NH).

RMN *3C e DEPT (100 MHz, DMSO-dg), &

31.2 (CH3), 33.8 (C—CHj3), 61.4 (CHy), 114.2 (CH, Ar), 126.0 (CH, Ar), 126.9 (CH, Ar), 128.2
(CH, Ar), 129.2 (CH, Ar), 135.6 (Ar), 143.6 (Ar), 144.2 (C=N), 155.2 (C-O, Ar), 179.0 (C=S).
EMAR (ESI) Calculado para CioHsN3SO [M+H]": 342.1640; encontrado 342.1663.
Calculado para [M+Na]*: 364.1460; encontrado 364.1493.
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5.2.62 1-[1-(1,1 -Bifenil)-2-fenoxietilideno]tiosse  micarbazida (57i, TSM-33)

H
N N NH,
N/ \"/

s

Procedimento reacional semelhante ao descrito no item 5.2.54: 1.5 mmol (0.43 g) da 1-[4-
fenil(4 -fenil)-2-fendxietanona (56i), 30 mL de EtOH e 1.6 mmol de tiossemicarbazida (47a)
(0.14 g) e uma gota de &cido acético glacial. O produto foi re-cristalizado do benzeno a
quente.

Cristais amarelos. Rend: 0.30 g (55 %);

P.F.: 210 °C;

Rf = 0.3 (tolueno)

l.V., principais absor¢cdes

3418 e 3351 (NHy), 3243 (N-H), 1600 (C=N) cm™

RMN *H (300 MHz, DMSO-dg), &

5.36 (s, 2H, CH,), 6.97-7.02 (m, 3H, Ar), 7.31 e 7.40 (dd, 2H, J 8.4 e 1.2 Hz, Ar), 7.48 (t, 3H,
Ar), 7.72 (t, 4H, Ar), 8.04 (d, 2H, J 8.4 Hz, Ar), 8.17 e 8.52 (dois s, 2H, NH,), 10.85 (s, 1H,
NH). Apoés a adi¢éo de D0, os sinais com 6 8.17, 8.52 e 10.85 diminuem.

EMAR (ESI) Calculado para C,1H2oN30S [M+H]": 362.1327; encontrado 362.1319.
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5.2.63 1-[1-(4-Fenoxifenil)-2-fenoxietilideno]tioss ~ emicarbazida (57j, TSM-08)

Procedimento reacional semelhante ao descrito no item 5.2.54: 2 mmol (0.60 g) da 1-(4-
fendxifenil)-2-fendxietanona (56j), 2.1 mmol (0.2 g) da tiossemicarbazida (47a), 50 mL de
MeOH e uma gota de acido acético glacial. O produto foi recristalizado do tolueno a quente.
Cristais incolores. Rend.: 0.42 g (55 %);

P.F.: 210-213 °C;

Rf = 0.3 (tolueno).

l.V., principais absor¢cdes

3414 e 3339 (NH,), 3253 (N-H), 1609 (C=N) cm™

RMN *H (300 MHz, DMSO-d¢), &

5.39 (s, 2H, CH,), 6.92-6.95 (m, 2H, Ar), 6.99-7.10 (m, 5H, Ar), 7.32-7.42 (m, 5H, Ar), 7.91-
7.94 (m, 2H, Ar), 8.05 e 8.43 (dois s, 2H, NH), 10.73 (s, 1H, NH).

RMN *3C (75.5 MHz, DMSO-d¢), &

61.9 (CHy), 116.6 (CH, Ar), 117.3 (CH, Ar), 120.3 (CH, Ar), 122.6 (CH, Ar), 126.9 (CH, Ar),
128.1 (CH, Ar), 129.7 (CH, Ar), 135.6 (Ar), 144.2 (C=N), 150.2 (C-0O, Ar), 153.3 (C-0, Ar),
157.6 (C-0, Ar), 179.1 (C=S).

EMAR (ESI) Calculado para Cy;HoN3O0»S [M+H]": 378.1276; encontrado 378.1302.
Calculado para [M+Na]": 400.1096; encontrado 400.1126.
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5.2.64 [2-Fenoxi-1-feniletilideno)hidrazonajtiazoli  dina-4-ona (59, TSM-23)

X N S
N/Y
HN

(0]

Procedimento reacional semelhante ao descrito no item 5.2.12: 1 mmol (0.29 g) da
tiossemicarbazona (57a, TSM-02), 2.5 mmol (0.5 g) do 2-bromoacetato de etila (49a), 2
mmol (0.19 g) de acetato de potassio e 50 mL de EtOH. O produto foi recristalizado do

benzeno a quente.

Cristais amarelos.

Rend.: 0.16 g (45 %)

P.F.: 139 °C

Rf = 0.3 (tolueno)

l.V., principais absor¢cdes

1715 (C=0), 1631 e 1620 (C=N) cm™

RMN *H (400 MHz, DMSO-d¢), &

3.92 (s, 2H, CHy), 5.41 (s, 2H, CHy), 6.91-6.95 (m, 3H, Ar), 7.27 (t, 2H, Ar), 7.41-7.44 (m,
3H, Ar), 7.80-7.84 (m, 2H, Ar), 12.12 (s largo, 1H, NH).

RMN *3C (100 MHz, DMSO-dg), &

33.6 (CH,), 61.3 (CH,), 115.0 (CH, Ar), 121.7 (CH, Ar), 127.7 (CH, Ar), 129.1 (CH, Ar),
129.1 (CH, Ar), 130.2 (CH, Ar), 130.6 (CH, Ar), 136.0 (Ar), 158.5 (C=N), 159.2 (C-0O, Ar),
167.7 (S-C=N), 174.7 (C=0).

