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RESUMO

GATTI, F. de M. Compostos carbonilicos a,B-insaturados e hidrazonas sintéticas como
antiparasitarios. 2019. 179f. Tese (Doutorado) — Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas,
Universidade de Sao Paulo, Séo Paulo, 2019.

Apesar da grande relevancia medica e social, e por serem responsaveis por grande parte das
mortes em paises subdesenvolvidos e em desenvolvimento as doengas negligenciadas (DN),
ainda, ndo apresentam terapéutica eficaz. Dentre as diversas DN, doencas como a doenca de
Chagas, a Leishmaniose visceral e a maléria, se destacam no cendrio nacional, por terem alta
incidéncia e prejuizos sociais. Os farmacos disponiveis para o tratamento destas parasitoses,
apresentam alta toxicidade e, em alguns casos, resisténcia por parte dos parasitas. Assim sendo,
faz-se necessario o planejamento e desenvolvimento de novos agentes quimioterapicos mais
seguros e eficazes. Dentre as diferentes estratégias de planejamento de farmacos, selecionamos
0 planejamento de farmacos baseado na estrutura do ligante - LBDD (Ligand-Based Drug
Design) - como base para desenvolvimento deste trabalho. Nesta estratégia, utiliza-se o
conhecimento de moléculas (ligantes) e de suas atividades biologicas conhecidas previamente
determinadas experimentalmente, como prototipos para a busca de novas entidades quimicas
com atividade biolégica semelhante ou melhorada. Sendo assim, o presente trabalho teve como
objetivo a sintese e avaliacdo bioldgica de moléculas bioativas para o tratamento de doengas
parasitarias. Baseando-se no conhecimento prévio da atividade antiparasitaria de compostos
carbonilicos a,B-insaturados e hidrazonas, foram sintetizados séries de compostos destas classes
guimicas na busca de novos agentes quimioterapicos. Os compostos obtidos foram avaliados
contra a forma epimastigota de Trypanosoma cruzi, promastigota de Leishmania donovani,
amastigota de Leishmania infantum e, também, determinou-se o seu grau de citotoxicidade
(CCsp) frente a células de macréfago humanos diferenciado (THP-1). As 31 moléculas obtidas
foram caracterizadas por técnicas de ponto de fusdo, RMN *H e RMN *3C e avaliada sua pureza
por HPLC. Os compostos da classe da cinamoil-hidrazonas apresentaram-se como promissores
antiparasitarios, mostrando atividade frente a forma promastigota (Leishmania donovani), 4 dos
12 compostos foram ativos (ICso= 1,27 — 13,68 uM) e frente a forma amastigota (Leishmania
infantum), 10 dos 12 compostos apresentaram atividade (9,09 — 63,5 uM). Mesmo apresentando
citotoxicidade moderada (CCso = 8,83 — 87,47 uM), os compostos obtiveram valores inferiores
ao farmaco de referéncia (doxorubicina: CCso = 0,26 uM). Diante do exposto, o planejamento
de farmacos realizado por LBDD mostrou-se bem-sucedido, pois a classe de cinamoil-
hidrazonas mostrou-se promissora como antiparasitarios, visto sua atividade na escala de baixo
micromolar e moderada citotoxicidade em células humanas. Esses resultados assinalam que a
classe de compostos descrita esta passivel a continuar sendo investigada no intuito de aprimorar
0s protétipos obtidos na busca de novos agentes quimioterapicos antiparasitarios e desvendar
0s mecanismos de acao leishmanicida.

Palavras-Chave: antiparasitarios, chalconas, cinamoil-hidrazonas, tiazolo[3,2-b][triazol]-
6(5H)-onas, citotoxicidade






ABSTRACT

GATTI, F. de M. a,p-Unsaturated carbonyl compounds and Synthetic hydrazones as
antiparasitics. 2019. 179p. Thesis (PhD degree) — Faculty of Pharmaceuticals Sciences,
University of Sdo Paulo, S&o Paulo, 2019.

Despite to the great medical and social relevance and the amount of deaths in underdeveloped
and developing countries, neglected diseases (ND) still do not have an effective therapy.
Among the various ND, illnesses such as Chagas disease, visceral leishmaniasis and malaria
holds a great importance in the Brazilian scenario due to high incidence and social damage. The
drugs available for the treatment of these parasitosis present high toxicity and, in some cases,
resistance by the pathogens. Thus, the planning and development of new, safer and more
effective chemotherapeutic substances are urgent needed. Among the different drug planning
strategies, we selected ligand-based drug design (LBDD) as the basis for the development of
this work. In this strategy, we use the knowledge of molecules (ligands) and their known
biological activities previously determined experimentally, as prototypes to search for new
chemical entities with similar or improved biological activity. Therefore, the present work
aimed the synthesis and biological evaluation of bioactive molecules for the treatment of
parasitic diseases. Based on previous knowledge of the antiparasitic activity of o,p-unsaturated
and hydrazone carbonyl compounds, series of compounds of these chemical classes were
synthesized in search of new chemotherapeutic agents. The compounds obtained were
evaluated against the epimastigote form of Trypanosoma cruzi, Leishmania donovani
promastigote, Leishmania infantum amastigote and their cytotoxicity (CCso) against
differentiated human macrophages (THP-1). The 31 molecules obtained were characterized by
melting point, ' H NMR and 3C NMR techniques and their purity were characterized by HPLC.
The cinnamoy! hydrazone class compounds showed promising antiparasitic activity, showing
activity against promastigote form (L. donovani), 4 of 12 compounds were active (ICso = 1.27
- 13.68 uM) and amastigote form (L. infantum), 10 of the 12 compounds showed activity (9.09
- 63.5 uM). Even presenting moderate cytotoxicity (CCso = 8.83 - 87.47 uM), the compounds
had values below the reference drug (doxorubicin: CCso = 0.26 puM). Considering the results,
LBDD drug planning proved to be successful and the class of cinnamoyl hydrazones were
promising as antiparasitics due to its activity in low micromolar scale and moderate cytotoxicity
in human cells. These results indicate that the described class of compounds can be further
investigated in order to improve the prototypes obtained in the search for new antiparasitic
chemotherapeutic agents and to unravel the mechanisms of action of leishmanicidal molecules.

Keywords: antiparasitics, chalcones, cinnamoyl hydrazones, thiazolo[3,2-b][triazolo]-6(5H)-
ones, citotoxicity
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1 INTRODUCAO

1.1 Doencas Negligenciadas

Diversas enfermidades afetam populacdes menos favorecida e com dificuldade de
acesso a saude bésica necesséria, dentre elas, deparamos com as doencas negligenciadas (DN),
também conhecidas como doencas tropicais negligenciadas. Essas doencgas sdo denominadas
assim pela Organizacdo Mundial da Saude — OMS (ou World Health Organization, acrénimo
em inglés — WHO), por afetarem principalmente pessoas em situacdes de pobreza, em areas
remotas e zonas de conflito, sob inadequados padrdes de saneamento basico e em contato direto
com doengcas infecciosas e/ou de terapéutica ineficaz, ainda que de grande relevancia médica
(AERTS et al., 2017; WHO, 2018a).

As DN sdo causadas por diferentes agentes, sendo eles, virus, como a dengue e a raiva,
por bactérias, como a hanseniase e o tracoma, e, majoritariamente deparamos com doencas
causadas por parasitas, como a esquistossomose, a doenca de Chagas, as leishmanioses, a
tripanossomiase humana africana (também conhecida como doenca do sono), a malaria
(atualmente ndo mais classificada como negligenciada), entre outras (DNDI, 2019;
VALVERDE, 2019; WHO, 2018a).

As DN estdo presentes principalmente em regides de clima tropical e subtropical como
o continente africano e sul-americano, onde predominam paises com populacdes de média-
baixa ou de baixa renda (O’CONNELL, 2007; DNDI, 2017a; WHO, 2018a).

Estima-se que as DN afetem mais de um bilh&o de pessoas no mundo, aproximadamente
1/6 da popula¢do mundial, e sdo causa de significante morbidade e mortalidade. A necessidade
de desenvolvimento de terapias efetivas tornou-se urgente, sendo que, entre os anos de 2000-
2011, estimou-se que estas representaram cerca de 11% da carga global de doencas. Mesmo
com esse panorama, dos 850 novos produtos terapéuticos aprovados pela agéncia de saude dos
Estados Unidos - FDA (Food and Drug Administration) e pela Agéncia Européia de
Medicamentos — EMA (European Medicines Agency), somente 4% foram indicados para tais
doencgas, sendo que apenas 1% consistia em novas entidades moleculares (New Chemical
Entities — NCE) (MORAN et al., 2009; O’CONNELL, 2007; PEDRIQUE et al., 2013).

Em contraponto, de 2015 a 2017, notou-se um grande progresso no controle e
desenvolvimento das terapias contra DN, reduzindo o numero de pessoas que necessitam do

tratamento contra tais doencas (BALAKRISHNAN, 2017). Tal avanco, é consequéncia do
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constante estimulo da OMS, por mais de uma década, a governos (entre eles, Estados Unidos,
Reino Unido e de paises europeus), organizacbes como a fundacdo Bill e Melinda Gates, o
DNDi e diversas companhias farmacéuticas, por investir em doencas negligenciadas
(BALAKRISHNAN, 2017; MAXMEN, 2019).

Como consequéncia direta desses investimentos, resultados concretos da pesquisa,
prevencdo, controle e tratamento das DN foram obtidos, como exemplo podemos citar: a
reducdo da Leishmaniose visceral na Asia, reducdo da raiva nas Américas, eliminacio da
elefantiase em alguns paises da Africa e mais recentemente, em 2018, a aprovacio pela EMA
do primeiro medicamento oral no tratamento dos estagios inicial e tardio da doenca do sono,
causada pelo Trypanossoma brucei (BALAKRISHNAN, 2017; MAXMEN, 2019).

Apesar de companhias farmacéuticas ainda serem relutantes ao investimento em
pesquisa de novos tratamentos para DN, principalmente devido a baixa capacidade de
pagamento do seguro de salde e dos consumidores, alguns dos progressos foram obtidos de
parcerias publico-privada. Entretanto, a maior parcela, quase 2/3 do investimento na pesquisa
em DN, vem do setor publico (financiamento sobretudo dos governos do Reino Unido, da Unido
Europeia, Alemanha, india e Africa) (Figura 1). No ano de 2017, o investimento atingiu o
recorde de 3,5 bilhdes de dolares. Os demais investimento vieram de institui¢6es filantrdpicas,
companhias farmacéuticas e outras fontes de financiamento (AERTS et al., 2017; MAXMEN,
2019).

Figura 1 — Financiamento investido mundialmente em bilhdes de dolares (US$) na

pesquisa em doengas negligenciadas entre os de 2008 a 2017 por diferentes entidades.
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Apesar de muitos avancos, as DN abrangem uma grande gama de doengas sendo
necessario dar sequéncia as pesquisas. Dentre todas as enfermidades citadas anteriormente,
foram abordadas neste estudo as parasitoses, tal como a doenca de Chagas e as Leishmanioses,
as quais podem ser fatais, acometem milhdes de pessoas nas regides endémicas e em situagdo
de pobreza, ou ainda h& dificuldade de acesso aos tratamentos pelo elevado custo, ou ndo
possuem tratamento e/ou vacina eficaz e segura (APT, 2017; LIST et al., 2016; WHO, 2018b;
WHO, 2018c). Ndo obstante, também destacamos a malaria, a qual possui elevada taxa de
mortalidade e alta incidéncia de casos infecciosos, que apesar de possuir terapéutica disponivel
para uso, esta apresenta alto custo de producdo e elevada toxicidade, além de terem sido

reportados casos de resisténcia frente aos farmacos disponiveis (WHO, 2019a).

1.1.1 Doenca de Chagas

A doenca de Chagas é uma protozoose, causada pelo parasita Trypanossoma cruzi
(MURILLO-GODINEZ, 2018; URBINA, 2015). Sua transmissdo ocorre principalmente por
meio do vetor, insetos triatomineos conhecidos como “barbeiro”. Porém, ja sdo conhecidas
formas alternativas de transmissdo tais como: congénita (da mae para o filho), por transfusédo
sanguinea, transplantes de érgdos, e também casos de contaminacéo alimentar, decorrente da
ingestdo do parasita, contaminados com o vetor, encontrados dispersos em sucos de cana e agai
(CARDOSO et al., 2006; DNDI, 2019; MATTHEWS, 2013; WHO, 2018b; PAHO, 2019;
ROQUE et al., 2008).

Conhecida, também, como tripanossomiase americana, estima-se que seja endémica em
21 paises da América Latina. Entretanto, devido a processos migratorios e por meio de
transfusdo sanguinea, a situagdo mundial agravou-se, sendo possivel diagnosticar pessoas
infectadas pelo T. cruzi em paises europeus e norte-americanos. Mundialmente, cerca de 6 a 8
milhGes de pessoas estdo infectadas pelo T. cruzi, mais de 70 milhGes de individuos encontram-
se sob o risco de infeccdo e acredita-se, ainda, que seja responsavel por 10 a 14 mil mortes
anualmente s6 na Ameérica Latina (ANGHEBEN et al., 2015; CASTILLO-RIQUELME, 2017
WHO,2018b; DNDI, 2019).

Frente a tais estatisticas, medidas eficazes de controle e prevengdo a doenga vem sendo
aplicadas, como: a melhoria das habitac6es para prevenir a infestacdo do vetor (com paredes de

reboco ou concreto); melhorias nas praticas de higiene na preparacdo, armazenamento,
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transporte e consumo de alimentos; aplicacdo de inseticidas ao redor de areas com alta
incidéncia do vetor; triagem dos doadores de sangue; entre outros. No entanto, a terapéutica
atual carece quanto a eficacia e seguranca no tratamento dos pacientes, principalmente na fase
crénica da doenca , (DNDI, 2019; PAHO, 2019a; WHO, 2018b).

Apesar de enormes esfor¢os nas pesquisas de novos agentes antichagasicos, em sua
maioria realizada no @ambito académico, somente dois farmacos estdo disponiveis
especificamente para o tratamento da doenca, o Nifurtimox® (1) e o Benznidazol® (11) (Figura
2), sendo que no Brasil 0 uso do Nifurtimox® foi descontinuado desde 1980 devido a toxicidade.
Esses farmacos, apesar de diminuirem a parasitemia, causam graves efeitos adversos, 0s mais
frequentes sdo: anorexia, nduseas, dores de cabeca, perda de peso, astenia, além de sintomas
gastrointestinais, neurolégicos e musculo-esquelético. Ambos atuam quase gque exclusivamente
na fase aguda e ndo séo eficazes em todas as cepas do T. cruzi, 0 que demonstra a necessidade
urgente de descoberta e desenvolvimento de novos antichagésicos (BUCKNER; URBINA,
2012; COA et al., 2017; FORSYTH et al., 2016; NUNES et al., 2013; PINAZO et al., 2013;
PINHATTI et al., 2016, CDC, 2019).

