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RESUMO

A tripanossomiase e a leishmaniose sdo doencgas infecto-parasitarias classificadas
como negligénciadas pela OMS. Essas infec¢cdes continuam sendo o problema de
salde publica mais grave na Ameérica Latina. O tratamento para a doenca de chagas
estd baseado na administracdo de duas drogas: Nifurtimox e Benznidazol. Embora
possuam atividade significativa na fase aguda da doenca, na fase cronica sua eficacia
€ muito limitada. De modo semelhante, o tratamento para todas as formas de
leishmaniose estd baseado na administracdo de agentes a base de antiménio, que
sdo utilizados desde a década de 1940. Devido a existéncia de cepas resistentes
farmacos de segunda linha (pentamidina, anfotericina B e a miltefosina) séo utilizados,
porém este tratamento geralmente é caro e provoca diversos efeitos colaterais. Por
estas razdes, sdo necessarios o desenvolvimento de novas substancias quimicas com
efeitos tripanocida e leishmanicida. Isoxazolinas aza-biciclicas de cinco e seis
membros foram desenvolvidas anteriormente e aplicadas sinteticamente neste
trabalho na obtencdo de novos derivados tiossemicarbazénicos, hibridos contendo
tais nacleos, especificamente a série de seis membros. Existem varios relatos na
literatura de interessantes atividades biol6gicas para derivados que contém 2-
isoxazolinas e tiossemicarbazonas em suas estruturas, como atividade
antimicrobiana, antitumoral, antichagasica, anti-leishmaniose, entre outras. Neste
trabalho, foram descritas as reacdes de cicloadicdo 1,3-dipolar entre as enamidas
endociclicas de seis membros (29a, 29b) e o N-6xido de nitrila CEFNO 40, onde foram
obtidos os ésteres isoxazolinicos azabiciclicos de seis membros (30a. 30b). As
enamidas (29a. 29b), utilizadas como material de partida, foram obtidas a partir da
acilacao da 1-piperideina (trimero da 1-piperideina) 28a e tiveram redimentos de 58%
29b e 99% 29a. Os ésteres isoxazolinicos 30 tiveram rendimentos de 35% (30a) e
30% (30b), estes foram reduzidos a alcoois isoxazolinicos 31 via NaBHa4, que tiveram
rendimentos de 68% (31a) e 54% (31b). A partir dos alcoois, foram sintetizados os
aldeidos isoxazolinicos 32 via oxidacdo de Swern com rendimentos de 83% (32b) e
85% (32a). A ultima etapa se deu por meio de uma condensacdo dos aldeidos
isoxazolinicos azabiciclicos de seis membros 32 com diferentes tiossemicarbazidas
46, adquiridas comercialmente. As moléculas finais tiveram rendimentos de 70% 33D,
62% 33c, 84% 33a e 52% 33d, foram caracterizadas através da espectroscopia de

RMN (1D e 2D) e infravermelho, assim como tiveram suas caracteristicas fisico-



guimicas determinadas. A sintese foi finalizada com éxito e as inéditas
tiossemicarbazonas isoxazolinicas foram conduzidas a testes de citotoxicidade,
atividade inibitoria frente as formas epimastigota (cepa DM28c) e a tripomastigota
(cepa Y) de Tripanosoma cruzi e atividade leishmanicida frente as formas amastigota
(macréfagos RAW 264.7) e promastigotas de Leishmania amazonensis (cepa
WHOMY/00 LTB 0016) e Leishmania infantum (cepa MHOM/MA/67/ITMAP-263). De
modo geral, os compostos finais apresentaram atividade antichagasica e
antileishmania, tendo destaque para a tiossemicarbazona isoxazolinica p-OCHs 33d
(ICs0 = 12,6 pM) que demonstrou ser mais ativa, frente a forma tripomastigota, que o
benznidazol (ICso = 40,96 uM). Este mesmo composto apresentou uma citotoxicidade
(CCs0 = 250,22 pM) 4,4 vezes menor que a miltefosina (CCso = 56,67 pM) e

demonstrou uma maior atividade leishmanicida.

Palavras chaves: 2-isoxazolina. Tiossemicarbazona. Atividade antichagésica.

Atividade leishmanicida.



ABSTRACT

Trypanosomiasis and leishmaniasis are infectious and parasitic diseases classified as
neglected by WHO. These infections continue to be the most serious public health
problem in Latin America. The treatment for Chagas' disease is based on the
administration of two drugs: Nifurtimox and Benznidazole. Although they have
significant activity in the acute phase of the disease, in the chronic phase their
effectiveness is very limited. Similarly, treatment for all forms of leishmaniasis is based
on the administration of antimony-based agents, which have been used since the
1940s. Due to the existence of resistant strains of second-line drugs (pentamidine,
amphotericin B and miltefosine) are used, however this treatment is usually expensive
and causes several side effects. For these reasons, the development of new chemicals
with trypanocidal and leishmanicidal effects is necessary. Five and six-membered aza-
bicyclic isoxazolines have been previously developed and applied synthetically in this
work to obtain novel thiosemicarbazonic derivatives, hybrids containing such nuclei,
specifically the six-membered series. There are several reports in the literature of
interesting biological activities for derivatives containing 2-isoxazolines and
thiosemicarbazones in their structures, such as antimicrobial, antitumor, antichagasic,
anti-leishmaniasis, among others. In this work, 1,3-dipolar cycloaddition reactions were
reported between six-membered endocyclic enamides (29a, 29b) and nitrile N-oxide
CEFNO 40, where six-membered azabicyclic isoxazoline esters (30a, 30b). The
enamides (29a, 29b) used as the starting material were obtained from the acylation of
1-piperideine (1-piperideine trimer) 28a and had reductions of 58% 29b and 99%29a.
The isoxazoline esters 30 had yields of 35% (30a) and 30% (30b), these were reduced
to isoxazoline alcohols via NaBH4, which yielded 68% (31a) and 54% (31b) yields.
From the alcohols, the isoxazoline aldehydes 32 were synthesized via Swern oxidation
in yields of 83% (32b) and 85% (32a). The latter step was by condensation of the six-
membered azabicyclic isoxazolinic aldehydes 32 with different, commercially acquired
thiosemicarbazides 46. The final molecules had yields of 70% 33b, 62% 33c, 84% 33a
and 52% 33d, were characterized by NMR (1D and 2D) and infrared spectroscopy, as
well as their physicochemical characteristics. The synthesis was successfully
completed and the novel isoxazoline thiosemicarbazones were tested for cytotoxicity,
inhibitory activity against epimastigote forms (strain DM28c) and trypanosometa (strain

Y) of Trypanosoma cruzi and leishmanicidal activity against amastigote forms (RAW



264.7 macrophages) and promastigotes from Leishmania amazonensis (strain WHOM
/ 00 LTB 0016) and Leishmania infantum (strain MHOM / MA / 67 / ITMAP-263). In
general, the final compounds presented antichagasic and antileishmania activity, with
emphasis on thiosemicarbazone isoxazoline p-OCHs 33d (ICso = 12,6 pM), which
showed to be more active than trypomastigote form than benznidazole (ICso = 40, 96
MM). This same compound had a cytotoxicity (CCso = 250,22 uyM) 4,4 times lower than
miltefosine (CCso = 56,67 uM) and demonstrated a higher leishmanicidal activity.

Keywords: 2 - isoxazoline. Thiosemicarbazone. Antichagasic activity. Leishmanicidal
activity.
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1 INTRODUCAO

A doenca de Chagas descoberta em 1909 por Carlos Chagas, causada pelo
protozoario Trypanosoma cruzi e transmitida ao homem por insetos triatomineos
(conhecidos como “barbeiros”), representa uma condicao infecciosa classificada como
enfermidade negligenciada pela Organiza¢do Mundial da Saude (WHO, 2012; WHO,
2013). Em comparacgdo com a leishmaniose, malaria e esquistossomose, a doenca de
Chagas é responsavel por maior mortalidade e morbidade em paises endémicos,
incluindo o Brasil (BONNEY K. M., 2014; RAMSEY J. M. et al., 2014).

A distribuicdo espacial da doenca € limitada primariamente ao continente
americano em virtude da distribuicdo de mais de 140 espécies do inseto vetor
(Triatominae, Hemiptera, Reduviidae), dai ser também denominada “tripanossomiase
americana” (WHO, 2010). Progressivamente, no entanto, a doenca tem alcancado
paises ndo endémicos, mediante o deslocamento de pessoas infectadas e por meio
de outros mecanismos, sendo a transmisséo transfusional considerada a principal via
de propagacao em paises ndo endémicos. (MONCAYO A., SILVEIRA A. C., 2009;
REQUENA-MENDEZ A. et al., 2015).

Estima-se que, a doenca de chagas afete cerca de 8 a 10 milhdes de pessoas
em todo o mundo, tornando-se um sério problema global. Atualmente, a doenca é a
principal causa de insuficiéncia cardiaca no sul dos paises americanos, sendo um
desafio mundial de salde publica. (PALACE-BERL, et al., 2013; MENEZES D. R., et
al., 2015).

Outra doenca infecto-parasitaria considerada negligénciada pela Organizacdo
Mundial da Saude (OMS) é a leishmaniose, uma doenca crbnica causada por
protozoarios do género Leishmania, que sao transmitidos de animais para humanos
pela picada de flebotomineos infectados, pertencentes principalmente aos géneros
Phlebotomus e Lutzomyia, popularmente chamados de “mosquito palha” ou
“cangalhinha” (SACKS D., NOBEN-TRAUTH N., 2002; BATES P. A., 2007). De forma
semelhante ao T. cruzi, a Leishmania também apresenta um ciclo de vida
heteroxénico, estando presente no hospedeiro na forma amastigota (aflagelada) e no
vetor diferenciam-se em promastigota (flagelada) (BRASIL, MS, 2006; WHO, 2012).

Atualmente, estima-se que 12 milhdes de individuos estejam infectados com
Leishmania, e que mais de 350 milhdes de pessoas vivam em areas de risco de

infecgao da doenga (ALVAR J. et al., 2012). As leishmanioses sao endémicas em 98
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paises, com cerca de 700.000 a 1 milhdo de casos notificados a cada ano, e uma
estimativa de 20.000 a 30.000 mortes anuais (WHO, 2018), sendo considerada pela
OMS um problema de saude publica mundial (GUERRA J. A. O. et al., 2007).

Os meétodos disponiveis para o diagnostico e tratamento das duas doencas
tropicais negligenciadas ndo apresentam a eficacia e aplicabilidade desejadas. O
tratamento etioldgico atual para a doenca de chagas esta baseado na administracéo
de duas drogas, Nifurtimox 1 (um nitrofurano fabricado pela Bayer) e Benznidazol 2
(um derivado de nitroimidazol fabricado pela Roche), lancados em 1967 e 1971,
respectivamente. Ambos inibem a sintese de DNA, RNA e das proteinas, possuem
esquema terapéutico prolongado, efeitos tdxicos e cepas naturalmente resistentes.
(OLIVEIRA M. F. et al., 2008; AGUIRRE G. et al., 2004).

=
(7))
A%

NO,

N

De maneira semelhante, os agentes antimoniais foram a base do tratamento
medicamentoso para todas as formas de leishmaniose desde a década de 1940, mas
o desenvolvimento de cepas resistentes tem sido um grande problema associado ao
uso dessas drogas (DELMAS F. et al., 2002). Atualmente, a pentamidina 3, a
miltefosina 4 e a anfotericina B 5 sdo administradas como terapéutica de segunda
linha, sendo importante destacar que a miltefosina 4 € a Unica droga administrada por
via oral. No entanto, este tratamento é geralmente caro e provoca efeitos colaterais
adversos (DEA-AYUELA M. A. et al., 2009). Diante dos fatores expostos, existe a
necessidade do desenvolvimento de novos farmacos com atividade anti-T. cruzi e anti-
leishmania que, por um lado, apresentem menor toxicidade, e por outro, maior

eficacia.
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Dentro desse contexto se insere a Quimica Medicinal, uma ciéncia
multidisciplinar que combina varias especialidades, como Quimica Organica,
Bioquimica, Fisico-Quimica, Farmacologia, Informatica, Biologia Molecular, Biologia
Estrutural, Biologia Celular, entre outras (AMARAL A. T. et al., 2017).

De acordo com o Subcomité de Quimica Medicinal e Desenvolvimento de Drogas
da Divisdo de Quimica e Saude Humana da Unido Internacional de Quimica Pura e
Aplicada (IUPAC), a Quimica Medicinal € a disciplina que estuda os aspectos
relacionados a descoberta, invencdo e preparacdo de substancias bioativas de
interesse terapéutico, e os fatores moleculares do modo de acdo dos farmacos,
incluindo a compreensao da relacdo entre estrutura quimica e atividade, além de
aspectos relacionados a absorc¢ao, distribuicdo, metabolismo, eliminacéo e toxicidade.
Portanto, a Quimica Medicinal é uma ciéncia fundamentada em Quimica, que envolve
aspectos importantes das Ciéncias Farmacéuticas, Médicas e Biologicas (AMARAL
A.T.etal., 2017).

Uma estratégia classica utilizada pela Quimica Medicinal no desenho de novos
protétipos € a hibridizacdo molecular (HM), que pode ser definidasucintamente como

a juncao de fragmentos bioativos em uma estrutura molecular quimica Unica.
(VIEGAS-JUNIOR et al., 2007; BARREIRO E. J. et al., 2002). Segundo Nepali e
Colaboradores, a hibridizacdo molecular (HM) pode estar baseada na juncéo de
farmacos distintos (HM do tipo droga-droga) ou de grupos farmacoféricos de farmacos
distintos (HM do tipo farmacofdrica). Em ambos os casos, a nova molécula produzida

por HM passa a se chamar de hibrido, o qual frequentemente apresenta maior
afinidade e eficacia que os compostos que |he deram origem (NEPALI K. et al., 2014).

Na literatura, encontram-se diversos relatos de atividade biolégica para o nlcleo
2-isoxazolina, como atividade antimicrobiana (KUMAR A. B. V. K. et al., 2014; ROUF,
SAHIN, TANYELI, 2017; ZAKI Y. H. et al., 2016), anticancerigena (PRAJAPTI S. K. et
al.,, 2015; ROUF, SAHIN, TANYELI, 2017), antifungica (BASAPPA et al., 2003,
MISHRA R. C., 2004), antichagasica (DE ALMEIDA, 2010; MENEZES D. R., et al.,
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2015), entre outras. Da mesma forma séo encontrados inimeros relatos para o nucleo
tiossemicarbazona, como atividade anticancerigena (TURKKAN E., et al., 2017),
antimicrobiana (TURKKAN E. et al., 2017; PAHONTU E. et al., 2016), antitumoral
(ALTINTOP M. D. et al., 2016), antichagasica (BLAU L. et al., 2013 ; RIGOL C. et al.,
2005, VITAL D. G. et al., 2016, LORANZO N. B. H. et al. 2012, FERNANDEZ M. et al.
2015), antileishmania (SILVA B. V., SILVA B. N. M., 2017) entre outras.

Baseado nestes dados, este trabalho teve por objetivo a sintese de novas
moléculas hibridas, contendo o0s ndcleos 2-isoxazolina azabiciclica e
tiossemicarbazonas (figura 1), com potenciais atividades antichagasicas e anti-
leshimania. Sendo importante destacar que, as isoxazolinas azabiciclicas de 5 e 6
membros foram desenvolvidas anteriormente no Laboratorio de Sintese Organica
Aplicada a Farmacos (LASOF) e submetidas a varias atividades biolégicas.

— | TIOSSEMICARBAZONA

/N —» [2-ISOXAZOLINA AZABICICLICA DE SEIS MEIVIBROSI

Figura 1 - Molécula hibrida contendo os ndcleos 2-isoxazolina e tiossemicarbazona.
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11 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo geral

Obter novas tiossemicarbazonas-isoxazolinicas aza-biciclicas de seis
membros, executando sua elucidacdo estrutural e avaliando suas atividades

antileishmania e antichagésica.

1.1.2 Objetivos especificos

a) Sintetizar inéditas tiossemicarbazonas-isoxazolinicas aza-biciclicas de seis
membros, a partir da reacao de cicloadicao 1,3-dipolar e posterior condensacéo dos

aldeidos obtidos com diferentes tiossemicarbazidas.

b) Purificar e determinar as propriedades fisico-quimicas das novas moléculas.

c¢) Elucidar as novas estruturas moleculares obtidas por meio de espectroscopias de

ressonancia magnética nuclear (*H e *3C), infravermelho e de massas.

d) Avaliar a citoxicidade, assim como as ICso para as formas epimastigotas e
tripomastigotas do parasita T. cruzi dos derivados hibridos, tendo como padrdo o
farmaco de referéncia Benznidazol.

e) Avaliar a citoxicidade, assim como as ICso para as formas promastigotas e
amastigotas do parasita L. amazonensis e L. infantum dos derivados hibridos, tendo

como padrao o farmaco de referéncia Miltefosina.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 ISOXAZOLINAS

Sao importantes heterociclicos de 5 membros que possuem em sua estrutura
dois heteroatomos ligados entre si (nitrogénio e oxigénio). As isoxazolinas ocupam
uma posicao significativa na quimica organica devido a sua existéncia em uma ampla
gama de produtos sintéticos bioativos. (ROUF A. et al., 2017; ALMEIDA V. M., 2003).
A classificacdo das diferentes isoxazolinas se da por meio do grau de instauracéo do
anel heterociclico, de acordo com a posi¢ao da ligagéo pi (11) que se identifica o tipo
de isoxazolina (figura 2), ressaltando que elas sao derivadas do nucleo

isoxazol. (ALMEIDA V. M., 2003).

Isoxazol 2-soxazolina 3-Isoxazolina 4-|soxazolina Isoxazolidina

Figura 2 - Tipos de isoxazolinas: isoxazol, 2-isoxazolina, 3-isoxazolina, 4-isoxazolina e isoxazolidina,

respectivamente.
2.1.1 A importancia das 2-isoxazolinas

De acordo com as pesquisas de Basappa et al., 2003, foi observado que o
derivado 2-isoxazolina (figura 3) despontou como um potente antifingico, sua

atividade foi comparavel ou melhor que a nistatina (figura 4) (BASAPPA et al., 2003).

A CH,OH
N

\

Cl

N\‘/NH
Bu

Figura 3 — Potente antifingico derivado da 2-isoxazolina desenvolvido por BASAPPA et al., 2003.
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CHg,

HO H,N  COOH

Figura 4 — Nistatina, antifingico utilizado como padréo nas pesquisas de BASAPPA et al., 2003.

O nucleo derivado 2-isoxazolina (figura 5) com ambos os substituintes (R1e R2)
descritos acima, destacou-se como excelente potenciador imunolégico. Os derivados
foram submetidos a ensaios de proliferacao de linfocitos in vitro seguidos por estudos
in vivo. (ISMAIL et al., 2015).

Estrutura |

Ry - OCH4/ Ry: ~CH,CH,CHLCH4
Estrutura 2

Ry - OCH4 / Ry —C(CHa)s

Figura 5 — Potenciador imunolégico derivado da 2-isoxazolina desenvolvido por ISMAIL et al.,
2015.

Prajapti et al., 2015, avaliou a atividade anticancerigena e antimicrobiana de uma
série de compostos contendo o ndcleo 2-isoxazolina. Por meio de diferentes analises
foi evidenciado que a (figura 6) teve uma notavel atividade antimicrobiana. Quando foi
avaliada a atividade anticancerigena foi observado que da série estudada apenas a
(figura 6) despontou como o0 composto citotdxico mais ativo, ressaltando que a droga
de referéncia utilizado nas analises foi o etoposido (figura 7), farmaco utilizado para
retardar o crescimento tumoral atraves da inibicdo da enzima topoisomerase Il
(PRAJAPTI et al., 2015).



Figura 6 — Derivado da 2-isoxazolina desenvolvido por PRAJAPTI et al., 2015, despontou como o

composto citotdxico mais ativo da série analisada.
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Figura 7 — Etoposido, farmaco anticancerigeno utilizado como padrdo nas pesquisas PRAJAPTI et al.,

2015.

Com relacéo a atividade antimicrobiana, foi observado que ambas as estruturas

com os R apresentados (figura 8), contendo o nucleo 2-isoxazolina, exibiram notavel

atividade em relacao aos farmacos padrées (Ampicilina, Gentamicina e Anfotericina

B) (figura 9), utilizados nas andlises. (PRAJAPTI et al., 2015).

HO OH
O
O\ o
N AN
/N

R= 3,4-dimetoxifenila
HO e .

R= cianofenila 0

R= naftalenila OH

R= 4-fluorofenila
R= 4-bromofenila

Figura 8 — Derivado da 2-isoxazolina desenvolvido por PRAJAPTI et al., 2015, exibiram notavel

atividade antimicrobiana.
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Figura 9 — Antimicrobianos utilizados como padrdes nas pesquisas de PRAJAPTI et al., 2015.

A nitrofurfuril-hidrazona (figura 10), derivada do nucleo 2-isoxazolina

azabiciclica, foi sintetizada no nosso grupo de pesquisa e despontou como 0
antichagasico mais potente da série analisada. A mesma demonstrou uma acéo

inibitéria numa concentracao de 2,33 ug/mL, bem préxima ao do benznidazol (figura
11) cuja a concentracao é de 1,73 ug/mL (DE ALMEIDA, G. C., et al., 2010).

H

0)
NZ

T Y

NO,

\N
/
(0]

Cl

Figura 10 — Nitrofurfuril-hidrazona isoxazolinica desenvolvida em nosso grupo de pesquisa despontou
como um potente antichagasico.
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O
—\ \)\\
headh
NO,

Figura 11 — Benznidazol, farmaco utilizado como padréo para analise antichagasica da nitrofurfuril-

hidrazona.

Menezes D. R. et al., 2015 sintetizou uma série de derivados do acido
hidroxamico contento o nucleo 2-isoxazolina. Da série analisada 2 compostos (figura
12) despontaram como potentes antichagasicos. Os dois derivados isoxazolinicos
induziram uma reducdo significativa no numero de parasitas intracelulares e,
consequentemente, mostraram atividade na multiplicacdo do parasita. Ambos os
compostos foram capazes de reduzir as peptidases de cisteina e diminuir a atividade
das metalopeptidases (MENEZES D. R. et al., 2015).