EMAR (ESI) Calculado para Ci7H1N30.S [M+H]": 326.0963; encontrado 326.0984.
Calculado para [M+K]": 364.0522; encontrado 364.0554.
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5.2.65 [(2-Fenodxi-1-feniletilideno)hidrazonal-5-eti  Itiazolidina-4-ona (58a, TSM14)

~ _N
N~ YS
HN

(0

Procedimento reacional semelhante ao descrito no item 5.2.12: 1 mmol (0.29 g) da
tiossemicarbazona (57a, TSM-02), 1.5 mmol (0.28 g) do 2-bromobutanoato de etila (49b), 2
mmol (0.19 g) de acetato de potassio e 50 mL de EtOH. O produto foi re-cristalizado do
benzeno a quente.

Cristais incolores.

Rend.: 0.25 g (70 %)

P.F.: 170-172 °C

Rf = 0.3 (tolueno)

l.V., principais absor¢des

3208 (N-H), 1707 (C=0), 1629 (C=N) cm™

RMN *H (400 MHz, DMSO-dg), &

0.96 (t, 3H, J 7.2 Hz, CHj3), 1.79-1.84 (m, 1H, CHy), 1.87-1.99 (m, 1H, CH,), 4.26 (q, 1H, J
4.5 e 7.8 Hz, CH), 5.40 (s, 2H, CH,), 6.92-6.94 (m, 3H, Ar), 7.24-7.29 (m, 2H, Ar), 7.42-7.44
(m, 3H, Ar), 7.82-7.85 (m, 2H, Ar), 12.12 (s largo, 1H, NH).

RMN *3C (100 MHz, DMSO-dg), &

10.3 (CHs), 25.4 (CH,), 49.1 (CH), 60.6 (CH,), 114.3 (CH, Ar), 121.0 (CH, Ar), 127.0 (CH,
Ar), 128.3 (CH, Ar), 129.5 (CH, Ar), 130.0 (CH, Ar), 135.2 (Ar), 157.8 (C=N), 158.7 (C-O,
Ar), 165.1 (S—C=N), 175.8 (C=0).

EMAR (ESI) Calculado para CigHoN3O0»S [M+H]": 354.1276; encontrado 354.1294.
Calculado para [M+Na]": 376.1096; encontrado 376.1111.
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5.2.66 [2-Fenoxi-1-(4-toluil)etilideno)hidrazonal-5  -etiltiazolidina-4-ona
(58b, TSM18)

N N S
N/Y
HN

(0

Procedimento reacional semelhante ao descrito no item 5.2.12: 1 mmol (0.3 g) da
tiossemicarbazona (57b, TSM-07), 1.5 mmol (0.28 g) do 2-bromobutanoato de etila (49b), 2
mmol (0.19 g) do acetato de potassio e 50 mL de EtOH. O produto foi re-cristalizado do
ciclohexano a quente.

Cristais incolores;

Rend.: 0.26 g (71 %);

P.F.: 150 °C;

Rf = 0.5 (tolueno)

l.V., principais absor¢cdes

1699 (C=0), 1620 (C=N) cm™

RMN *H (400 MHz, DMSO-d¢), &

0.96 (t, 3H, J 7.2 Hz, CH3), 1.76-1.97 (m, 1H, CH,), 1.99-2.03 (m, 1H, CH), 2.32 (s, 3H,
CHs), 4.24 (q, 1H, J 7.2 e 4.2 Hz, CH), 5.37 (s, 2H, CHy), 6.90-6.95 (m, 3H, Ar), 7.22-7.25
(m, 2H, Ar), 7.29 (d, 2H, J 8.1 Hz, Ar), 7.73 (d, 2H, J 8.1 Hz, Ar), 12.09 (s largo, 1H, NH).
RMN *3C e DEPT (100 MHz, DMSO-dg), &

11.0 (CHj3), 21.6 (CHs3), 27.1 (CH,), 49.7 (CH), 63.1 (CH,), 115.0 (CH, Ar), 121.6 (CH, Ar),
127.7 (CH, Ar), 129.7 (CH, Ar), 130.2 (Ar), 133.2 (Ar), 140.4 (Ar), 158.6 (C=N), 159.3 (C-O,
Ar), 165.3 (S—C=N), 176.5 (C=0).

EMAR (ESI) Calculado para CyoH20N30,S [M-H]": 366.1276; encontrado 366.1289.
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5.2.66 [2-Fenoxi-1-(4-anisil)etilideno)hidrazona]-5  -etiltiazolidina-4-ona
(58c, TSM16)

o

N N S
N/Y
HN

(0]

Procedimento reacional semelhante ao descrito no item 5.2.12: 1 mmol (0.31 g) da
tiossemicarbazona (57c, TSM-04), 1.5 mmol (0.28 g) do 2-bromobutanoato de etila, 2 mmol
(0.19 g) do acetato de potéassio e 50 mL de EtOH. O produto foi re-cristalizado do tolueno a
quente.

Cristais incolores.