As pesquisas realizadas para a obtencdo de farmacos contra a doenca de Chagas,
abordam diferentes classes quimicas. A Figura 2, ilustra estruturas de moléculas de diferentes
classes quimicas que apresentaram atividade significativa contra as formas celulares de
tripanossomatideos. Dentre as classes, encontra-se derivados de chalconas (cetonas a,f3-
insaturadas) (I11, 1V e V) (COA et al., 2017; GOMES et al., 2019; PASSALACQUA et al.,
2015) e derivados de hidrazonas (VI) (NOGUERA et al., 2015). Tais classes quimicas
despertaram o interesse em nosso grupo de pesquisa por serem moléculas simples, pequenas
(baixo peso molecular), reagentes usuais, facilmente obtidos comercialmente e de féacil

obtencéo sintética.
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Figura 2 — Estrutura de moléculas de diferentes classes quimicas que apresentaram atividade

contra parasitas Trypanosoma cruzi.
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1.1.2 Leishmanioses

As leishmanioses sdo um conjunto de doencas infecciosas causadas por protozoarios
intracelulares do género Leishmania. As espécies mais conhecidas causadoras da doenca sdo a
L. donovani, L. major, L. brasilienses, L. infantum, L. mexicana, dentre as mais de 20 espécies
catalogadas (WHO, 2019b, CDC, 2018a; DNDI, 2016). Sua transmissdo se da por insetos
flebotomineos conhecidos como mosquito-palha ou birigui (em inglés, chamados de sandflies),
encontrados principalmente em regides tropicais e subtropicais. As fémeas dos géneros
Phlebotomus e Lutzomyia tém transmissdo da doenca para seres humanos comprovada,
podendo estas doencas serem transmitida por mais de 90 espécies desses insetos (CDC, 2018a;
DNDI, 2016; WHO, 2019b; DOSTALOVA; VOLF, 2012).

As leishmanioses apresentam caracteristicas epidemiologicas e clinicas peculiares
dependendo da &rea geogréfica onde se desenvolvem, por isso sdo consideradas doencas
distintas, sendo reunidas em quatro grupos: leishmaniose cutanea; leishmaniose mucocutanea
(ou cutaneo-mucosa); leishmaniose cutaneo-difusa e leishmaniose visceral (ou calazar). Dentre
elas, a leishmaniose cuténea é a forma mais comum, caracteristicas por causar lesdes na pele e
Ulceras. A leishmaniose visceral é a mais grave, entre 0s sintomas estdo a perda de peso,
aumento do baco e figado. Ambas as formas da doenca destacam-se pel elevado nimero de
casos (ARAUJO, 2013; WHO/PAHO, 2019, WHO, 2019b).
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A leishmaniose visceral recebe notoriedade por ser responsavel pelo elevado indice de
morbidade e mortalidade nas comunidades afetadas, predominantemente no leste do continente
Africano, na India e no Brasil. Tais indices ocorrem principalmente por afetar o sistema
fagocitico mononuclear (SFM) do baco, do figado, da medula 6ssea e dos tecidos linfoides e
por consequéncia reduz o nimero de glébulos brancos no sangue (leucopenia) e de glébulos
vermelhos (anemia), muitas vezes havendo co-infeccdo com outras doengas, principalmente
HIV, sendo fatal em 95% dos casos se ndo for tratada (WHO, 2019b, CDC, 2018a; DNDI,
2016).

As Leishmanioses geralmente s@o caracterizadas por grandes surtos em cidades
densamente povoadas, associadas a ma-nutri¢ao, pessoas com sistema imune debilitado e a falta
de recursos financeiros. Ha também relacdo entre o crescimento da doenca com mudancas
ambientais e climaticas: como o desmatamento, construcdo de barragens, urbanizacéo,
mudancas na temperatura e aumento de chuvas e umidade. A OMS estima que ocorra 700 mil
a 1 milhdo de novos casos de leishmanioses e ocorra em 98 paises, sendo que 1 bilhdo de
pessoas ao redor do mundo estdo sob risco. Somente para Leishmaniose visceral, estima-se de
50 a 90 mil novos casos por ano e calcula-se que de 25 — 45% dos casos sdo reportados, sendo
que dentre esses, 20 a 30 mil mortes ocorram anualmente (WHO/PAHO, 2019; WHO, 2019b;
DNDI, 2018).

As leishmanioses sdo trataveis e curaveis, isso quando 0s pacientes sdo diagnosticados
e tratados no inicio da infeccdo e para isso faz-se necessario um sistema imune competente. Os
tratamentos mais utilizados sdo: antimoniais pentavalentes (estibogluconato de sodio),
pentamidinas, anfotericina B, imiquimode, azois e imunoterapias (CROFT; OLLIARO, 2011;
DNDI, 2016; DNDi, 2017; MCGWIRE; SATOSKAR, 2014; WHO, 2019b; MOHAPATRA,
2014). Apesar do nimero de tratamentos ter aumentado na Gltima década, ainda existem muitos
inconvenientes como dificuldade de administragdo, duracdo do tratamento, alta toxicidade,
custo elevado e resisténcia dos parasitas frente aos medicamentos, assim o desenvolvimento de
um tratamento curto e seguro se faz necessario (DNDI, 2016; DNDi, 2017; DNDI, 2018;
MOHAPATRA, 2014; WHO, 2019b). (DNDI, 2018). Algumas estruturas quimicas dos
prototipos em estudo podem ser observadas na Figura 3.

Em 2014, o FDA aprovou a Miltefosina (VI11) (Impavido® - nome comercial) (Figura
3), primeiro medicamento oral disponivel para as trés principais formas de Leishmaniose
(visceral, cutdnea e mucosa). Esse farmaco (Hexadecil-fosfocolina) é um analogo alquil-
fosfolipidico e apresentou atividade frente os estagios promastigota e amastigota de espécies de

Leishmania e foi aprovado nos testes clinicos provando ser seguro e efetivo e com efeitos
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adversos limitados (P&T COMMUNITY, 2014; PIJPERS et al., 2019; PRAJAPATI et al.,
2013).

No ambito académico algumas classes que vem sendo estudadas apresentaram
resultados relevantes, como exemplo, ilustrado na Figura 3, temos: as chalconas (VI111) (COA
et al., 2017; ESPINOZA-HICKS et al., 2019; PASSALACQUA et al., 2015; RASHID et al.,
2016), pirazolinas (1X) (RASHID et al., 2016), amino-pirazol ureias (X) (MOWBRAY et al.,
2015), 1,3,4-tiadiazol-2-il-tio)acetamidas derivados do 5-nitrofurano (XI) (VOSOOGHI et al.,
2015), semicarbazonas (XII) (ALVES et al., 2015) e ftalanizinil-hidrazonas (XI11) (ROMERO
etal., 2017).

Figura 3 — Estrutura de moléculas de diferentes classes quimicas que apresentaram atividade
contra parasitas Leishmania sp.
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1.1.3 Maléria

A maléaria é uma doenca infecciosa causada por parasitas do género Plasmodium, da
familia Plamodiidae, a qual € transmitida por insetos do género Anopheles (PHILLIPS et al.,
2017; WHO, 2018a). Atualmente sdo conhecidas mais de 100 espécies do género Plasmodium,
entretanto, somente cinco sao descritas como parasitarias em humanos: P. falciparum, P. vivax,
P.ovale, P. malarie e P. knowlesi (FRANCA; DOS SANTOS; FIGUEROA-VILLAR, 2008;
PHILLIPS et al., 2017; WHO, 2019a). Dentre as especies infecciosas, P. falciparum e P. vivax
sdo as espécies de maior destaque devido acarretarem as maiores complicacfes da doenca, de
modo que o P. falciparum predomina no continente africano (99,7% dos casos) e 0 P. vivax no

continente americano (74,1% dos casos). Faz-se importante conhecimento da predominancia



33

de cada espécie devido as diferencgas bioldgicas entre as duas, tornando um desafio particular
no controle e eliminagéo da doenca (PHILLIPS etal., 2017; RECHT etal., 2017, WHO, 2019a).

O agente causador da forma grave da doenca é o P. falciparum, pois 10% dos casos
evoluem para a forma grave da doenca, afetando o cérebro, pulmdes e rins (PAHO, 2019b;
PHILLIPS etal., 2017). O P. falciparum é dominante na Africa, porém, vem sendo disseminada
para outras regides, tornando-as endémicas por meio de viajantes e imigrantes que retornam de
paises onde este tipo de malaria é endémico. A malaria causada pelo P. vivax por um bom tempo
foi considerada “benigna” em termos de severidade da doenca comparada a maldria causada
pelo P. falciparum, porém hoje em dia é de conhecimento que ambas espécies sdo capazes de
causar os sintomas severos da doenca, sendo o P. vivax, predominante em paises da regido
amazonica (CDC, 2018b; FRANCA; DOS SANTOS; FIGUEROA-VILLAR, 2008; PHILLIPS
etal., 2017; WHO, 2019a).

Como medidas profilaticas de sucesso e as mais efetivas conhecidas até o momento
estdo no controle do vetor, seja por barreiras fisicas e/ou por meio de inseticidas, no entanto
alguns insetos ja apresentam resisténcia. A indicac¢do do uso de antimalarico para viajantes de
areas endémicas e o direcionamento do tratamento quimioterapico a maneira de conter a forma
grave da doenca também vem promovendo avangos no controle da mesma, mas também,
algumas cepas ja se apresentam resistentes aos tratamentos disponiveis. Sendo uma doenca que
pode ser curavel (terapia medicamentosa combinada) e prevenida (vacina — ainda que limitada
ao uso e em estudo quanto a eficacia, seguranca e efeitos colaterais), tais motivos colaboraram
com sua retirada das doencas consideradas como negligenciada pela OMS (CDC, 2018b;
HUANG; TATEM, 2013; MITA et al., 2014; PHILLIPS et al., 2017; WHO, 2018d).

Relatos de 2017 indicam incidéncia de malaria mundial, estando presente em cerca de
87 paises distribuidos nos cinco continentes, sendo o continente africano o que desperta maior
preocupacédo (CDC, 2018b; WHO, 2019). Ainda no ano de 2017, segundo dados da OMS, 90%
dos casos de maléria estavam concentrados em paises africanos, e 92% destes casos terminam
em oObito. Em areas de alta transmissao da malaria, criangas com menos de 5 anos s@o as mais
suscetiveis, estimando-se 306 mil criangas mortas globalmente devido a esta doenca, atingindo
nameros extremos de uma crianga morta a cada 2 minutos (WHO, 2019a; WHO, 2018d).

No continente sul-americano, a maioria dos casos ocorre nos paises da regido
Amazonica, onde registrou-se um declinio de 43% nos casos da malaria entre 2000 e 2009,
subsequente a um decréscimo de 62% em 2015. Os dados indicam uma significativa melhora
no cuidado a satde em relacdo a populacao das areas endémicas (PAHO, 2019b; RECHT et al.,

2017; WHO, 2019a). Entretanto, apesar do decréscimo nos casos de malaria, 0s quais eram na
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maioria dos paises causados por P. vivax, alerta-se 0 aumento da incidéncia do P. falciparum
em paises como Colémbia, Equador, Venezuela, Honduras e Peru, sendo a Venezuela o pais
com a situacdo mais critica (PAHO, 2019b; RECHT et al., 2017; WHO, 2019a).

A OMS preconiza, quanto as terapias quimioterapicas, que em regides de alto risco, seja
feito tratamento preventivo com sulfadoxima-pirimetamina, pois ainda sim a prevencao é a
melhor forma de evitar possiveis fatalidades. J& para o tratamento apés infeccdo pelo
Plasmodium, indica-se o uso de associacdo de medicamentos para quimioterapia antimalérica,
conhecida como terapias combinadas com artesiminina (Artemisinin Combination Therapies —
ACT). As terapias combinadas sdo ministradas, no intuito de evitar a resisténcia parasitéria e
para o tratamento precoce (detectado recentemente apds a infecgdo), a terapia é mais eficaz,
diminuindo a duracdo do tratamento, prevenindo complicacdes e evitando mortes (PAHO,
2019b; RECHT et al., 2017; WHO, 2019a).

Entre as classes quimicas de antimaléricos utilizados temos: 4-aminoquinolinas, 8-
aminoquinolinas, lactonas sesquiterpénicas, naftoquinonas e algumas sulfas. Antibidticos como
a doxiciclina, tetraciclina e clindamicina também podem ser utilizados em associa¢do com
quinina, por exemplo, principalmente em casos de resisténcia do P. falciparum a cloroquina
(WHO, 2019a; WHO, 2018d, PAHO, 2019b; RECHT et al., 2017).

Na América Latina, contra o P. vivax, a cloroquina (XIV) é amplamente utilizada e a
primaquina (XV) é indicada em situacdes de co-infeccdo com o P. malariae (Figura 4) (KAUR
etal., 2010; RECHT etal., 2017).

As pesquisas na busca de antimalaricos, focam em contornar o possivel surgimento de
resisténcia, principalmente a cloroquina. Essas pesquisas, utilizam de uma diversidade de
moléculas de variadas classes quimicas, como por exemplo destacamos compostos da classe
das chalconas (XVI e XVII) (DE OLIVEIRA et al., 2013; GUANTAI et al., 2011; PANDEY
et al., 2016; PEREZ et al., 2013; TADIGOPPULA et al., 2013), pirazolinas (XVI11 e XIX)
(KARAD etal., 2016; MISHRA et al., 2017) e N-acil-hidrazonas (XX) (DOS SANTOS FILHO
et al., 2016) (Figura 4).

Dentre as iniciativas positivas na busca de novos antimalaricos podemos citar o programa
Medicamentos para o Risco da Malaria (Medicines for Malaria Venture — MMV), que
compreende um conjunto de industrias farmacéuticas e organizac6es de saude que dispdem um
portfélio de compostos que se encontram em estudos clinicos (PHILLIPS et al., 2017).
Também, a Iniciativa Farmacos para Doengas Negligenciadas (Drugs for Neglected Diseases
initiative - DNDi), tem corroborado em conjunto com industrias farmacéuticas para 0s ensaios

clinicos de compostos candidatos a antimalaricos ou, especialmente, de associa¢fes com
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artemisinina (DNDi, 2017). Tais iniciativas reforcam a necessidade de avangos e
desenvolvimentos de novos quimioterapicos ativos contra as cepas resistentes ao atual

tratamento.