L N—0C, NH— o
o /

o 0

Figura 12 — Derivados de acido hidroxamico com acao potencial contra a doenca de Chagas.
2.1.2 Sintese do nucleo e de derivados da 2-isoxazolina

A partir da reacdo de cicloadicdo 1,3-dipolar é possivel obter variados
heterociclos de 5 membros, que sdo de grande interesse para as pesquisas e
industrias. Dentro dessa variedade de heterociclos é possivel citar a 2-isoxazolina,
nacleo promissor devido as diversificadas atividades bioldgicas relatadas na literatura.
Existem diversas formas de obtencdo do nudcleo 2-isoxazolina, algumas seréo
descritas mais adiante, sendo importante destacar que o método mais utilizado € a
reacdo de cicloadicdo 1,3-dipolar, também conhecida como cicloadigdo [3+2]
(GUCMA et al., 2014; ALMEIDA et al., 2009).
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No mecanismo da cicloadi¢do 1,3-dipolar; o dipolardfilo e o dipolo reagem entre
si formando o nudcleo isoxazolinico, chamado de cicloaduto, que possui em sua

estrutura o nucleo 2-isoxazolina.

) COOEt
i /N
‘ N* - » \ N Nucleo
+ ||| / isoxazolinico
N G o de 6
)\ | N membros
(o) R CO,Et }\
(0] R
Dipolaréfilo Dipolo Cicloaduto

Esquema 01 - Reacéo de cicloadicao [3+2]

Os orbitais moleculares possuem um papel importante nas reacfes quimicas e
na reatividade em nivel atdmico. Neste contexto, o conceito de orbital de fronteira
introduzido por Fukui, refere-se ao uso da densidade eletronica dos orbitais de
fronteira, HOMO e LUMO, para predizer a posicdo mais reativa sobre espécies
guimicas: HOMO (Orbital Molecular Ocupado de maior energia) e LUMO (Orbital
Molecular ndo ocupado de menor energia) (PEREIRA et al., 2016). Uma ferramenta
gue emergiu recentemente € o FERMO (Orbital Molecular de Fronteira Efetivo para a
Reacgdo), proposto por Da Silva e Ramalho, que descreve a quebra e formacgédo de
novas ligagdes quimicas, esse novo conceito surgiu com o propdésito de complementar
os argumentos HOMO e LUMO, ja que existem algumas limitacdes (DA SILVA R. R.

et al., 2006).
HOMO LUMO
dipolo dipolo
LUMO HOMO
dipolardfilo dipolarofilo

Combinagao 1 Combinagao 2

Figura 13 - Combinacao dos orbitais moleculares na reacao de cicloadicdo 1,3-dipolar (GOMES A. T.
2014).
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A partir da teoria dos orbitais moleculares de fronteira (FMO), é possivel explicar
0 mecanismo da reacgéao de cicloadi¢ao 1,3-dipolar, que podem ser consideradas como
uma das mais importantes e de grande interesse em quimica organica e sintética. Esta
reacao pode acontecer a partir de dois mecanismos (concertado e o ndo concertado),
no mecanismo concertado s6 existe uma Unica etapa para formacéo do clicloaduto, ja
no mecanismo nao concertado existe a formacéo do intermediario, pois na formacao
do cicloaduto uma ligacdo acontece por vez (DOS SANTOS R. J., 2003).

A grande importadncia dessa sintese esta relacionada com a facilidade da
formacdo de compostos heterociclos de 5 membros. (PEREIRA D. H. et al., 2016;
DOS SANTOS R. J., 2003).

a(;b\g’ a/b\c
—_— >
‘\d ) \d_C/
—e

1,3 dipolos lineares "sp"

Azida N=—N=—N—R = » N=N—N—R A._?.lc’ias aromaticas estaveis,
alifaticas podem explodir

. 54 = < 5
Oxido de Nitrila R—C=—N—0 -=—» R—C=—N=—7=0 Gerado e usado in sifu

R R
(54 [~ &
llideo de nitrila R—C==N - -=+—» R—C—N Gerado e usado in situ
R

R
R R
) < @ N:ﬁ /a Diazo carbonilato sdo estaveis,
Diazo N=—N - N= alifaticos podem explodir
R R

1,3 dipolos angulares "sp?"

[ @
Ozénio _ O -— O ¢ Estavel
o X0 0” o
g 7
. G c @
Nitro =N -~ O—N Estavel
R R

Esquema 2 - Cicloadic¢des 1,3-dipolares pelo mecanismo concertado e exemplos de dipolo (MELO J.
O. F. etal., 2006).
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Ismail et al., 2015, sintetizou uma série de novos bis-heterociclos que englobam
0 nucleo 2-isoxazolina e triazdis, estes foram produzidos por meio de um novo
procedimento (one-pot) que envolve a geracdo in-situ de 6xido de nitrila e a sua
cicloadicao 1,3-dipolar a acrilados variadamente substituidos. A série sintetizada foi
submetida a ensaios de proliferacéo de linfécitos in vitro seguidos por estudos in vivo
dos compostos mais ativos, a fim de avaliar sua influéncia sobre varios aspectos do
sistema imunologico. De acordo com os testes da série analisada, foi confirmado que
0s compostos contendo o nucleo 2-isoxazolina (figura 14) possuem uma excelente
atividade imunopotenciadora (ISMAIL T. et al., 2015).

R, OCH, R, ~CHCHCH,CHy C(CHy),

Figura 14 - Bis-heterociclos contendo o nucleo 2-isoxazolina, desenvolvida por ISMAIL et al., 2015.

Outra série produzida por Ismail et al., 2015, envolve a sintese de cumarinas
funcionalizadas com isoxazolinas através da ciclizacdo 1,3-dipolar de N-6xido de
nitrila com cumarinas aliladas. O foco do trabalho foi a sintese de imunoestimuladores
seletivos através da conjugacdo de isoxazolinas diversamente substituidas e 7-
hidroxicumarinas. O esquema sintético proposto foi observado como altamente
regioespecifico com rendimentos consideraveis (> 90%). Os testes bioldgicos in vitro
e in vivo foram realizados e o0s resultados estabelecem que as cumarinas
funcionalizadas com isoxazolina exibem excelente atividade de potencializacao
imune, especialmente os compostos apresentados (figura 15) cuja atividade foi maior

gue o padréo utilizado, Levamisol (figura 16) (ISMAIL T. et al., 2015).
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Figuras 15 - Cumarinas funcionalizadas com isoxazolinas, desenvolvida por ISMAIL et al., 2015.

Figura 16 — Levamisol, padrdo utilizado nas pesquisas de ISMAIL et al., 2015.

Em uma pesquisa recente, o nucleo 2-isoxazolina foi sintetizado por meio de
uma sintese verde, sustentdvel e organocatalitica de isoxazolinas a partir de
aliloximas. A sintese se deu por meio de uma oxidacdo catalisada por 2,2,2-
trifluoroacetofenona de aliloximas, utilizando H202 como oxidante verde
(TRIANDAFILLIDI I. et al., 2016).

0]
NOH Ry 0 Rs OH
20 mol % catalisador N
\ R4 T . CF4
Ri MecCN. H30,, t-BuOH "
aq tampdo. rt. 18h R 4
Rz Rendimento da série: 40-95% Ry Catalisador

Esquema 3 — Formacdo do nucleo 2-isoxazolina a partir de aliloximas desenvolvido por Triandafillidi et
al., 2016.
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2.2 TIOSSEMICARBAZONAS

As tiossemicarbazonas pertencem a um grupo de derivados da tioureia, suas
aplicacdes biologicas sdo estudadas desde 1956, quando Brockman et al., 1956,
relatou a atividade antitumoral dos derivados tiossemicarbazonicos 2-formilpiridina.
(BROCKMAN R. W. et al., 1956). Este nucleo possui uma grande importancia devido
as suas versateis atividades biologicas, ampla aplicacdo na industria e sensibilidade
analitica para vérios ions metalicos (SUBHASHREE et al., 2017).

De acordo com BHARTI et al., 2003, as propriedades biologicas das
tiossemicarbazonas sado atribuidas a capacidade que apresentam de formar
complexos com cétions metélicos, atuando como agentes quelantes. Modifica¢des na
capacidade quelante levam igualmente a alteracdes na atividade biologica. (BHARTI
N. et al., 2003).

Estes compostos sdo geralmente obtidos pela reacdo de condensacao
guimiosseletiva de tiossemicarbazidas com aldeidos ou cetonas, e recebem a
denominacéo da classe tiossemicarbazona ap6s o nhome do respectivo aldeido ou
cetona condensado (CASAS J. S.; TASENDE M. S. G.; SORDO J., 2000; HANG H.
C.; BERTOZZI C. R., 2001).

Do ponto de vista sintético, apresentam como caracteristica principal sua
versatilidade de obtencdo, assim como sua vasta aplicacdo como intermediarios de
muitos ndcleos importantes (TENORIO R. P. et al., 2005). Em geral, estas moléculas
apresentam baixo custo de sintese, além de grande economia de atomos, uma vez
gue, com excecao da agua que é liberada na sua sintese, todos os outros atomos dos
compostos reagentes estardo presentes na molécula final (Du X et al.,, 2002,
TENORIO R. P. et al,, 2005). A estrutura quimica das tiossemicarbazonas e a
numeracdo dos seus atomos segundo a IUPAC (PANICO R.; POWELL W. H,
RICHER J. C., 1993) é mostrado na figura 17.
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H
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N NR;R,
\N/2

R1, Rz, R3, R4 = H, Alqull e aril

Figura 17 — Numeracdao das tiossemicarbazonas reproduzida por Ten6rio R. P. et al., 2005

2.2.1 A importancia das Tiossemicarbazonas

Entre a classe de moléculas pequenas descritas na literatura, as
tiosemicarbazonas sdo de grande interesse devido aos seus modos de ligagcao e
versatilidade estrutural, com a capacidade de variar os substituintes R1 - R4,
mostrados na figura 17. Além disso, os métodos para a preparacéo de derivados de
tiossemicarbazonas sdo geralmente muito simples, com base na reacéo de aldeidos
ou cetonas com tiossemicarbazidas (LEOVAC V.M. et al., 2007; MELLADO O.G,;
CORTES E.C. et al., 2009).

Na literatura, existem diferentes atividades relatadas de moléculas que contém
0 nucleo tiossemicarbazona. Algumas atividades citadas séo: antimicrobiana
(TURKKAN E. et al, 2017; PAHONTU E. et al., 2016), anti-inflamatéria
(SUBHASHREE G. R. et al., 2017), anticancerigena (TURKKAN E. et al., 2017; WANG
Y. et al.,, 2017; FRENCH F. A. et al, 1966), anticonvulsivante (AGGARWAL N. et al.,
2008), antituberculostaticos (JALLAPALLY A. et al., 2014), antiviral (HAMRE D.;
BERNSTEIN J.; DONOVICK R., 1950), antichagasica (BLAU L. et al., 2013),
antileishmaniose (SILVA B. V., SILVA B. N. M., 2017; SILVA A. C. et al., 2017). A
figura 18 apresenta derivados com diferentes atividades, candidatos a farmacos,

contento tiossemicarbazonas.
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Figura 18 - Moléculas, candidatas a farmacos, contendo tiossemicarbazonas (JALLAPALLY et al.,
2014).

2.3 FORMAS DE OBTENCAO DE TIOSSEMICARBAZONAS

Para obtencao das tiossemicarbazonas duas estratégias de sintese podem ser
empregadas: obtencado direta, pela reacdo quimiosseletiva de aldeidos ou cetonas
com as tiossemicarbazidas, e obtencéo indireta, através da preparacdo prévia das
tiossemicarbazidas, utilizando hidrazina (NH2-NH2) e diferentes reagentes, seguida

de condensac&o com o derivado carbonilado especifico (TENORIO R. P. et al., 2005).
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Esquema 4 — Estratégias para obtencéo de tiossemicarbazonas descritas por Tendrio R. P. et al., 2005.

2.3.1 Obtencéo direta das Tiossemicarbazonas a partir de tiossemicarbazidas

As tiossemicarbazidas podem ser adquiridas comercialmente. A sintese é
descrita pela condensacao equimolar de um derivado carbonilado, do tipo aldeido ou
cetona, com tiossemicarbazidas em meio alcodlico sob refluxo e quantidades
cataliticas de acido (HOLLA B. S. et al.,, 2003; SARODNICK G., et al., 20083;
SOMOGLY L., 1991; WEINSTOCK L. T.; CHENG C. C., 1979). Esta reacédo € bastante
conhecida por sua alta quimiosseletividade, versatilidade e rapidez, apresentando
geralmente altos rendimentos. A alta quimiosseletividade esta associada a
capacidade de o grupo funcional reagir sem afetar outras funcionalidades
potencialmente reativas. (HANG H. C.; BERTOZZI C. R., 2001; BENBROOK D. M. et
al., 1997; RODRIGUEZ E. C.; MARCAURELLE L. A.; BERTOZZI C. R., 1998).

O mecanismo reacional inicia-se com a protonacao do oxigénio da carbonila para
formar o intermediario ion oxonio, seguida de ataque nucleofilico do nitrogénio N-1 da
tiossemicarbazida para formar o intermediario hemiaminal protonado. Este perde uma

molécula de 4gua e, apos neutralizacdo, forma-se a tiossemicarbazona (esquema 5)
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(COSTA P.; PILLI R.; PINHEIRO S.; VASCONCELLOS M., 2003; SOLOMONS, G,
FRYHLE, C., 2002, TENORIO R. P. et al., 2005).

H
S
\5+ N H
5 R, 0] N
R R1 / + a +/
! [ _— N, NR;R4
R - 4 ‘ ’//H
R H H R H
H ) Hemiaminal
lon oxénio protonado
[
+ HZO - HQO
+ +
+H - H

Y NR3R, ou
H / NR,R
—N 304
R H

Isbmero E  HX Isémero Z

a = tiossemicarbazida

Rs; e Rz = H, Alquil ou Aril
CH,R,> R (ordem de prioridade
segundo Canh - Ingold - Prelog)

Esquema 5 — Mecanismo de formacao de tiossemicarbazonas reproduzido por Tendrio et al., 2005.

2.3.2 Obtencdo indireta das tiossemicarbazonas pela preparacéao prévia de

tiossemicarbazidas, utilizando hidrato de hidrazina como material de partida

Existem diversos métodos para obtencdo indireta das tiossemicarbazidas, a
seguir séo descritos trés formas distintas de obtencao de tiossemicarbazidas a partir
de hidrato de hidrazina (TENORIO et al., 2005).

v Reacdo com acido tiocarbamoiltioglicélico

Este método fornece uma rota bem interessante quando se pretende obter
tiossemicarbazidas substituidas na posicdo N-4 com grupos incomuns, nao
encontrados comercialmente (TENORIO et al., 2005). A reacdo ocorre em meio
alcalino, sob refluxo, contendo acido tiocarbamoiltioglicélico e hidrato de hidrazina.
Estes reagem para formar a tiossemicarbazida, liberando o acido tioglicélico (BHARTI
N. et al., 2002) (Esquema 6). Os &cidos tiocarbamoiltioglicélicos, por sua vez, podem
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ser obtidos segundo metodologia desenvolvida por O’Sullivan e colaboradores
(O’SULLIVAN D. G.; SADLER P. W.; WEBLEY C. 1963).

S
o )J\ R Solugéo H S o
s N 1 Alcalina \
| + HN—NHzH0 ——— N + )K/SH
OH R, Refluxo  H,N NR3R, HO

Esquema 6 — Reagédo de formagéo de tiossemicarbazidas substituidas na posi¢cdo N-4 com grupos
incomuns reproduzido por Tenorio et al., 2005.

v Reacdo com isotiocianatos

O hidrato de hidrazina reage com isotiocianatos para formar tiossemicarbazidas
(DUFFY K. J. et al., 2002; GURSOQY A., TERZIOGLU N., OTUK G., 1997;
PAPASTAIKOUDI T. S., 1995). Esta reacao geralmente apresenta rendimentos entre
70 e 90% (esquema 7) (TENORIO et al., 2005).

S H
N——C——S /
"\
THF
+ H,N—NH,.H,O ——» XONH NH,
X

Rend =70 - 90%

Esquema 7 — Formagdo de tiossemicarbazidas a partir de hidrato de hidrazina com isotiocianatos
reproduzido por Tendrio et al., 2005.

v" Reacdo com dissulfeto de carbono

A reacédo de derivados de amina com dissulfeto de carbono, seguida da adicao
de hidrato de hidrazina € um método muito util na preparacao de tiossemicarbazidas
(TENORIO et al., 2005). Pandeya et al., 1999, utilizou esta metodologia para sintetizar,
em uma Unica etapa, a tiossemicarbazida a partir de 2-amino-4-(p-cloro-fenil)-tiazol
(esquema 8) (PANDEYA S. N. et al., 1999).
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Esquema 8 — Formacao de tiossemicarbazidas a partir de derivados de amina com dissulfeto de

carbano, seguida da adicao de hidrato de hidrazina reproduzido por Tendrio et al., 2005.

2.4 SINTESE E DERIVADOS DA TIOSSEMICARBAZONA

Jallapally et al., 2014, sintetizaram uma série de hibridos de piperazina-
tiosemicarbazona substituidos a base de 2-butil-4-cloroimidazol, onde foi combinado
trés fragmentos farmacoforicos diferentes em uma Unica estrutura molecular. Da série
sintetizada, foi realizada a atividade antimicrobacteriana in vitro contra Mycobacterium
tuberculosis, onde foi comprovado que os compostos da figura 19 contendo o nicleo
tiossemicarbazona despontaram como 0s agentes antituberculosos mais ativos e com
o menor perfil de citotoxicidade em comparacdo com a série avaliada (JALLAPALLY
A. et al., 2014).

Cl S Cl S
\/\/KNN&MN\”)L e \/\/ZIS\/N\Q»\ e
H\N HsC H\N H5CO

Figura 19 - Hibridos de piperazina-tiossemicarbazona substituidos a base de 2-butil-4-cloroimidazol
(JALLAPALLY et al., 2014).

Em 1960 Bauer D. J. e Sadler P. W., demonstraram que a N-metilisatina
tiossemicarbazona (metisazona) (figura 20) era efetiva na profilaxia do virus da
variola. O composto, comercializado com o nome de Marboran®, foi empregado na

profilaxia da variola na india e, mais tarde, no tratamento de complicagdes resultantes
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da vacinacdo, mas apresenta efeitos colaterais pronunciados (BAUER, D. J.
and SADLER P. W., 1961).

NH,

Figura 20 — Metisazona, farmaco efetivo na profilaxia do virus da variola, desenvolvido por Bauer D. J.
e Sadler P. W., 1961.

Em 1966 French et al., formularam hipéteses a respeito do modo de acdo de
tiossemicarbazonas (N)-heterociclicas e verificaram que esses compostos estariam
atuando como agentes quelantes tridentados. Eles observaram que a 1-
formilisoquinolina tiossemicarbazona (figura 21) possuiu uma maior atividade e menor

toxidez, frente as outras moléculas analisadas (FRENCH F. A. et al, 1966).

I S

= N
N = \H NH,

Figura 21 — Derivado tiossemicarbazdnico com potencial acdo quelante desenvolvido por French et al.,
1966.

Subhashree G. R. et al., 2017, sintetizaram uma série de tiossemicarbazonas
anexadas a 5-metoxisalicilaldeido (esquema 9) e tiossemicarbazonas anexadas a 2-
hidroxi-1-naftaldeido (esquema 10) a partir das reacdes entre 5-metoxisalicialdeido /
2-hidroxi-1-naftaldeido e tiossemicarbazidas nédo substituidas. O objetivo era verificar
as propriedades bioldgicas provocadas pela substituicdo, na posicdo N-terminal, dos
derivados da tiossemicarbazida. Estudos in vitro e in silico revelaram um potencial
promissor anti-inflamatorio dos derivados tiossemicarbazonicos. Os compostos 7, 9,
11, 12 e 13 apresentados no esquema 9 e esquema 10 tiveram uma atividade anti-

inflamatoria significativa, ressaltando que a molécula 12 apresentada no esquema 10,



45

teve o maior potencial de inibicdo em relacdo a série sintetizada. (SUBHASHREE G.
R. etal., 2017).

HCO CHOH H  H Etanol  13C0
N N acido acético
+ HNT \n/ SR
75°C, 3h

OH S

|R = H (6), CHs (7), CoHs(8). CeHs (9)]

Esquema 9 - Sintese dos derivados tiossemicarbazodnicos adicionados em 5-metoxisalicialdeido
(SUBHASHREE et al., 2017).

R
HN
HT s
N
(0] =
/
Etanol OH
OH /H H\ acido acético
-
+ HoN R
75°C, 3h
S
[R = H (10), CHj (11), C;Hs(12), CaHs (13)]

Esquema 10 - Sintese dos derivados tiossemicarbazonicos adicionados em 2-hidroxi-1-naftaldeido
(SUBHASHREE et al., 2017).

Lorena Blau et al., 2013 sintetizaram uma série de 12 aril tiossemicarbazonas,
gue foram planejadas para atuar sobre duas enzimas principais, cruzaina e
tripanotiona redutase. Estas enzimas sao utilizadas como alvos da atividade
tripanocida no controle da doenca de Chagas, com um perfil mutagénico minimo.

Trés tiossemicarbazonas aromaticas p-nitro 14, 15, 16 (tabela 01) apresentaram
alta atividade contra Trypanosoma cruzi em ensaios in vitro (ICso < 57 uM), enenhum
perfil mutagénico foi observado em testes de micronucleos. O composto 14 foi cerca
de cinco vezes mais potente que o benznidazol (tabela 01). Também foi observado
gue a posicao relativa do grupo nitro no anel aromatico, bem como sua presenca ou
auséncia, produz grandes mudancgas na atividade bioldgica.

Todos os compostos, sintetizados por Lorena Blau e colaboradores, foram

testados in vitro contra formas epimastigotas do T. cruzi. Embora a epimastigota ndo
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seja uma forma infecciosa do parasita, o teste in vitro de antitripanossoma contra esta
forma é valido como uma triagem de potenciais compostos tripanocidas (BLAU L. et
al., 2013). Varios trabalhos demonstraram que 0os compostos mais ativos contra a
forma epimastigota frequentemente correspondem aos compostos mais ativos contra
tripomastigotas, apesar da grande variancia dos valores de ICso entre eles (CAPUTTO
M. E., et al., 2012; CARNEIRO P.F., et al., 2012; CARVALHO S. A, et al., 2012).

Tabela 01 - Derivados tiossemicarbazbnicos, que despontaram como potentes antichagasicos
(LORENA BLAU et al., 2013).

Composto Estrutura IC5 % Inibigado da Cruzaina
)
H—NH,
N—NH 2.1 ug/mL 20
14
O,N / (6.3 M)
BrH.H,N
S« _NH,
9.59 pg/mL 10
_NH
15 NI (37.7 uM)
OH
O,N
S
NH,
/N—NH 4.25 ug/mL 50
16 O2N (12.0 pM)
HN
0
o]
OH

N 9.00 pg/mL 3
Controle (34.6 uM) Nao testado
NH
0]
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Aggarwal et al.,, 2008, sintetizaram uma série de tiossemicarbazonas e
semicarbazonas com o propdésito de atender os requisitos estruturais essenciais para
a atividade anticonvulsivante. Todos os compostos foram avaliados quanto a atividade
anticonvulsivante apos a administracdo intraperitoneal (i.p.) a camundongos. Para
esta avaliacdo foram utilizados dois métodos (convulsdo induzida por eletrochoque
maximo - MES e metrazol subcutaneo - ScMet), o0 comprometimento motor minimo foi
determinado pelo teste de rotorod. De acordo com os testes, foi abservado que as
semicarbazonas 17, 19 e as tiosemicarbazonas 18, 20 dos grupos carbonilicos
lipofilicos (citral e carvona) mostraram excelente atividade (AGGARWAL N. et al.,
2008).