Rend.: 0.29 g (75 %);

P.F.: 157 °C;

Rf = 0.5 (tolueno)

l.V., principais absor¢des

1700 (C=0), 1622 (C=N) cm™

RMN *H (400 MHz, DMSO-dg), 8 0.96 (t, 3H, J 7.4 Hz, CHa), 1.78-1.97 (m, 1H, CH,), 1.98-
2.01 (m, 1H, CHy), 3.77 (s, 3H, OCHjs), 4.23 (g, 1H, J 7.2 e 4.2 Hz, CH), 5.37 (s, 2H, CH)),
6.90-6.94 (m, 3H, Ar), 6.96 (dd, 2H, J 9.0 e 1.9 Hz, Ar), 7.27 (t, 2H, Ar), 7.80 (dd, 2H, J 9.0 e
1.8 Hz, Ar), 12.05 (s largo, 1H, NH).

RMN 3C e DEPT (100 MHz, DMSO-dg), 8 10.3 (CHs), 25.4 (CH,), 49.0 (CH), 55.2 (OCHs),
60.5 (CH,), 113.8 (CH, Ar), 114.3 (CH, Ar), 120.9 (CH, Ar), 127.6 (Ar), 128.6 (CH, Ar), 129.5
(CH, Ar), 157.9 (C=N), 158.1 (C-0, Ar), 160.7 (C-0, Ar), 164.0 (S-C=N), 175.8 (C=0).
EMAR (ESI) Calculado para CyoH2oN303S [M-H]": 382.1225; encontrado 382.1242.
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5.2.67 [2-Fenoxi-1-(4-flaorfenil)etilideno)hidrazon  a]-5-etiltiazolidina-4-ona
(58d, TSM17)

N\ S
N/Y
HN

(0]

Procedimento reacional semelhante ao descrito no item 5.2.12: 1 mmol (0.3 g) da
tiossemicarbazona (57d, TSM-06), 1.5 mmol (0.28 g) do 2-bromobutanoato de etila (49b), 2
mmol (0.19 g) do acetato de potassio e 50 mL de EtOH. O produto foi re-cristalizado do
tolueno a quente.

Cristais incolores.

Rend.: 0.3 g (81 %);

P.F.: 159-160 °C,;

Rf = 0.3 (tolueno)

l.V., principais absor¢cdes

1702 (C=0), 1620 e 1599 (C=N) cm™

RMN 'H (400 MHz, DMSO-dg), &

0.96 (t, 3H, J 7.2 Hz, CH3), 1.79-1.97 (m, 1H, CHy), 1.98-2.02 (m, 1H, CH,), 4.26 (q, 1H, J
7.5 e 4.4 Hz, CH), 5.40 (s, 2H, CH,), 6.91-6.95 (m, 3H, Ar), 7.24-7.30 (m, 4H, Ar), 7.85-7.90
(m, 2H, Ar), 12.08 (s largo, 1H, NH).

RMN *3C (100 MHz, DMSO-d¢), &

10.3 (CHs), 25.4 (CH,), 49.1 (CH), 60.6 (CH,), 114.3 (Ar), 115.3 (Ar), 115.5 (Ar), 121.1 (Ar),
129.3 (Ar), 129.4 (Ar), 129.6 (Ar), 131.73 (Ar), 131.77 (Ar), 157.7 (C=N), 161.5 (C-0O, Ar),
164.8 e 165.2 (S—C=N) 175.9 (C=0).

EMAR (ESI) Calculado para C19H17N30,SF [M-H]": 370.1026; encontrado 370.1039.
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5.2.68 [2-Fenoxi-1-(4-clorofenil)etilideno)hidrazon  a]-5-etiltiazolidina-4-ona
(58e, TSM15)
Cl

x N S
N/Y
HN

(0]

Procedimento reacional semelhante ao descrito no item 5.2.12: 1 mmol (0.32 g) da
tiossemicarbazona (57e, TSM-03), 1.5 mmol (0.28 g) do 2-bromobutanoato de etila (49b), 2
mmol (0.19 g) de acetato de potassio e 50 mL de EtOH. O produto foi re-cristalizado do
tolueno a quente.

Cristais incolores.

Rend.: 0.27 g (70 %);

P.F.: 162-164 °C;

Rf = 0.4 (tolueno)

V., principais absor¢ées 1703 (C=0), 1622 e 1583 (C=N) cm™

RMN *H (400 MHz, DMSO-dg), & 0.96 (t, 3H, CH3), 1.79-1.84 (m, 1H, CH,), 1.95-1.98 (m,
1H, CH,), 4.26 (s largo, 1H, CH), 5.40 (s, 2H, CH,), 6.90-6.93 (m, 3H, Ar), 7.26 (t, 2H, Ar),
7.50 (d, 2H, J 10 Hz, Ar), 7.83 (d, 2H, J 10 Hz, Ar), 12.16 (s largo, 1H, NH).

RMN C (100 MHz, DMSO-dg), & 10.3 (CHs), 25.3 (CHy), 49.2 (CH), 114.3 (CH, Ar), 121.1
(CH, Ar), 128.5 (CH, Ar), 128.8 (CH, Ar), 129.6 (CH, Ar), 134.0 (Ar), 134.7 (Ar), 157.7 e
157.8 (C), 165.7 (S—C=N), 175.9 (C=0).

EMAR (ESI) Calculado para CigH19N3O,SCI [M+H]": 388.0887; encontrado 388.0895.
Calculado para [M+Na]": 410.0706; encontrado 410.0708. Calculado para [M+K]":
426.0445; encontrado 426.0456.
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5.2.59 [2-Fenoxi-1-(4-bromofenil)etilideno)hidrazon  a]-5-etiltiazolidina-4-ona
(58f, TSM19)
Br

x N S
N/Y
HN

(0]

Procedimento reacional semelhante ao descrito no item 5.2.12: 1 mmol (0.35 g) da
tiossemicarbazona (57f, TSM-10), 1.5 mmol (0.28 g) do 2-bromobutanoato de etila (49b), 2
mmol (0.19 g) do acetato de potassio e 50 mL de EtOH. O produto foi re-cristalizado do
tolueno a quente.