Figura 4 — Estrutura de moléculas de diferentes classes quimicas que apresentaram atividade

contra parasitas Plasmodium falciparum.
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1.2 Planejamento de farmacos

O planejamento de farmacos consiste em um processo dindmico que integra métodos
experimental e tedrico, além de abranger as multiplas areas do conhecimento, como biologia,
genética, farmacologia, quimica, fisica, bioquimica, quimica computacional, entre outras
(KHAN et al., 2011; V. C. GUIDO; OLIVA; D. ANDRICOPULO, 2011). Entre os conceitos
classicos usualmente abordados no planejamento de farmacos temos, o SBDD (do inglés,
structure based drug design) e o LBDD (ligand based drug design) (PATRICK, 2009a;
BARREIRO, FRAGA, 2009; DAVIS; TEAGUE; KLEYWEGT, 2003).

O SBDD baseia-se no conhecimento estrutural do alvo bioquimico (enzimas, canais
ibnicos, proteinas de membrana, etc) no planejamento de farmacos. As informagdes estruturais
podem ser obtidas por técnicas computacionais (modelagem molecular por homologia,
modelagem comparativa), ou por técnicas experimentais (ressonancia magnética de proteinas

ou cristalografia), e como posterior etapa, a sintese de moléculas visando a complementaridade
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a este alvo (PATRICK, 2009a; V. C. GUIDO; OLIVA; D. ANDRICOPULO, 2011,
BARREIRO, FRAGA, 2009; DAVIS; TEAGUE; KLEYWEGT, 2003; SAMS-DODD, 2007).

O LBDD utiliza do conhecimento de moléculas com atividade bioldgica conhecida
(prototipo ou “hit”) como base para o planejamento de uma nova molécula promissora para
determinada doenca. Para isso, utiliza-se de diferentes técnicas na proposi¢cdo de novas
entidades quimicas que possuam propriedades estéricas e/ou eletrnicas similares ao prototipo,
buscando otimizar as propriedades biologicas desejadas. As moléculas planejadas por SBDD
ou LBDD deverao posteriormente ser sintetizadas e avaliadas quanto sua atividade bioldgica
(PATRICK, 2009a; GUIDO; OLIVA; D. ANDRICOPULO, 2011; BARREIRO, FRAGA,
2009; SAMS-DODD, 2007).

Ambos, SBDD e LBDD, podem ser assistidos por métodos computacionais de
desenvolvimento de farmaco - CADD (do inglés, computer assisted drug design). O CADD ¢
amplamente aplicado na atualidade e utiliza de algoritmos e dados estatisticos para obtencéo de
modelos tedricos matematicos, os quais favorecem o embasamento as estratégias do
planejamento de farmacos classico, como exemplo podemos citar a triagem virtual, ancoragem
molecular e dindmica molecular (PATRICK, 2009b; MOITESSIER et al., 2008; TANG et al.,
2006).

1.2.1 Modificagcdo Molecular

A modificacdo molecular estd entre os métodos tradicionais mais utilizados no
desenvolvimento racional de um farmaco, assim como, a utilizagdo de produtos naturais,
quimica combinatéria, High-throughput screening (HTS), entre outras. Entre os farmacos
introduzidos na terapéutica, uma das mais proficuas estratégias estd modificacdo molecular,
apesar de ndo utilizar as bases moleculares das doengas como suporte para o planejamento de
novos farmacos (BARREIRO, FRAGA, 2009; WERMUTH, 2008).

Das diferentes formas de aplicar-se a modificagcdo molecular conhecemos: simplificacéo
molecular, bioisosterismo, hibridagdo molecular, adicdo molecular, latenciagdo, fechamento e
abertura de anel, entre outros métodos (PATRICK, 2009a; GUIDO; OLIVA; D.
ANDRICOPULO, 2011; BARREIRO, FRAGA, 2009; SAMS-DODD, 2007).

Utilizada principalmente no desenvolvimento de analogos, tal estratégia aplica-se com
diferentes objetivos, entre eles, busca-se a melhora de propriedades farmacocinéticas e/ou
farmacodindmicas de um prot6tipo, obter propriedades similares de intera¢cdo com o alvo e em
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alguns casos, revelar uma atividade inesperada em outro alvo (GUIDO; OLIVA; D.
ANDRICOPULDO, 2011).

Tais modificagdes podem ser alcancadas por meio de processos laboratoriais sintéticos
como: substituicdo de elementos ou pequenos grupos estruturais, troca de fragmentos da
molécula, substituicdo do esqueleto original do anéalogo, introducdo e retirada de grupos
quimicos, fechamento e abertura de anéis, entre outros. (GUIDO; OLIVA; D.
ANDRICOPULO, 2011; WERMUTH, 2008). Como consequéncia, tem-se a participacdo
determinante na atividade bioldgica, podendo assim auxiliar nas interacdes farmacodinamicas
com o receptor ou alterando propriedades farmacocinéticas, melhorando a qualidade do
prototipo.

1.2.2 Avaliacdo Bioldgica e Avaliacao de Toxicidade

Tratando-se ainda de planejar novos farmacos, seletivos, seguros e de baixa toxicidade,
deve ser dada a devida atencdo aos chamados alertas estruturais ou toxicoforos. Esses, sdo
subestruturas de moléculas corelacionadas com as propriedades toxicas. A identificacdo desses
grupos no inicio do planejamento de farmacos pode prevenir a toxicidade e reduzir seu potencial
mutagénico, hepatotdxico, cardiotoxico e citotdxico, como exemplo podemos citar estruturas
nitro-aromaticas, aminas aromaticas, epoxidos, aldeidos o,B-insaturados, hidrazidas,
halogenetos alifaticos, hidroguinonas, entre outros (HAKIMELAHI; KHODARAHMI, 2005;
NOGUEIRA; ROSARIO, 2010; SILVA; TROSSINI, 2014; WILLIAMS; NAISBITT, 2002).

Quando buscamos tratamento quimioterapico contra doencas parasitarias, ambiciona-se
que o composto estudado apresente atividade antiparasitaria e que ndo apresente toxicidade as
células do hospedeiro, em outras palavras, a molécula em estudo deve possuir uma alta
seletividade (NOGUEIRA; ROSARIO, 2010; OKOMBO; CHIBALE, 2017). O processo de
avaliacdo da atividade biologica frente as células do parasita garantem que o composto
ultrapasse obstaculos, tal qual a permeacdo no parasita e biodegradagdo por outras enzimas
parasitarias (DA SILVA et al., 2013; OKOMBO; CHIBALE, 2017; SILVA et al., 2016).

Com a mesma relevéncia, a avaliacdo da toxicidade potencial de uma molécula em
estudo é uma ferramenta de boa relagdo custo-beneficio quando se objetivam promissores
candidatos para o tratamento de uma doenca. A realizacdo dos testes de toxicidade, quando a
molécula ainda estd em fase de desenvolvimento, garante a seguranca da mesma, poupa
esforcos e evita trabalhos dispendiosos futuros (DA SILVA et al.,, 2013; NOGUEIRA,;
ROSARIO, 2010; OKOMBO; CHIBALE, 2017; SILVA et al., 2016).
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Quando falamos dos mecanismos de toxicidade de uma entidade quimica, a toxicidade
da mesma costuma ser mediada pela reagdo com uma molécula-alvo, como os &cidos nucléicos,
proteinas e membranas. Dos tipos de reacdes que possam ocorrer sdo: as ligacbes nao-
covalentes, em alvos como receptores de membrana, receptores intracelulares, canais iénicos e
enzimas; ligacGes covalentes, comum ocorrer entre compostos eletrofilicos (ndo i6nicos e
catibnicos e cations radicalares), acidos nucléicos e proteinas; abstracdo de hidrogénio,
proveniente de radicais livres neutros em reacdo com atomos nucleofilicos presentes nas
proteinas e &cidos nucléicos; reacGes enzimaticas, quando reagem com proteinas-alvo
especificas; e por transferéncia de elétron (KLAASSEN, CURTIUS D.; WATKINS I11, 2012).

Em quimica medicinal geralmente grupos funcionais eletrofilicos sdo evitados por
serem suscetiveis a ataques nucleofilicos, como a enzima glutationa-S-transferase (GST).
Grupos como metilsulfona e sulfonamida e/ou grupos de saida, ligados a sistemas
heteroaromaticos deficiente de elétrons (piridina, piridona, benzotiazol, tiadiazol, indol, entre
outros), também fazem parte das estruturas que podem sofrer ataque nucleofilicos e reacdes de
substituicdo nucleofilica aromatica e que possam vir a acarretar efeitos toxicos das moléculas
(APTULA; ROBERTS, 2006; KALGUTKAR, 2011; RICHARZ et al., 2014).

Um dos mecanismos quimicos de acdo que pode ocorrer é a adicdo de Michael
(Esquema 1), onde ocorre a reacdo entre compostos eletrofilicos e nucledfilos endégenos. No
caso, 0 nucleofilo (Nu®) promove o ataque no carbono B (C-p) a carbonila, na dupla ligagio
eletrofilica, que por consequéncia forma um ion enolato e por fim origina o produto substituido
com o nucleéfilo. Esses compostos eletrofilicos sdo conhecidos com aceptores de Michael e
possuem em sua estrutura ligacdes duplas ou triplas adjacentes a substituintes retiradores de
elétrons como -CHO, -COR, -CO2:R, -CN, -SO2R, -NO. e podem também serem anéis
heterociclicos como 2-piridino, 4-piridino (APTULA; ROBERTS, 2006; KALGUTKAR,
2011; RICHARZ et al., 2014).

Esquema 1 — Mecanismo de adicdo de Michael.

aceptor de Michael ion enolato
S)
Nu Nu Oe
/_\ O) ‘_) Nu O
L —— —
@

H

Fonte: Mecanismo de reacdo adaptado de CLAYDEN, GREEVES, WARREN, 2012 (c. 22, p. 499)



39

Uma conhecida classe de aceptores de Michael sdo as chalconas, as quais possuem um
sistema carbonilico a,B-insaturado (aceptor de Michael), passivel a efeitos desejaveis e
indesejaveis, impactando com efeitos especificos beneficos e/ou de toxicidade as células
humanas. Entretanto, os diferentes substituintes adjacentes a regido a,B-insaturada da chalconas
influenciam na toxicidade celular ou em outros efeitos celulares (ZENGER et al., 2015).

De acordo com estudos de Zenger e colaboradores, 2015, grupos hidroxilas ligado ao
esqueleto estrutural de chalconas estdo correlacionados a efeitos citotdxicos e anti-proliferativo
em células normais, assim como em células cancerigenas. Um exemplo classico de toxicoféro
é o grupo nitro (-NO-), um grupamento elétron atraente forte, o qual tem a capacidade de criar
sitios localizados deficientes de elétron aptos a sofrerem ataques nucleofilicos. Grupos -NO>
também podem sofrer reducbes e gerar espécies reativas com efeitos bioldgicos. Por conta
disso, moléculas que possuem grupamentos nitro sao evitadas em farmacos, simultaneamente,
a toxicidade seletiva forma a base da quimioterapia, que é consequéncia do dano causado as
bactérias, parasitas e células tumorais, sem prejudicar as células normais (NEPALI; LEE;
LIOU, 2019; ZENGER et al., 2015).

Como falado anteriormente, estruturas conhecidas como toxicéforos séo evitadas no
desenvolvimento de farmacos, no entanto evita-los pode levar a perda de oportunidade de
desenvolver prot6tipos importantes. Porém, vale ressaltar, que alguns efeitos farmacolégicos
de medicamentos sdo resultado da formacdo de metabdlitos reativos, atributo que é alcangado
atraves da introducdo de um toxicéforo na estrutura quimica (KALGUTKAR, 2011; STEPAN
etal., 2011).

Uma classe bastante explorada sdo as sulfonamidas, os quais sdo utilizadas como
antibacteriano (Sulfatiazol, Sulfafenazol), antibidtico (Ftalilsulfatiazol), diurético (Metolazona,
Hidroflumetiazida), anti-inflamatério (Sulfasalazina), entre outras diversas aplicagdes
(SULFONAMIDES, 2016). Com isso, a retirada de toxicoforos de moléculas em estudo pode
acarretar a perda de importantes informagdes da atividade biologica das mesmas. Contudo, a
investigacdo desses grupos faz-se necessaria para certificarmos-nos de que nenhuma atividade
promissora esteja sendo desperdigada.

Portanto, ha uma diversidade grande de grupos que sdo considerados toxicéforos e ainda
assim, permanece a duvida entre evita-los ou adiciona-los aos protétipos no desenvolvimento
de novos farmacos. O fato é que, quando tratamos de quimioterapicos como 0s antiparasitarios,
existe uma relag&o estreita entre a atividade antiparasitaria buscada e a toxicidade em células
humanas. O uso de compostos que possuem toxicoforos em suas estruturas como agentes

quimioterapicos permite-nos estudar propriedades quimicas e a reatividade dessas estruturas



40

frente a molécula-alvo (APTULA; ROBERTS, 2006; KALGUTKAR, 2011; NEPALI; LEE;
LIOU, 2019; VALSECCHI et al., 2019).

1.3 Plano de Trabalho

Na busca por novas moléculas que possam ser utilizadas na terapéutica das doencas
parasitarias, como a doenca de chagas, leishmanioses e malaria, o presente trabalho embasou-
se no LBDD, abordagem do planejamento de farmacos a qual usa-se de compostos com
atividade conhecida para o desenvolvimento de moléculas mais promissoras (PATRICK,
2009a; SAMS-DODD, 2007; GUIDO; OLIVA; D. ANDRICOPULO, 2011, BARREIRO;
FRAGA, 2009).

Para o planejamento das moléculas, consideramos as que apresentavam grupamentos
eletrofilicos em sua estrutura. Dentre os compostos estudados, utilizou-se carbonilas a,f3-
insaturadas e hidrazonas (-NH-N=C-), sendo que moléculas com esses grupos em sua
constituicdo ja foram descritos ativos frente aos trés parasitas sob investigacdo, Trypanosoma
cruzi, Leishmania sp. e Plasmodium falciparum.

Na Figura 5 podemos observar os protétipos e o planejamento das moléculas propostas
neste projeto, para avaliacdo antiparasitaria e de citotoxicidade. Os grupamentos real¢cados com
cores vermelho e azul, foram mantidos na estrutura dos compostos planejados e para a obten¢édo
dos mesmos procedeu-se com diferentes métodos sintéticos. Sendo assim, propusemos 4 classes
de moléculas a serem obtidas.