/NNH—C \ X

HC=——NNH——C——NH,

17-X=0 19-X=0
18-X=8 20-X=8
Composto X Formula Molecular
ne
17 o Cy4Hi7N;0
18 S CyiHi7NsS
19 o CyqH19N3z0
20 S CyqHygNgS

Figura 22 - Derivados tiossemicarbazoénicos e semicarbazdnicos desenvolvidos por AGGARWAL et al.,
2008.

SILVA A. C. et al., 2017, avaliaram a citotoxicidade em células hospedeiras,
atividade leishmanicida e o potencial imunomodulador de sete aril-tiosemicarbazonas
(figura 23). A citotoxicidade celular hospedeira foi determinada em macrofagos
peritoneais de rato BALB/c, a atividade antiparasitaria foi determinada contra
promastigotas e amastigotas de WHOM/OOLTB 0016 de L. amazonensis. Foi
observado que as tiossemicarbazonas arilicas apresentaram atividade antiparasitaria
in vitro contra formas extracelular e intracelular de L. amazonensis. No entanto, ao
contrario da Anfotericina B, estes compostos apresentaram baixa citotoxicidade para

as células hospedeiras. Além da atividade antiparasitaria observada, os compostos
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exibiram propriedades moduladoras na secrecéo de citocinas e no teor de nitrito de
macréfagos néo infectados e infectados por L. amazonensis.

Em resumo, foi demonstrado a atividade antiparasitaria in vitro contra L.
amazonensis para aril-tiosemicarbazonas, que € possivel alcancar pela modulacdo do
perfil de citocinas Thl. Sendo uma descoberta potencialmente atil para o

desenvolvimento de novos farmacos contra a leishmaniose cutanea.

XX
‘ R=H
G R = 4-CH4
R = 4-OCH,
H R = 4-F
o X /N NH, R = 4.0l
N R = 4-Br
R = 3,4-diCl
S

Figura 23 — Aril-tiossemicarbazonas desenvolvida por Silva A. C. et al., 2017, apresentaram atividade

antiparasitaria in vitro contra L. amazonenses.

Silva B. V., Silva B. N. M., 2017; sintetizaram derivados de tiosemicarbazona do
5 - [(trifluorometil) feniltio] -2-furaldeido com substituintes removiveis de elétrons no
anel aromético (figura 24), estes apresentaram boa atividade para cepas de T. Cruzi.
O composto 23 (figura 24) foi o mais notavel da série estudada, com uma LC50 nas
cepas Punta Lobos e Querétaro de 3,2 e 3,4 ug/mL, respectivamente, indicando que
0 grupo nitro presente na molécula potencializa sua atividade.

Os compostos 21 - 24 que continham o grupo trifluorometil nas posi¢cdes orto,
meta e para, respectivamente, no anel de benzeno apresentaram pouca eficiéncia em
comparacao com o nifurtimox e benznidazol. Nem o anel aromético saturado com fltor
24 foi mais ativo do que o composto nitroaromatico 23 (SILVA B. V., SILVA B. N. M,

2017).
S

21-CF, (C3), R = H (C2, C4, C5, CB)
N NH, 22-CF,(C4),R =H(C2, C3,C5, C6)
L‘-‘-_

Fi€_ 3
X N2
‘ ﬂ\/ N 23 - CF; (C4), R = NO, (C2), R = H (C3, C5, CB)
s 24 - CF, (C4), R = F (C2, C3, C5, CB)
ol 0
R

=~
6

Figura 24 — Estruturas de 5-nitrofuriltiossemicarbazonas com atividade anti-T. cruzi (Silva B. V., Silva
B. N. M., 2017).
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Britta E. A. et al.,, 2014, avaliaram a atividade leishmanicida do novo 4-
nitrobenzaldeido tiossemicarbazona (figura 25) que foi derivado do S-limoneno. Neste
estudo foi observado a atividade inibidora significativa dependente da concentracéo
contra amastigotas intracelulares e baixa atividade citotdéxica contra macrofagos
(BRITTAE. A. etal., 2014).

- S
)J\ N H
N NT X
H H

Ay

NO,

Figura 25 - Estrutura da 4-nitrobenzaldeido tiosemicarbazona derivada do S-limoneno que despontou

como um potente leishmanicida, desenvoldido por BRITTA E. A. et al., 2014.

2.5 DOENCA DE CHAGAS

2.5.1 Histdrico da doenca e Epidemiologia

A doenca de chagas € considerada uma das patologias de mais larga distribuicédo
no continente americano, quem a descobriu foi 0 médico/pesquisador brasileiro Carlos
Justiniano Ribeiro Chagas em 1909. Essa grande descoberta ocorreu durante uma
expedicdo a pequena cidade de Lassance (interior do estado de Minas Gerais) feita
pelo pesquisador (MALAFAIA G., RODRIGUES A. S. L., 2010).

O cientista mineiro fez uma tripla descoberta, pois 0 mesmo descobriu o vetor,
popularmente conhecido como barbeiro, o agente etioldgico (o protozoario
Trypanosoma cruzi) e descreveu toda patologia da doengca. No mesmo ano da
descoberta Oswaldo Cruz publicou uma célebre frase, “o descobrimento desta
moléstia constitui 0 mais belo exemplo do poder da logica a servi¢o da ciéncia. Nunca
até agora, nos dominios das pesquisas biolégicas, se tinha feito um descobrimento
tdo complexo e brilhante e, o que mais, por um sé pesquisador” (MALAFAIA G.,
RODRIGUES A. S. L., 2010).
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A doenca de Chagas constitui um dos principais problemas médico-sociais
brasileiros e um grave problema de saude publica na América Latina. Estimativa atual
da Organizacdo Mundial de Saude (OMS) indica prevaléncia de infeccdo pelo
Trypanosoma cruzi em torno de 13 milhdes de pessoas em 15 paises, com incidéncia
anual de 200.000 casos (WHO, 2013). No Brasil, com o controle das transmissoes
vetorial e transfusional, estima-se em dois a trés milhdes de pessoas infectadas, com
prevaléncia atual da infeccéo inferior a 0,2% (DIAS, J. C. P., 2006). Minas Gerais é
considerado um dos estados brasileiros com maior prevaléncia da endemia
chagésica. A regido centro-oeste sempre apresentou elevada endemicidade,
destacando-se o municipio de Bambui, onde as ac¢des de controle da transmisséo
vetorial tiveram inicio na década de 40 (DIAS, J. C. P., 2007).

2.5.2 O protozoario: Trypanosoma cruzi e seu ciclo evolutivo

O Trypanosoma cruzi € uma espécie de protozoario flagelado da familia
Trypanosomatidae, cujo ciclo bioldgico (figura 27) apresenta trés fases: (amastigota,
epimastigota e tripomastigota) (figura 26A) e se desenvolve em mamiferos e insetos
reduvideos (figura 26B, 26C), por essa razao seu ciclo evolutivo é heteréxeno. Devido
a esta particularidade o protozoario desenvolveu mecanismos adaptativos que
permitem sua sobrevivéncia as diversas mudancas fisico-quimicas na passagem de
um hospedeiro para o outro (FIOCRUZ, 2017).

O T. cruzi apresenta um ciclo de vida do tipo heteroxénico, onde o parasita passa
por uma fase de multiplicagdo intracelular no hospedeiro vertebrado e outra
extracelular no inseto vetor (ARGOLO A. M. et al., 2008). A sintomatologia da doenca
estd dividida em duas fases clinicas, a aguda (inicial), praticamente assintoméatica
onde o parasita encontra-se abundante na corrente sanguinea e a fase cronica na
gual quase nao se encontra o parasita em circulacdo (ARGOLO A. M. et al., 2008).

Em resumo, o ciclo no hospedeiro vertebrado se inicia quando o barbeiro, ao se
alimentar do sangue do individuo, elimina, em suas fezes e urina, o0 parasito na forma
infectante, tripomastigota metaciclico, que infecta as células do hospedeiro, como as
do coracdo. No interior destas, o parasito muda para a forma amastigota, onde se
multiplicam por diviséo binaria e por fim ocorre a mudanca para a forma tripomastigota
sanguicola e consequentemente a ruptura celular com disseminacao do parasito pela

corrente sanguinea. Na corrente sanguinea, o parasito pode ser transmitido para o
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inseto por meio da picada pelo barbeiro (n&o infectado), onde no intestino do vetor, o
parasito muda para a forma epimastigota, multiplicando-se e tornando-se novamente

a forma infectante ao hospedeiro vertebrado (FIOCRUZ, 2017).

A.
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Tripomastigota 3 Tripomastigota b
metaciclico Amastigota sanquicola Epimastigota
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L

barbeiro

Figura 26 - A. Formas evolutivas do Trypanosoma cruzi B. Hospedeiro vertebrado (mamifero). C. Vetor

inseto. (Adaptado de: http://www.invivo.fiocruz.br/chagas/doen-ciclo-trypanosoma.html).
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Figura 27 - Ciclo evolutivo do Trypanosoma cruzi no hospedeiro vertebrado e no inseto vetor (Adaptado
de: http://www.cpqgrr.fiocruz.br/informacao_em_saude/CICT/Doenca_de_chagas.htm. Acesso em:

23/10/2017).
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2.5.3 Tratamento da doenca de Chagas

O tratamento etiologico atual estd baseado na administracdo de duas drogas,
Nifurtimox 1 e Benznidazol 2, ambos possuem atividade significativa na fase aguda
da doenca com até 80% de cura parasitologica, porém na fase crbnica a eficacia €
relativa, sendo importante destacar que sdo os Unicos farmacos com aplicabilidade
clinica comprovada (URBINA J. A., DOCAMPO R., 2003). Devido a relativa eficacia
na fase cronica, a producao de efeitos colaterais e a existéncia de cepas resistentes
ao Nifurtimox 1 e Benznidazol 2 (figura 28) se faz necessario o desenvolvimento de
novos farmacos.

Na literatura, sdo descritas inuUmeras drogas com potencial atividade
antichagasica. Trossini et al., 2010, otimizou a sintese da hidroximetilnitrofurazona,
gue apresentou atividade in vitro contra o Trypanosoma cruzi; em outro trabalho foi
verificado por Robledo-O’Ryan et al., 2017, que as hidroxi-3-arilcumarinas exercem
atividade tripanocida para a forma epimastigota. Nas pesquisas de Papadopoulou et
al., 2013, foi avaliada in vitro a atividade tripanocida para a forma amastigota, de

piperazinas a base de nitrotriazol e 2-amino-1,3-benzotiazoles a base de nitrotriazol.
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Figura 28 - Farmacos de referéncia para o tratamento da doenca de chagas: Nifurtimox 1 e
Benznidazol 2

2.5.4 Mecanismo de acao do Nifurtimox e Benznidazol

O Nifurtimox e o Benznidazol atuam por meio da formacao de radicais livres e
metabdlitos nucleofilicos. O grupo nitro de ambas as drogas é reduzido pela acéo da
nitroredutase, induzindo a formac&o de varios radicais livres intermediarios e de
metabdlitos nucleofilicos. (DIAZ D. E. et al., 1988).

O mecanismo de acdo do Nifurtimox (esquema 11) envolve a producao de

radicais livres por meio da reducéo do grupamento nitro, o que leva a uma intoxicacao
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do parasito (URBINA J. A., 1999). Como conseqiéncia, os tecidos do hospedeiro
também podem ser lesados e ocorrer reacdes de hipersensibilidade, anorexia,
vomitos, polineurite e depresséo da producéo de células da medula 6ssea. O principal
mecanismo de acdo do Nifurtimox contra o T. cruzi € a producdo do radical livre
hidroxila (OH¢) (URBINA J. A., 2002).

O mecanismo de acéo do benznidazol (esquema 11) ainda ndo esta totalmente
elucidado, pode agir por meio do mecanismo de acédo stress redutivo, envolvendo a
modificacdo covalente das macromoléculas por intermediarios nitroreduzidos, ou por
outras interacdes de nitroreducdo com os componentes do parasito (URBINA J. A.,
2002; DOCAMPO R.; MORENO S. N., 1984). Tem sido demonstrado que o
Benznidazol incrementa a fagocitose, aumenta a letalidade do Trypanosoma cruzi por
meio da indugé&o de producado da citocina interferon gama e da inibicdo da NADH-
fumarato redutase do T. cruzi (DOCAMPO R.; MORENO S. N., 1984). A droga
distribui-se no meio extra e intracelular, agindo tanto sobre as formas tripomastigotas
como sobre as formas amastigotas (POLAK A.; RICHLE R., 1978; SILVEIRA C. A. N.
et al., 2000). O Benznidazol também causa efeitos colaterais, sendo os mais
importantes a dermatopatia alérgica e a polineuropatia periférica, que, em alguns
casos, pode levar a interrupcdo do tratamento (URBINA J. A., 1999; URBINA J. A;;
DOCAMPO, 2003).

Nifurtimox
Benznidazol RNO,
R-NO,

Proteinas Clc\
Nit dut Lipideos Redox Nitroredutases
itroredutases

DNA Haber-Weiss Foll
/\_/OH + OH -—— 0, + Hz0,
Metabdlitos
R-NHz == R-NO> ™ Ejeyofilicos R-NH;

R-NH, <—— R-NO/R-NHOH GSH W 333G Nitro anion
T(SW T(S) radU

Tidis conjugados
Tiois conjugados

Esquema 11 - Mecanismo de acao proposto dos farmacos nifurtimox e benznidazol (Adaptado de DIAS,
L. C., 2009).
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2.5.5 Doenca de Chagas: fases, forma de transmissao e prevencéao.

A doenca de Chagas possui trés fases: aguda, indeterminada e crbnica. A fase
aguda € a inicial, caracterizada por febre, linfadenopatia e hepatoesplenomegalia.
Com frequéncia, essa fase passa despercebida, uma vez que seus sintomas podem
ser confundidos com outras infeccées. A fase subsequente, conhecida como
indeterminada, ndo apresenta sintomatologia importante do ponto de vista clinico e
pode perdurar por muitos anos. Por fim, a fase cronica e a mais perigosa, pois nesta
fase € observado o comprometimento cardiaco (miocardite grave), aumento do
volume do coracdo (cardiomegalia) ou digestivo, com o aumento do diametro de
regides do trato digestivo. Nesta fase, a atencdo médica devera ser constante, jAque
existe a gradativa reducao da qualidade de vida e de trabalho do paciente (BARBOSA
L. G. N., 2009; FIOCRUZ, 2017).

A transmissdo da doenca de Chagas pela via vetorial é considerada o
mecanismo de transmissdo de maior relevancia epidemioldgica, correspondendo a
80% dos casos (ARAS R. et al., 2003). No entanto, de acordo com o boletim
epidemiologico do Ministério da Saude de 2015, a forma de transmissédo oral se
destacou como a principal via de transmissdo da infeccdo chagéasica, sendo
importante destacar que 87,5% desses registros sao do estado do Para (Ministério da
Saude (BR); Secretaria de Vigilancia em Saude, 2015). Outras formas de transmisséo
gue devem ser consideradas s&o: congénita, transfusional, acidental e transplantar.

As principais formas de prevengao contra a doenga de chagas s&o: controle
populacional do barbeiro, conservacdo das casas (principalmente em zona rural),

aplicacao de inseticidas, utilizacdo de telas e higienizacéo dos alimentos consumidos.

2.6 LEISHMANIOSE
2.6.1 Historico da doenca e Epidemiologia

As leishmanioses sdo enfermidades provocadas por protozoarios do género
Leishmania, que de acordo com a espécie podem produzir manifestacdes cuténea,
mucocutanea, cutanea difusa e viscerais. Historicamente as descricbes de
leishmaniose cutdanea humana remotam do século | d.C. e na América a doenca €&
conhecida desde a época de 400 a 900 d.C. (FORGANHOLI J. N., ZAPPA V., 2011)
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O primeiro relato de Leishmaniose Visceral (LV) foi na Grécia, em 1835. Em 1869
foi denominada na india de “Kala-jwar” (febre negra) ou “Kala-azar” (Calazar) em
virtude do escurecimento da pele ocorrido durante a doenca (MARZOCHI, M. C. A.,
1981). A primeira descricdo do parasita foi feita na india por William Leishman, em
1903, ao realizar uma autopsia em um cadaver de um soldado que foi internado no
hospital de Netley, com disenteria e hepato-esplenomegalia (VERONESI R.,
FOCCACIA R., 2002).

Em 1908, Charles Nicolle demonstrou o papel do cdo como hospedeiro da
Leishmania denovani. Em 1924, Knowles et al., identificaram o parasita no intestino
do Phlebotomus argentipes. Porém, somente em 1942, a transmisséo da L. denovani
ao homem, pela picada do P. argentipes, foi definitivamente demonstrada, fechando
assim o ciclo desta zoonose (VERONESI R., FOCCACIA R., 2002).

Estimativa atual da Organizacdo Mundial de Saude (OMS) indica prevaléncia de
infeccdo pela Leishmaniose em torno de 14 milhfes de pessoas em 88 paises, com
incidéncia anual de 2.000.000 de casos e 59.000 6bitos (BATISTA, F. M. A, 2014). O
Brasil possui uma elevada incidéncia de casos de Leishmaniose tegumentar
americana (LTA) e Leishmaniose visceral (LV), de acordo com a OMS existem cerca
de 22.296 casos de LTA e 3.526 casos de LV, sendo importante destacar que
aproximadamente 40% destes casos estdo concentrados na regido nordeste
(WERNECK, G. L., 2010; BRASIL, MS, 2010).

2.6.2 O protozoério: Leishmania e seu ciclo evolutivo

A leishmaniose é uma doenca causada por uma espécie de protozoario parasita
de células fagocitarias de mamiferos, especialmente de macrofagos, que sédo capazes
de resistir a destruicdo apoés fagocitose.

O ciclo evolutivo do parasita é heteroxénico, compreende uma fase nos
hospedeiros invertebrados onde as formas promastigotas se multiplicam por divisao
binaria no tubo digestivo das fémeas dos flebotomineos, e a outra fase nos
hospedeiros vertebrados, reservatorios mamiferos, nos quais as formas amastigotas
vivem e se multiplicam, também por divisdo binaria, no interior dos vacuolos
parasitéforos dos macréfagos (figura 29) (MCCONVILLE M.J., HANDMAN E., 2007).


https://pt.wikipedia.org/wiki/Doen%C3%A7a
https://pt.wikipedia.org/wiki/Protozo%C3%A1rio
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Figura 29 - Ciclo biolégico da Leishmania no hospedeiro vertebrado e no inseto vetor (Figura modificada
de CDC, 2018. Disponivel em: http://www.abcdamedicina.com.br/leishmaniose-visceral-e-cutanea-

clinica-ciclo-de-vida-do-parasita.html).

A leishmania se desenvolve no vertebrado durante o respasto sanguineo, onde
a fémea do flebotomineo introduz formas promastigotas metaciclicas no local da
picada; estas séo interiorizadas por macréfagos teciduais, que se transformam em
amastigotas, iniciando o processo de reproducdo no interior do vacuolo parasitéforo.
Em seguida ocorre o rompimento do macréfago e liberacdo dos parasitas no
intersticio, estes sdo fagocitados por novos macréfagos, ressaltando que os
macrofagos parasitados podem ser ingeridos pela fémea de flebotomineo durante o
respasto sanguineo. No estbmago do inseto, macréfagos se rompem liberando formas
amastigotas, que se transformam em promastigotas e se dividem por diviséo binaria.
As formas promastigotas migram para o intestino e colonizam as regioes do piloro e
ileo, transformando-se em paramastigota que se aderem ao epitélio e se reproduzem.
As formas paramastigotas se transformam em promastigotas metaciclicas que migram

para o estbmago e em seguida para a faringe do inseto (WHO, 2018).


http://www.abcdamedicina.com.br/leishmaniose-visceral-e-cutanea-
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2.6.3 Leishmaniose: forma de transmisséo e prevencao

A Leishmaniose representa um conjunto de enfermidades diferentes entre si, que
podem comprometer pele, mucosas e visceras, dependendo da espécie do parasito e
da resposta imune do hospedeiro. Sdo produzidas por diferentes espécies de
protozodrio pertencente ao género Leishmania (DESJEUX P., 2004).

Existem dois tipos de leishmaniose: Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA)
e a Leishmaniose Visceral (a forma mais grave, também conhecida como calazar). As
principais manifestacfes clinicas da leishmaniose cutanea e a mucocutanea séo
lesdes cutaneas e lesbes mucosas, que se iniciam no ponto de inoculacdo das
promastigotas infectantes, através da picada do vetor (PAVLI A., MALTEZOU, H.C.,
2010). Ja na leishmaniose visceral as principais caracteristicas sdo febre, astenia,
adinamia, anorexia, perda de peso, caquexia, esplenomegalia e
hepatoesplenomegalia (GURUNG P., THIRUMALA-DEVI K., 2015).

A transmissao da Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA) ocorre através da
picada de insetos transmissores infectados. O controle da LTA deve ser abordado, de
maneira abrangente, sob os aspectos da vigilancia epidemiolégica, medidas de
atuacdo na cadeia de transmissdo, medidas educativas e medidas administrativas
(MINISTERIO DA SAUDE, 2006; BASANO S. A., CAMARGO L. M. A., 2004).

A Leishmaniose Visceral ou Calazar é considerada a forma mais grave pois é
uma doenca sistémica que atinge as células do sistema mononuclear fagocitario do
homem e de animais, sendo os 6rgdos mais afetados o baco, figado, lifonodos,
medula 6ssea e pele. A transmissdo se da pela picada das fémeas de insetos
flebotomineos das espécies Lutzomyia longipalpis ou Lutzomyia cruzi infectados pela
Leishmania chagasi.

O controle da LV deve ser abordado, de maneira abrangente, sob os aspectos
do Programa Nacional de Vigilancia e Controle da Leishmaniose Visceral, cujo
principal objetivo é a reducéo da morbi-mortalidade (MINISTERIO DA SAUDE, 2007;
CHAPPUIS F. et al., 2007).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kanneganti%20TD%5BAuthor%5D&amp;cauthor=true&amp;cauthor_uid=26249747
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2.6.4 Tratamento da Leishmaniose e mecanismo de acdo dos farmacos
utilizados.