Cristais incolores.

Rend.: 0.2 g (48 %);

P.F.: 177-178 °C;

Rf = 0.3 (tolueno)

l.V., principais absor¢cdes

1702 (C=0), 1621 e 1590 (C=N) cm™

RMN *H (300 MHz, DMSO-dg), & 0.96 (t, 3H, CH3), 1.74-1.86 (m, 1H, CH,), 1.97-2.01 (m,
1H, CH,), 4.24-4.28 (s largo, 1H, CH), 5.06 e 5.40 (dois s, 2H, CH), 6.90-6.95 (m, 3H, Ar),
7.26 (t, 2H, Ar), 7.64 (d, 2H, J 8.4 Hz, Ar), 7.75 (d, 2H, J 8.5, Ar).

RMN *3C (75 MHz, DMSO-dg), & 10.3 (CHa), 25.4 (CH,), 49.1 (CH), 61.1 (CHy), 115.6 (CH,
Ar), 117.4 (CH, Ar), 120.5 (CH, Ar), 122.6 (CH, Ar), 127.0 (Ar), 128.3 (CH, Ar), 129.8 (CH,
Ar), 129.8 (CH, Ar), 135.3 (Ar), 149.9 (C=N, Ar), 154.1 (C=N), 157.7 (C-0O, Ar), 158.5 (C-O,
Ar), 165.1 (C-0, Ar), 175.8 (C=0).

EMAR (ESI) Calculado para C19H19N30,SBr [M+H]": 432.0381; encontrado 432.0390.
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5.2.60 [2-Fendxi-1-(3,4- diclorofenil)etilideno)hidrazona]-5-etiltiazolidina-4 -ona (58g,
TSM20)
Cl

Cl

Procedimento reacional semelhante ao descrito no item 5.2.12: 1 mmol (0.34 g) da
tiossemicarbazona (57g, TSM-09), 1.5 mmol (0.28 g) do 2-bromobutanoato de etila (49b), 2
mmol (0.19 g) do acetato de potassio e 50 mL de EtOH. O produto foi re-cristalizado do
tolueno a quente.

Cristais incolores.

Rend.: 0.26 g (60 %);

P.F.: 175 °C;

Rf = 0.3 (tolueno)

l.V., principais absor¢cdes

1725 (C=0), 1633 e 1579 (C=N) cm™

RMN *H (300 MHz, DMSO-dg), 8 0.95 (t, 3H, J 7.0 Hz, CHa), 1.78-1.87 (m, 1H, CH,), 1.95-
2.02 (m, 1H, CHy), 4.25-4.4.29 (m, 1H, CH), 5.41 (s, 2H, CH,), 6.90-6.98 (m, 3H, Ar), 7.27 (t,
3H, Ar), 7.76 (g, 2H, J 8.7 Hz, Ar), 7.99 (s, 1H, Ar), 12.22 (s largo, 1H, NH).

RMN *3C (75.5 MHz, DMSO-dg), & 10.2 (CHs), 25.2 e 26.3 (CHy), 49.2 (CH), 60.5 (CH,),
114.3 (CH, Ar), 121.2 (CH, Ar), 127.2 (CH, Ar), 128.5 (CH, Ar), 129.6 (CH, Ar), 130.7 (CH,
Ar), 130.7 (CH, Ar), 131.2 (Ar), 132.5 (Ar), 135.8 (Ar), 156.7 (C=N), 157.6 (C-O, Ar), 166.6
(S—C=N), 175.9 (C=0).

EMAR (ESI) Calculado para Ci9H1gN30,SCl, [M+H]": 422.0497; encontrado 421.9887 e
424.9180. Calculado para [M-H]": 420.0340; encontrado: 419.9904.
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5.2.61 [2-Fenoxi-1-(4- terchbutilfenil)etilideno)hidrazonal-5-etiltiazolidina-4 -ona (58h,
TSM21)

. N S
N/Y
HN

(0]

Procedimento reacional semelhante ao descrito no item 5.2.12: 1 mmol (0.34 g) da
tiossemicarbazona (57h, TSM-12), 1.5 mmol (0.28 g) do 2-bromobutanoato de etila (49b), 2
mmol (0.19 g) do acetato de potassio e 50 mL de MeOH. O produto foi re-cristalizado do
tolueno a quente.

Cristais incolores. Rend.: 0.3 g (73 %); P.F.: 139-142 °C; Rf = 0.3 (tolueno)

l.V., principais absor¢cdes

1703 (C=0), 1619 e 1581 (C=N) cm™

RMN *H (300 MHz, DMSO-dg), 8 0.97 (t, 3H, J 6.0 Hz, CH3), 1.23 (s largo, 9H, 3x CHy),
1.77-1.87 (m, 1H, CH,), 1.95-2.04 (m, 1H, CH,), 4.26 (g, 1H, J 7.1 e 4.4 Hz, CH), 5.29 e
5.38 (s, 2H, CHy), 6.86-6.91 (m, 3H, Ar), 7.5 (t, 2H, Ar), 7.42 (m, 2H, Ar), 7.85 (m, 2H, Ar),
12.11 (s largo, 1H, NH).