A primeira classe planejada é a das N-acil-hidrazonas derivadas do &cido trans-
cindmico. Propds-se a obtencdo de moléculas a partir da hibridagcdo molecular entre o acido
trans-cindmico ((E)-3-fenil-2-4cido propendico), porcdo carbonilica o,B-insaturados (azul),
com hidrazonas (vermelha) através do seu grupo amino (ALVES et al., 2015; DOS SANTOS
FILHO etal., 2016; GOMES et al., 2019; PANDEY et al., 2016; PASSALACQUA et al., 2015;
RASHID et al., 2016).

A segunda classe de compostos ¢ a classe das chalconas (cetonas aromaticas o,p-
insaturadas), uma classe amplamente estudada e que apresentou atividade antiparasitaria contra
o0s trés parasitas em estudo diferentes, dependendo dos substituintes ligado a regido cetonas
aromatica e¢ a regido a.fB-insaturada. Na regido aromatica preservou-se 0 grupo
benzo[d][1,3]dioxol, farmacdforo presente em moléculas com ampla atividade, como

aplicacdes contra o cancer, tuberculose e também contra doenca parasitaria (esquistossomicida)
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(BORSARI et al., 2017; CARVALHO et al.,, 2012; DOS SANTOS FILHO et al., 2012;
GOMES et al., 2019; RASHID et al., 2016).

Outra classe que foi estudada, é a classe das pirazolinas, as quais possuem um
grupamento hidrazona ciclica e sdo originados de chalconas em reacdo com hidrazina para o
fechamento do sistema ciclico. As pirazolinas apresentam a regido eletrofilica no carbono da
ligacdo dupla (-NH-N=C-), o qual pode sofrer ataques nucleofilicos de biomoléculas do parasita
e humana. Algumas pirazolinas tri-substituidas mostraram-se ativas contra 0s parasitas em
estudo, principalmente como antimalaricas. As pirazolinas por nds propostas possuem apenas
dois substituintes aromaticos e o nitrogénio hidrazidico sem substituinte (-NH-N=CR)
(HAVRYLYUK etal., 2014; INSUASTY et al., 2015; MISHRA et al., 2017; PANDEY et al.,
2016; RAGHUVANSHI et al., 2019).

Por fim, a quarta e ultima série tem como esqueleto o grupo thiazolo[3,2-b][triazol]-
6(5H)-ona. Tal classe de compostos possui um aduto de Michael (carbonila o,f-insaturada),
suscetivel a ataques nucleofilicos, inserido a um grupamento heterociclico tiazolinico fundido
a estrutura de 1,2,4-triazol, atribuindo propriedades estéricas e eletrdnicas a regido aceptora de
Michael e que serdo avaliadas no trabalho. Até 0 momento, os compostos dessa classe foram
estudados quanto a sua atividade bioldgica frente a acdo anti-inflamatéria, antimicrobiana,
antimicobacteriana e anticonvulsivante, de modo que ainda ndo ha na literatura investigacao
quanto a acdo antiparasitaria desses compostos (MANJUNATHA et al., 2011; SEELAM et al.,
2016; TOZKOPARAN et al., 2011; VIJAYA RAJ; NARAYANA, 2006).

Para avaliar a influéncia dos substituintes adjacentes aos grupamentos carbonilicos a,[3-
insaturados e hidrazonas, diferentes anéis aromaticos substituidos e heteroaromaticos foram
propostos, 0s quais estdo frequentemente presentes em moléculas ativas e apresentam
propriedades estéricas e eletronicas variadas. Entre eles propusemos heteroaromaticos de cinco
membros (tiofeno, furano e pirrol), anéis aromaticos ricos e anéis aromaticos deficiente de
elétrons, e com substituintes retiradores de elétrons (ex: nitro substituidos) e doadores de
elétrons (ex: p-dimetilamina) em diferentes posicoes.

A avaliacdo bioldgica nas formas celulares dos parasitas, sdo de grande relevancia assim
como a avaliacdo de citotoxicidade para garantir a seguranca dos protétipos desde o inicio de
seu desenvolvimento (NOGUEIRA; ROSARIO, 2010; OKOMBO; CHIBALE, 2017).

Assim sendo, propds-se realizar os ensaios in vitro nas formas parasitarias e ensaios de
citotoxicidade para ter-se um indice de seletividade para os compostos planejados. Tais

procedimentos contaram com a colaboragéo de outros laboratérios certificados.
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O ensaio nas formas celulares de Trypanosoma cruzi e Leishmania sp. foram realizados
em colaboracdo com o Dr. Leonardo Luiz Gomes Ferreira e o Professor Dr. Adriano
Andricopulo, do Laboratério de Quimica Medicinal e Computacional (LQMC) do Instituto de
Fisica de Sdo Carlos — IFSC-USP, ja os ensaios antimalaricos em cepas de P. falciparum, esta
sendo realizado em colaboragdo com a Dra. Amanda Luisa da Fonseca, pds-doutoranda pelo
grupo do Prof. Fernando Varotti e Prof. Alex Taranto da Universidade Federal de Sdo Jodo Del-
Rei.

Figura 5 — Planejamento das moléculas com base na estrutura de ligantes (LBDD), com atividade

antiparasitaria conhecida, utilizados na proposic¢éo de moléculas com possivel atividade antiparasitaria.
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2 OBJETIVOS

O presente trabalho tem como objetivo geral a sintese de compostos da classe das
chalconas, cinamoil-hidrazonas e tiazolo[3,2-b][triazol]-6(5H)-onas. Avaliar a atividade
antiparasitaria frente aos parasitas Trypanossoma cruzi, Leishmania sp. e Plasmodium
falciparum e avaliar a citoxicidade, para verificar a relacdo entre a seguranca e seletividade
desses compostos.

Como objetivos especificos do presente projeto de doutorado buscou-se:

" Sintetizar moléculas bioativas atraves da estratégia de LBDD;
" Caracterizar as estruturas obtidas na sintese por técnicas espectroscépicas;
. Realizar a avaliacdo bioldgica dos compostos obtidos diante de cepas de Trypanosoma

cruzi, Leishmania sp. e Plasmodium falciparum;

" Avaliar da toxicidade celular dos compostos obtidos

3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Materiais

3.1.1 Reagentes, solventes e matérias-primas

Quadro 1 - Discriminacdo dos reagentes, solventes e matérias-primas utilizadas no desenvolvimento

de toda a parte experimental do trabalho

2-acetilfurano acido cloridrico concentrado (Synth®) hexano (Synth®)
(Sigma-Aldrich®)
2-acetiltiofeno acido sulfarico concentrado hidrato de hidrazina 80%
(Sigma-Aldrich®) (Merck®) (Riedel-Haén®)
2-clorobenzaldeido acido trifluoroacético 99,9% hidroxibenzotriazol
(Sigma-Aldrich®) (Merck®)
2,4-dinitro-fenil-hidrazida acido-trans cindmico (Sigma-Aldrich®) hidréxido de aménio
(Merck®) (Synth®)
3’,4’-(metilenodioxi)acetofenona ciclohexano (Alfa-Aesar®) hidréxido de sédio (Synth®)
(Sigma-aldrich®)
4-acetilpiridina (Merck®) carbonato de sodio (Synth®) indol-3-carboxaldeido
(Merck®)
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4-(dimetilamino)benzaldeido
(Riedel-Haén®)
4-(fenil-tio)benzaldeido

4-imidazol-carboxaldeido
(Sigma-Aldrich®)
5-nitrofurano-2-carboxaldeido
(Sigma-Aldrich®)
5-nitrotiofeno-2-carboxaldeido
(Sigma-Aldrich®)
acetonitrila (Synth®)

acetato de aménio (Synth®)

acetato de etila (Synth®)

acetato de sddio anidro (Synth®)
acetona (Synth®)

acetofenona (Sigma-Aldrich®)

acetonitrila (Synth®)
acido acético glacial(Synth®)

cloreto de 4-acetamido benzenossulfonila
(Sigma-Aldrich®)
cloreto de 4-cloro benzenossulfonila
(Sigma-Aldrich®)
cloreto de 4-toluenossulfonila (Sigma-
Aldrich®)
cloreto de sodio (Synth®)

cloridrato de aminoguanidina
(Sigma-Aldrich®)
cloridrato de semicarbazida (Sigma-
Aldrich®)
cloroférmio (Synth®)

cloroférmio deuterado (Cambridge
Isotope Laboratories Inc.)
diclorometano (Synth)
dimetilsulfoxido deuterado (Cambridge
Isotope Laboratories Inc.)
dimetilsulfoxido (Synth®)

etanol absoluto(Synth®)
furano-2-carboxaldeido ou furfural
(Sigma-Aldrich®)

metanol (Synth®)

metanol grau hplc (Merck®)

molibdato de aménio tetra
hidratado (Alfa-aesar®)
N,N'-diciclohexil-
carbodiimida (Merck®)
ninidrina (Merck®)

pirrol-2-carboxaldeido
(Sigma-Aldrich®)
sulfato de cérico IV (Alfa-
aesar®)
sulfato de sddio anidro
(Synth®)
tetrahidrofurano (Synth®)
tiofeno-2-carboxaldeido
(Sigma-Aldrich®)
tiosemicarbazida (Sigma-
Aldrich®)
trietilamina (Synth®)

vanilina (Quimex®)

3.1.2 Equipamentos

Quadro 2 - Discriminacdo dos equipamentos utilizados nos procedimentos de sinteses e

caracterizacOes das moléculas

Balanca semi-analitica

Barra magnética

Céamara de ultra-violeta (UV)

Agitadores magnéticos - Fisatom e IKA

Aparelho capilar Bichi para determinacéo de faixa de fusdo

Bomba de alto vacuo, EDWARDS modelo nXDS6

Bomba de vacuo/compressor de ar - Vacuubrand — ME 1C
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Coluna para CLAE Phenomenex, C-18 Gemini; 5u; 110A; 150 x 4,60mm; 5 micron
Cromatoplacas de silica-gel 60 Fasanm - Macherey-Nagel, Alugram® (20cm x 20cm x 0,20 mm).
Cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) — Shimatzu

Espectrofotdmetro de ultravioleta/fluorescéncia — TECAN — Infinite® 200 PRO

Espectrometro de Ressonancia Magnética Nuclear 300 MHz BRUKER, modelo Advance DPX-300
Evaporador rotatério modelo R-215 — Biichi

Lampada de radiacédo ultravioleta Spectroline, modelo ENF-260C

Mantas de aquecimento — Fisatom

Soprador térmico - Instruterm — AS-300-220

Tubo capilar sem heparina (Precision Glass Inc.)

Ultrafiltrador Gehaka

3.2 Métodos

3.2.1 Técnicas gerais de trabalho

ReacOes sensiveis a oxigénio e umidade foram realizadas em vidraria anidra
(submetido a pressao reduzida e aquecimento, seguido de fluxo de nitrogénio — adaptacgéo de
sistema de Schlenk para reacGes em sistema inerte). Agitadores magnético foram usados em
todas as reacBes. Todos 0s processos sintéticos foram monitorados por cromatografia de
camada delgada (CCD).

Solventes

Os solventes foram adquiridos comercialmente com qualidade satisfatoria (para analise
— p.a.), ndo necessitando de prévia purificacdo. Nas reacdes que utilizaram furfural, o mesmo
foi previamente destilado a vacuo e quando necesséario a retirada de agua dos solventes, esta foi
feita conforme procedimentos descritos por Armarego & Chai (2009). Solventes de alto grau
de pureza (conhecido como grau HPLC) foram utilizados para as analises de cromatografia
liguida de alta eficiéncia (CLAE) (em inglés HPLC, High Performance Liquid
Chromatography) e a agua ultra-pura foi obtida por ultrafiltrador Gehaka. Todos eluentes foram

degaseificados em sonicador antes do uso.

Cromatografia em camada delgada (CCD)
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A cromatografia em camada delgada (CCD) foi utilizada para monitoramento das
reagOes. Foram realizadas em placas de silica-gel 60 F2sanm (Macherey-Nagel, Alugram®) em
cubas de vidro e atmosfera saturada a temperatura ambiente. A visualizacdo das manchas
caracteristicas dos reagentes e produtos formados foi feita por lampadas ultra-violeta (UV) (254
nm e 365 nm) e, também, quando necessario, as placas foram imergidas em soluctes
reveladoras seguidas de aquecimento com soprador térmico até colorir as manchas (JORK et
al., 1990).

Solucdo de vanilina

Vanilina (1g), EtOH (45 mL), H20 (45 mL) e H2SO4 (10 mL)

Solucdo de ninidrina

Ninidrina (0,3g), HsCCOOH (3 mL) e EtOH (97 mL)

Solucéo de 2,4-dinitrofenil hidrazina (2,4-DNPH)

2,4-DNPH (6g), EtOH (100 mL), H20 (40 mL) e H2SO4 (30 mL)

Solucdo de molibdato cérico

Ce(S04)2 (1,89), (NH4)sM07024 x 4 H20 (450) e H2SO4 concentrado em H20 (900 mL)

Cromatografia liquida em coluna (Cromatografia Flash)

As amostras brutas foram purificadas por cromatografia liquida em coluna (Flash) em
silica gel Merck®, silica gel 60, 40 — 63 uM). Utilizou-se ar comprimido ou nitrogénio para
controle da velocidade de elui¢do. O diametro e volume das fragdes, assim como o fator de
retencédo (do acrénimo em inglés, Retention fator - Rf) sdo descritos na metodologia de cada

composto.

Ponto de fusao

Para obtencdo do ponto de fusdo dos compostos utilizou-se capilares abertos em

aparelho de fusao capilar Buchi — M565.
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Cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC)

A pureza dos compostos testados foi determinada por Cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE) (ou do inglés, High performance liquid cromatography — HPLC). As
andlises foram realizadas por dois diferentes aparelhos e métodos.

Método A:

Foi realizado em cromatografo liquido LC-20AT (Shimadzu), integrado com
degaseificador DGU-20As (Shimadzu), controlador CBM-20A (Shimadzu), sistema de
dispensacdo de solventes multiplo, amostrador automatico SIL-10AD (Shimadzu) e detector
UV/VIS SPD-20A (Shimadzu). A separacdo cromatografica foi realizada em uma coluna Cis
(150 x 4,60 mm, 5 um, 110 A Phenomenex — Gemini).