O tratamento da leishmaniose baseia-se na administracdo de antimoniais
pentavalente que s&o utilizados desde 1945, sendo administrado por via muscular ou
intravenosa (OLIVEIRA, L. F., 2011). Entre os antimoniais pentavalentes mais
consumidos no mundo estdo o estibogluconato de sodio 25 e o antimoniato de
meglumina 26 (SERENO, D., 2001; BASTOS M. M. et al., 2016).

O mecanismo de acdo dos antimoniais pentavalentes é a inibicdo das enzimas
da via glicolitica e da B-oxidagcdo em amastigotas, mas sendo um metal pesado,
acredita-se que interfira em outras vias metabdlicas da Leishmania, bem como coma
do hospedeiro (HERERWALDT, B. L.; LANCET, 1999; DAVISON, R. N.,

1998). Também foi observado que séo capazes de inibir a topoisomerase Il de L.
panamensis e de L. donovani (LUCIMI, A., 1998).

Em uma pesquisa desenvolvida por Sereno et al.,, 2001, foi demonstrado
experimentalmente que compostos de antimonio trivalente sdo extremantente ativos
para promastigotas de diferentes espécies de Leishmania, enquanto a forma
pentavalente € menos ativa (SERENO, D. et al., 2001).

Outras drogas, como pentamidina 3, miltefosina 4 e anfotericina B 5 sao
utilizadas como medicamentos de segunda linha (COPELAND N. K., ARONSON N.
E., 2015). No entanto, estes compostos apresentam limitacfes, tais como efeitos
secundarios téxicos que conduzem a toxicidade hepatica, esplénica e renal; longa
duracao do tratamento e resisténcia do parasita.

A pentamidina 3 € um derivado sintético da amidina, eficaz contra grande nimero

de protozoarios patogénicos, incluindo espécies de Leishmania. Quanto a seu
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mecanismo de acao, sabe-se que interfere com o transporte de aminoacidos, compete
com poliaminas pelos acidos nucléicos e pode também preferencialmente ligar-se ao
DNA do cinetoplasto (PAULA C. D. R. et al., 2003).

H2N\“/©/ qNHZ

NH NH
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A miltefosina 4 € uma alquilfosfocolina desenvolvida originalmente para o
tratamento do céncer (Unger et al., 1989). Atualmente desponta como a melhor
alternativa para o tratamento da leishmaniose visceral, uma vez que o farmaco pode
ser administrado por via oral, ao contrario de outros (JHA, T. K. et al.,1999).

Apesar de sua eficacia comprovada por diferentes estudos, o mecanismo de
acao da miltefosina ainda nao foi estabelecido, mas alguns pesquisadores sugerem
gue ela possui propriedades imunomoduladoras que auxiliam no mecanismo (EUE, 1.,
1995; SAFA, 0., 1997). Outros estudos propdem que esta molécula atua no parasito,
provocando apoptose e a alteracdo das vias de sinalizacdo celular mediada por
lipideos (ARTHUR, G., 1998). Em 2000, Lux e colaboradores demonstraram gue este
famaco inibe a enzima 1-acil-2-lisoglicero-3- fosfocolina aciltransferase na forma

promastigota do micro-organismo (LUX, H., 2000).
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A anfotericina B 5 é um antifingico da classe dos polienos recomendada para
0s casos graves de leishmaniose nao responsiva ao tratamento convencional, com
ameaca de morte. Seu uso é bastante restrito devido aos inUmeros efeitos toxicos que
apresenta, como febre, calafrios, hipotensdo ou hipertensédo, diminuicdo da funcao
renal e dos niveis séricos de potassio (CROFT S. L., 2003; AMATO V. S.,2007).

O mecanismo de acéo desta droga 5 decorre de sua ligacdo ao ergosterol, com
consequente alteragédo de permeabilidade de membrana e do equilibrio osmotico do
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parasita (SAHA A. K. et al., 1986; OLLIARO P. L., BRYCESON A. D. M, 1993; URBINA
J. A., 1997).
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Devido a poucas alternativas atuais disponiveis, no mercado, se faz necessario
a identificacdo de novos compostos com maior eficacia e menos efeitos toxicos
(SUNDAR S., CHAKRAVARTY J., 2013; CHAVEZ-FUMAGALLI M. A. et al., 2015).
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3 METODOLOGIA

3.1 ESTUDO QUIMICO

O Esquema 12 apresenta a rota de sintese das novas tiossemicarbazonas
isoxazolinicas de seis membros 33. A piperidina 27, obtida comercialmente, € o
material de partida da rota sintética, por meio da oxidacdo do N-cloropiperideina
(produto sintetizado a partir da piperidina), em meio basico, usando hidroxido de
potéssio, obtém-se a 1-piperideina (produto bastante instavel). Por esse motivo no
meio reacional esta sofre trimerizagéo, formando o trimero da 1-peperideina 28a. A
partir da destrimerizacdo do trimero da 1-piperideina 28a e adicdo dos agentes
acilantes (cloretos de benzoila) serdo obtidas as enamidas endociclicas 29, que sao
as precursoras da rota sintética.

A escolha dos substituintes em R1 30, nas respectivas enamidas endociclicas de
seis membros, a principio foi realizada com dois grupamentos Orto-Para dirigentes
variando o tipo de efeito eletronico no anel (efeito indutivo e efeito ressonante), com o
objetivo de avaliar os rendimentos das reacdes e analisar os possiveis efeitos
eletrdnicos nas atividades bioldgicas.

A reacdo procederd com a cicloadi¢cdo das enamidas endociclicas 29 e o 6xido
de carboetoxiformonitrila (CEFNO), que levarA a obtencdo dos cicloadutos
isoxazolinicos de seis membros 30 que, sofrerdo reducdo do grupamento éster em
C3, via borohidreto de sddio (NaBHa4), onde serdo obtidos os alcoois isoxazolinicos de
seis membros 31. Estes por meio da reacdo de Swern sofrerdo oxidacdo branda,
produzindo os respectivos aldeidos isoxazolinicos de seis membros 32.

Por fim, sera realizada a condensacdo dos aldeidos isoxazolinicos 32 com
diferentes tiossemicarbazidas, obtidas comercialmente, produzindo as inéditas
tiossemicarbazonas isoxazolinicas de seis membros 33. Nesta Ultima etapa, sera
utilizado o etanol (P.A.) como solvente e o acido cloridrico concentrado como
catalizador da reacéo (REIS S. L. G. B. et al., 2011).

A escolha dos substituintes em R2 33, nos novos coOmpostos
tiossemicarbazonicos e isoxazolinicos aza-biciclicos de seis membros, a principio foi
realizada com substituintes organicos (alquila, arila e tiossemicarbazida né&o

substituida), tendo como objetivo a analise comparativa dos trés grupos funcionais
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com relacdo aos rendimentos e aos possiveis efeitos eletrdnicos nas atividades
bioldgicas.

Como ja mencionado anteriormente, a hibridizacdo molecular, uma estratégia
classica utilizada pela quimica medicinal, é a técnica deste trabalho. O objetivo
principal é a juncéo de dois grupos farmacoforicos distintos em uma Gnica molécula.

Os inumeros relatos de tiossemicarbazonas com diferentes atividades
biolégicas, antitumoral (ALTINTOP M. D. et al., 2016), antichagasica (BLAU L. et al.,
2013; RIGOL C. et al., 2005, VITAL D. G. et al., 2016, LORANZO N. B. H. et al. 2012,
FERNANDEZ M. et al. 2015), antileishmania (SILVA B. V., SILVA B. N. M., 2017) entre
outras e a simplicidade na obtencdo das mesmas induziu a busca por derivados desse
grupamento farmacoférico que contenha o nucleo isoxazolinico aza-biciclico,
desenvolvido no nosso grupo de pesquisa por ALMEIDA et al., 2009.

A sintese dessas inéditas tiossemicarbazonas isoxazolinicas aza-biciclicas foi
planejada com o propoésito de possuirem atividade antiparasitaria, tendo como alvo

principal o T. cruzi e a leishmaniose.
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Reagentes utilizados: a) 1) AcOH glacial, II) N-clorosuccinimida/KOH b) cloretos de
benzoila, EtsN, THF c) EtsN, Clorooxiimidoacetato de etila, THF d) NaBH4, MeOH e)
DMSO, TEA, cloreto de oxalila, CH2Clz, f) Tiossemicarbazidas

Esquema 12 - Rota sintética para obtencdo dos novos compostos tiossemicarbazbnicos e
isoxazolinicos aza-biciclicos de seis membros, derivados do heterociclico 2-isoxazolina [5,4-

b]piperidina.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

O trimero da 1-piperideina 28a foi preparado em trés etapas, que serao descritas
posteriormente. Esta sintese € de grande importancia, ja que é a partir dela que toda
rota sintética foi desenvolvida. E importante mencionar que, o trimero da 1-piperideina
apresenta boa estabilidade, por esse motivo 0 mesmo pode ser sintetizado em multi-

gramas e armazenado por tempo indeterminado.
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27 Trimero da 1-piperideina
4.1 ETAPAS PARA A OBTENQAO DO TRIMERO DA 1-PIPERIDEINA
1° Etapa: Obtencéo do acetato de piperidinio 34

O acetato de piperidinio 34, precursor da N-cloro piperidina 35, foi obtido a partir

de uma reacao acido-base entre a piperidina 27, obtida comercialmente, e o acido

acético glacial. O produto foi utilizado na reacao subsequente sem préviapurificacao,

pois trata-se de uma reacao quantitativa.
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2° Etapa: Obtencao do N-cloropiperidina 35

A N-cloropiperidina 35 foi obtida a partir da reag&o entre o acetato de piperidinio
34, previamente obtido, com hipoclorito de célcio (Ca(OCl)2), resultando a N-cloracéo
da piperidina, o mecanismo dessa reacao se deu por via radicalar.

A solucéo de hipoclorito de célcio (Ca(OClI)2), foi preparada de acordo com o
procedimento descrito na literatura (CLAXTON G. P., ALLEN L., GRISAR J. M., 2003),
sendo utilizado o hipoclorito de célcio HTH para piscinas (65 %). A solucéo foi titulada

de acordo com o método iodométrico (KI, NazS203).

o

Sol. ag. Ca(0Cl),
w _ 0 °C, 12h sob Na,S0O,
AN ° N
H H
Cl
34 35

3° Etapa: Obtencédo do Trimero da 1-piperideina 28a

Nesta ultima etapa, a N-cloropiperidina 35 reage com o hidroxido de potassio,
convertendo-se na 1-piperideina 28, que € bastante instavel. Devido a esta
particularidade, no préprio meio reacional a 1-piperideina trimeriza formando o trimero
da 1-piperideina 28a, que € muito estavel.

O trimero da 1-piperideina 28a. foi obtido pelo método de cristalizacédo, onde foi
utilizado acetona gelada a - 20 °C. O produto obtido foi 1,42 g de trimero,
correspondendo a um rendimento de 38 %. A confirmacdo da sua formacéo foi
realizada através da faixa de fusédo (58 °C — 62 °C), ja descrito na literatura (Organic
Syntheses, Coll. Vol., 1988).

N
KOH/Etanol C(
—_— .
Refluxo 24h - ta. N N
—
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4.2 SINTESE DAS ENAMIDAS ENDOCICLICAS DE SEIS MEMBROS 29

A sintese das enamidas endociclicas de seis membros 29, a partir do trimero da
1-piperideina 28a, foi realizada a partir de uma adaptacao da sintese dos homaologos
de 5 membros, desenvolvido em nosso grupo de pesquisa. Esta sintese foi realizada
em duas etapas.

Inicialmente uma solucéo de trimero da 1-piperideina e a trietilamina em THF
foram colocadas sob refluxo, para destrimerizacdo do trimero da 1-piperideina 28a e
formagdo do seu respectivo mondmero 28. A presenca da base, trietilamina, é
importante para restaurar o par de elétrons do nitrogénio do anel piperidinico, por meio
de uma reacao acido base, com abstracdo do proton em C3 pelo par de elétrons livre
do nitrogénio da trietilamina, com formacgéo da ligac&o pi na posi¢édo C2 e C3 do anel
piperidinico. A alta reatividade da trietilamina esté diretamente relacionada a presenga
do par de életrons livres do a&tomo de nitrogénio que gera uma forte nucleofilia e pela
navem eletrbnica pi contida no anel piperidinico. O esquema 13 descreve o
mecanismo desta reacgéao.

A segunda etapa € caracterizada pela adicdo lenta do agente N-acilante (cloretos
de benzoila) 36 para obtencado das diferentes enamidas endociclicas de seis membros
p-substituidas 29, com distintas propriedades eletrdnicas e rendimentos. Isso foi
possivel devido a variacdo dos cloretos de benzoila 36, sendo estes elétron-doadores
e eletron-retiradores.

O término da reacao foi verificado por CCD, onde foi observado através da
radiacéo ultravioleta (UV) a formacgé&o do produto e a auséncia da mancha do cloreto
de benzoila p-substituido 36. Outra técnica utilizada para confirmacéo foi a revelacdo
através do vapor de iodo, onde foi detectado pontos de coloragdo marrom
avermelhado. Isso acontece devido a interacdo do vapor do iodo com a ndvem

eletrbnica pi da ligacéo dupla contida no anel piperidinico da enamida.

Tabela 02: Rendimentos obtidos na sintese das enamidas endociclicas de seis membros

Enamidas
Endociclicas de seis membros p-subistituidas

29a - CHs 99
29b - OCHs 58

Rendimentos %
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N - Benzoil - 2- piperideina ( enanuda

Reagentes utilizados - Cloretos de benzoila (OCHs; CHs), EtsN, THF
Esquema 13 - Suposto mecanismo de destrimerizacdo para obtencdo das enamidas endociclicas de
seis membros, partindo do trimero da 1-piperideina

4.3 SINTESE DO CLORIDRATO DE GLICINA ESTERIFICADA 38

OH o, 30min., EtOH, SOCI,
H,N
37

+
Refluxo, 4h '
O

Em meio etandlico, sob agitagdo e aquecimento, o aminoacido glicina 37
adicionado e convertido em sua forma zwitterion, devido a abstragc&o do hidrogénio da

37 é
carboxila pela amina priméria do ion dipolar. Em seguida, ocorre o ataque nucleofilico
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do carboxilato do ion dipolar sobre o enxofre eletrofilico do cloreto de tionila (SOCIz2),
formando um intermediario, que em seu rearranjo elimina o ion cloreto.

A carbonila do intermediario formado sofre o ataque nucleofilico do &nion cloreto,
formando o cloreto de acila, o gas dioxido de enxofre e liberando outro ion cloreto no
meio reacional.

O cloreto de acila gerado sofre o ataque nucleofilico do etanol sobre sua
carbonila, formando assim o sal cloreto de glicina esterificada 38. Segue 0 mecanismo

(esquema 14).

. . o
. o HaN
HQNW T —
0
o )
o / ?
. NH, + ~7 “Son + c|/8\0|
HO
57
+ Q: O
HSN/\H/ * P, HaN NSt
o ci A e U c|:|

Esquema 14 — Suposto mecanismo de sintese do cloridrato de glicina esterificada.
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4.4 SINTESE DO CLOROOXIMIDOACETATO DE ETILA 39, PRECURSOR DO N-
OXIDO DE NITRILA — CEFNO 40

@]
O
i N
+ - .\Jal\O_j
)k/NHs Cl > /\O = \OH
N HCI conc.
38 39 Cl

O clorooximidoacetato de etila 39 é o precursor do CEFNO 40, obtido in situ na
reacdo de cicloadicdo 1,3-dipolar. A sua sintese se deu por meio da oxidacdo do
cloridrato de glicina esterificada 38, tendo como agente oxidante o nitrito de sodio
(NaNO2), em meio &cido (HCI).

O precursor do N-6xido de nitrila possui uma boa estabilidade, por esse motivo
ele foi sintetizado em multi-gramas e armazenado por um longo periodo.

Sua purificacdo foi realizada por meio da recristalizacdo em hexano resfriado. O
rendimento desta reacao foi de 69 % e a faixa de fuséo entre 69 — 73 °C, conforme
literatura (KOZIKOWSKI, A. P.; ADAMCZYK, M., 1983).

4.5 SINTESE DOS ESTERES ISOXAZOLINICOS AZA-BICICLICO DE SEIS
MEMBROS 30

_ cl)_ _
OH
| N+ O\\
ci N — = c—0
| CO,Et CO,Et \N
33 40 " a
NT 29 4 = - N
TEA, THF, 4 70 °C
fo) O
R R,

As isoxazolinas aza-biciclicas de 5 e 6 membros foram desenvolvidos no LASOF
por Almeida et al, em 2009, sendo uma descoberta inédita visto que até entdo ndo

havia relatos na literatura. Esta sintese é considerada a etapa chave do processo,
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devido a formacdo do nucleo isoxazolinico, grupo farmacoférico, e importante
intermediario para o desenvolvimento de inimeras moléculas com potenciais
atividades bioldgicas.

O nucleo isoxazolinico aza-biciclico de seis membros é formado na sintese do
éster isoxazolinico (cicloaduto) 30, a partir da reacéo de cicloadicao 1,3-dipolar entre
a enamida endociclica de seis membros 29 e o N-6xido de nitrila (CEFNO) 40, gerado
in situ, a partir do clorooximidoacetato de etila 39 e trietilamina (TEA). A trietilamina
atua como uma base, desprotonando o clorooximidoacetato de etila 39 para formacéao
do N-oxido de nitrila (CEFNO) 40.

Para a sintese do éster isoxazolinico 30, € imprenscindivel a adicdo lenta do
clorooximidoacetato de etila (precursor) 39 sobre a solu¢cdo de enamida endociclica
de seis membros 29 e TEA, sob refluxo. A adicdo lenta do precursor 39 aumenta a
formacéo do cicloaduto 30 e consequentemente diminui a formacdo do dimero do N-

oxido de nitrila 47 (figura 30).

\
+ O_
Etozc_C:N"'_O' Rw LUMO j\/)\/N/
< j EtO,C CO,Et
Et0,C—C==N*—0- R_g_g_o- HOMO
40 a7

Figura 30 — Formacé&o do dimero do N-6xido de nitrila 47

Toda reagéo foi acompanhada por CCD, onde foi verificado a formacao do éster
isoxazolinico 30 (esquema 15) e do dimero do N-6xido de nitrila 47, ressaltando que
as enamidas de seis membros 29 ndo sédo consumidas completamente. No entando,
a enamida que ndo reagiu € integralmente recuperada através da cromatografia em
coluna flash.

Para o nucleo isoxazolinico de seis membros foi observado um aumento
significativo no rendimento desta sintese quando feita sob refluxo, o aumento foi de
aproximadamente 10%. Sendo importante mencionar que, o clorooximidoacetato de
etila 39 e a TEA séo colocados em excesso no meio reacional com o propésito de

aumentar a formacéao do cicloaduto.
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Tabela 03 - Rendimentos obtidos na sintese dos ésteres isoxazolinicos

Cicloadutos isoxazolinicos 30 Rendimentos (%)
30a - CHs 35
30b - OCHs3 30

O mecanismo da reacéo de cicloadi¢édo 1,3-dipolar, para formacao do nucleo 2-
isoxazolina aza biciclico, foi proposto por Dos Santos, em 2003, esquema 15. Ele
descreveu a participacdo das enamidas endociclicas ou enecarbamatos com o N-
oxido de nitrila CEFNO 40, baseado no mecanismo de cicloadicdo ndo concertado.
Esta reacdo é controlada pelos orbitais moleculares de fronteira (HOMO e LUMO).

Neste mecanismo, ndo ocorre a formacdo simultanea das duas ligacbes na
reacdo de cicloadicao, isso pode ser explicado devido a linearidade do N-6xido de
nitrila CEFNO 40 (dipolo do tipo alenila), ocasionada pela hibridizagdo sp do carbono
e do nitrogénio, e a grande diferenca dos valores de coeficiente de orbital HOMO do
enecarbamato/enamida. A formacéo da ligacdo do carbono 3 ao atomo de nitrogénio
com o carbono do N-Oxido de nitrila € concluida primeiro, formando um intermediério
N-acil-iminio dipolar, que possui uma estrutura angular N-6xido de imina, que devido
a maior proximidade espacial, possibilitar4 a adicdo do oxigénio ao carbono do acil-
iminio, ocorrendo a formacdo da segunda ligacdo sigma a partir da aproximacéo

frontal entre o orbital preenchido do oxigénio com o orbital LUMO do iminio.
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Esquema 15 — Suposto mecanismo de cicloadicdo 1,3-dipolar, proposto por Dos Santos, em 2003,
entre enamidas endociclicas de cinco e seis membros ou enecarbamatos com o N-6xido de nitrila
CEFNO.

Nos espectros de ressonancia magnética nuclear (figuras 31 e 32), os sinais
caracteristicos da formacéo do heterobiciclo aparecem aproximadamente em 4,2 ppm
e 6,2 ppm em RMN de 'H e 40 ppm e 90 ppm em RMN de 3C, confirmando a formac&o
do anel 2-isoxazolina aza-biciclica. E importante destacar que, este heterobiciclo ndo
é plano, devido a esta particularidade a relaxacdo do spin € comprometida, por esse
motivo os sinais diagnosticos do heterobiciclo em RMN de *H e RMN de *3C possuem
baixa intensidade e s&o alargados nos espectros de RMN de H.

O sinal caracteristico do hidrogénio e do carbono da funcéo éster (O — CH2) sédo
desblindados devido ao efeito indutivo gerado pelo 4&tomo de oxigénio e aparecem
respectivamente em 4,3 ppm em RMN de H e 62 ppm em RMN de *3C. O singleto da
metila (CH3) do éster etilico aparece em 1,3 ppm em RMN de *H e 13,9 ppm em RMN
de 3C, confirmando a formacdo da funcéo éster 30a. Os sinais diagnosticos dos
carbonos metilénicos em 18 ppm e 41 ppm, confirmam que o ndcleo é de seis

membros.
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4.6 SINTESE DOS ALCOOIS ISOXAZOLINICOS AZA-BICICLICOS DE SEIS
MEMBROS 31

OH

Nesta reacdo, ocorre a reducdo do éster isoxazolinico 30 ao alcool isoxazolinico
31 pelo agente redutor NaBHa.

A reducéo direta do éster em C3 para o respectivo aldeido 32 em C3, necessario

para a condensacdo posterior com as tiossemicarbazidas, ndo foi possivel, pois

reagentes tradicionais para este tipo de reducdo, como DIBAL-H e superhidreto
[(EtsAIH)LIi], ndo promoveram a reducado esperada, permanecendo intactos os ésteres
isoxazolinicos 38. Pelo motivo explicitado acima, foi feita uma reducdo doéster 30 ao
respectivo alcool 31, para posterior oxidacao branda ao aldeido 32, 0 que nos
propiciou dar sequéncia na via sintética dos hibridos isoxazolina/tiossemicarbazonas.