RMN C (75.5 MHz, DMSO-dg), & 11.1 (CHs), 27.1 (CH>), 30.2 (C), 33.9 (CH3), 49.7 (CH),
61.1 (CH,), 114.0 (CH, Ar), 121.6 (CH, Ar), 126.7 (CH, Ar), 130.0 (CH, Ar), 131.2 (Ar), 131.9
(CH, Ar), 133.2 (Ar), 144.4 e 145.8 (Ar), 157.6 (C=N), 159.3 (C-O, Ar), 165.1 (S—C=N),
176.5 (C=0).

EMAR (ESI) Calculado para C,3H2gN30,S [M+H]": 410.1902; encontrado 410.1971.
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5.2.62 [2-Fenoxi-1-(1,1 -bifenil)etilideno)hidrazon  a]-5-etiltiazolidina-4-ona
(58i, TSM26)

N N S
N/\\r
HN
o)

Procedimento reacional semelhante ao descrito no item 5.2.12: 0.5 mmol (0.20 g) da
tiossemicarbazona (57i, TSM-33), 1 mmol (0.2 g) do 2-bromobutanoato de etila, 1 mmol
(0.0 9 g) do acetato de potassio e 30 mL de EtOH. O produto foi re-cristalizado do tolueno a
quente.

Cristais incolores. Rend.: 0.12 g (60 %); P.F.: 159-162 °C; Rf = 0.6 (tolueno)

l.V., principais absor¢des

1730 (C=0), 1640 e 1596 (C=N) cm™

RMN *H (400 MHz, DMSO-dg), 8 0.96 (t, 3H, J 6.8 Hz, CH3), 1.80-1.85 (m, 1H, CH,), 1.97-
1.99 (m, 1H, CH,), 4.24 (s largo, 1H, CH), 5.40 (s, 2H, CH,), 6.90-7.05 (m, 5H, Ar), 7.06-
7.10 (m, 2H, Ar), 7.32-7.43 (m, 5H, Ar), 7.86 (s largo, 2H, Ar), 12.10 (s largo, 1H, NH).

RMN *3C e DEPT (100 MHz, DMSO-dg), 8 10.3 (CHs), 25.4 (CHy), 49.1 (CH), 61.1 (CH,),
115.6 (CH, Ar), 117.4 (CH, Ar), 120.5 (CH, Ar), 122.6 (CH, Ar), 127.0 (Ar), 128.3 (CH, Ar),
129.8 (CH, Ar), 129.8 (CH, Ar), 135.3 (Ar), 149.9 (C=N, Ar), 154.1 (C-O, Ar), 157.7 (C-O,
Ar), 158.5 (C-0, Ar), 165.1 (S—C=N), 175.8 (C=0).
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5.2.63 [2-Fenoxi-1-(4-fenoxifenil)etilideno)hidrazo  na]-5-etiltiazolidina-4-ona
(58j, TSM22)

N N S
N~ \\(
HN

0]
Procedimento reacional semelhante ao descrito no item 5.2.12: 1 mmol (0.38 g) da
tiossemicarbazona (57j, TSM-08), 1.5 mmol (0.28 g) do 2-bromobutanoato de etila (49b), 2
mmol (0.19 g) do acetato de potassio e 50 mL de EtOH. O produto foi re-cristalizado do
ciclohexano a quente.
Cristais incolores. Rend.: 0.38 g (80 %); P.F.: 180 °C; Rf = 0.3 (tolueno)
l.V., principais absor¢cdes
1731 (C=0), 1640 e 1596 (C=N) cm™
RMN *H (400 MHz, DMSO-dg), § 0.96 (t, 3H, J 6.8 Hz, CH3), 1.80-1.85 (m, 1H, CH,), 1.97-
1.99 (m, 1H, CH,), 4.24 (s largo, 1H, CH), 5.40 (s, 2H, CH,), 6.90-7.05 (m, 5H, Ar), 7.06-
7.10 (m, 2H, Ar), 7.32-7.43 (m, 5H, Ar), 7.86 (s largo, 2H, Ar), 12.10 (s largo, 1H, NH).
RMN **C e DEPT (100 MHz, DMSO-dg), & 10.3 (CHs), 25.4 (CH,), 49.1 (CH), 61.1 (CH,),
115.6 (CH, Ar), 117.4 (CH, Ar), 120.5 (CH, Ar), 122.6 (CH, Ar), 127.0 (Ar), 128.3 (CH, Ar),
129.8 (CH, Ar), 129.8 (CH, Ar), 135.3 (Ar), 149.9 (C=N, Ar), 154.1 (C-0O, Ar), 157.7 (C-0,
Ar), 158.5 (C-0, Ar), 165.1 (S—C=N), 175.8 (C=0).
EMAR (ESI) Calculado para CysH2sN3O3S [M+H]": 446.1538; encontrado 446.1570.
Calculado para [M+K]": 484.1097; encontrado 484.1123.
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5.3 Protocolos da avaliacédo farmacolégica

5.3.1 Animais: para a determinacdo da citotoxicidade em esplendcitos, camundongos
albinos da linhagem BALB/c (fémeas entre 6-8 semanas) foram fornecidos pelo biotério do
Centro de Pesquisas Aggeu Magalhdes (CPgAM, Recife, Brasil). Para os experimentos de
infeccdo in vitro e in vivo, camundongos BALB/c foram fornecidos pelo biotério do Centro
de Pesquisas Gongalo Moniz (CPgGM, Salvador, Brasil). Os animais foram mantidos em
gaiolas esterilizadas, e receberam alimentacdo e agua a vontade. Os experimentos foram
aprovados pelos comités de ética da FIOCRUZ.