Temperatura media da coluna: 25 °C
Solvente:

Componente A: H.0

Componente B: ACN

Fluxo: 1,0 mL/ minuto

Volume de injecéo: 25 pL

Diluicdo da amostra: 1mg/ mL

Gradiente:

Tabela 1: Gradiente de eluicdo dos solventes utilizados no Método A da anélise de HPLC

Tempo (minutos) Componente A (%) Componente B (%)
0,0 50 50
5,0 50 50
9,0 10 90
17,0 10 90
25,0 50 50
30,0 50 50

Deteccao: 254 nm, tempo de aquisi¢do: 25 minutos

Integracdo: Subtracdo manual do branco para a mesma série
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Método de calculo: area em %

Método B:

Foi realizado em cromatografo liquido LC-10AD (Shimadzu), integrado com
degaseificador DGU-14A-VP (Shimadzu), controlador SCL-10%-VVP (Shimadzu), sistema de
dispensacdo de solventes multiplo, amostrador automatico SIL-10AD-VP (Shimadzu), forno
de coluna CTO-10AS-VP e detector RF10A-VP (Shimadzu). A separacdo cromatografica foi
realizada em uma coluna Waters (WAT027324, C1s pBondpack™, 300 x 3,90 mm).
Temperatura média da coluna: 28 °C
Solvente:

Componente A: H20 bidestilada + 0,05% (V/V) acido trifluoracético (TFA)
Componente B: ACN + 0,05% (V/V) TFA

Fluxo: 1,0 mL/ minuto

Volume de injecéo: 25 pL

Diluicdo da amostra: 1mg/ mL

Gradiente:

Tabela 2: Gradiente de eluicdo dos solventes utilizados no Método B da analise de HPLC

Tempo (minutos) Componente A (%) Componente B (%)
0,0 90 10
4,0 90 10
29,0 0 100
31,0 0 100
31,5 90 10
40,0 90 10

Deteccdo: 210 nm, tempo de aquisi¢do: 30 minutos
Integracao: Subtragdo manual do branco para a mesma série

Método de calculo: drea em %

Meétodo C:
Foi realizado em cromatografo liquido Hitachi® (Merck), integrado com bomba L-7100
(Merck), controlador D-7000 (Merck), amostrador automatico L-7200 (Merck), degaseificador
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L-7614 (Merck), detector UV L-7400 (Merck) e software: HSM D7000). A separacdo
cromatografica foi realizada em uma coluna LiChrospher®60 RP-select B (5 puM) com
LiCroCart® 250-4 mm.

Temperatura média da coluna: 23 °C

Solvente:

Componente A: H20 bidestilada + 0,05% (V/V) acido trifluoracético (TFA)

Componente B: ACN + 0,05% (V/V) TFA

Fluxo: 1,0 mL/ minuto

Volume de inje¢éo: 5 puL

Diluicdo da amostra: 1mg/ mL

Gradiente:

Tabela 3: Gradiente de elui¢do dos solventes utilizados no Método C da analise de HPLC

Tempo (minutos) Componente A (%) Componente B (%)
0,0 90 10
4,0 90 10
29,0 0 100
31,0 0 100
31,5 90 10
40,0 90 10

Deteccdo: 210 nm, tempo de aquisi¢do: 30 minutos
Integracdo: Subtracdo manual do branco para a mesma serie

Método de calculo: area em %

Espectroscopia de ressonancia magnética nuclear (RMN)

A espectroscopia de ressonancia magnetica nuclear foi realizada em aparelho Bruker
ADVANCE DPX-300. Para RMN de hidrogénio (RMN *H) em campo continuo operando a 300
MHz de frequéncia. Para RMN de carbono 13 (RMN 3C) foram empregadas medidas de 75
MHz. Em alguns casos, a espectroscopia de RMN foi realizada em um aparelho Unity Mercury
Plus 400 NMR spectrometer (Varian®), utilizando 400 MHz para RMN *H e 100 MHz para
RMN 3C ou Agilent 600-MR, utilizando 600 MHz para RMN *H e 151 MHz para RMN 3C.
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Os deslocamentos quimicos (3) estdo expressos em partes por milhdo (ppm) e calibrados de
acordo com o sinal do solvente deuterado utilizado. Exceto quando citado foi utilizado o padréo
interno TMS (0 ppm).

RMN H:
o (DMSO0-d6) — 2,51 ppm ; H20 — 3,30 ppm
8 (CDCl3) — 7,26 ppm; H20 — 1,56 ppm

RMN 3C:
6 (DMSO-d6) — 39,5 ppm
3 (CDCl3) — 77,16 ppm

As abreviagdes usadas para a multiplicidade do pico s&o: singleto (), singleto largo (sl),
dupleto (d), duplo dupleto (dd), tripleto (t), quarteto (q) e multipleto (m) e a constante de
acoplamento (J) € dada em Hertz (Hz). Para consulta dos sinais de possiveis interferéncia de
solventes nas analises de RMN utilizou o trabalho de FULMER e colaboradores, 2010.

A espectroscopia de RMN realizada no equipamento disponivel no Departamento de
Farmécia — FCF-USP, foi registrada pela técnica de nivel superior Dr. Maria Inés de Almeida
Goncalves. A espectroscopia de RMN realizada no estagio no exterior, foi realizada pela técnica
Claudia Thier, do Insitut fir Pharmazeutische und Medizinische Chemie — WWU Maunster.

Todos 0s espectros foram analisados com o programa MestReNova versdo > 7.1.1
(MestReLab Research Software, Universidade de Santiago de Compostela, Departamento de

Quimica Organica, Espanha).

3.2.2 Procedimentos Sintéticos

3.2.2.1 Sintese dos compostos N-acil-hidrazonicos derivados do &cido trans-cindmico

Os compostos da classe das N-acil-hidrazonas derivados do acido trans-cinamico
(Esquema 2), foram realizados em duas etapas. Iniciou-se com a reagdo entre acido do trans-
cindmico (1) com hidrato de hidrazina (80%) via agente condensante N’N’-
diciclohexilcarbodiimida (DCC) e hidroxi-benzotriazol (HOBt) para a formacéo da cinamoil-
hidrazida (2). Na segunda etapa, para obten¢éo do derivado N-acil-hidrazonico (3a-l), reagiu-

se a cinamoil-hidrazida com aldeidos ou cetonas aromaticos. O procedimento foi modificado
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baseando-se na referéncia (ELSHAARAWY; JANIAK, 2011; FIGUEIREDO et al., 2000) e os
detalhes de cada reacéo estdo descritos em Anexos.

Esquema 2: Esquema de sintese propostos para os derivados N-acil-hidrazonas derivados do

4cido trans-cinamico.

O _ (0] O
o 1 ™ _NH, iii A ,N\ R
OH _>ii ”  — ©/\)L” \r
H (CH3)
(1) 2 (3a-l)

Condicdes reacionais: (i) 1,2 eq. DCC, 1,2 eq. HOBt, ACN, t. a., 1-2 h; (ii) 2,0 eg. N2H4.H20 (80%)/ACN, 0 °C/5
°CIT °C amb., 6h; (iii) 1,0 eq. aldeidos ou cetonas, MeOH, HsCCOOH cat., T °C amb. — refluxo.

Este procedimento foi adaptado de. (ELSHAARAWY:; JANIAK, 2011; FIGUEIREDO
et al., 2000). Realizou-se a primeira etapa da reacao, reagindo-se 1,0 equivalente (eq.) de acido
trans-cindmico (1) em presenca do agente condensante N’,N’-diciclohexilcarbodiimida (DCC)
e hidroxi-benzotriazol (HOBt) em acetonitrila (ACN). A mistura reacional foi submetida a
agitacdo em temperatura ambiente (28 °C) até que todo acido fosse consumido, monitorado por
cromatografia de camada delgada (CCD). Em seguida, submeteu-se a mistura a banho de gelo
ao qual adicionou-se lentamente uma solucdo de N2Hs.H20 (excesso) em ACN por um periodo
aproximado de 30 minutos de adicdo. Manteve-se a mistura reacional a 0 °C durante toda a
adicdo, ao fim da adicdo, deixou-se a mistura reacional atingir lentamente a temperatura
ambiente e reagiu-se até observar a formacdo do produto, determinando por CCD. A mistura
foi filtrada a pressdo reduzida para remocdo do precipitado, N,N'-diciclohexilureia (DCU)
(subproduto oriundo do DCC). O filtrado foi diluido em agua destilada e submetido a extracao
liquido-liquido utilizando acetato de etila (AcOEt). A fase organica foi lavada
consecutivamente com solucdo saturada de cloreto de sédio (NaCl), seguido de uma solucgéo
saturada de bicarbonato de sodio (NaHCOssat.) e por fim, secou-se a fase organica com sulfato
de sodio anidro (Na2SO4). Removeu-se o solvente a presséo reduzida em rota-evaporador e
realizou-se a retirada dos residuos de solvente em bomba de alto vacuo para obtengdo do
produto bruto. Para isolamento do produto desejado, realizou-se coluna cromatografica Flash,
obtendo assim a cinamoil-hidrazida (2), caracterizada por ponto de fusio e RMN *H.

Na segunda etapa de reacdo (Esquema 2), reagiu-se a cinamoil-hidrazida (1,0 eq.) com

aldeidos ou cetonas aromaticas. A reacdo foi realizada em MeOH e &cido acetico glacial
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(HsCCOOH) como catalisador. A mesma foi submetida a agitagdo magnética em temperatura
ambiente (x 28 °C) e acompanhada por CCD para determinacdo do fim da reacdo. Ao fim,
reduziu-se a metade o solvente da mistura reacional a pressao reduzida e, em seguida, resfriou-
se em banho de gelo; quando necessario a solucdo foi submetida a refrigeracdo por 24 horas
para que ocorresse a precipitacdo total do produto. O sélido formado foi filtrado a presséo
reduzida e em seguida, submetido a bomba de alto vacuo para retirada dos residuos de solvente.
O solido isolado (3a-1) foi recristalizado no solvente adequado e em seguida analisado quanto

seu ponto de fusdo, RMN H e HPLC, obtendo assim os derivados N-acil-hidrazonicos.

3.2.2.2 Sintese de chalconas e pirazolinas.

Os compostos planejados foram obtidos por meio de uma condensacdo alddlica. A
reacdo ocorreu entre a 3°,4’-(metilenodioxi)acetofenona (4) e diferentes aldeidos aromaticos,
dando origem as chalconas (5a-g). Posterior a esta etapa, algumas das chalconas obtidas foram
reagidas com hidrazina para a formacdo dos compostos da classe das pirazolinas (6a-c)
(esquema 3) (SINGH; RAGHAV, 2013; VERCOUILLIE et al., 2007).

Esquema 3: Esquema de sintese propostos para os derivados da classe das chalconas e pirazolinas.

O H N -NH
6]
(0]
4) (5a-g) (6a-c)

Condicdes reacionais: (i) KOH (1 M), EtOH absoluto, t. a., 1-3 h; (ii) 2,0 eq. N2H4.H20 (80%)/EtOH, refluxo, 1h.

A sintese das chalconas foi realizada utilizando quantidades equimolares 3°,4°-
(metilenodioxi)acetofenona e do aldeido em meio basico de hidréxido de potassio (KOH) (1M)
e etanol absoluto (EtOH). Procedeu-se com a reagdo sob agitacdo em temperatura ambiente (25
°C) e a analise da formacdo do produto foi realizada por CCD. Ap0s o término da reacéo, a
solucéo foi neutralizada com uma solugdo de HCI (2 M) sob banho de gelo (0 °C), e em seguida
adicionou-se gua gelada até precipitacdo do produto. O solido formado foi filtrado a frio e sob
pressdo reduzida, seguido de lavagem com H.O deionizada gelada em abundancia.

Posteriormente secou-se 0 sélido obtido a pressdo reduzida em bomba de alto vacuo.
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Prosseguiu-se as analises de ponto de fusdo e de RMN *H e RMN %3C com o produto isolado,
0s quais indicaram a formacéo da chalcona planejada.

A sintese da pirazolina foi realizada em um baldo de fundo redondo (50 mL) adaptado
com sistema de refluxo, contendo a chalcona sintetizada na etapa anterior (1 eq.), excesso de
hidrato de hidrazina 80% (N2H4.H>O) (cerca de 2 equivalentes) em EtOH. A mistura reacional
foi mantida sob agitacdo e aquecimento até alcancar a temperatura de refluxo. A mistura
reacional foi mantida até o total consumo de um dos materiais de partida acompanhado por
CCD para determinacdo do consumo da chalcona da reacdo. Ao final, a mistura reacional foi
submetida a refrigeracdo por 24 horas até precipitacdo. Procedeu-se com filtracdo a pressao
reduzida, com lavagem do sélido com H>O deionizada gelada e EtOH gelado e posteriormente
foi feita a retirada de residuos de solvente por bomba de alto vacuo durante 24 horas.

Para caracterizagdo do composto obtido realizou-se ponto de fusio e RMN *H, por meio
do quais obtivemos indicativos de formacéao do produto desejado e para determinagéo da pureza
0 produto foi analisado por HPLC.

3.2.2.3 Sintese dos anélogos tiazolo[3,2-b][triazol]-6(5H)-ona

A obtencdo dos analogos thiazolo[3,2-b][triazol-6(5H)-ona, foi realizada em trés etapas
sintéticas (esquema 4)

Esquema 4: Esquema de sintese proposta para os analogos tiazolo[3,2-b][triazol]-6(5H)-ona.

-NH
0 ; I~

o)
i NONH, i P—SH i N-N
©)LCI—> ©)L” Y — N — | )-S
S N

@) (8) ©) (10a-i)

Condicdes reacionais: (i) 2,0 eq. tiossemicarbazida, THF anidro, 10 °C/ t. a., 2-3 h, (ii) NaOH (1M), reflux, 5 h;
(iii) 1,5 eq. acido 2-cloroacético, 2,4 eq. HsCOONa, 1,6 eq. anidrido acético, 3,5 eq. HsCOOH, reflux, 1-2 h.

A etapa inicial, consistiu na reacéo entre o cloreto de benzoila (7) e tiossemicarbazida
para a obtencdo do 2-benzoil-hidrazinocarbotioamida (8) em tetraidrofurano (THF)
(PLUMITALLO et al., 2004; RIVERA; BALSELLS; HANSEN, 2006). Na segunda etapa da
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reacdo, efetuou-se a ciclizacdo de (8) em meio béasico aquoso de hidroxido de sédio 1M
(NaOH), resultando na formacéo do 3-fenil-1H-1,2,4-triazol-5-tiol (9) (SEELAM et al., 2016;
TOZKOPARAN et al., 2011). Na ultima etapa para obtencdo dos analogos desejados, realizou-
se uma reacdo multicomponente, entre o produto (9), &cido cloroacético e diferentes aldeidos
aromaticos, na presenca de anidrido acético e acetato de sédio anidro (HsCOONa anidro), em
acido acético glacial (HsCCOOQOH), obtendo assim os analogos tiazolo[3,2-b][triazol-6(5H)-ona
(10a-i) (ALI; BAYOUMI MOSTAFA; SOLIMAN, 1976; TOZKOPARAN et al., 2011).