O borohidreto de sodio (NaBH4) € um agente redutor muito efetivo e seletivo,
embora ndo seja utilizado com frequéncia na reducéo de ésteres, ele foi utilizado neste
trabalho por ser um redutor brando, que proporcionou a reducdao apenas em C3 do
éster isoxazolinico, formando assim o alcool isoxazolinico. O mecanismo desta reacao
esta descrito na figura no esquema 16.

O alcool p-CHs 31a, intermediario inédito, foi caracterizado estruturalmente por
meio da espectroscopia de RMN de 'H e 13C (figuras 33 e 34). Os sinais caracteristicos
do carbono e dos hidrogénios metilénicos ligados a fungdo &lcool (CHz - OH)
aparecem respectivamente em 4,3 ppm em RMN de *H e 57,1 ppm em RMN de 3C.
O sinal diagnostico do hidrogénio da funcédo &lcool aparece em 3,19 ppm em RMN de
H. O sinal diagnéstico do radical metila (CHs) aparece em 2,34 ppm em RMN de 'H
e 18,8 ppm em RMN de 3C, confirmando a formacéo do alcool isoxazolinico p-CH3
3la.
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Tabela 04 - Rendimentos obtidos na sintese dos alcoois isoxazolinicos

3la - CHs 68

31b - OCHs 54

0
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/
N O/ - N o -— N 0
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Esquema 16 — Suposto mecanismo reacional para formacédo do &lcool isoxazolinico
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4.7 SINTESE DOS ALDEIDOS ISOXAZOLINICOS AZA BICICLICOS DE SEIS
MEMBROS 32

H H
\N \ N
/ | /
N O Cloreto de oxalila, -78°C N ]
DMSO, CH,Cl,, TEA
0o 0
R4 R4
31

A sintese dos aldeidos foi realizada a partir da oxidagdo branda de Swern
(MANCUSO, HUANG & SWERN, 1981; REIS S. L. G. B., 2011). A etapa inicial da

oxidacao do alcool isoxazolinico 31, se deu por meio da ativagdo do dimetilsulfoxido

(DMSO) 41 pelo cloreto de oxalila 42, a -70 °C, formando um intermediario 43 que se
decompde rapidamente, liberando diéxido e monoxido de carbono, produzindo o
cloreto de dimetilclorosulfénico 44.

Com a adi¢ao do alcool isoxazolinico 31, ocorreu o ataque nucleofilico do par de
elétrons da hidroxila sobre o dimetilclorosulfénico 44, formando um intermediario-
chave, ion alcoxissulfénico 45. Este ion foi desprotonado por meio da adicdo da
trietilamina (TEA), formando o aldeido isoxazolinico aza-biciclico de seis membros 32.
Como subproduto da reacdo, foi formado o cloreto de trietlambnio e o gas
dimetilsulfeto, este possui um forte odor, caracteristico da reacdo de Swern, o
mecanismo desta reagéo esta descrito no esquema 17.

A reacao durou cerca de 40 minutos e o processo de purificagao foi realizado
através da cromatografia em coluna flash, bons rendimentos foram obtidos.

O p-toluilbenzaldeido 32a, intermediario inédito, foi caracterizado
estruturalmente por meio da espectroscopia de RMN de *H e '3C (figuras 35 e 36),
confirmando a formacéao do aldeido 32a. Os sinais caracteristicos do carbono e do
hidrogénio da carbonila (H — C = O) séo altamente desblindados, devido ao efeito de

anisotropia diamagnética e pelo efeito indutivo gerado pelo atomo de oxigénio. O sinal
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caracteristico do carbono e do hidrogénio da funcdo aldeido (H - C = O) aparecem
respectivamente em 9,75 ppm em RMN de 'H e 185,6 ppm em RMN de 3C. Os

hidrogénios presentes no nucleo 2-isoxazolina aza-biciclica possuem deslocamentos

e comportamentos semelhantes em todas as moléculas sintetizadas neste trabalho.

Tabela 05 - Rendimentos obtidos na sintese dos aldeidos isoxazolinicos

Aldeidos isoxazolinicos 32 Rendimentos (%)
40a - CHs 85
40b - OCHs e
43
42 0
41 0O 0 44
/\H 0O —0=C=0
Q o o Yy O > ¢
g S| 78°C é CD i é ¢l
N TN /)\ Iy, s— SN
cl
<
O H
Alcool
TEA isoxazolinico
/N - -
N @]
HC| <—

32 45

Esquema 17 — Suposto mecanismo da reacdo de Swern, oxidacdo dos alcoois isoxazolinicos aos

respectivos aldeidos isoxazolinicos.
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4.8 SINTESE DAS TIOSSEMICARBAZONAS ISOXAZOLINICAS AZA-BICICLICAS
DE SEIS MEMBROS 33. CONDENSACAO ENTRE ALDEIDOS ISOXAZOLINICOS 32
E TIOSSEMICARBAZIDAS 46

Etanol P.A.

—

/NH HCI conc.

0
: " _—N NH—R,
o e:
N S NH \N
N O + Y / 33
Q.
R;
32

Na literatura, encontram-se diferentes formas de sintese para obtencdo de
tiossemicarbazonas (CHANDRA, S.; PARMAR, S.; KUMAR, Y, 2009; CUNHA, S.; DA
SILVA, T.L, 2009; TENORIO, R. P. et al., 2005).

As reacOes de condensacédo entre diferentes tiossemicarbazidas 46 e aldeidos
32, em meio &cido, foi baseada na metodologia praticada por (GLIGORIJEVIC N. et
al., 2009) e pelo estudo de revisdo realizado por (TENORIO, R. P. et al., 2005), que
elucidava as diversas vias para obtencao de tiossemicarbazidas. A obtencéo direta
das tiossemicarbazonas a partir de tiossemicarbazidas, foi a via utlizada para
obtencdo das inéditas tiossemicarbazonas isoxazolinicas 33. Esta reacdo é bastante
conhecida por sua alta quimioseletividade, versatilidade e rapidez, apresentando
geralmente altos rendimentos (TENORIO R. P. et al., 2005).

A condensagdo das diferentes tiossemicarbazidas 46, adquiridas
comercialmente, foi realizada com os aldeidos isoxazoOis 32 (p-OCHs, p-CHas),
dissolvidos em etanol P.A. sob temperatura ambiente e quantidades cataliticas de
acido cloridrico concentrado. Quatro condensagdes diferentes foram feitas e tiveram
caracteristicas distintas.

A escolha dos substituintes em R2 33, nos novos compostos
tiossemicarbazonicos e isoxazolinicos aza-biciclicos de seis membros, a principio foi

realizada com substituintes organicos (alquil, arila e tiossemicarbazida néao
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substituida), tendo como objetivo a analise comparativa dos trés grupos funcionais
com relagdo aos rendimentos e aos possiveis efeitos eletrdnicos nas atividades
antichagasica e leishmanicida.

Uma particularidade interessante desta sintese € a condicao reacional, pois as
condensacdes dos aldeidos isoxazolinicos com diferentes tiossemicarbazidas séao
realizadas em temperatura ambiente e sem controle de pH, isso pode ser explicado
devido a termossensibilidade e a alta reatividade dos aldeidos isoxazobis 32 em
solucéo. Essa alta reatividade favorece a precipitacdo da tiossemicarbazona no meio
reacional, proporcionando uma reacdo rapida, simples e com bons rendimentos.

Na literatura, as reac6es de condensacdes de aldeidos com tiossemicarbazidas
necessitam de refluxo e pH controlado. Em valores de pH menores que 4, ha
possibilidade de ocorrer protonacdo do nitrogénio N-1 da tiossemicarbazida e,
consequentemente, a velocidade de condensacao sera mais lenta. Por outro lado, em
pH > 5, a velocidade de reacao também diminui (COSTA, P., 2003; SOLOMONS, G.;
FRYHLE, C., 2002).

O mecanismo desta reacao inicia-se com a protonacdo do oxigénio da carbonila
do aldeido para formar o intermediario ion oxénio, seguida do ataque nucleofilico do
nitrogénio N-1 da tiossemicarbazida para formar o intermediario hemiaminal
protonado. Este perde uma molécula de &gua e, apds neutralizagdo pelo préprio
etanol, forma-se a tiossemicarbazona (TENORIO R. P. et al, 2005). O esquema 18
descreve 0 mecanismo desta reacao.

A condensacéo do p-toluilbenzaldeido 32a com a 4-fenil-tiossemicarbazida 46¢
e com a tiossemicarbazida 46b foi realizada por meio da adicéo lenta do aldeido 32a
(dltimo reagente). Depois da completa adicdo o meio ficou turvo, com 25 minutos de
agitacdo foi observado por meio da CCD a formacdo do produto, porém nesse
intervalo ainda tinha muito aldeido, ap6s 45 minutos foi observado a completa
formacao do produto.

Como a 4-metil-3-tiossemicarbazida 46a e o p-metoxibenzaldeido 32b sé&o
parcialmente solUveis no etanol a condensacdo deles com o p-toluilbenzaldeido 32a
e com a 4-fenil-tiossemicarbazida 46c¢c respectivamente, sofreram algumas
adaptacdes. O p-metoxibenzaldeido 32b parcialmente solubilizado no etanol e o p-
toluilbenzaldeido 32a foram colocados no meio reacional, seguido da adi¢éo direta
das tiossemicarbazidas 46¢ e 46a respectivamente e de 1 gota de HCI conc. Tais

modificacdes também foram baseadas na metodologia praticada por (GLIGORIJEVIC
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N. et al., 2009) e pelo estudo de revisio realizado por (TENORIO R. P. et al, 2005);
com o proposito de obter rendimentos consideraveis, j4 que a solubilizagéo parcial de
ambos iria afetar os rendimentos.

Os rendimentos das reacfes de condensacéo, descritos na tabela 06, estédo
dentro da faixa apresentados na literatura (CHANDRA, S.; PARMAR, S.; KUMAR, Y.
SYNTHESIS, 2009; BERALDO, H., 2004), para outras condensacdes de diferentes
tiossemicarbazidas com aldeidos.

O processo de purificacao se deu por meio de consecutivas lavagens com etanol
P.A. e metanol P.A., seguida de centrifugacdes para retirada do sobrenadante e
repeticdo do processo. Na reacédo foi observado que o método de lavagem para as
tiossemicarbazonas isoxazolinicas nao foi um processo rapido, mas ajudou bastante
na purificagcdo dos mesmos. Outro método utilizado apos consecutivas lavagens foi a
filtracdo a vacuo, com funil sinterizado, onde os produtos foram lavados e filtrados
repetidas vezes com etanol P.A. e metanol P.A., obtendo assim as diferentes
tiossemicarbazonas isoxazolinicas aza-biciclicas de seis membros 33 (TENORIO R.
P. et al, 2005; GLIGORIJEVIC N. et al., 2009).

Tabela 06 — Rendimentos obtidos na sintese dos novos derivados tiossemicarbazoénicos e

isoxazolinicos aza-biciclicos de seis membros

Tiossemicarbazonas isoxazolinicas piperidinica 33 Rendimentos (%)
33a- Ri: CH3 R2: CHs 84
33b - R1: CHs R2: H 70
33c - R1: CHs Rz: Ph 62
33d - Ri: OCHs R2: Ph 52
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Esquema 18 — Suposto mecanismo reacional para obtencdo das inéditas tiossemicarbazonas

isoxazolinicas aza-biciclicas de seis membros 33.

As novas tiossemicarbazonas isoxazolinicas aza-biciclicas de seis membros 33
foram caracterizadas estruturalmente por meio da espectroscopia de RMN (1D e 2D),
como também pela identificacdo dos grupos funcionais através das analises de
infravermelho.

As figuras 37 e 39 apresentam a estrutura da tiossemicarbazona isoxazolinica
33a, como ilustracdo representativa, contendo todos os sinais de RMN de H e 13C
respectivamente. Os sinais diagnosticos do heterobiciclo, aparecem exatamente em
6,11 ppm em RMN de *H e 89,9 ppm em RMN de 3C, confirmando a formac&o do
anel 2-isoxazolina aza-biciclica, os sinais caracteristicos dos hidrogénios metilénicos
em 1,58; 1,96 e 3,01; 3,58; confirmam que o nucleo é de seis membros. Ressaltando

gue, as outras moléculas sintetizadas obtiveram deslocamentos quimicos
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semelhantes, apenas com as variantes dos substituintes, sendo confirmado a
formacgé&o do anel 2-isoxazolinico aza-biciclico de seis membros em toda a série.

Os deslocamentos quimicos em 11,66 ppm (N - NH) e 8,32 ppm (H-N-C =YS)
séo dos hidrogénios das ligacdes (N — H), eles estdo altamente desblindados devido
a forte eletronegatividade do a4tomo de nitrogénio e a ressonancia local existente
ocasionada pela ligacéo pi (C = S), ressaltando que o sinal diagnéstico deste carbono
€ de extrema importancia, pois comprova a formacao da funcéo tiossemicarbazona,
seu deslocamento quimico foi de 177,8 ppm em RMN de 3C. Outro sinal caracteristico
das tiossemicarbazonas em RMN de !H ¢ a ligacdo (CH = N), com o deslocamento
quimico em 7,82 ppm. E importante mencionar que, esses deslocamentos principais
supracitados demonstraram poucas variacdes nas demais tiossemicarbazonas
sintetizadas. As figuras 38 e 40 apresentam, de forma demonstrativa, 0s espectros de
RMN de 'H e RMN de '3C, com destaque nos principais sinais diagnésticos da
formacao da tiossemicarbazona isoxazolinica 33a.

Para caracterizacio por RMN de 3C das amostras 33b e 33c, foram feitas duas
analises, alterando a temperatura de 27 °C para 35 °C, o tempo morto (d1) entre as
repeticdes foi alterado para 0.5s e o tempo da amostra no aparelho foi maior (2:30 h)
para cada composto. Essas mudancas foram realizadas porque no primeiro espectro
com a temperatura a 27 °C e o tempo aproximado de 2 h, ndo foi possivel verificar o
sinal diagnostico da formacéo do heterobiciclo (carbonos do anel).

A figura 41 apresenta, como ilustracdo demonstrativa, o espectro de
infravermelho, com destaque para as principais bandas caracteristicas da
tiossemicarbazona isoxazolinica 33a. A figura 42 exibe os espectros de infravermelho
dos novos compostos tiossemicarbazbnicos e isoxazolinicos (33b, 33c, 33d).

A figura 43, apresenta de maneira ilustrativa, o espectro bidimensional de RMN
por correlacdo (HSQC) do composto 33a, confirmando os acoplamentos (*H - *C) que
participam da mesma ligacdo quimica (*JcH). Uma particularidade interessante, € que
nos espectros por correlacdo (HSQC) néao é possivel verificar o acoplamento *JcH dos
carbonos e dos hidrogénios da juncdo do anel isoxazolinico. Essa particularidade é
uma caracteristica do heterobiciclo, ja& que o mesmo néo é plano, dificultando a
relaxagéo do spin, por esse motivo os sinais diagnosticos possuem baixa intensidade
e ndo aparecem nos espectros bidimensionais de acoplamento !Jch. Outra
caracteristica importante, € que o sinal diagndstico do carbono do heterobiciclo, que

possui deslocamento quimico em 40 ppm, ndo aparece nos espectros de RMN de 3C



nem nos bidimensionais por correlacdo (HSQC). Isso acontece porque o0

deslocamento quimico de *C do DMSO-d6, solvente o qual os compostos finais séo

soluveis, € de 39,52 ppm e a multiplicidade do seu sinal é um septeto, logo o

deslocamento quimico em 40 ppm do carbono do heterobiciclo fica abaixo do sinal de

13C do DMSO-d6.

1
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Figura 37 - Dados espectométricos de RMN de 'H da tiossemicarbazona isoxazolinica 33a
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Figura 38 - Espectro de RMN de 'H da tiossemicarbazona isoxazolinica 33a



Figura 39 - Dados espectométricos de RMN de 13C da tiossemicarbazona isoxazolinica 33a.
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Figura 40 - Espectro de RMN de 13C da tiossemicarbazona isoxazolinica 33a
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Figura 41 — Espectro ilustrativo de IV-FT da inédita tiossemicarbazona isoxazolinica 33a.
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Figura 42 — Espectro ilustrativo de IV-FT das inéditas tiossemicarbazonas isoxazolinicas 33b, 33c, 33d.
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5 PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS

5.1 MATERIAIS E METODOS

Para a sintese das enamidas endociclicas de 6 membros 29 e dos cicloadutos
isoxazolinicos 30, todas as vidrarias foram secas em estufa a 120 °C por 5 h, visto
gue se trata de reacbes anidras pois as moléculas sintetizadas sao sensiveis a
umidade, devido a esta particularidade, toda reacao foi feita sob atmosfera de argénio
e todos os solventes utilizados foram tratados e destilados antes do uso.

A trietilamina (TEA) foi tratada com hidreto de calcio e destilada no dia da reacéo,
o tetrahidrofurano (THF) foi tratado com sodio metalico e benzofenona (indicador) e
destilado antes do uso, o etanol utilizado para sintese do trimero da 1-piperideina 28a
foi tratado com Mg/l2 e destilado no dia do procedimento, o acetato de etila e hexano
utilizados nas cromatografias em camada delgada (CCD) e nas cromatografias em
coluna flash foram destilados e armazenados em frascos de vidro ambar. As analises
através da CCD foram feitas em cromatofolhas de aluminio (gel de silica 60), contendo
indicador para 254 nm. A visualizagdo das manchas foi realizada com lampada U.V.
A 254 nm e adsorc¢édo do iodo, ou &cido fosfomolibdico (solugcéo 7 % em etanol).

As colunas cromatogréficas foram empacotadas com gel de silica 60 (230 — 400
mesh) e eluidas sob presséo (Flash), ressaltando que os produtos puros com aspecto
solido tiveram seus pontos de fusdo aferidos no aparelho FISATON® 431D.

As centrifugacdes foram realizadas por um Centrifugador Excelsa 2, 205N de 7
rotacdes — Fanem LTDA. Os produtos sélidos tiveram seu ponto de fusdo aferidos em
aparelho POLAX WRS —1.

Os espectros de absor¢éo na regido do infravermelho foram obtidos utilizando-
se 0 equipamento PerkinElImer® (Spectrum 400), com dispositivo de reflectancia total
atenuada (ATR) com cristal de Seleneto de Zinco e em aparelhos Bruker IFS 66
(transformada de Fourier), utilizando-se pastilhas ou janelas de KBr. As frequéncias
foram expressas em cm-1.

Os espectros de massas de alta resolucao foram obtidos em aparelho Shimadzu
LCMS IT/TOF, bomba LC 20AD, Injetor SIL-20 A, tendo como fonte de ionizacéo
elétron spray (ESI).

Os espectros de RMN de 'H e 3C foram obtidos nos equipamentos da Varian
Unity® 300MHz e Varian Unmrs® 400MHz, que ficam localizados na Central analitica
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do Departamento de Quimica Fundamental (DQF). Os deslocamentos quimicos foram
expressos em ppm, ressaltando que o padrao interno utilizado para analise de RMN
de H ¢ o tetrametilsilano. Os solventes utilizados para as analises de RMN foram o
CDCls-d1 e 0 DMSO-ds. Os sinais dos espectros de RMN 'H sdo designados da
seguinte forma: deslocamento quimico (ppm), multiplicidade (s = singleto, d = dubleto,
dl = dubleto largo, t = tripleto, tl = tripleto largo, q = quarteto, dd = duplo dubleto, dt =
duplo tripleto, ddl = duplo dubleto largo, m = multipleto, ml = multipleto largo, sl = sinal

largo), constante de acoplamento (Hz) e niumeros de hidrogénios.

5.2 SINTESE DO TRIMERO DA 1-PIPERIDEINA 28a

O KOH/Etanol seco N N
- —_—
Refluxo 24h -t.a.
S N

N
| N
a 2 -
5.2.1 Preparacao do acetato de piperidinio 34
CH,COOH o)
_—
e ° - )k
N N o)
/N
H H
27 34

Em um bal&o de 250 mL foram colocados 5 mL de piperidina 27 (51,95 mmol), o
meio reacional foi resfriado a -5 °C com banho de gelo/NH4Cl e agitacdo constante.
Sob forte agitacdo e sem ultrapassar a temperatura de 0 °C, foi adicionado lentamente
2,92 mL (51,95 mmol) de &cido acético glacial, através da pipeta graduada.
Periodicamente foi colocado algumas lascas de gelo no meio reacional, sob agitacéo
vigorosa, para completa solubilizagdo do sal formado. Ao término do procedimento foi
obtida uma solugdo aquosa limpida e viscosa, correspondendo ao acetato de

piperidinio 34.
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5.2.2 Preparacéo da solugao de hipoclorito de célcio

Foram pesados 61,01 g de hipoclorito de calcio a 65 % e adicionados a 250 mL
de agua contidos em um erlenmeyer, este foi envolvido em papel aluminio, para evitar
a degradacdo do hipoclorito pela luz. A solugcdo passou 12 h sob agitacdo para
completa solubilizagdo do mesmo.

No dia posterior, a solucéo foi filtrada a vacuo utilizando funil de vidro sinterizado
e uma pequena camada de celite, obtendo uma solucdo limpida de cor levemente
amarelada (~150 mL). Esta posteriormente foi submetida a titulacdo iodométricapara

determinacao da concentragéo do hipoclorito de calcio.
5.2.3 Titulagado do hipoclorito de calcio

Foi adicionado no erlenmeyer 25 mL da solugdo aquosa a 4% (m/v) de KiI,

15 mL da solugdo aquosa de H2S04 10 % (v/v) e 1 mL da solug&o de hipoclorito de
calcio respectivamente. A mistura possui coloracao vermelho escuro devido a reducéo
do iodeto a iodo (I2) pelo hipoclorito.

Iniciada a titulacdo, foi observado que a descoloracdo da solucdo ocorre
lentamente, isso se da devido a oxidacdo do iodo a iodeto pela acéo do tiossulfato de
sédio 0.1 M, nessa titulacdo foi gasto 34 mL do agente titulante. Quando a solucéo
atingiu uma cor laranja claro foi adicionado o amido (previamente solubilizado em
agua, apenas algumas gotas foram utilizadas) e a solugdo adquiriu uma coloragéo
azul, devido a interacéo iodo/amido. A titulacao foi continuada cujo ponto de virada foi
observado quando a coloracdo passou de azul para incolor. A concentracédo final do

hipoclorito de célcio nessa titulagdo foi de 0,85 M.

5.2.4 Obtencao da N-cloropiperidina 35

O Sol. ag. Ca(OCl),

_ )—k Agitacao, 0 °C
O 12h Sob N32804 N

I—2ZI%F
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Em um baldo foram colocados 69 mL de uma solucéo 0,85 M de hipoclorito de
célcio (58,44 mmol de Ca(OCl)2). Em seguida a solucédo foi resfriada em banho de
gelo; sob forte agitacdo sempre mantendo a temperatura abaixo de 0 °C. A solucao de
acetato de piperidinio 34, preparada anteriormente, foi adicionada lentamente via funil
de adigéo, durante 1 h. Asolugéo resultante permaneceu em agitagédo por 15 min.