5.3.2 Células, enzimas e inibidores quimicos : o baco de camundongo foi macerado e o
sobrenadante foi lavado em meio RPMI-1640. O namero de esplendcitos foi determinado
com o auxilio de um microscopio Optico e ajustado de acordo com o ensaio. Para 0s
ensaios de infeccao in vitro, macrofagos da cavidade peritoneal de camundongos BALBI/c,
foram sensibilizados com tioglicolato de sodio (3 %) e lavados em meio RPMI-1640 por
duas vezes e a densidade celular foi ajustada com o auxilio de um microscépio 6ptico.
Epimastigotas da cepa Y foram coletadas e mantidas em meio axénico usando o meio de
cultura "liver infusion triptose" contendo 10% de SBF, 1% de hemina, 1% de meio R9 e 50
pg/mL de gentamicina e mantidas sob 26° C. Tripomastigotas circulantes da cepa Y foram
coletadas do sobrenadante de células LLC-MK; infectadas. Os parasitas foram entao
mantidos em ambiente axénico usando o meio RPMI-1640 contendo 10% de SBF, 1 % de
hemina, 1 % de meio R9 e 50 pg/mL de gentamicina em estufa sob 37 °C e 5 % de CO..
Cruzaina recombinante foi expressa e purificada seguindo o protocolo descrito por
McKerrow e col.'® e gentilmente fornecida pelo Prof. James H. McKerrow do
Departamento de Patologia da Universidade da California (S&o Francisco, CA, EUA).
Catepsinas L e S foram adquiridas da Invitrogen (Bethesda, Maryland, EUA). Benznidazol
foi fornecido pelo LAFEPE (Recife, Brasil), Nifurtimox foi gentimente cedido pela Dr®.
Julieta Rubio do Instituto de Investigaciones Biomédicas, Universidad Nacional Autbnoma
de México (Cidade do México, México). Anfotericina B e saponina foram adquiridos na
Cultilab (Campinas, Brasil). Cloridrato de Cbz-Phe-Arg-7-amino-4-metilcumarina (registro
no Chemical Abstracts Service: 65147-22-0) foi adquirido na Sigma-Aldrich (St. Louis,
EUA).

5.3.3 Inibicdo da enzima cruzaina : cruzaina recombinante foi ativada com DTT e entdo

dissolvida em tampao acetato (0.1 M; pH 5.5) A enzima foi ajustada para obter uma
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concentracao final de 0.005 pM nos ensaios. Todos 0s ensaios foram realizados em placas
de 96 pocos. O meio reacional utilizado foi tampéo fosfato contendo NacCl, ditiotreitol, e
0.001 % de EDTA. No ensaio de competicdo nao covalente, 490 pL de uma solugao do
inibidor quimico (20 uM) e 10 uL do substrato Cbz-Phe-Arg-7-amino-4-metilcumarina (4.0
p1M) foram adicionados na placa. Cada inibidor quimico foi testado em duplicata. A reacéao
enzimatica foi iniciada com a adicao de 10 pL de uma solugéo da cruzaina contendo 5 mM
de DTT. J& para o ensaio de competicdo covalente, 150 pL de uma solu¢cdo de cada
inibidor quimico (40 pM) e 10 pL da enzima em 5 mM de DTT foram adicionados nos
respectivos pocos e a reacao foi incubada por 10 minutos. Apos esse tempo, adiciou-se
340 pL do substrato Cbz-Phe-Arg-7-amino-4-metilcumarina (3 pM) e a reacéo foi incubada
por 5 minutos. Em ambos os experimentos, a placa foi incubada a temperatura ambiente e
lida (A excitacdo = 355 nm e A emissdo = 450 nm) em diferentes tempos reacionais. A
porcentagem de inibicdo da cruzaina foi calculada usando a equacédo 100-(A1/Ax100),
onde Al corresponde a fluorescéncia relativa (RFU) da enzima na presenca do inibidor
guimico (20 ou 100 uM) e A corresponde a RFU da enzima na auséncia do inibidor
guimico (tamp&o e DMSO) e a média de cada duplicata foi calculada. Para os inibidores
guimicos que apresentaram inibicdo > 40 %, os experimentos foram repetidos e uma curva
dose-resposta foi determinada (competicdo covalente com 10 minutos de pre-incubacéo),
variando as concentra¢gfes do inibidor quimico entre 1.5 nM até 100 puM. A curva dose-
resposta foi determinada usando ao menos oito pontos e a Clsy foi estimada usando
regressao nao linear no Origin (versao 8.8) usando o "logistic fit".