A sintese do 2-benzoil-hidrazinocarbotioamida (8) foi realizada em ambiente anidro e
inerte, com atmosfera de nitrogénio, em baldo bitubular de fundo redondo adaptado com funil
de adicdo e septo de borracha. Ao baldo, adicionou-se THF anidro e tiossemicarbazida (2 eq.),
os quais foram submetidos a agitacdo magnética em banho de gelo. Em seguida, solubilizou-se
o cloreto de benzoila (1 eg.) em THF anidro, os quais foram adicionados ao funil de adicg&o.
Prosseguiu-se com a adicao do cloreto de acila lentamente a solugédo de tiossemicarbazida sob
vigorosa agitacdo (em média 15 minutos de adi¢do), evitando que houvesse o aquecimento da
reacdo. Ao fim da adicéo, retirou-se o banho de gelo, alcangando a temperatura ambiente (25
°C) e o final da reacéo foi observado por CCD (duracédo de 2 a 3 horas de reac¢do). Ao fim da
reacao, a mistura reacional foi cessada com solucgdo saturada de bicarbonato de sodio (NaHCO3
sat.) e prosseguiu-se com extracao liquido-liquido de acetato de etila. A fase organica foi lavada
na sequéncia com solugdo de NaHCOs3 sat., solugdo saturada NaCl e em seguida seca com
Na>SOs anidro. A fase organica foi filtrada e o solvente removido a presséo reduzida. O produto
bruto obtido foi seco por bomba de alto vacuo durante 24 horas e em seguida purificado por
recristalizacdo em MeOH. Posteriormente, o solido obtido foi submetido a analises de
caracterizagdo de RMN *H e RMN 3C.

A sintese do 3-fenil-1H-1,2,4-triazol-5-tiol (9) foi realizada em um baldo de fundo
redondo adaptado com sistema de refluxo, contendo (8), NaOH 1M em H>O, manteve-se a
mistura sob agitacdo e sob refluxo. A reacdo foi monitorada por CCD, até o consumo total do
material de partida. Ao final, observou-se a formacéo de sélidos brancos, em seguida a mistura
reacional foi submetida a filtracdo a pressdo reduzida e lavagem com H.O gelada em
abundancia e EtOH gelado. Posteriormente retirou-se os residuos de solvente por bomba de alto
vacuo durante 24 horas. O sélido obtido foi submetido a analises de caracterizacio de RMN *H
e RMN 3C.
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A reacgdo dos analogos tiazolo[3,2-b][triazol-6(5H)-ona (10a-i) foi realizada em baldo
bitubular de fundo redondo e ambiente anidro e inerte (atmosfera de nitrogénio). Adicionou-se,
a temperatura ambiente, os reagentes na seguinte ordem: HzCOOH, H3COONa anidro, (9),
acido 2-cloroaceético, anidrido acético e por fim o aldeido aromatico. Submeteu-se todos 0s
componentes a agitacdo sob refluxo. A reacdo foi acompanhada por CCD. Ao fim, o produto
foi esfriado a temperatura ambiente, e o precipitado formado foi filtrado e lavado com agua
gelada. O composto obtido foi seco em dessecador com cloreto de célcio anidro por 24h horas.
Para purificacdo realizou-se recristalizacdo em acido aceético e o solvente residual foi removido
por bomba de alto vacuo por 24h horas. O solido obtido foi submetido a analises de
caracterizagdo por ponto de fusdo e de RMN H e RMN 3C e sua pureza foi verificada por

HPLC, confirmando assim os analogos tiazolo[3,2-b][triazol]-6(5H)-ona (10a-i).

3.2.3 Ensaios bioldgicos e de toxicidade

3.2.3.1 Ensaios in vitro contra o parasita Trypanosoma cruzi

O ensaio in vitro na forma amastigota de Trypanosoma cruzi foi realizado em
colaboragéo com o Dr. Leonardo Luiz Gomes Ferreira e o Professor Dr. Adriano Andricopulo,
no Laboratorio de Quimica Medicinal e Computacional (LQMC) do Instituto de Fisica de Séo
Carlos — IFSC-USP.

Procedimentos de cultura e cultivo dos parasitas T. cruzi

Os ensaios foram realizados utilizando cepas Tulahuen dos parasitas de Trypanossoma
cruzi geneticamente modificados para expressar o gene [3-galactosidade de Escherichia coli,
LacZ, o qual catalisa a reacdo colorimétrica do galactopiranosidio vermelho de clorofenol
(CPRG, Sigma Chemical Co., St. Louis, MO) como substrato. As culturas avaliadas quanto a
atividade da B-galactosidase foram cultivadas em meio RPMI1640, sem vermelho de fenol,

mais soro fetal bovino a 10%, penicilina e estreptomicina. Os tripomastigotas foram cultivados
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em monocamadas de fibroblasto humano com soro fetal bovino & 10%, penicilina e

estreptomicina.

Ensaios intracelular frente a forma amastigota de T. cruzi (Tulahuen LacZ)

A triagem das moléculas frente as cepas de T. cruzi que expressam a B-galactosidase foi
feito de acordo com procedimento descrito por BUCKNER e colaboradores, (1996). Os ensaios
foram realizados em placas de cultura de tecidos de 96 pocos (meio Becton Dickinson). Os
fibroblastos humanos foram semeados a 2,0 x 10° por pogco em volumes de 80 pL (RPMI 1640
sem vermelho de fenol) e incubou-se de um dia para o outro. No dia seguinte, 0s tripomastigotas
que expressam P-galactosidase (cepa Tulahuen), foram adicionados a 1,0 x 10* por pogo em
volumes de 20 uL (RPMI 1640 sem vermelho de fenol). Apds 24 horas, as moléculas a serem
avaliadas foram adicionadas em dilui¢Ges seriadas em volumes de 50 pL, cobrindo uma faixa
de 100 a 0,13 pM. Cada diluicdo foi realizada em triplicata. Previamente, foram preparadas
solucdes estoque em DMSO e diluidas em RPMI 1640 sem vermelho de fenol. Ap6s 72 horas
de incubacdo, as placas foram inspecionadas sob um microscopio invertido para garantir o
crescimento de controles e de esterilidade. Em seguida, 50 pL de substrato contendo CPRG e
NOnidet P-40 (concentracao final 0,1%) foram adicionados em todos 0s po¢os. Em pog¢os com
atividade de B-galactosidase, 0 meio mudou de cor do amarelo para o vermelho, e a mudanca
de coloracéo foi mensurada a 570 nm em um leitor automatico de microplata. Os dados foram
transferidos para o Sigma Plot para determinar os valores de ICso (metade da concentracdo
inibitéria maxima). O farmaco Beznidazol foi utilizado como controle positivo (ICso = 4,49
M) e culturas de parasitas nao tratados foram usados como controle negativo (FERREIRA et
al., 2014).

3.2.3.2 Ensaios in vitro contra parasita Leishmania sp.

O ensaio in vitro nas formas celulares de Leishmania sp., assim como 0 ensaio de
toxicidade celular para mensuracdo do indice de seletividade dos compostos foram realizados

em colaboracdo com o Dr. Leonardo Luiz Gomes Ferreira e o Professor Dr. Adriano
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Andricopulo, no Laboratério de Quimica Medicinal e Computacional (LQMC) do Instituto de
Fisica de Sdo Carlos — IFSC-USP.

Procedimentos de cultura e cultivo de promastigotas de Leishmania donovani, amastigotas

de Leishmania infantum, e macro6fagos humanos.

Culturas axénicas de Leishmania donovani (cepa MHOM/ET/67/HU3) foram mantidas
em meio M199 (pH 7,4) suplementado com 10% de soro fetal bovino inativado pelo calor e
crescidos a 28 °C. Células de leucemia humana (linhagem THP-1) foram mantidas em RPMI-
1640 (soro fetal bovino inativado a 10%) e cresceram a 37 °C e 5% de gas carbbnico (COy).
Solugdes estoque dos compostos foram preparados em DMSO 100% a 10mM e testados em
diluicdes seriadas (10 concentracfes) em microplacas de 96 pogos e fundo chato (ORTEGA et
al., 2019).

Ensaio in vitro em promastigotas de L. donovani

Para 0 ensaio em promastigota, as células de Leishmania donovani da cultura axénica
foram cultivadas em crescimento logaritmico a 1,0 x 10° por pogo (M199, 80 pL) e os
compostos foram adicionados em diluigdes seriadas (20 pL). Todas as placas incluiram o
controle negativo (100% do crescimento do parasita) e miltefosina como controle positivo.
Ap0s 72 horas de incubacéo a 28 °C, adicionou-se 10 pL de AlamarBlue® (12,5 mg resazurina/
100 mL de &gua destilada) em cada um dos pogos e em seguida as placas foram incubadas por
3 horas. O indicador de viabilidade celular permeia nos parasitas viaveis, o qual é reduzido
pelas enzimas NADPH e NADH no composto resorufina altamente fluorescente. Apos a
incubacéo, as placas foram lidas por fluorimetro de microplata sob comprimento de onda de
excitacdo de 536 nm e emissdo no comprimento de onda de 588 nm. Se o composto teste for
inativo contra o L. donovani, 0s parasitas permanecem viaveis, capazes de converter resazurina
em resorufina, resultando em emissao de fluorescéncia. Se o composto for ativo, 0 nimero de
parasitas vidveis € reduzido, resultando em diminuicdo de fluorescéncia. A inibicdo do

crescimento foi expressa como a porcentagem de fluorescéncia dos pogos com controle
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negativo. Os valores de 1Cso foram determinados utilizando o SigmaPlot. As curvas dose-
resposta foram ajustadas utilizando log (concentracdo do inibidor) versus a resposta
normalizada (entre 0% - 100%) com a inclinacdo variavel e valores de ICso calculados
automaticamente (ORTEGA et al., 2019).

Ensaio in vitro em amastigotas intracelulares de L. infantum

No ensaio em amastigotas intracelulares, as células THP-1 foram cultivadas a 2,0 x 10*
por poco (RPMI-1640, 100 pL) com Phorbol-12-miristato-13-acetato (PMA) a 30 ng/ mL para
a diferenciacdo em macrofagos. Apos a incubacdo de 72 horas (5% CO3, 37 °C), 0 meio foi
aspirado e em seguida promastigotas em estagio avancado foram adicionados (2 x 10% por
poco, 100uL). Apo6s 24 horas de incubacdo, o meio foi aspirado para eliminar os parasitas
extracelulares, entdo os compostos foram adicionados em dilui¢bes seriadas (100 pL) e as
placas foram incubadas por 120 horas. Todas as placas incluiram controles, negativo (100% de
crescimento do parasita) e positivo (miltefosina). Apos incubagdo, o meio foi removido e as
celulas foram fixadas em MeOH e coradas com Giemsa. A média do numero de amastigotas
intracelular por células de THP-1 foi determinada usando microscépio invertido e um contador
de células. A inibicdo do crescimento foi expressada como porcentagem da média do numero
de amastigotas por macrofago nos pocos de controle negativo. Os valores de ICso foram

determinadas conforme descritos no ensaio de promastigota.

Ensaio in vitro em macréfagos humano

Para o ensaio em macr6fagos humanos, células THP-1 foram cultivadas a 2,0 x 10%/ por
poc¢o (RPMI-1640, 100 puL) com PMA a 20 ng/ mL para ocorrer a diferenciagcdo em macrofagos.
Apos incubacdo de 72 horas (5% CO2, 37 °C), aspirou-se 0 meio, e 0s compostos foram
adicionados em dilui¢des seriadas (100 pL) e as placas foram incubadas por 120 horas. Todas
as placas incluiram controle negativo e doxorubicina como controle positivo. Apds a incubacéo,
10 pL de AlamarBlue foi adicionado em cada um dos pocos e depois as placas foram incubadas
por 3 horas. Em seguida, as placas foram lidas por fluorimetro de microplata, utilizando como
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comprimento de onda de excitagdo, 536 nm e comprimento de onda de emissdo, 588 nm. A
inibicdo do crescimento foi expressa como a porcentagem da fluorescéncia do controle
negativo. Os valores de I1Cso foram determinados conforme descrito anteriormente para os

ensaios em promastigotas e amastigotas (ORTEGA et al., 2019)

3.2.3.3 Ensaios in vitro contra parasita Plasmodium falciparum

O ensaio antimalérico in vitro nas formas celulares de Plasmodium falciparum, assim
como o ensaio de toxicidade celular para mensuragdo do indice de seletividade dos compostos
esta sendo realizado em colaboragdo com a Dr. Amanda Luisa da Fonseca, p6s doutoranda pelo
grupo do Professor Fernando Varotti, no Laboratério de Bioquimica Medicinal (LBgqM),
Universidade Federal de Séo Jodo Del-Rei, UFSJ — MG. Utilizou-se os procedimentos
conforme a literatura (DA SILVA et al., 2019; NUNES et al., 2019; VELASQUES et al., 2018).

Cultivo in vitro das fases intraeritrocitarias de Plasmodium falciparum

Cepas de Plasmodium falciparum cloroquina-resistente (W2) foram cultivadas em
hemécias humanas sob condicGes estabelecidas TRAGER e JENSEN, 1976. Elas foram
mantidas em placas de petri com meio RPMI-1640 suplementado com 25mM de Hepes, 21mM
de bicarbonato de soédio, 300uM de hipoxantina, 2g/L. ¢ 1g/L de glicose, 40ug/ml de
gentamicina, 10% (v/v) de plasma humano A+ inativado (meio completo) e hematocrito a 5%.
As hemacias humanas eram obtidas do Hemocentro de Divinopolis lavadas com meio RPMI
incompleto através de centrifugacdo a 2000 rpm por 30 minutos para retirada das células
brancas. As placas de petri contendo os parasitos foram condicionadas a 37 °C em dessecadores,
nos quais a concentracdo adequada de O foi obtida pela combustéo de uma vela. Diariamente

foi realizada a troca de meio completo do cultivo.

Determinacéo da parasitemia

A parasitemia foi monitorada diariamente através de esfregacos sanguineos em laminas,

secos ao ar, fixados com metanol e corados com Giemsa 0,93% em agua tamponada pH=6,8 (5
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gotas de corante para cada 1mL de &gua tamponada). Apds 20 minutos com o corante, 0
esfregaco foi lavado em &gua corrente, seco ao ar novamente e levado ao microscépio optico
com aumento de 1000x para proceder a contagem. A parasitemia foi determinada pela contagem

de hemacias parasitadas e expressas em porcentagem de hemacias totais.