Com a adicéo do acetato de piperidinio 34 na reacéo ocorre a formacéo do N-
cloropiperidina 35 que ndo é soluvel em agua, devido a esta particularidade foi
observado a turvacdo do meio. Em seguida, foi realizada a extragcdo da solucao
amarela com éter etilico, realizando trés lavagens consecutivas de 30 mL. O extrato
etéreo foi seco durante a noite com sulfato de sédio anidro e armazenado em
geladeira. Concentrou-se o extrato etéreo seco em banho de agua (~50 °C) nunca
ultrapassando 65 °C. A solucao etérea concentrada com volume final aproximado de
50mL foi utilizada na reacéo subsequente.

5.2.5 Obtencéao do trimero da 1-piperideina 28a

N
KOH/Etanol C(
—_— e
Refluxo 24h -ta. N N
/
28a

N N

Em um baldo de duas bocas, equipado com funil de adicdo com equalizador de
pressado e condensador de refluxo, foram colocados 6,558 g (116,8 mmol) de KOH e
29 mL de etanol seco. Ap6s completa dissolugcdo do KOH em etanol, sob refluxo, foi
adicionado lentamente via funil de adicéo, durante 1:30 h a solucdo concentrada de
N-cloropiperidina 35 preparada anteriormente, mantendo sempre a agitacéo
magnética vigorosa. ApOs o término da adicdo, a suspensdo resultante
(amarelo/alaranjada) foi deixada em agitacé&o por mais 1:30h sob refluxo e em seguida
sob agitacao vigorosa a temperatura ambiente durante 24 h.

No dia seguinte, o KClI foi filtrado em funil de vidro sinterizado e o preciptado foi
lavado com etanol. O etanol foi removido em evaporador rotatério, obtendo um liquido

oleoso de cor castanha. Para evitar que houvesse perdas do produto, o KCI foi
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solubilizado em 60 mL de agua e foi a extraido com éter etilico (3 x 15 mL). A fase
etérea foi seca sob Na2SOa.

Posteriormente foi juntado a fase etérea e a aquosa para realizacéo da extracao
com éter etilico (3 x 15 mL). Em seguida a fase etérea foi seca com sulfato de sédio
anidro e apos filtracdo o solvente foi evaporado, onde foi obtido um liquido oleoso de
cor castanha que foi solubilizado em 1 mL de acetona. A cristalizacao foi efetuada a
-18 °C (freezer). Os cristais obtidos, ainda congelados, foram lavados com acetona
resfriada (abaixo de -20°), apds consecutivas lavagens o trimero da 1-piperideina 28a
foi armazenado em frasco ambar e seco no auto-vacuo. Apés este procedimento foi
verificado o ponto de fuséo (58 - 62 °C), confirmando a formacao do produto. Foi obtido

1,42 g de trimero, correspondendo ao rendimento de 38 %.
PROPRIEDADES FiSICO-QUIMICAS DE 28a

- Cristais Amarelos

- Ponto de fuséo 58 °C — 62 °C (conforme literatura)

DADOS ESPECTROMETRICOS DE 28a

RMN de *H (300 MHz,CDCl3) 8, t.a

1,28 (m, 3 H); 1,56 (m, 6 H); 1,71 (m, 9H); 2,03 (m, 3 H); 2,79 (dd; 3 H); 3,12 (m, 3 H).
RMN 13C (75 MHz, CDCl3) 3, t.a

82,0 (CH); 46,4 (CH2); 29,2 (CH2); 25,8 (CH2); 22,3 (CH2)

5.3 SINTESE DAS ENAMIDAS ENDOCICLICAS DE SEIS MEMBROS 29

5.3.1 Sintese da N-(4-metoxibenzoil)-2-piperideina 29b

/lfj TEA, THF, |
N N Cloretos de benzoila

TEA, THF p-subistituidos N
B ——
A T0°C A 70°C
b -
28a

28 29b OCH,4

\j
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Em um baldo de duas bocas de 100 mL foi adicionado o trimero da 1-piperideina
28a (1,0281 g; 4,11 mmol), THF (46 mL) e trietilamina (1,15 mL; 8,22 mmol). A esta
solucéo sob refluxo foi adicionado lentamente, com seringa e agulha, o cloreto de p-
OCHs benzoila 36b (1,18 mL; 8,27 mmol). Ao término da adi¢éo a rea¢cado permaneceu
em refluxo por mais 3h sendo acompanhada por CCD.

A solucéo resultante foi filtrada em funil de vidro sinterizado e levada ao rota
evaporador para remocéo completa do solvente.

O produto foi submetido a cromatografia em coluna “flash” (gel de silica),
acetato/hexano (1:4). Apos realizacdo do procedimento de purificagdo foi obtido um
0leo incolor contendo 1,0669 g da enamida p-OCHs 29b, correspondendo ao

rendimento de 58 %

PROPRIEDADES FiSICO-QUIMICAS DA ENAMIDA p-OCHz 29b

- Oleo incolor
- Rf = 0,47 (AcOEt/hexano 1:1)

DADOS ESPECTROMETRICOS DE 29b

RMN de 'H (300 MHz,CDCI3) 5, t.a, presenca de rotameros.

1,93 (sl, 2H); 2,11 (m, 2H); 3,80 (sl, 2H); 3,82 (s, 3H); 4,84 e 5,17 (sl, 1H, rotameros);
6,52 (sl, 1H); 6,90 (dl, J = 8,7 Hz, 2H); 7,47 (dl, J = 8,7 Hz, 2H).

RMN de *3C (75 MHz, CDClIs) &, t.a

21.9 (CH2); 21.8 (CH2); 41.2 (CHZ2); 55.3 (CH3s); 107.2 (CH); 113.5 (CH); 127.1 (CH);
127.9 (C); 130.3 (CH); 161.1 (C); 169.0 (C=0).

l.V. (janela de KBr, cm-1) principais sinais.

3.080, 3.000, 2.930, 2.830, 1.629, 1.510, 1.407, 1.375, 1.253, 1.175, 1.029, 992, 842,
760, 720, 586.
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5.3.2 Sintese da N-(4-toluilbenzoil)-2-piperideina 29a

TEA, THF, ‘

Cloretos de benzoila
N N TEA. THF p-subistituidos N
—_— o
A 70°C A 70°C
,\@ g
28a

@)

N

28

N
=]
o

CHsy

O procedimento desta sintese é semelhante ao (5.3.1). Onde foi utilizado o

trimero da 1-piperideina 28a (1,0032 g; 4,02 mmol), THF (45 mL), trietilamina

(1,12 mL; 8,04 mmol), e por fim o cloreto de p-toluil benzoila 36a (1,15 mL; 8,24 mmol).
O processo de purificacdo foi semelhante ao procedimento (5.3.1), onde o produto foi
submetido a cromatografia em coluna “flash” (gel de silica), acetato/hexano (1:4).
Apbs realizacdo do procedimento de purificagcdo foi obtido um sdlido branco em forma
de cristal, sendo obtidos 1,8675 g da enamida 29a, correspondendo ao rendimento de
99%.

PROPRIEDADES FiSICO-QUIMICAS DA ENAMIDA p-CHs 29a

- Cristais brancos
- Ponto de fuséo: 41,4 °C — 43 °C
- Rf = 0,60 (AcOEt/hexano 1:1)

DADOS ESPECTROMETRICOS DE 29a

RMN de *H (300 MHz,CDCI3) 8, t.a, presenga de rotameros.

1,92 (sl, 2H); 2,10 (m, 2H); 2,36 (s, 3H); 3,79 (sl, 2H); 4,81 (sl, 1H); 6,45 (sl, 1H); 7,17
(dl, 3 =8,1 Hz, 2H); 7,35 (dI, J = 8,1 Hz, 2H).

RMN de *C (75 MHz, CDClIs) &, t.a

21.3 (CHs); 21.6 (CH2); 21.8 (CH2); 41.0 (CHz2); 107.0 (CH); 127.6 (CH); 128.2 (CH);
128.8 (CH); 128.9 (CH2); 140.2 (C=0).
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5.4 SINTESE DO CLORIDRATO DA GLICINA ESPERIFICADA 38

@]
P
OH 0° C, 30min., EtOH, SOCI, 3
H,oN - /\O
Refluxo, 4h 38
37 20

O

Em um baldo de fundo redondo de 500 mL, arrefecido em banho de gelo e
equipado com agitacdo magnética, foi colocado 200 mL de etanol P.A. e com uma
pipeta graduada foi adicionado lentamente ao meio reacional o cloreto de tionila
[SOCI2] (9,65 mL; 133 mmol). Em seguida a glicina 37 (10 g; 133 mmol) foi adicionada,
apos término da adicdo o banho de gelo foi retirado e a mistura submetida a refluxo
por 4 h, sendo importante destacar que a faixa de temperatura para completa
solubilizacéo da glicina esta entre 74 °C e 78 °C. Ap6s remocao do etanol a glicina
esterificada 38 foi lavada consecutivas vezes com éter etilico, por meio da filtracdo em
funil de vidro sinterizado. Esse processo foi utilizado com o propésito de retirar todas
as impurezas oriundas da glicina esterificada. O produto obtido foi 18,29 g cujo
rendimento foi de 98 %

PROPRIEDADES FiSICO-QUIMICAS DA GLICINA ESTERIFICADA 38

- S6lido branco amorfo

- Faixa de fusdo: 145 °C a 146 °C, conforme literatura.

5.5 SINTESE DO CLOROOXIMIDOACETATO DE ETILA 39, PRECURSOR DO N-
OXIDO DE NITRILA — CEFNO 40

0

. - NaNO, N
)k/NHfiCl /\O = \OH
/\O HCI conc.

38 = (I

Y
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Em um baldo de fundo redondo de 250 mL foi pesada a glicina esterificada 38
(18,29 g; 131,03 mmol) que foi solubilizada em 30 mL de &gua destilada. Foi
adicionado HCI conc. (11,33 mL; 369,79 mmol) e uma solucdo aquosa de NaNO:2
(9,245 g; 132,54 mmol / H20 = 15,3 mL). Apés término da adigdo, nas mesmas
condicOes descritas anteriormente, foi adicionado mais um equivalente de HCI conc.
e de NaNO:. A adicéo destes é feita a 0 °C.

Com o término do segundo equivalente de NaNO2, a mistura reacional
permaneceu em agitacao durante 20 min, posteriormente foi realizada a extragdo com
diclorometano (6 x 35 mL), ao término da extracdo o produto foi seco com Na2SOa4
anidro. Apés total evaporacdo do solvente foi adicionado hexano gelado, onde foi
observado a precipitacdo do produto, por fim este foi filtrado em funil de vidro
sinterizado e armazenado em frasco de vidro ambar. Obteve-se 11,9485 g do

precursor cujo rendimento foi de 65 %.

PROPRIEDADES FiSICO-QUIMICAS DO CLOROOXIMIDOACETATO DE ETILA 39

- Sélido branco cristalino

- Faixa de fusdo: 75 °C a 80 °C, conforme literatura.

5.6 CICLOADICAO 1,3-DIPOLAR DAS ENAMIDAS ENDOCICLICAS 29 COM O
CLOROOXIMIDOACETATO DE ETILA 39

5.6.1 Sintese do éster 7-(4-metoxibenzoila)-3a,4,5,6,7,7a-hexahidroisoxazolo
[5,4-b]piridina-3-carboxilato de etila 30b

(l)_
OH
| N* O\\
cl N — = c—0O
@ CO,Et CO,Et \N
/
39 40 0
N" 200 + = - N 300
TEA, THF, 2 70 °C )\

O 0 = ‘

OCH3 OCH;
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Em um baldo de duas bocas de 100 mL, foi adicionada a enamida p-OCH3s 30b
(21,0669 g; 4,91 mmol), THF (10 mL) e a trietilamina (1,06 mL; 7,61 mmol). A esta
solucéo sob refluxo, foi adicionada lentamente com seringa e agulha, a solucdo de
clorooximidoacetato de etila 39 (1,04 g; 6,91 mmol / 3 mL de THF). Apés terminada a
adicao, mais um equivalente de trietilamina e de precursor 39 foram adicionados nas
mesmas condicbes descritas anteriormente. Ao término da adicdo, a reacdo
permaneceu por mais 20 min sob refluxo quando a CCD confirmou a formacao do
produto. O sal formado (cloreto de trietilamonio) foi filtrado e o solvente foi removido
por meio do evaporador rotatério. O produto foi submetido a cromatografia em coluna
“flash” (gel de silica), acetato/hexano (3:7) apos realizacdo do procedimento de
purificacdo foi obtido um éleo incolor contendo 0,4385 g do cicloaduto p-OCHs 30b,

correspondendo a um rendimento de 30 %.

PROPRIEDADES FiSICO-QUIMICAS DO CICLOADUTO p-OCHs 30b

- Oleo incolor
- RF=0,5 (AcOEt/hexano 1:1)

DADOS ESPECTROMETRICOS DE 30b

RMN de !H (300 MHz,CDClIs) &, t.a

1,36 (t, J =7,2 Hz, 3H); 1,68 a 1,93 (m, 4H); 3,21 (m, 1H); 3,36 (m, 1H); 3,82 (s, 3H);
4,34 (m, 3H); 6,33 (sl, 1H); 6,92 (dl, J = 9 Hz, 2H); 7,50 (dI, J = 9,0 Hz, 2H).

RMN de 3C (75 MHz, CDCIs) &, t.a

14,0 (CHs); 18,9 (CH2); 21,7 (CH2); 39,5 (CH2); 41,3 (CH); 55,3 (CH3); 62,1 (CH2); 91,6
(CH); 113,8 (CH); 126,4 (C); 129,7 (CH); 155,9 (C); 160,0 (C); 161,4 (C=0).

I.V. (janelha KBr, cm-1) principais sinais.

2.958, 1.722, 1.651, 1.606, 1.417, 1.344, 1.251, 1.176, 1.129, 1.024, 921, 843, 763.
E.M — Alta Resolugé&o (m/z). Calculado 332.13722, encontrado 332.12713.
Principais sinais.

77.02489, 107.03699, 135.03258 (100%), 217.09206, 332.12713 (M+).
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5.6.2 Sintese do éster 7-(4-metilbenzoila)-3a,4,5,6,7,7a-hexahidroisoxazolo [5,4-
b]piridina-3-carboxilato de etila 30a

z—O0
X

CI\ =

i I A
| CO,Et CO,Et (\ AN

N 29a + — - N 30a
TEA, THF, A 70°C 2\
o =

S

CHs CH,

O procedimento desta sintese é semelhante ao (5.6.1). Foi utilizada a enamida
p-CHs 29a (1,8675 g; 9,34 mmol), THF (30 mL), trietilamina (2,42 mL; 17,34 mmol) e
clorooximidoacetato de etila 39 (2 g; 13,34 mmol). O produto foi submetido a
cromatografia em coluna “flash” (gel de silica), acetato/hexano (3:7). Apés realizagao
do procedimento de purificacdo foi obtido um sdlido branco cristalino contendo

1,0305 g do cicloaduto p-CHs 30a, correspondendo a um rendimento de 35 %.

PROPRIEDADES FiSICO-QUIMICAS DO CICLOADUTO p-CHs 30a

- Oleo incolor
- RF= 0,58 (AcOEt/hexano 1:1)

DADOS ESPECTROMETRICOS DE 30a

RMN de *H (300 MHz,CDCl3) 8, t.a

1,34 (t, J = 7,5 Hz, 3H); 1,69 a 1,88 (m, 4H); 2,36 (s, 3H); 3,20 (M, 1H); 4,20 (I, 1H):
4,31 (m, 3H): 6,28 (sl, 1H): 7,18 (dI, J = 7,8 Hz, 2H): 7,41 (dI, J = 8,4 Hz, 2H).

RMN de 13C (75 MHz, CDCl3) &, t.a

13,99 (CHa); 18,84 (CHa); 21,31 (CHa); 21,59 (CH2); 41,26 (CH); 62,06 (CH2); 91,0
(CH); 127,55 (CH); 129,0 (CH); 131,4 (C); 140,8 (C); 159,9 (C); 172,3 (C=0).
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5.7 SINTESE DOS ALCOOIS ISOXAZOLINICOS 31 (REDUCAO DO GRUPAMENTO
ESTER EM C3)

57.1 Sintese do alcool (4-metoxibenzoila)-(3-hidroximetil-3a,4,5,6-

tetrahidroisoxazol [5,4-b]piridin-7-il-metanona 31b

o
o\/ OH
A\ \N
N /
\ g NaBH, N o
CHBOH (seco)
O

o)

OCH;, OCH;

30

SUb 31b

O éster isoxazolinico 30b (0,4385 g; 1,32 mmol) foi solubilizado em metanol seco
(40 mL). A 0 °C, sob vigorosa agitacéo, foi adicionado o NaBH4 (0,20 g; 5,28 mmol).
Apbés completa adicdo do agente redutor, a solucdo reacional permaneceu em
agitacao por aproximadamente uma hora a 0 °C e mais uma hora a t.a. Decorrido este
tempo, foi verificado através de CCD o término da reacdo, sendo importante
mencionar que desde a adicdo do NaBHa foi observado a formacgéo do alcool.

Apds completo consumo do éster 30b, todo metanol foi removido e
posteriormente foi realizada a extracdo. Para este procedimento foram utilizados (3 x
10 mL) de acetato de etila e 15 mL de solucdo aquosa saturada de NaCl. A fase
organica foi seca sob Na2S04 anidro, e apés filtracdo e remocgdo do solvente, foi
submetido a filtracdo em coluna “flash” (gel de silica, AcCOEt/Hexano a 2:3). Foi obtido

0,2177 g do &lcool p-OCHs puro 31b, correspondendo a um rendimento de 54 %.
PROPRIEDADES FiSICO-QUIMICAS DO ALCOOL p-OCHs 31b
- Solido branco cristalino

- RF=0,51 (AcOEt)
- Faixa de fusdo: 76 °C — 79 °C
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DADOS ESPECTROMETRICOS DE 31b

RMN de *H (300 MHz; CDCl3; ppm; J (Hz)) 8, t.a.

1,71 (m, 4H); 2,90 (sl, 1H); 3,12 (m, 1H); 3,19 (m, 1H); 3,81 (s, 3H); 4,18 (sl, 1H); 4,29
(d; J=14,4; 1H); 4,37 (d; J= 14,4; 1H); 6,11 (sl, 1H); 6,90 (d; J= 8,4; 2H); 7,52 (d; J=
8,4; 2H); 7,52 (d; J= 8,4; 2H).

5.7.2 Sintese do alcool (4-metilbenzoila)-(3-hidroximetil-3a,4,5,6-

tetrahidroisoxazol [5,4-b]piridin-7-il-metanona 31a

OH

N—

g NaBH,

[I\/(N
N (0]
N -
CHSOH (seco)
O
CH

CHs

3

€
(=
(Y]

31a

O procedimento desta sintese € semelhante ao procedimento (5.7.1). Foi
utilizado o éster isoxazolinico 30a (1,0305 g; 3,25 mmol), metanol seco (98 mL) e
NaBHa4 (0,49 g; 13 mmol). Com o término da reagéo, verificada através da CCD, foi
realizada a extracéo utilizando 25 mL de acetato de etila e 30 mL de solugéo aquosa
saturada de NaCl. O produto bruto foi purificado por filtragdo em coluna “flash” (gel de
silica, AcOEt/Hexano a 2:3), obtendo 0,6373 g do alcool p-CHs puro 3la,

correspondendo a um rendimento de 68 %.
PROPRIEDADES FiSICO-QUIMICAS DO ALCOOL p-CHs33la
- Sélido branco cristalino

- RF=0,56 (AcOEt)
- Faixa de fusdo: 105 °C — 108 °C
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DADOS ESPECTROMETRICOS DE 3la

RMN de H (400 MHz; CDCl3; ppm; J (Hz)) 8, t.a.

1,68 (m, 4H); 2,34 (s, 3H); 3,15 (m, 2H); 3,19 (sl, 1H); 4,26 (d; J= 14; 2H); 4,30 (d; J=
14,4; 1H); 5,99 (sl, 1H); 7,19 (d; J=7,6; 2H); 7,41 (d; J= 8; 2H).

RMN de 13C (100 MHz, CDCl3) &, t.a

18.85 (CHs); 20.58 (CHz); 21,29 (CH2); 38,33 (CH); 42,57 (CH2); 57,1 (CHz); 89,03
(CH); 127,5 (C); 129,01 (CH); 131,67 (CH); 140,68 (C); 162,74 (C=N); 172,54 (C=0).

5.8 SINTESE DOS ALDEIDOS VIA OXIDACAO DE SWERN 32

5.8.1 Sintese do aldeido (4-metoxibenzoila)-3a,4,5,6,7,7a-hexahydroisoxazole
[5,4-b]pirdina carbaldeido 32b

0]
OH H
\N \N
N O/ Cloreto de oxalila, - 78°C - N 0/
DMSO, CH,Cl,, TEA
0] @]
OCHj3 OCHj4
31b 32b

Em um baldo de fundo redondo, com atmosfera de argénio, foi adicionado o
cloreto de oxalila 42 (0,08 mL; 0,6221 mmol) previamente solubilizado em
diclorometano seco (2 mL). Esta solugao, sob agitagcéo vigorosa, foi colocada a uma
temperatura de - 78 °C, através do banho de gelo seco e alcool. Durante toda reacao
a temperatura foi monitorada por um termémetro quimico com escala interna de - 80
°C a + 3 °C. Apos estabilizagdo da temperatura a - 70 °C, foi adicionado ao meio
reacional o DMSO 41 (0,14 mL; 1,9674 mmol) previamente solubilizado em (0,41 mL)
de CH2Cl2 seco. ApGs 2 minutos, foi adicionada lentamente, durante 5 minutos, a
solucéo do alcool isoxazolinico p-OCHs 31b (0,184 g; 0,6338 mmol), com o término
da adicao do alcool 31b a solugéo reacional foi deixada sob agitacdo por 15 minutos

adicionais. Em seguida, foi adicionada ao meio reacional a trietilamina (0,45 mL;
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3,2009 mmol), deixando o meio sob agitacao por 5 min adicionais. Foi verificado por
CCD o término da reagéo.