5.3.4 Inibicdo das enzimas catepsinas L e S : a amostra liofilisada da catepsina L ou S
recombinante foi dissolvida em tampao acetato (0.1 M; pH 5.5) contendo DTT (5 mM) e
sonicada em banho de ultrassom durante 1 hora. Apds ativacdo, a enzima foi ajustada
para obter uma concentracdo final de 0.03 uM nas reacdes. Para a preparacado das
solug¢des contendo os inibidores quimicos e para o substrato da catepsina (Cbz-Phe-Arg-p-
nitroanilida hidrocloridrato, ZFR-pNA), preparou-se um tampao fosfato de sédio (pH 6.0)
contendo 100 mM NaCl, 1 mM EDTA, 0.1% de albumina bovina sérica e 0.01 % de Tween.
Os inibidores quimicos foram dissolvidos em DMSO e diluidos em tampé&o fosfato, sendo
gue a concentracao final de DMSO na solucéo foi de 3 %. As reacfes foram feitas em uma
placa de 24 pocos, onde adicionou-se 90 pL do inibidor quimico e 10 pL da respectiva
catepsina. Cada inibidor quimico foi testado em duplicata. A placa foi incubada por 45
minutos na temperatura ambiente. Adicionou-se 100 pL do o substrato da enzima

(concentracao final de 50 uM) e a placa foi incubada por 5 minutos e entdo lida no
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espectrofotometro de emissdo seguindo as especificacbes do fabricante do substrato da
enzima (A excitacdo = 360 nm e A emissdo = 450 nm). A porcentagem de inibicdo da
enzima foi calculada como descrito no item 5.3.3, e a Clgg foi estimada usando regresséo
nao linear no Origin (versdo 8.8) usando o "logistic fit" para uma curva dose-resposta
contendo ao menos nove concentracdes do respectivo inibidor quimico adicionado.

5.3.5 Toxicidade para esplendcitos: esplendcitos de camundongos BALB/c foram
distribuidos em placa de 96 pocos com uma densidade de 5x10° células por poco em meio
RPMI-1640. Cada inibidor quimico foi solubilizado em DMSO na concentracdo de 10
mg/mL e em seguida a amostra foi diluida serialmente em meio RPMI-1640 nas
concentracfes de 1.0, 10 e 100 pg/mL, em triplicata. Como controle positivo, usou-se a
saponina na concentragéo de 0.1 pg/mL, enquanto que como controle negativo, 0S pogos
receberam somente meio RPMI-1640 e DMSO. A placa foi entdo cultivada por 24 horas na
temperatura de 37° C e 5% CO,. Entdo adicionou-se 1.0 puCi de *H-timidina em cada poco
e a placa foi incubada por 6 horas. A placa foi entdo lida no contador de irradiacdo beta
(Multilabel Reader, Finland) e a porcentagem de incorporacdo de timidina tritiada foi
determinada. Para as células que nao foram tratadas com o0s compostos (controle
negativo), calculou-se como 100% de incorporacdo de timidina tritiada (100% de
viabilidade celular). Para as células tratadas com saponina, a viabilidade celular foi de 5%.
Quando o percentual de incorporagao foi maior que 90%, a concentracdo do composto foi
considerada como atdxica para os esplendcitos.

5.3.6 Atividade antiproliferativa para a forma epim  astigota: epimastigotas das cepas Y
ou Dm28c foram distribuidas em uma placa de 96 pocos em uma densidade final de 10°
células por poco. Cada inibidor quimico, dissolvidos como descrito no item 5.3.5, foram
adicionadas nos respectivos pogcos em triplicatas. Bdz (1) e Nfx (2) foram usados como
controles positivos neste ensaio. A placa foi entdo cultivada durante 11 (cepa Y) ou 5 dias
(cepa Dm28c) sob 26° C e 5% de CO,. Apés esse tempo, aliquotas de cada poco foram
coletadas e o numero de parasitas foi calculado em uma camara de Neubauer. Para as
epimastigotas ndo tratadas com os inibidores quimicos (controle negativo), assumiu-se
como 100% do numero de parasitas. As curvas dose-respostas foram determinadas e os
valores das Clso foram calculados usando ao menos cinco concentracfes ("data-points")
usando uma equacgao nao-linear (Prism, verséo 4.0).

5.3.7 Toxicidade para a forma tripomastigota : tripomastigotas da cepa Y foram
coletadas do sobrenadante de células LLC-MK; e distribuidas em uma placa de 96 pocos

para uma densidade final de 4x10° células por poco. Cada inibidor quimico, dissolvidos
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como descrito no item 5.3.5, foram adicionados nos respectivos pocos, em triplicatas. Bdz
(1) e Nfx (2) foram usados como controles positivos neste ensaio. A placa foi entdo
cultivada por 24 horas em 37° C contendo 5 % de CO,. ApdOs esse tempo, aliquotas de
cada poco foram coletadas e o niumero de parasitas vidveis (ou seja, com motilidade
aparente) foi contado em uma camara de Neubauer. Para os pocos que nao receberam os
inibidores quimicos, assumiu-se como 100% do numero de parasitas viaveis. As curvas
dose-respostas foram determinadas e os valores das Clsp foram calculados usando ao
menos sete concentragdes (data-points) usando regressao nao-linear (Prism, versao 4.0).
5.3.8 Infeccéo de tripomastigotas em macrofagos : macrofagos coletados do exsudado
peritoneal de camundongos BALB/c foram distribuidos em uma placa de 24 pocos para
uma densidade final de 2x10° células por poco, contendo meio RPMI em 10 % de SBF. A
placa foi cultivada por 24 horas para obter ades&o celular. Em seguida, adiciou-se 2x10°
tripomastigotas suspensas em meio RPMI em cada poco. A placa foi mantida por 2 horas
em estufa a 37 °C e 5 % de CO,. ApOs esse tempo, a placa foi lavada com solucbes de
salina, para remover tripomastigotas extracelulares. Logo em seguida, os inibidores
qguimicos foram adicionados na concentracdo de 10 puM (previamente dissolvidos em
DMSO e meio RPMI) em duplicatas. Bdz (1) foi usado como controle positivo. Apos a
adicao dos inibidores quimicos, a placa foi incubada por 6 horas, entdo o meio de cultivo
foi substituido por um meio de cultivo "fresh”, e a placa foi mantida em estufa por 96 horas.
As células foram fixadas com metanol e observadas em microscopio 6tico (Olympus,
Toquio, Japao). A taxa de macrofagos infectados foi contada em cada poco. O percentual
de inibicdo da infeccao da cultura tratada com os inibidores foi comparado com o controle
negativo. Para a contagem de amastigotas, aliquotas de cada pog¢o foram marcadas com
uma solucdo de Giemsa e as laminas foram observadas em um microscopio oOtico
(Olympus, Toquio, Japao). O numero de amastigotas / macréfagos foi determinado pela
contagem de pelo menos 100 macréfagos por cada lamina analisada. O mesmo
procedimento foi realizado para o calculo da Clsp, usando ao menos cinco concentracdes
diferentes de cada inibidor quimico. Foram realizados dois experimentos independentes
para os célculos da Cls.