Sincronizagao dos parasitos

Antes de cada teste de atividade antimalarica, os parasitos cultivados foram
sincronizados pelo método do sorbitol (LAMBROS; VANDERBERG, 1979). Na placa de
cultivo contendo o parasito, retirou-se 0 meio e adicionou-se 10 mL de sorbitol e homogenizou-
se. Incubou-se a placa de petri em dessecador com niveis adequados de oxigénio a 37 °C por
10 minutos. Apds esse tempo, transferiu-se todo o conteudo para um tubo falcon de 15mL e
centrifugou-se por 5 min. O sobrenadante foi retirado e o sedimento ressuspendido com meio
RPMI suplementado com soro humano A+ inativado, ajustando-se o hematdcrito para 5%.
Posteriormente, foi realizado um esfregaco sanguineo para determinacdo da parasitemia. O
hematocrito e a parasitemia, ambos a 2%, foram ajustados com a adi¢do de hemacias e meio
RPMI completo em quantidades adequadas. Esse método permite selecionar os trofozoitos

jovens (anéis) e assim garantir que a droga teste atue logo no inicio do ciclo eritrocitico.

Testes esquizonticidas in vitro com Plasmodium falciparum utilizando microteste

tradicional

As culturas sincronizadas com 2% de parasitemia no estagio de anel e 2% de
hematdcrito foram distribuidas em microplacas de 96 pogos (Corning/EUA)/200VI por pogo
(volume final). Os compostos a serem testados foram adicionados a diferentes concentragfes
na placa contendo os parasitos. Inicialmente foi feita uma triagem com duas concentragdes, 50
e 25ug/mL, para verificar se os compostos apresentavam atividade. Em cada placa de teste
havia pocos controles constituidos por hemécias infectadas (controle positivo) em meio de
cultivo sem adigéo de compostos-teste. A cloroquina foi utilizada em cada experimento como
droga padrdo. Para determinacdo do IC50 os compostos foram testados nas concentracfes 5
pg/ml a 0,03 pg/ml. Apds 48 horas de incubacao em dessecadores a 37 °C, com troca diaria de
meio completo, foram confeccionados esfregacos correspondentes a cada pogo. Depois de
fixados com metanol e corados com Giemsa, os esfregagos foram utilizados para proceder a

contagem da parasitemia ao microscopio optico (1000x). A atividade dos compostos foi
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expressa pela porcentagem de reducdo da parasitemia em relagdo aos controles sem farmacos,
que foi considerada como 100% de crescimento do parasito. Os experimentos foram realizados
em duplicatas e a leitura atraves de laminas codificadas. A parasitemia foi calculada conforme

a formula a seguir:

. ) ] parasitemia do composto x 100
Reducio de Parasitemia (%) = 100 — ( - - )
parasitemia controle

Cultivo de linhagens celulares para ensaio de toxicidade

Para o cultivo, foi utilizado a linhagem celular humana WI-26VVA-4 (fibroblasto de
pulmdo ATCC CCL-95.1). Tal linhagem faz parte do banco de células animais do Servico de
Biologia Celular (SBC) da Fundacéo Ezequiel Dias (FUNED) / Belo Horizonte, no qual possui
um laboratério com certificacio ABNT NBR ISO 9001/2008 e se destaca no suporte ao
desenvolvimento de projetos de pesquisa 0s quais requerem 0 acesso as técnicas de cultivo de
células e tecidos, consolidando-se como referéncia em cultivo de células animais. O contetdo
do criotubo (linhagem celular com 5% de DMSO e meio completo), mantido em nitrogénio
liquido no banco de criopreservacdo (CryoPlus 7405/ThermoScientific, EUA), foi transferido
para um tubo de centrifuga de 15 mL, contendo 2 mL de meio de cultura e entdo submetido a
centrifugagdo durante cinco minutos. Posteriormente o sobrenadante foi descartado e a massa
celular presente no fundo do tubo ressuspendida em 5mL do meio de cultura 90% de RPMI,
10% Soro Fetal Bovino (SFB). A suspensdo celular foi devidamente colocada em garrafa
plastica de cultivo celular, tratada para promover a adesdo celular, T75 (75cm?) (Corning Costar

Inc., EUA) e mantida a 37°C em estufa com atmosfera imida de 5% de COs..

Para a manutencgdo da linhagem, apds a adesdo celular, o0 meio foi trocado a cada 48
horas para garantir a renovagdo dos nutrientes. Através do microscopio invertido em aumento
de 40x (mod. Olympus, CKX 41) passivel de se observar contaminacGes, morfologia celular e
formacéo de monocamada. Quando a cultura apresentava formac¢do de monocamada com 80%
de confluéncia, repicava-se a cultura utilizando a enzima tripsina (1:250 Sigma) para remover
as células aderidas do fundo da garrafa. As células soltas foram ressupendidas em 5mL de meio
e recolhidas em tubo de centrifuga. O material foi centrifugado por 5 minutos a 2000 rpm e o
sobrenadante descartado. A massa celular ressuspendida em SmL de meio novo e 50uL da
suspenséo foi retirada para misturar com 50uL de azul de tripan para contagem manual de

células viaveis em camara de neubauer. O azul de tripan cora citoplasma de células mortas,



62

possibilitando a contagem de células viaveis utilizando a cAmara de neubauer ao microscopio
Optico 40x. Apos contagem, as células serdo distribuidas em placas de 96 pocos para realizacao

do ensaio de viabilidade celular.

Ensaio de viabilidade celular

Para avaliar a citotoxicidade dos compostos fornecidos, utilizou-se do ensaio reducéo
do MTT (3-(4,5dimetiltiazol-2il)-2,5 difeniltetraz6lico). O MTT consiste em um sal tetrazdlico,
gue por meio da acdo das redutases mitocondriais geram o formazan em forma de um cristal de
cor violeta, o qual é liberado por exocitose pelas células vivas, possibilitando assim, aferir a
quantidade de células vidveis por meio de ensaio colorimétrico (CARMICHAEL et al., 1987,
PARK et al., 1987). Posteriormente a viabilidade celular é calculada utilizando um leitor de
placas de Elisa, em leitura da absorbancia a 550 nm . As células foram incubadas por 24h em
estufa a 37°C e atmosfera imida de CO2 a 5%. Ap0s esse periodo as células foram lavadas com
solucdo salina tamponada (PBS). O teste de viabilidade celular, consiste em transferir as células
em uma placa de 96 pogos na concentragdo de 1x10° células/pogo. As moléculas testadas foram
diluidas em meio de cultivo fresco, contendo 1% de soro fetal bovino e adicionado a placa.
Apo0s 48 horas de incubacao, foram adicionados 100ul do sal tetrazoélico MTT na concentragao
de 5mg/mL. As placas foram incubadas por 3 horas. Apés este tempo retirou-se o sobrenadante
e aplicou-se 50ul de DMSO em cada pogo para solubilizar os cristais de formazan. A leitura
sera realizada em leitor de microplacas. Os ensaios de citotoxicidade foram realizados em
triplicatas. Todas as concentragfes obtidas foram comparadas com células cultivadas sem a

presenca de compostos (considerada 100% de viabilidade).

4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 Sintese e caracterizacdo das moléculas planejadas
Foram obtidos no total 31 compostos, divididos em 12 compostos da classe das N-acil-

hidrazonas do acido cinamico (3a-I), 7 chalconas (5a-g), 3 pirazolinas (6a-c), e 9 compostos da

classe das tiazolo[3,2-b][triazol]-6(5H)-onas (10a-i). Os compostos foram caracterizados por
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ponto de fusdo e ressonancia magnética nuclear (RMN) e a determinacdo de pureza foi realizada
por HPLC.

A sintese detalhada, os dados de caracterizacdo (espectros de RMN, corrida
cromatografica) e os dados de referéncia de cada composto (quando existente), estdo

disponiveis nos Anexos do trabalho.
4.1.1 Sintese e caracterizacdo dos compostos N-acil-hidrazonas do acido cinamico

A tabela 4 a seguir, apresenta o0 esquema geral de sintese e descreve os resultados de
rendimento de reacdo, CCD (Rf), o ponto de fuséo (p.f.) e a pureza por HPLC dos compostos
obtidos.

Tabela 4 — Esquema geral de sintese, estrutura dos compostos obtidos da classe das N-acil-
hidrazonas derivadas do acido trans-cindmico e os resultados obtidos na etapa de sintese,

ponto de fusdo e pureza cromatografica.

0 0 0
N_ .R
X OH > X N,NHZ > A H' \\I,.h
H H (CHs)
1 2

(3a-l)

Molécula Rendimento (%) CCD (Rf) p.f. (°C) HPLC (%)

it " 77 EtOAc 9:1 MeOH 103-118 -
S N2

@) @A)H (0,14)

0 (\> 68 EtOAc 9:1 MeOH 232 -244 97
A N/NV S’

(3a) w (0,44)

] @No 73 EtOAc 9:1 MeOH 221 -238 76
SN N N :
(3b) w (0,78)

©/N°’ 70 EtOAc 9:1 MeOH  225-244 99

(30) w”/NW 0,73)

3\ 43 EtOAc 9:1 MeOH 232 - 246 99
wu/"vw ner

(0,67)

(3d)
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Molécula Rendimento (%) CCD (Rf) p.f. (°C) HPLC (%)

fHs 71 HEX 3:7 EtOAc 235-248 99

o N\CH

(3e) @/\)kwnw@ (0,48)

H

o B 34 HEX 2:8 EtOAc 220 - 231 99
3 (0,70)

o 0D 20 HEX 2:8 EtOAc  225-244 95

Y

(39) CHs (0,80)

o ©:°> 39 EtOAC 9:1 MeOH  180-192 99
LN o
(3h) T, (0,72)
I @ 48 HEX 2:8 EtOAcC 206-220 99
x H/N\ o
(3i) (0,52)
Z h 24 EtOAc 9:1 MeOH 220-226 98
X u/N\ S
(€])] CH, (0,32)

0 i N 72 HEX 2:8 EtOAc 253-259 99
x N’NVEQ
(3K) " (0,40)

I (\> 48 HEX 2:8 EtOAC 207-216 99
<)) (0,65)

Os compostos N-acil-hidrazonas derivadas do &cido cindmico foram obtidos com

sucesso. A sintese consistiu em duas etapas (conforme o esquema geral da Tabela 4), sendo a
primeira etapa a formacao da cinamoil-hidrazida (2) e a segunda etapa, a formacao das N-acil-
hidrazonas (3a-1). As analises de ponto de fusdo dos compostos 3a-l mostraram-se
inconsistentes, visto que apresentaram faixas de fusdo ampla, com diferenca de 6 °C a 20 °C,
entretanto 0s compostos apresentaram-se com pureza cromatografica satisfatoria (> 95%,
exceto o composto 3b). Diante destes resultados, novas analises serdo realizadas e precisaram
ser investigados.

A reacdo para obtencdo de 2, utilizou como agente condensante N,N’-
diciclohexilcarbodiimida (DCC), e como catalisador da reacdo utilizou-se hidroxibenzotriazol
(HOBL), os quais favorecem a reacdo da hidrazina com acido carboxilico.

A sintese de 2 ocorre por meio de uma substituicdo nucleofilica no carbono carbonilico,

a partir do acido trans-cindmico e hidrato de hidrazina (Esquema 5). O mecanismo de
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substituicdo a carbonila ocorre em duas etapas, sendo a primeira a adi¢cdo do nucledfilo ao
carbono carbonilico, formando um intermediério tetraédrico e a segunda etapa a eliminagdo do
grupo de saida. Para que a reacdo ocorra, deve possuir um bom grupo de saida ligado ao carbono
tetraédrico. Grupos de saida podem ser anions ou moléculas neutras que sdo expelidos da
molécula e carregam consigo a carga negativa. O favorecimento da reacdo se da dependendo
da estabilidade do &nion formado do grupo de saida, os &tomos eletronegativos suportam bem
uma carga negativa, o que os torna bons grupo de saida, como outros exemplos temos acetatos
("OAC), tosilatos ("OTSs), cianetos ((CN), entre outros.

Como &cidos carboxilicos sdo pouco reativos com aminas primarias, por ndo possuirem
um bom grupo de saida, busca-se promover a ativa¢do da carbonila do &cido carboxilico. Dentre
as formas de ativacdo esta a transformacdo do &cido carboxilico em cloretos de acidos ou
também pode-se ativa-la por formacédo de ésteres alifaticos (etil éster, metil éster e etc), por
estes gerarem melhores grupos de saida. Neste trabalho, ambas as formas de ativacdo foram
previamente testadas para a formacao da cinamoil-hidrazida, porém nao obtivemos sucesso nas
reacOes devido a formacdo de subprodutos indesejados. Outra forma bastante utilizada para
aumentar a reatividade é utilizando agentes condensantes (ou reagentes de acoplamento), os
quais tornam a carbonila do &cido carboxilico mais reativo pela formacéo de um éster ativado
(Esquema 5) (CLAYDEN, GREEVES, WARREN, 2012).

Uma das classes de agentes condensantes s@o as carbodiimidas, 0s quais possui um
grupo reativo em sua estrutura (-N=C=N-). Utilizamos como agente condensante o DCC, nessa
reacao a carbodiimida ap0s reagir com o acido carboxilico do &cido trans-cindmico, forma um
grupamento éster ativado, mais reativo que o acido carboxilico. O éster ativado tende a sofrer
0 ataque nucleofilico mais facilmente da amina primaria, pois forma um bom grupo de saida,
um derivado de uréia estavel (N,N’-’dicicloexilurea — DCU). O HOBt, é um reagente bastante
comum em reacOes de formagdo de amida que utilizam agente condensante, ou reagdes de
acoplamento de aminoacidos. Esses tipos de reacdes sdo acelerados quando na presenca de
HOBt, favorecendo o ataque nucleofilico da amina (no caso, hidrazina) e evitando formar
subprodutos, dando origem ao intermediario N-acil-hidrazénico. No caso dos aminoacidos, o
HOBt também tem a funcdo de evitar a racemizacdo, pois intercepta o ester ativado formado
pelo DCC antes que a racemizacdo ocorra. O mecanismo reacional € apresentado no Esquema
5 a seguir (CLAYDEN, GREEVES, WARREN, 2012; AL-WARHI; AL-HAZIMI; EL-
FAHAM, 2012; EL-FAHAM; ALBERICIO, 2011).

A metodologia para a sintese realizada apresentou-se eficaz na obtencdo do produto

desejado. Obteve-se um solido amarelo com ponto de fusdo de 103-118 °C, apresentando-se
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valores aproximados aos valores de referéncia (Ref.: sélido branco, p.f. 116-118 °C) (JASIAK;
KUDELKO, 2015). Obteve-se rendimento aproximado de 70% e o produto foi analisado por

RMN !H, e os sinais apresentaram indicam a formagc&o cinamoil-hidrazida (figura 6).