Foi realizada uma extracdo utilizando CH2Clz (3 x 15 mL) e 4gua (10 mL). A fase
organica foi seca com sulfato de sédio anidro. Foi realizada a purificacdo do produto
bruto por meio da cromatografia em coluna “flash” (gel de silica, AcCOEt/Hexano a 3 :

7), obtendo-se 0,156 g do aldeido puro 32b, com um rendimento de 85 %.
PROPRIEDADES FiSICO-QUIMICAS DO p-METOXIBENZALDEIDO 32b

- Solido branco cristalino
- RF=0,48 (AcOEt/hexano 1:1)
- Faixa de fusao: 97,5 °C — 100,5 °C

DADOS ESPECTROMETRICOS DE 32b

RMN de !H (300 MHz; CDClz; ppm; J (Hz)) 8, t.a.
1,55-1,95 (m, 4H): 3,22 (m, 1H); 3,39 (m, 1H); 3,84 (s, 3H); 4,12 (sl; 1H); 6,42 (sl
1H); 6,93 (d; J=8,7; 2H); 7,55 (d; J= 8,4; 2H); 9,83 (s, 1H).

RMN de *3C (75 MHz, CDCI3; ppm; J (Hz)) &, t.a.

18,6 (CH2); 20,8 (CH2); 39,0 (CH); 40,0 (CH2); 55,4 (CH3):92,3 (CH); 113,8 (CH);
126,3 (C); 129,7 (CH): 161,5 (C=N); 162,6 (C-O); 172,2 (C=0); 185,7 (CHO).

5.8.2 Sintese do aldeido (4-metilbenzoila)-3a,4,5,6,7,7a-hexahydroisoxazole[5,4-
b]piridina carbaldeido 32a

: C{J/
Cloreto de oxalila, - 78°C

0
H

\N \N

/ /

N o N O

DMSO, CH,Cl,, TEA
o) 0
CHj CH,
31a 32a
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O procedimento é semelhante ao (5.8.1). Os reagentes utilizados foram o cloreto
de oxalila 42 (0,28 mL; 3,2675 mmol) previamente solubilizado em diclorometano seco
(6 mL); DMSO 41 (0,34 mL; 4,2216 mmol) solubilizado em (0,92 mL) de CH2Clz seco,
alcool p-toluil 31a (0,583 g; 2,14 mmol) e a trietilamina (1,53 mL; 10,91 mmol). O
término da reacéao foi verificado por meio da CCD.

O processo de extracao foi semelhante ao (5.8.1). Foi utilizado CH2Cl2 (3 x 25 mL) e
agua (20 mL). A purificacdo do produto bruto foi feita por meio da cromatografia em
coluna “flash” (gel de silica, AcCOEt/Hexano a 3:7), obteve-se 0,4863 g do aldeido 32a

puro, com um rendimento de 83 %.

PROPRIEDADES FiSICO-QUIMICAS DO p-TOLUILBENZALDEIDO 32a

- Sélido branco cristalino
- RF=0,56 (AcOEt/hexano 1:1)
- Faixa de fusdo: 113,9 °C — 117,1°C

DADOS ESPECTROMETRICOS DE 32a

RMN de 'H (400 MHz; CDCl3; ppm; J (Hz)) 5, t.a.
1,53-1,79 (m, 4H); 2,31 (s, 3H); 3,16 (m, 1H); 3,31 (sl, 1H); 4,07 (sl; 1H); 6,27 (sl
1H); 7,17 (d; J=7,6; 2H); 7,38 (d; J=8; 2H); 9,75 (s, 1H).

RMN de *C (100 MHz, CDCI3; ppm; J (Hz)) 5, t.a.

18,58 (CHa); 20,73 (CH2); 21,63 (CH2); 39,03 (CH; CH2); 92,97 (CH); 127,56 (C);
127,5 (C); 129,17 (CH); 131,45 (CH); 140,94 (C); 162,46 (C=N); 172,45 (C=0);
185,61 (H-C=0).

5.9 CONDENSACAO DOS ALDEIDOS ISOXAZOLINICOS 32 COM DIFERENTES
TIOSSEMICARBAZIDAS 46.

5.9.1 Sintese da tiossemicarbazona (4-metoxibenzoila) -3a,4,5,6,7,7a-
hexahydroisoxazole[5,4-b]piridin-3-il-metileno-

N-fenilhidrazinacarbotioamida 33d
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S
NH
o) H / 6
> >
/
N 0 + s NH Etanol P.A. N 0O 33d
o \‘/ HCI conc.
NH )
HoN~
OCH,3 OCHj

A um balé&o foi adicionado o p-metoxibenzaldeido 32b (0,1522 g; 0,5279 mmol)
e solubilizado em 6 mL de etanol P.A. Sob agitacédo, a 4-feniltiossemicarbazida 46¢
(0,09 g; 0,5386 mmol) foi adicionada, observa-se mudanca na coloracdo do meio, de

levemente branco para levemente amarelo. Em seguida 1 gota de HCI conc. foi
adicionada, observando-se completa dissolucédo do meio e intensa coloracdo amarela.

Transcorridos 30 min, 0 meio ainda permaneceu translicido, sendo que apdés
1 h e 05 min, o meio comeca a turvar. No entanto, havia ainda muito aldeido no meio
(por CCD). Apdés 2 h e 30 min observou-se total consumo do aldeido no meio
reacional.

Ao término da reacdo o etanol foi removido e sucessivas lavagens por
centrifugacéo (12 x 5 mL etanol P.A. / metanol P.A.) foram realizadas. Apds processo
de purificacéo, foi detectado por meio da CCD impurezas no produto, por esse motivo
foram realizadas sucessivas lavagens por filtracdo (15 x 10 mL etanol P.A. / metanol
P.A.). O Solvente foi removido por meio do evaporador rotatorio, obtendo-se um sélido
levemente amarelo 33d, (0,120 g), correspondendo a um rendimento de 52 %.

PROPRIEDADES FiSICO-QUIMICAS DE 33d
- Solido amorfo levemente amarelado

- RF=0,51 (AcOEt/ hexano 3: 2)
- Faixa de fusdo: 207 °C — 208 °C



106

DADOS ESPECTROMETRICOS DE 33d

RMN de !H (300 MHz; DMSO-Ds; ppm; J (Hz)) 5, t.a.

1,61 (m, 3H); 2,03 (m, 1H); 3,02 (m, 1H); 3,71 (m, 1H); 3,80 (s, 3H); 4,04 (sl, 1H); 6,21
(sl, 1H); 7,03 (d; J=8,7; 2H); 7,23 (t; J=7,5; 1H) 7,48 (t; J= 8,4; 2H); 7,45 (m; 4H); 7,93
(s, 1H); 9,92 (s, 1H); 12,03 (s, 1H).

RMN de 3C (75 MHz; DMSO-Ds; ppm; J (Hz)) 8, t.a.

19,3 (CH2); 22,1 (CH2); 39,6 (CH); 40,3 (CH2); 55,2 (CHs); 90,0 (CH): 113,7 (CH);
125,6 (CH); 125,9 (CH); 126,8 (C): 128,1 (CH); 129,1 (CH); 133,4 (C); 138,6 (C); 160,6
(C); 162 (C); 171,1 (C); 176,5 (C).

l.V. (ATR, cm-1) principais sinais.
3222; 3005; 2943; 2914; 2857; 1651, 1602; 1556; 1421; 1174, 939; 736.

HRMS - IT-TOF (electrospray) M++1: 438,16009.

5.9.2 Sintese da tiossemicarbazona (4-metilbenzoila) -3a,4,5,6,7,7a-

hexahydroisoxazole[5,4-b]piridin-3-il-metileno-hidrazinacarbotioamida 33b

S

w

N
H /
—N NH2
A\
N S 5 \N
O/ Etanol P.A. /
N + - N o] 33b
CHy

HZN/ HCI conc.

H

O procedimento € semelhante ao (5.9.1). Os reagentes utilizados foram o p-
toluilbenzaldeido 32a (0,1523 mg; 0,5592 mmol) previamente solubilizado em (6 mL)
de etanol P.A., a tiossemicarbazida 46b (0,05197 g; 0,5706 mmol) e 1 gota de HCI
conc., com 5 minutos apos adicdo do HCI conc. foi verificado a turvacdo do meio e
ap6s 40 minutos foi verificado o completo consumo do aldeido 32a. O etanol foi
removido por meio do evaporador rotatério e a purificacao foi semelhante ao (5.9.1).

Um solido branco foi obtido, (0,135 g), correspondendo a um rendimento de 70 %.
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PROPRIEDADES FiSICO-QUIMICAS DE 33b

- Solido amorfo branco
- RF=0,27 (AcOEt/hexano 3:2)
- Faixa de fusao: 228 °C — 232 °C

DADOS ESPECTROMETRICOS DE 33b

RMN de !H (300 MHz; DMSO-Ds; ppm; J (Hz)) 5, t.a.

1,57 (m, 3H); 1,95 (m, 1H); 2,34 (s, 3H); 3,0 (m, 1H); 3,59 (m, 1H), 4,04 (sl, 1H); 6,09
(sl, 1H); 7,28 (d; J=7,2; 2H); 7,36 (d; J=7,2; 2H); 7,81 (s; 2H); 8,41 (s, 1H); 11,63 (s,
1H).

RMN de 3C (75 MHz; DMSO-Ds; ppm; J (Hz)) 5, t.a.

19,27 (CHa); 20,82 (CH2); 22,05 (CH2); 39,4 (CH); 40,04 (CH2); 90,0 (CH); 127,12
(CH); 128,85 (CH); 132,03 (C); 132,93 (CH); 139,89 (C); 161,87 (C); 171,35 (C); 178,4
©).

I.V. (ATR, cm-1) principais sinais.

3417; 3246; 3161, 3029; 2953; 1640; 1610; 1563; 1419; 1168; 1107; 951, 748.

5.9.3 Sintese da tiossemicarbazona (4-metilbenzoila) -3a,4,5,6,7,7a-
hexahydroisoxazole[5,4-b]piridin-3-il-metileno-
N-fenilhidrazinacarbotioamida 33c

[ﬁ/ Etanol P.A.
)\@\ Y HCI conc.

A um bal&o foi adicionado a 4-feniltiossemicarbazida 46c (0,05197 g; 0,5706

U)

&

mmol), sob vigorosa agitacdo, adicionou-se 2,5 mL do etanol P.A., em seguida foi
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adicionado 2 gotas de HCI conc., observando-se a completa solubilizagcdo da
tiossemicarbazida. Em seguida, foi adicionado lentamente, o p-toluilbenzaldeido 32a
(0,1523 g; 0,5592 mmol) previamente solubilizado em 5 mL do etanol P.A.,
observando-se a mudanca na coloracédo do meio, de incolor para amarelo, seguido da
turvacdo do sistema. O término da reacao foi verificado através de CCD, o aldeido
32a foi totalmente consumido apds 45 minutos da adigdo do HCI conc. O etanol foi
removido por meio do evaporador rotatorio. O processo de purificacdo foi semelhante
ao descrito no item 5.9.1. Foi obtido, (0,1524 g) de 33c, correspondendo a um

rendimento de 62 %.

PROPRIEDADES FiSICO-QUIMICAS DE 33c

- Sélido amorfo levemente amarelado
- RF=0,59 (AcOEt/hexano 3:2)
- Faixa de fusdo: 213 °C — 216 °C

DADOS ESPECTROMETRICOS DE 33¢c

RMN de *H (300 MHz; DMSO-Ds; ppm; J (Hz) 8, t.a.

1,61 (s, 3H): 2,02 (m, 1H); 2,35 (s, 3H); 3,03 (m, 1H): 3,71 (m, 1H); 4,05 (sl, 1H); 6,14
(sl, 1H); 7,20 — 7,50 (m, 9H); 7,92 (s, 1H); 9,92 (s, 1H); 12,03 (s, 1H).

RMN de 3C (75 MHz; DMSO-Ds; ppm; J (Hz)) 8, t.a.

19,84 (CH2); 21,37 (CHa); 22,65 (CH2); 39,6 (CH); 40,6 (CHz); 90,54 (CH); 126,20
(CH); 126,4 (CH); 127,6 (CH): 128,65 (CH); 129,43 (CH); 132,57 (C); 133,89 (C);
139,19 (C); 140,54 (C); 162,5 (C); 171,91 (C); 176,98 (C).

l.V. (ATR, cm-1) principais sinais.

3226; 3157; 3006; 1621; 1519; 1426; 1253, 1192; 916; 754.
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594 Sintese da tiossemicarbazona (E)-N-metil-2-((7-(4-metilbenzoila)-
3a,4,5,6,7,7a - hexahydroisoxazole[5,4-b]piridin-3-il)metileno)

hidrazinacarbotioamida 33a

S
NHA{
0 ! H !
CHj
\N | \N
/ S NH )
N o + \[/ Etanol P.A. \ G 33a
NH -
o H2N/ HCI conc.
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CHj

CH,
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A sintese desta reacdo é semelhante ao procedimento (5.9.3). Os reagentes
utilizados foram a 4-metil-3-tiossemicarbazida 46a (0,156 g; 0,5727 mmol)
previamente solubilizado em etanol P.A. (2,5 mL), o aldeido p-CHs (0,1513 g; 0,5556
mmol) e duas gotas de HCI conc. Durante a adi¢do do p-toluilbenzaldeido, notou-se a
mudanca de coloracao de incolor para amarelo, apés 45 minutos da adicdo do HCI
conc. foi observado o completo consumo do p-toluilbenzaldeido. O etanol foi removido
por meio do evaporador rotatério e a purificacao foi semelhante ao descrito no item
5.9.1. Foi obtido 0,1683 g de 33a, correspondendo a um rendimento de 84 %.

PROPRIEDADES FiSICO-QUIMICAS DE 33a
- Sélido amorfo branco

- RF= 0,23 (isopropanol/hexano 1:4)
- Faixa de fusdo: 238 °C — 241 °C
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DADOS ESPECTROMETRICOS DE 33a

RMN de !H (300 MHz; DMSO-Ds; ppm; J (Hz)) 5, t.a.

1,58 (m, 3H); 1,98 (m, 1H); 2,34 (s, 3H); 3,0 (s, 4H); 3,58 (m, 1H), 4,04 (sl, 1H); 6,11
(sl, 1H); 7,29 (d; J=7,8; 2H); 7,36 (d; J=7,8; 2H); 7,82 (s; 1H); 8,23 (s, 1H); 11,66 (s,
1H).

RMN de 3C (75 MHz; DMSO-Ds; ppm; J (Hz)) 8, t.a.

19,27 (CHs); 20,81 (CH2); 22,01 (CH2); 30,9 (CHa); 39,4 (CH); 40,04 (CH2); 89,62 (CH);
127,10 (C); 128,87 (CH); 132,02 (CH); 132,50 (C); 139,89 (CH); 161,79 (C); 171,35
(C); 177,4 (C).

l.V. (ATR, cm-1) principais sinais.
3279; 3173; 2940; 1625; 1557; 1419; 1341, 1168; 1107; 1035, 918.
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6 ATIVIDADES BIOLOGICAS

6.1 AVALIACAO DA CITOTOXICIDADE

6.1.1 Materiais e Métodos

Os ensaios biologicos foram realizados no Laboratério de Imunogenética do
Instituto Aggeu Magalhdes — FIOCRUZ — UFPE, coordenados pela Professora Dra.
Valéria Pereira Hernandes. Os ensaios foram feitos como sugeridos pela OMS e séo
testes robustos e de elevada exatiddo. Os laboratorios envolvidos apresentam
condi¢cOes de Biosseguranca (contencdes para NB2) adequadas para execucao do

trabalho proposto e para trabalho com animais experimentais.

6.1.2 Animais

Foram utilizados camundongos Mus musculus das linhagens isogénicas BALB/c
e C57BI/6, machos, com 6-8 semanas de idade, pesando 20 — 30 g e provenientes do
biotério de criacdo do Instituto de Pesquisa Aggeu Magalhdes/FIOCRUZ - PE. O
protocolo de experimentacdo animal (processo numero 102/2016), utilizado neste
trabalho, ja foi avaliado e aprovado pela Comiss&o de Etica no Uso de Animais (CEUA)
da FIOCRUZ com registro 102/2016.

6.1.3 Obtencdo de células esplénicas

Células esplénicas foram obtidas de acordo com Pereira e colaboradores. Apos
sacrificio do animal em camara de COz2, o bago de cada camundongo foi removido em
condicdes assépticas e colocado em tubo Falcon contendo meio RPMI 1640 (Sigma-
Aldrich) + 1 % de antibiético. No fluxo vertical, cada baco foi transferido para placa de
Petri onde foram macerados utilizando a parte fosca de laminas de microscopia. As
suspensbes celulares foram transferidas para tubos Falcon contendo
aproximadamente 10mL de meio RPMI + 1 % de antibiotico por baco, centrifugadas a
4 C, 200 x g durante 5 minutos. O sedimento (contendo células) foi ressuspendido em

meio RPMI + 1 % de antibidtico + 10 % de soro fetal bovino (SFB). Uma aliquota da
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suspensao celular foi corada com azul de trypan para ser quantificada e verificada a
viabilidade celular em caméra de Neubauer (PEREIRA, V. R. A, et al., 2001).

6.1.4 Avaliacdo da atividade toxica dos compostos em células de camundongos

iIsogénicos

Macrofagos da linhagem Raw 264.7 (10° células/ml) foram semeados em placas
de 96 pocos contendo meio RPMI completo em atmosfera de 5% de CO2 a 37 °C por
24h. Posteriormente, foram adicionados os compostos em diferentes concentracdes
(6,25; 12,5; 25; 50; 100; 200 pug/ml), sendo novamente incubados durante 48h. Cada
composto foi testado em duplicata. Apos esse periodo, foi adicionado MTT (5 mg/mL
em PBS), seguido de nova incubacédo por 2 h. Foi acrescentado DMSO para
dissolugcéo dos cristais de formazan e a absorbancia foi lida a 570 nm. O controle
negativo da reacédo foi obtido em pocos contendo apenas meio de cultura e células
(sem tratamento). Também foi avaliada a atividade da droga de referéncia benznidazol
para atividade antichagasica e a miltafosina na atividade leishmanicida. A partir dos
valores de inibicdo da cultura, foi obtida a CCso (concentragéo citotoxica para 50 %

das células) de cada composto por regressao linear simples (GraphPad Prism 5.0).

6.2 ATIVIDADE ANTICHAGASICA

6.2.1 Cultura de Trypanosoma cruzi

6.2.1.1 — Epimastigotas

As culturas de formas epimastigotas DM28c foram crescidas a 28 °C em meio

LIT + 1 % de antibiotico + 20 % de SFB. Os repiqueis foram feitos semanalmente.

6.2.1.2 — Tripomastigotas

Apds obterem 100% de confluéncia em cultura, células Vero foram infectadas
com 1 x 107 de tripomastigotas (cepa Y) e cultivadas em meio RPMI + 5 % de SFB.
Apbs 7 dias, as células comecaram a liberar novos tripomastigotas e novas garrafas
de cultura de células Vero foram infectadas.
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6.2.2 Avaliagcado da atividade dos compostos contra Trypanosoma cruzi

6.2.2.1 - Frente a epimastigotas

Para determinar o efeito antiproliferativo para formas epimastigotas da cepa
DM28c (108 parasitas/ml), mantidas em meio LIT + 1 % de antibiético + 20 % de SFB,
foram semeadas em placas de 96 pocos a 27 °C, juntamente com diferentes
concentragbes dos compostos (0,19; 1,56; 6,25; 25; 100 pug/ml) por 96h. Testou-se
cada composto em duplicata. O controle negativo da reacao foi pocos sem tratamento
e a droga de referéncia utilizada como controle positivo foi o benznidazol. Determinou-
se a viabilidade parasitaria por contagem direta em camara de Neubauer e, a partir
desses valores, obteve-se a ICso (concentracdo que inibe o crescimento de 50% de
parasitas) por meio de uma regressao linear simples utilizando o “software” Prisma
5.0 Graphpad.

6.2.2.2 - Frente a tripomastigotas

As formas tripomastigotas (cepa Y) foram obtidas a partir da infec¢ao in vitro
(1x107 parasitas) da linhagem de células Vero, apos estas obterem confluéncia em
cultura. Para determinar o efeito antiproliferativo para formas tripomastigotas dacepa
Y (4x108 parasitas/ml), mantidas em meio RPMI + 1 % de antibi6tico + 5 % de SFB,
foram semeadas em placas de 96 pocos a 37 °C, juntamente com diferentes
concentracdes dos compostos (0,19; 1,56; 6,25; 25; 100 pg/ml) por 24h a atmosfera
de 5% de CO:2. Testou-se cada composto em duplicata. Obteve-se como controle
negativo da reacdo pocos sem tratamento e a droga de referéncia utilizada como
controle positivo foi o benznidazol. Determinou-se a viabilidade parasitaria por
contagem direta em cAmara de Neubauer e, a partir desses valores, obteve-se a ICso
por meio de uma regressao linear simples utilizando o “software” Prisma 5.0

Graphpad.



114

6.3 ATIVIDADE LEISHMANICIDA

6.3.1 Cultura de Leishmania amazonenses e Leishmaniainfantum

6.3.1.1 — Promastigotas

As formas promastigotas de Leishmania amazonensis (cepa WHOM/00 LTB
0016) e L. infantum (cepa MHOM/MA/67/ITMAP-263) foram crescidas a 26 °C em
meio Schneider’s (Sigma) suplementado com 10 % de soro fetal bovino (meio

completo).

6.3.1.2 — Amastigotas

Para avaliacéo frente a amastigotas, macrofagos RAW 264.7 foram incubados
para aderéncia por 2 h, a 37 °C e atmosfera com 5 % de CO2. Ap0s essa incubacao
inicial, foram acrescentadas promastigotas infectivas de L. amazonensis ou L.
infantum na proporcao de 8 parasitas / macréfago, por um periodo de 6 h, a 37 °C e
5 % de CO..

6.3.2 Avaliacéo da atividade dos compostos contra Leishmania amazonensese

Leishmania infantum

6.3.2.1 - Frente a promastigotas

Formas promastigotas de Leishmania amazonensis (cepa WHOM/00 LTB 0016)
e L. infantum (cepa MHOM/MA/67/ITMAP-263) foram mantidas a 26 °C em meio
Schneider’s (Sigma) suplementado com 10 % de soro fetal bovino (meio completo).
Parasitas na fase exponencial de crescimento foram utilizados em todos os
experimentos.

Para o ensaio de atividade leishmanicida, os parasitas foram contados e diluidas
em meio Schneider’'s (Sigma) completo a 1 x 10° células/mL. Os parasitas foram
incubados a 26 °C na presenca de diferentes concentra¢cées dos compostos (1,5 a
200 pg / mL) por 72 h. Parasitas incubados apenas com meio de cultura e com

Miltefosina foram utilizados como controle negativo e positivo, respectivamente. O
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crescimento celular foi avaliado e a ICso/ 72 h foi determinada por analise de
regresséo. Cada ensaio foi realizado em triplicata.