5.3.9 Invasdo de tripomastigotas em macrofagos : macrofagos da linhagem BALB/c
foram incubados em placa de 24 pocos em uma concentracdo de 10° células/poco em
estufa umidificada a 37°C e 5% de CO; por 24 horas. Apds este periodo, os macréfagos
foram infectados com 10’ tripomastigotas/poco, seguida pela adicdo dos inibidores

guimicos na concentracdo de 50 uM, em duplicata. Anfotericina B foi usada como inibidor
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de referéncia. Apos 2 horas de incubacédo em estufa a 37°C e 5% de CO,, as células foram
lavadas cinco vezes com salina estéril para remover o excesso de tripomastigotas
extracelulares. Apos as lavagens, as células foram novamente incubadas em estufa a 37°C
e 5% de CO,, por um tempo adicional de 2 horas. Os pocos foram lavados com salina,
fixados com metanol por 10 minutos a -4°C e corados com Giemsa por 30 min. A
porcentagem de macréfagos infectados foi determinada pela contagem de pelo menos 100
macréfagos por cada lamina marcada com uma solugédo de Giemsa.

5.3.10 Atividade antiproliferativa em esplendcitos estimul ados com concanavalina A
200 pL de esplendcitos de camundongos BALB/c suspensos em meio RPMI-1640 foram
dispersos em placa de 24 pocos com uma densidade de 5x10° células/mL. Em seguida,
100 pL de uma solugéo de concanavalina A (2.0 pg/mL) em tampé&o HEPES foi adicionada
em cada poc¢o. Adicionou-se 100 pL de uma solucédo contendo os inibidores quimicos nos
respectivos poc¢os nas concentracdes de 0.002, 0.02, 0.2, 2.0, 20 e 200 uM, em triplicata.
Como controle positivo, usou-se a ciclosporina A (Sigma-Aldrich, Maryland, EUA) nas
concentragbes 0.01 e 0.001 pg/mL, enquanto que como controle negativo, 0S pogos
receberam somente concanavalina A. A placa foi cultivada por 72 horas na temperatura de
37° C e 5% CO,. Logo apés, 10 pL de AlamarBlue® (Invitrogen, EUA) foi adicionado em
cada poco e a placa foi novamente incubada por 5 horas. A placa foi lida em um leitor de
fluorescéncia com filtro em 590 nm. A porcentagem de inibigcdo da proliferagéo celular foi
calculada em comparacgéo aos pogos que receberam somente concanavalina A. Os valores
das Clsg foram calculados no Origin (versdo 8.8) usando regressdo nao linear. Foram
realizados dois experimentos independentes.

5.3.11 Infeccdo de tripomastigotas em camundongos B  ALB/c: fémeas entre 6-8
semanas foram infectadas com 10* tripomastigotas sanguicolas da cepa Y (suspensas em
100 pL de uma solucédo salina) por inoculacao intraperitoneal. Os animais foram divididos
em grupos com n = 6, incluindo o grupo controle (que recebeu somente salina mais 20 %
de DMSO). A infeccao foi acompanhada pela quantificacdo da parasitemia sanguinea. No
quinto dia apos infec¢do, os animais foram tratados por via oral, uma vez ao dia, com 0s
inibidores quimicos durante cinco dias consecutivos. Os inibidores quimicos, incluindo o
Bdz (1), foram administrados na concentracdo de 250 umol/kg. Nos dias 5, 8, 10 e 12, a
parasitemia sanguinea foi monitorada diariamente em todos 0s animais através da coleta
de 5 yuL de sangue da veia lateral da cauda. A quantidade de tripomastigotas viaveis
(motilidade) foi determinada em cada grupo de animais. Calculou-se o niumero médio de

parasitas em cada grupo tratado e a analise estatistica foi feita em comparacdo com os
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diferentes grupos (comparacdo multipla). Foram realizados dois experimentos
independentente. Para o calculo da porcentagem de inibicdo da parasitemia, utilizamos a

seguinte equacgao: [(média da parasitemia no grupo controle) — (média da parasitemia no grupo tratado)/
(média da parasitemia no grupo controle)]x100.

5.3.13 Anadlise estatistica: para os itens 5.3.8 e 5.3.9, a andlise estatistica foi calculada
usando o teste ANOVA "one-way". Para o item 5.3.11, os testes de ANOVA "one-way" e a
comparacao heterogénea e multipla de Bonferroni foram aplicados. As varidveis com P <

0.05 foram considerados com diferenca estatistica significante.
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