6.3.2.2 - Frente a amastigotas

Para esta avaliagdo, macrofagos RAW 264.7 foram distribuidos em placas de 24
pocos (3 x 10° células/mL) contendo uma laminula redonda estéril. Os macréfagos
foram incubados para aderéncia por 2 h, a 37 °C e atmosfera com 5 % de CO2. Apés
essa incubacgédo inicial foram acrescentadas promastigotas infectivas de L.
amazonensis ou L. infantum na proporcao de 8 parasitas/ macrofago, por um periodo
de 6h, a 37°C e 5% de CO2. Os parasitas ndo internalizados foram removidos por
lavagem e a cultura foi incubada novamente na presenca de diferentes concentragdes
dos compostos (12,5 a 400 pg / mL) por 24 h, a 37 °C e 5 % de CO2. A miltefosina foi
utilizada como controle positivo, nas mesmas concentracdes dos compostos. Apos a
incubacédo, as laminulas contendo a cultura foram lavadas com PBS, coletadas e
coradas com kit de coloracdo Pandtico Rapido. A porcentagem de macréfagos
infectados, bem como o nimero de amastigotas/macréfagos foi determinada pela
contagem de 100 macréfagos, em duplicata. A atividade leishmanicida dos compostos
foi verificada pela diminuicdo no nimero de macréfagos infectados e de amastigotas
intracelulares nas culturas tratadas em comparagdo com a cultura controle sem
tratamento. Os valores de ICso foram calculados por andlise de regresséo utilizando o
software GraphPad Prism.

7 RESULTADOS E DISCUSSAO

7.1 ATIVIDADE ANTICHAGASICA

A atividade dos compostos em macréfagos RAW 264.7 foi avaliada por ensaio
de MTT. Todos os compostos testados mostraram maior citotoxicidade em relacdo ao
farmaco padrdo utilizado (Benznidazol 2). Uma particularidade importante dos
derivados tiossemicarbazonicos e isoxazolinicos, com relagéo a citotoxicidade, é que
a Unica diferenca entre 0 composto mais citotoxico 33c e 0 menos citotoxico 33d, em
relacdo ao benzidazol, € apenas o substituinte na porcdo Ri (figura 44). Isso

possivelmente pode ser explicado devido a presenca do hetoroatomo no grupamento
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p-OCHs que modifica a polaridade do mesmo, tornando-o mais polar que o substituinte

p-CHs, aumentando assim o poder antiparasitario da molécula.
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Figura 44 — Derivados tiossemicarbazénicos isoxazolinicos que tiveram a maior e menor citotoxicidade,

em relacao ao farmaco padréo utilizado (Benzn

idazol).

Os produtos sintetizados foram ativos contra a forma epimastigota do T. cruzi,

porém apresentaram concentracfes inibitérias acima da droga considerada de

escolha benznidazol 2 (tabela 07). A ICso mais proxima do benznidazol 2 foi a do
composto 33c (33c - ICs0=12,04 uM; benznidazol 2 - ICs0=10,52 uM). Apenas a ICso

frente a forma epimastigota do composto 33a nédo foi determinada, os dados de

atividade para a curva dose-resposta foram adquiridos, mas néo foi possivel fazer a

regressao.

Tabela 07 — Valores de citotoxicidade e IC50 frente a forma epimastigota do T. cruzi das

tiossemicarbazonas isoxazolinicas
Tiogsemicatb.azonas Citotoxicidade | |Csy epimastigotas uM Formula

isoxazolinicas (CCs0) puM @ (cepa DM28c)

33a 186,20 ND C17H21N502S
33b 163,83 37,12 C22H23N50,Sd
33c 156,04 12,04 C16H19N502S
33d 205,24 54,71 C22H23N503S
Benznidazol 2 459,19 10,52 C12H12N4O3

a = citotoxicidade em macrofagos RAW 264.7,

MTT foi o método utilizado

Benznidazol = controle utilizado nos ensaios de Trypanosoma cruzi
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Na avaliagdo dos compostos contra T-cruzi frente a forma tripomastigota, foi
verificado que as moléculas finais foram ativas e apresentaram ICso abaixo do
benznidazol 2 (tabela 08). Os derivados hibridos 33c e 33d, que tiveram a maior e a
menor citotoxicidade respectivamente, possuiram as mais baixas concentracoes
inibitérias e por consequéncia uma maior atividade tripanocida frente a forma
tripomastigota. Possivelmente, a presenca do substituinte arila na por¢cdo R2 dos
compostos 33c e 33d proporcionou uma maior atividade tripanocida quando
comparados com os substituintes 33a e 33b, que possuem o0s grupamentos alquila e
tiossemicabazona ndo substituida respectivamente na porcéao Ro.

Em um trabalho realizado por Aguirre G. et al., 2005, foi apresentado um estudo
guantitativo de relacdo quantitativa estrutura atividade (QSAR) de novas substancias
antiparasitarias, ele ratificava a importante contribuicdo dos grupamentos elétron-

doadores e elétron-atratores na atividade tripanocida (AGUIRRE G. et al., 2005).

Tabela 08 — Valores de citotoxicidade e IC50 frente a forma tripomastigota do T. cruzi das

tiossemicarbazonas isoxazolinicas

Tiossemicarbazonas | Citotoxicidade ICso tripomastigotas Férmula
isoxazolinicas (CCso) pM 2 UM (Cepa Y)

33a 186,20 22,67 C17H21Ns502S

33b 163,83 40,04 C22H23N502S

33c 156,04 13,63 C16H19N502S

33d 205,24 12,60 C2H23N503S

Benznidazol 2 459,19 40,96 C12H12N4Os3

a = citotoxicidade em macrofagos RAW 264.7, MTT foi o método utilizado

Benznidazol = controle utilizado nos ensaios de Trypanosoma cruzi

N&o se pode afirmar como estes derivados hibridos tiossemicarbazonicos e
isoxazolinicos 33 conseguem inibir o T. cruzi, para isso é necessario a expansao da
série com posterior estudor de docking. Na literatura, alguns estudos revelam que as
tiossemicarbazonas atuam inibindo a cruzaina, proteina responsavel pela maioria da

atividade proteolitica de todos os estagios de vida do T. cruzi (DIAS, |. C. 2009).
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7.2 ATIVIDADE LEISHMANICIDA

A atividade dos compostos em macrofagos RAW 264.7 foi avaliada por ensaio
de MTT. Todos os compostos testados foram menos citotoxicos que o farmaco padrao
utilizado (miltefosina 4). Sendo importante mencionar que, o composto 33d teve a
menor citotoxicidade e possuiu CCso semelhante a concentragdo citotoxica relatada
no estudo antichagasico. Outra particularidade, € que o composto 33b, que possui 0
grupamento tiossemicarbazona néo substituida na por¢éo Rz, possuiu a maior CCso.

Os produtos sintetizados foram ativos contra a forma promastigota da L.
amazonensis e L. infantum. De forma geral, apresentaram concentracdes inibitorias
maiores que a miltefosina 4 (tabela 09). Apenas o composto 33b possuiu uma ICso
menor que a miltefosina, porém foi o mais toxico da série (33b - ICso L. amazonensis
=17,69 uM; ICso L. infantum = 27,54 uM; miltefosina 4 - ICso L. amazonensis = 36,31
MM; ICso L. infantum =53,70 uM).

Tabela 09 - Valores de Citotoxicidade e IC50 sobre a forma promastigota de L. amazonenses e L.

infantum das tiosemicarbazonas isoxazolinicas.

Composto Ci('[gé):)icuilc\i/las ® | 1Cs (UM) L. amazonenses I?:‘;;;'m)ml‘
33a 113,30 113,95 268,49
33b 81,78 17,69 27,54
33c 142,00 157,54 284,52
33d 250,22 109,93 240,67
Miltefosina4 | 56,67 36,31 53,70

Leishmania amazonensis = agente etioldgico da leishmaniose tegumentar

Leishmania infantum = agente etioldgico da leishmaniose visceral

Na avaliacdo da atividade leishmanicida frente a forma amastigota, foi verificado
gue os compostos 33a e 33d possuiram as menores ICso em relacado a miltefosina 4,
logo estes derivados hibridos foram os mais ativos (tabela 10). Uma particularidade
interessante, € que o composto 33c possuiu a menor atividade leishmanicida, em

contrapartida o derivado hibrido 33d foi o mais ativo frente a forma amastigota da L.
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amazonensis e L. infantum e o menos citotoxico (figura 45). O que difere esses dois
compostos é a apenas 0 oOxigénio contido na porcdo Ri da molécula 33d,

possivelmente o efeito indutivo do oxigénio esteja variando a atividade bioldgica.

Tabela 10 - Valores de Citotoxicidade e IC50 sobre a forma amastigota de L. amazonenses e L.
infantum das tiosemicarbazonas isoxazolinicas

Composto Ci(tgg;:)iﬂ&ag © af;;él:]gr)lsl'és ICso (UM) L. infantum
33a 113,30 154,51 110,52
33b 81,78 >048,9 223,90
33c 142,00 >1158,0 616,35
33d 250,22 131,17 67,44
Miltefosina 4 | 56,67 219,05 220,82

Outro dado interessante, € que os compostos 33b e 33c possuiram as mais altas
concentracdes inibitérias em relacdo a miltefosina, frente a forma amastigota da L.
amazonenses e L. infantum (figura 45). Na analise comparativa da atividade
leishmanicida frente as formas promastigota e amastigota € possivel verificar uma
grande diferenca nos valores de ICso dos compostos 33b e 33c, porém nado se pode
afirmar o motivo pelo qual as concentragfes inibitérias foram tdo discrepantes.
Também é importante destacar que, o composto 33d foi 0 menos citotoxico nas duas
atividades biologicas e o mais ativo frente a forma tripomastigota do T. cruzi e a forma
amastigota da L. amazonenses e L. infantum.

A escolha dos grupamentos (arila, alquila e tiossemicarbazona nao substituida)
na por¢cao R2teve como objetivo a analise comparativa dos trés grupos funcionais com
relacdo aos rendimentos e aos possiveis efeitos eletrdnicos nas atividades biolégicas.
S6 com a ampliacdo da série, estudo de docking, estudo quantitativo de relacdo
estrutura atividade (QSAR), estudo de relacdo estrutura atividade (SAR) que podera
ser justificado os prinipais motivos das variacdes na atividade biologica.

O que se pode comentar € o0 sucesso destes novos derivados isoxazolinicos aza-

biciclicos de seis membros, que proporcionou interesse para expansao da serie, com
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0 proposito de se obter uma grande diversidade de compostos para um melhor estudo

comparativo, tanto no aspecto quimico como no bioldgico.
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Figura 45 — llustra¢@o comparativa da citotoxicidade e atividade leishmanicida frente a forma amastigota

dos derivados hibridos tiossemicarbazdnicos e isoxazolinicos, tendo como padréo a miltefosina.
7.3 PROTEASES DE Leishmania

O estudo das proteases de micro-organismos, descritos na literatura, tem
demonstrado que estas enzimas desempenham importantes fungcdes na fisiolologia
do protozoario Leishmania, bem como na patologia por eles causada e que a inibicao
destas enzimas por inibidores especificos pode constituir uma importante estratégia
para a producéo de potentes agentes leishmanicida (COOMBS G. H.; MOTTRAN J.
C., 1997).

As proteases, também conhecidas como peptidases, formam um diversificado e
amplo grupo de enzimas que estdo presentes em diferentes sistemas biologicos.
Essas proteinas que compdem cerca de 2% da massa de todos os organismos multi
e unicelulares, possuem um papel de extrema importancia nos fenémenos bioldgicos
(MCKERROW J. H. et al., 2008).
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As proteases que contribuem para viruléncia e patogénese de Leishmania séao
as mais diversas. A glicoproteina de 63 kDa (gp63), uma metaloprotease zinco-
dependente, € uma das principais moléculas de superficie presente em todas as
espécies de Leishmania, especialmente em promastigotas, e representa mais de 1%
da proteina total do parasito. Esta enzima cliva o componente C3b do Sistema
Complemento em C3bi, facilitando assim a fixagdo da Leishmania ao macrofago
(JAFFE C. L.; DWYER D. M., 2003) e a ligacdo as células natural killer (células NK)
inibindo sua proliferacao e facilitando assim a infeccéo parasitaria (LIEKE T., 2008).

A proteina A-2, encontrada principalmente na variagéo L. donovani em sua forma
amastigota, é necessaria para a sobrevivéncia do parasita nessa fase. Ha indicios que
essa proteina, A-2, também atua no sistema imunolégico do parasita, deixando-o com
resisténcia ao aumento de temperatura (OLIVIER M., 2005). Ja a proteina HASPB
estad presente na membrana plasmatica da fase amastigota e diversos testes com
pacientes portadores da forma visceral e cutdnea mostraram que essa proteina €
imunogénica e tem como funcao auxiliar o parasita durante a infeccdo no hospedeiro
(MACLEAN L. M., 2012).

Feliciano P. R., Drennan C. L. e Nonato M. C., 2016, descreveram a estrutura de
uma enzima importante para o metabolismo do protozoario Leishmania major,
causador de leishmaniose cutanea. A proteina encontrada na L. major, conhecida
como fumarato de hidratase, € muito parecida com a existente no Trypanossoma cruzi
e no T. brucei. Esta proteina € responsavel por catalisar a conversao reversivel de
malato em fumarato, metabdlitos importantes para a sobrevivéncia do parasita
(FELICIANO P. R., DRENNAN C. L., NONATO M. C., 2016).

Um dos maiores problemas para a comunidade cientifica no combate contra a
leishmaniose se encontra na grande variedade genética do parasita Leishmania, além
da grande dificuldade de se encontrar marcadores de resisténcia nos pacientes
curados e falta de um sistema semelhante ao natural para uma melhor avaliacéo
(GRADONI L., 2015). Diante do exposto e com os resultados promissores dos novos
derivados tiossemicarbazbnicos e isoxazolinicos, torna-se imprenscindivel a
ampliacdo da série para posteriores estudos de acoragem molecular, modelagem

molecular comparativa e relacéo estrutura atividade.
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8. CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

Neste trabalho, foi comprovado a versatilidade quimica dos heterociclos
piperidina[3,2-d]-2-isoxazolina, que foram obtidos por meio da reag&o de cicloadi¢do
1,3-dipolar, entre as enamidas endociclicas 29 de seis membros e o O6xido de
carboetoxiformonitrila 40. Apos formacdo dos novos heterociclos, isoxazolinas
piperidinicas 30, as sinteses dos alcoois 31 e dos aldeidos 32 foram desenvolvidas,
seguido da condensacdo dos aldeidos isoxazolinicos 32 com diferentes
tiossemicarbazidas 46, formando as inéditas tiossemicarbazonas isoxazolinicas 33.

Os novos intermediérios sintetizadas (alcool p-CHs 31a, p-toluilbenzaldeido 32a)
e as novas moléculas hibridas (isoxazolinas piperidinicas/tiossemicarbazonas 33)
tiveram suas caracteristicas quimicas determinadas e foram caracterizadas por meio
da espectroscopia de RMN (1D e 2D) e dos espectros de infravermelho.

Para avaliacdo da atividade antichagasica, foram utilizados dados de
citotoxicidade e da ICso frente as formas epimastigota e tripomastigota. Todos o0s
compostos testados mostraram maior citotoxicidade em relacdo ao farmaco padréo
utilizado (Benznidazol). As inéditas tiossemicarbazonas isoxazolinicas apresentaram
concentracdes inibitorias frente a forma tripomastigota abaixo do benznidazol (21),
sendo consideradas potentes tripanocidas. No entanto, estes compostos
apresentaram ICsp frente a forma epimastigota acima do benznidazol (21). Foi
observado que o composto 33d apresentou maior atividade tripanocida frente a forma
tripomastigota e menor citotoxicidade quando comparado com os demais compostos
(33a, 33b e 33c).

De forma semelhante, foram utilizados dados de citotoxicidade e da ICso frente
as formas promastigotas e amastigotas das L. amazonensis e L. infantum. Todos os
compostos testados mostraram menor citotoxicidade em relacdo ao farmaco padréao
utilizado (miltefosina). Os compostos 33a e 33d apresentaram concentracoes
inibitérias frente a forma amastigota abaixo da miltefosina, sendo consideradas
potentes leishmanicidas, sendo importante mencionar que o 33d também foi o
composto menos citotoxico e com maior atividade leishmanicida quando comparado
com as demais tiossemicarbazonas isoxazolinicas 33a, 33b e 33c.

Os objetivos pretendidos com relagcdo a parte quimica e biolégica foram
executados com éxito e resultados biologicos satisfatorios foram obtidos, quanto a
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acdo antichagésica e leishmanicida. Diante do exposto, foi comprovado o grande
potencial sintético e biolégico dos heterociclos isoxazolinicos.

Sendo assim, almeja-se como principal perspectiva a continuidade deste
trabalho com o objetivo de explorar ainda mais os estudos quimicos e biolégicos das
moléculas hibridas, isoxazolinicas piperidinicas/tiossemicarbazonas, com a
possibilidade de sintetizar novos hibridos para comparar os seus potenciais efeitos
antichagéasicos e leishmanicida através dos estudos bioldgicos. Outra perspectiva
importante, sdo os estudos de docking, relacdo estutura atividade (SAR), relagéo
guantitativa estrutura atividade e modelagem molecular comparativa, para otimizacéo

estrutural dos derivados tiossemicarbazonicos isoxazolinicos.
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ANEXO A — ESPECTRO DE RMN DE *H 300 MHz, 30a

O solvente utilizado nos intermediarios (30a e 31a) para as analises de RMN de 'H e *3C foi o0 CDCIz (Cloroférmio deuterado)
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ANEXO B — ESPECTRO DE RMN DE 3C 75 MHz, 30a

Q0202_1
Sample Name Q0202_1 Pulse sequence CARBON raty Study owner  central
Date collected  2018-02-02 Solvent odel3 Spectrometer Agilent300-vnmes300 Operator  central

Jessica/ PROF. A. RODOLFO
Amostra JMC 01

Solicitacao N.Q0202_1

Data 02.02.17_UFPE

O\ -
O o
C/\/ o8
EA
qn
&
\ j §
N )
/ « ®
w o
-
N (@] e a
§9q
. 7] ]
-
© $g3¢
A v e o
h"‘.:ﬂ"" o
8 S e
) |\IJ-
CHg,
¢ =
B o
(-]
-
P L)
n H
- >
-l
g 2 L 3
m % L
o~ -l
o
-

v

LI LLJLLI LI LA LI LA L SRLAL L I LI NL A LN LA L LA L LI LU LN N L LA AL NI [RLANL L L LISL L AL FRLANL L L LB L IRLANL AL L L BB LA B LA B |

200 180 160 140 120 100 80 60 40 20 ppm




ANEXO C - DEPT 3C, 30a
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APENDICE A — ESPECTRO DE RMN DE *H 300 MHz, 31a
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APENDICE B — ESPECTRO DE RMN DE *3C 75 MHz, 31a
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APENDICE C - DEPT 3C, 31a
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APENDICE D — ESPECTRO DE RMN DE *H 400 MHz, 32a
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APENDICE E — ESPECTRO DE RMN DE **C 100 MHz, 32a
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APENDICE E - DEPT C, 32a
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APENDICE G — ESPECTRO DE RMN DE 'H 300 MHz, 33a
O solvente utilizado nos compostos finais para as analises de RMN, 1D e 2D, foi o0 C2DsOS (DMSO — d6)
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APENDICE | - DEPT C, 33a

P

LAl owrr b1
\N " 017000 > AQiant )G vomme s YOI

g

@)

CHs

CR) carbons

CH2 carbons

CH carbons

quatarnary cerbons

e e e e e

220 200 180 160 140 120 100 80 60 40 20 0 ppm

151



APENDICE J — ESPECTRO DE RMN POR CORRELACAO HSQC, 33a
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APENDICE L — ESPECTRO DE RMN POR CORRELACAO HSQC, 33a
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APENDICE M — ESPECTRO DE INFRAVERMELHO, 33a

%T

75 ] 117358 s
o.43
1 ]
70 '
65 |
5 1 L] «
! HN™ “NH-CHjd r
=N 11698 i
50 4 13704 3101
162527 9
/N s e 10
454 N 151726 934,
18028
40 |
124389 754
35 ) CHs3 91492
29'1 ] v L L v A v Al v LJ v
40000 3600 3200 2800 2400 1800 1600 1400 1200 1000 800

CM-1

650,0

154



APENDICE N — ESPECTRO DE RMN DE *H 300 MHz, 33b
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APENDICE P - DEPT *°C, 33b
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APENDICE Q — ESPECTRO DE RMN POR CORRELACAO HSQC, 33b

Jersie Menguaw A ROOOLI O
Amosva AJ0Z
Solcmaces N P38

Duts 04.11.17_UFPE

00

-
o

Fl (ppm)
w
(=]
AALAlALALlLAAAl‘AA

w
1113

o
o
aaal

CHs 120
130 -

p
-
140™
L B D S on iy i S B S S S B mw iy m o am an 1

10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 0



159

APENDICE R — RMN DE 'H E ESPECTRO BIDIMENSIONAL COSY, 33b
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APENDICE S — ESPECTRO DE INFRAVERMELHO, 33b
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APENDICE T — ESPECTRO DE RMN DE *H 300 MHz, 33¢c
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— ESPECTRO DE RMN DE 3C 75 MHz, 33¢
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APENDICE V - DEPT *3C, 33¢

Ll LR

=N

X2 carbons
. carbons

quaternary carbons

e ettt b0

220 200 180 160 140 120 100 80 60 40 20 0 ppm



164

APENDICE X — ESPECTRO DE RMN POR CORRELACAO HSQC, 33¢
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APENDICE Z - ESPECTRO DE RMN POR CORRELACAO HSQC, 33c
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APENDICE AA — RMN DE 'H E ESPECTRO BIDIMENSIONAL COSY, 33c
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APENDICE AB — RMN DE 'H E ESPECTRO BIDIMENSIONAL COSY, 33¢c
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APENDICE AC — ESPECTRO DE INFRAVERMELHO, 33c
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APENDICE AD — ESPECTRO DE RMN DE *H 300 MHz, 33d
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APENDICE AE — ESPECTRO DE RMN DE C 75 MHz, 33d
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APENDICE AE — DEPT de *°C, 33d
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APENDICE AG — ESPECTRO DE RMN POR CORRELACAO HSQC, 33d

Po3_s

B Neve A0S S e e 9eBQC Tergwuwive 38 Ly et et
D oot T4 e Gmao L e AGRents ey 300 D wie vt

Mrsse Menquitaih RODOCKO
Amosve AJ L4

Solchaces X. P1031_8

Duta 31.98.17_UFPE

.

S
PR ]
H / s
—N 307

Fl (ppm)
N
w e

35
N B
o :
N :; .o = S
o) 3
457
OCHj4 :
50
] '
_J‘ 55 ,CP,,
T . | N , , ; ;
7 6 5 4 3 2 1 0 -1

172



173

APENDICE AH - ESPECTRO DE RMN POR CORRELACAO HSQC, 33d
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