Esquema 5: Mecanismo de reacao de substituicdo nucleofilica a carbonila via agente condensante

DCC e HOBY, entre o &cido trans-cindmico e hidrazina para formagdo de cinamoil-hidrazida.
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Fonte: Mecanismo de reagdo adaptado de CLAYDEN, GREEVES, WARREN, 2012 (c. 10, p. 200; c. 29, p. 747)

O espectro de RMN H apresentou os sinais correspondentes a formagdo do produto
(Figura 6). Observa-se o dupleto do hidrogénio do carbono a a 6,57 ppm com constante de
acoplamento com J = 15,8 Hz condizendo com a configuracdo trans do &cido trans-cindmico.
Observa-se também, um singleto largo a 4,48 ppm correspondente ao NH hidrazida e
comprovando a formacdo da ligacdo hidrazidica, o sinal do hidrogénio da amida, o qual
encontra-se desblindado, registrado a 9,36 ppm. Podemos também observar os sinais
desblindado relacionados aos hidrogénios do anel aromatico e também o hidrogénio do carbono
B a carbonila, todos entre 7,57 a 7,38 ppm. Além dos sinais que caracterizam o composto
desejado, nota-se no espectro a presenca de sinais de impurezas, entre 1 e 2 ppm, 0s quais
sugerem resquicios de impurezas de DCU na amostra, e na regido dos hidrogénios do anel
aromatico, resultando em hidrogénio a mais na integral do multipleto entre 7,57 e 7,38 ppm. O
produto ndo teve sua pureza determinada por CLAE, no entanto, 0 mesmo foi utilizado na
proxima etapa de sintese sem posterior purificacdo, visto a dificuldade de retirada do
subproduto (DCU) da amostra, mesmo apos purificacdo por coluna cromatografica.



67

O RMN *H apresentou sinais referente a residuos do subproduto de reagdo DCU, regido
do espectro 0,5 a 2,5 ppm (mais detalhes do RMN *H podem ser visto na Figura 6 a seguir). O
processo de remoc¢do do DCU nesta reacdo, foi feito por precipitacdo em ACN a frio, e depois
o0 produto foi isolado por coluna cromatografica. No entanto, quantidades pequenas de
impurezas ainda permaneceram na amostra. O DCU, subproduto da reacdo, é conhecido por ser
de dificil remocéo durante a purificacdo, entretanto deu-se procedéncia com a metodologia
planejada, devido a disponibilidade do reagente em nosso laboratorio, pelo baixo custo, além

de ser um eficiente reagente acoplante.

Figura 6 —Espectro de RMN *H do composto 2
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As N-acil-hidrazonas (3a-1) sdos formadas pelo mecanismo de formagdo de iminas
(esquema 6). A reacdo ocorre por meio de uma substituicdo nucleofilica entre o grupo amina
da hidrazida e o carbono carbonilico do aldeido ou cetona utilizada, com perda do oxigénio
carbonilico na forma de H20. Sendo esta, uma reacdo reversivel, a hidrolise do produto obtido

pode ocorrer. As hidrazonas, assim como as iminas, possuem uma dupla liga¢do (-C=N-), no
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mecanismo de formacg&o ocorre primeiro a adi¢do do nucle6filo seguido da libera¢do do grupo
de saida, como no mecanismo citado anteriormente. Nesse caso, a primeira etapa de formacao
obtém-se um intermediario hemiacetal, o qual sofre desidratacdo (segunda etapa), formando o
ion iminio, por fim dando origem a imina. A segunda etapa € indispensavel ser feita por catalise
acida (pH < 6), entretanto, o &cido do meio dificulta que ocorra a primeira etapa (pH < 4), logo,
existe uma faixa de pH entre 4-6 ideal para que a reacdo ocorra. O mecanismo reacional é
representado no Esquema 6 a seguir, exemplificado pela reacdo com o tiofeno-2-carboxaldeido
(3a) (CLAYDEN, GREEVES, WARREN, 2012).

Esquema 6: Mecanismo de reacdo de substituicdo nucleofilica a carbonila com perda de
oxigénio carbonilico, entre cinamoil-hidrazida e aldeidos ou cetonas para formacéo de N-acil-

hidrazonas.

hemiaminal

©/\AH %(3 HEH® ©/\)L HOH

oy

(2) etapa lenta dificultada em pH < 4,0
H
ion iminio

0 o H 0 H
B PNy w2
AN N -H N oY S H,0 N~ S

N S ® 2
H L H "'COH2
H ®
(3a) catalise acida dependente, lenta em pH > 6,0

Fonte: Mecanismo de reacdo adaptado de CLAYDEN, GREEVES, WARREN, 2012 (c. 11, p. 231)

Para o processo da reacdo de formac&o de imina se faz necessario a acidificacdo do meio
reacional (pH~6,0). A acidificacdo se faz necessaria para que o préton do meio seja adicionado
ao grupo hidroxila do intermediario hemiaminal, tornando este, um bom grupo de saida,
permitindo assim, a formacdo da dupla ligacdo entre nitrogénio e carbono. Neste caso,
realizamos a acidificacdo utilizando H3CCOOH (1-3 gotas) (CLAYDEN, GREEVES,
WARREN, 2012b).

De acordo com os resultados apresentados na etapa de sintese das N-acil-hidrazonas
(Tabela 5), os compostos derivados de aldeidos aromaticos (3a-f, 3k, 3I) foram obtidos sem
necessidade de aquecimento e a maioria obtidos em poucas horas de reacdo (duragdo de 1 a 5

horas). Exceto no caso do 3f e 3k, nos quais foi necessario maior tempo de reacéo (16-18 horas),
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provavelmente devido a menor reatividade dos aldeidos pirrolil e indolil, respectivamente. Por
consequéncia, sabendo que as cetonas aromaticas sdo menos reativas que os aldeidos, na reagdo
utilizando o acetil-2-tiofeno (3e), elevou-se a temperatura para 60 °C no intuito de verificar se
com aquecimento brando seria o suficiente para obter curto tempo de reacdo. No caso, foram
necessarias 24 horas para o final da reacdo do 3e, logo as demais cetonas foram submetidas a
refluxo (90 °C). Entretanto, apenas na reacdo com 4-piridinocarboxaldeido (3j), reagiu em 1
hora a refluxo, os demais (3h e 3i) reagiram apds 24 horas. Com isso, observou-se a diminuida
reatividade das cetonas aromaticas quando comparadas com aldeidos na reacdo de formacéo de
imina. Tal reatividade também refletiu no rendimento das reagdes, sendo que as reacbes com

aldeidos tiveram maiores rendimentos.

Tabela 5 — Resultados obtidos na etapa de sintese das N-acil-hidrazonas, temperatura,

duragéo, rendimento da reacéo e o solvente de recristalizagdo utilizado.

o}
X H,N\\rR
Ry
(3a-)
R R1 Temperatura Duracéo Solvente de

(°C) (horas) recristalizacéo
(3a) 2-tiofenil H 30 1 EtOH
(3b)  5-NO,-2-furil H 30 1 MeOH
(3¢) p-NO> H 30 1 MeOH
(3d) 5-NO»-2-tiofenil H 30 5 MeOH
(3e) p-N(CHs)2 H 30 1 MeOH
(3f) 2-pirrolil H 30 16 EtOH
(39) 2-tiofenil CHs 60 24 MeOH
(3h)  1-benzodioxolil CHjs 90 (refluxo) 24 MeOH
(3i) 2-furil CHs 90 (refluxo) 24 MeOH
(3j) 4-piridinil CHjs 90 (refluxo) 1 MeOH
(3Kk) 3-indolil H 30 18 MeOH
@3l 2-furil H 30 2 MeOH

De acordo com a literatura, compostos da classe das N-acil-hidrazonas podem estar
presentes como isdmeros geométricos E/Z da ligacdo dupla carbono-nitrogénio (-C=N-) ou

conférmeros cis/trans da ligacdo amidica (C(O)-N-). Quanto tratamos de conférmeros cis e
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trans, refere-se a rotacdo espacial que ocorre na ligacdo simples da amida, relacionando a
disposigédo da carbonila e os substituintes ligados ao nitrogénio da amida. O fendmeno da
presenca de isdmeros em amostras de amidas vem sendo reportado na literatura (DE KONING;
VAN OTTERLO; MICHAEL, 2003; LOPES et al., 2013).

Quanto a configuracdo E/Z, normalmente, as N-acil-hidrazonas apresentam-se como
isbmero mais estavel o de configuracdo E, pois os isdmeros Z sdo desfavorecidos por repulséo
estérica. Em estudos fotoquimicos, o isdbmeros E sdo compostos termodinamicos estaveis,
podendo sofrer isomerizacdo para o isdmero Z apenas quando estimulada pela luz visivel
(UVvis), enquanto o isdmero Z, pode ser isomerizado por UVVvis e/ou por aquecimento (BAI et
al., 2017; HAMZI; BARHOUMI-SLIMI; ABIDI, 2016; HU; GRICE; LEY, 2012; LOPES et
al., 2013; VAN DIJKEN et al., 2015).

Sendo assim, poderiamos obter 4 estruturas diferentes, divididos entre dois conférmeros
(cis/trans amida) e dois isomeros (E/Z): El/trans-amida, E/cis-amida, Z/trans-amida, Z/cis-
amida, ilustradas a seguir (Figura 7).

Figura 7 — Estruturas possiveis para 0s compostos N-acil-hidraz6nicos, exemplificado pelo

composto 3a: E/trans-amida, E/cis-amida, Z/trans-amida, Z/cis-amida

[isomero £] [cis-amida |
o] 0
1 N H
NSNS X N
N\ H l{l l \
I I O SRS
=
E/trans-amida E/cis-amida Z/trans-amida Z/cis-amida

Fonte: Adaptado de HAMZI; BARHOUMI-SLIMI; ABIDI, 2016.

Uma caracteristica observada inicialmente foi que o registro dos sinais no espectro de
RMN esperados para os hidrogénios de formacdo do produto desejado (-N=CH-; -C(O)NH-),
apresentaram-se duplicados. Sendo assim, fez-se a atribuicdo dos mesmos de forma que
somados, correspondessem a um hidrogénio de integral, feito isso, observou-se que os demais
sinais correspondiam aos hidrogénios da estrutura de apenas uma molécula.

Contudo, conforme analise do RMN *H foram obtidos os 12 compostos (3a-1), os quais
apresentam dois sinais caracteristicos da formacdo do esqueleto estrutural da N-acil-hidrazona:
sendo eles, o hidrogénio &cido (desblindado) ligado ao nitrogénio vizinho a carbonila,

registrado acima de 10,0 ppm; também é possivel observar o hidrogénio do carbono iminico
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para 0s compostos obtidos a partir da reagdo com aldeido (3a-f, 3k e 3l), 0s quais aparecem
préximo de 8,0 e 8,5 ppm, e para 0s compostos obtidos a partir da reagdo com cetona (1i-),
observa-se o sinal correspondente aos 3 hidrogénios da metila no carbono iminico, registrados
em torno de 2,0 — 3,0 ppm.

Corroborando com a identificacdo dos produtos obtidos, observa-se o registro do
dupleto dos hidrogénios em posicdo trans da dupla ligacdo carbono-carbono, sendo o
hidrogénio do carbono a registrado na regido do 6,0 — 7,0 ppm e o hidrogénio do carbono 3
pouco mais desblindado, registrado na regido dos hidrogénios aromaticos, em torno de 8,0 ppm,
ambos acoplados com uma constante em torno de J = 15,0- 16,0 Hz. Os demais hidrogénios,
aromaticos, sdo registrados entre 7,0 e 8,0 ppm. Como ilustragdo do espectro de RMN *H para
essa classe de compostos utilizou-se o espectro do composto (3a) (Figura 8).

No espectro do composto 3a é possivel observar o hidrogénio hidrazidico
(C(O)NH-N) em 11,6 e 11,5 ppm e o hidrogénio iminico foi registrado em 8,48 e 8,25
ppm. Observa-se também o dubleto referente ao hidrogénio do carbono o (Ca-H), em 6,69
ppm, o qual acopla com frequéncia de J = 15,8 Hz, equivalente constante de acoplamento
dos hidrogénios em posicdo trans- do acido cinamico. Acredita-se que o hidrogénio ligado
ao Co-H, sofra interferéncia dos diferentes conférmeros da amida, pois 0 mesmo é
registrado com %2 hidrogénio (6,69 ppm), e o outro % hidrogénio observa-se no multipleto
de 7,48 — 7,43 ppm (Figura 8).

Prosseguindo com identificacdo estereoquimica da amostra, decidiu-se realizar dois
procedimentos. O primeiro, analisar a amostra por RMN H em diferentes temperaturas, afim
de verificar se 0 aquecimento da amostra supera barreiras enérgicas de possiveis rotameros. O
segundo, o experimento de RMN *H diferencial do efeito nuclear Overhause - NOEdiff ( do
inglés, Nuclear Overhauser effect — NOE), o qual verifica a proximidade espacial entre *H —
'H. Antecipando, acredita-se ter obtido compostos de configuracdo E, e dois possiveis
conformeros na amostra, sendo eles os rotdmeros cis-amida e trans-amida (DE KONING; VAN
OTTERLO; MICHAEL, 2003; HU; GRICE; LEY, 2012; LOPES et al., 2013).
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Figura 8 —Espectro de RMN H do composto 3a
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Primeiramente, foi feita a analise nas diferentes temperaturas: 28 °C, 40 °C, 50 °C,
60°C, 70°C, 80 °C e por ultimo realizou a analise a uma temperatura de 30 °C. No espectro
foram registrados dois singletos desblindados, 11,65 ppm e 11,54 ppm referentes ao
hidrogénio hidrazidico (C=ONH) e observa-se também em 8,48 ppm e 8,25 ppm, dois
singletos do hidrogénio da ligacdo iminica, & medida que se aumenta a temperatura, 0s
sinais duplicados coalescem totalmente, e quando retorna-se a temperatura ambiente, os
sinais voltam a ser registrados duplicados. Acredita-se que o aquecimento da amostra,
supera a barreira de energia rotacional, interconvertendo um conférmero no outro,
indicando-nos a presenca de apenas um composto em duas possiveis conformagdes na
amostra (Figura 9) (LOPES et al., 2013).
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Figura 9 —Espectro de RMN 'H do composto 3a, em diferentes temperaturas, 28 °C
(temperatura ambiente), 40 °C, 50 °C, 60°C, 70°C, 80 °C e 30 °C.
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Realizamos também a analise de RMN 'H em diferentes temperaturas para 0s
compostos 3f e 3h, os quais tiveram espectros com as mesmas caracteristicas que o
composto 3a. Os sinais duplicados coaslescem quando aquecidos (espectros ilustrados em
Anexos)

Subsequente, realizou-se a analise de NOEdiff (Figura 10), sendo que nessa anélise,

irradiou-se o atomo de hidrogénio em 8,48 ppm do carbono iminico, por esse estar
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aparentemente estar duplicado. O sinal irradiado muda de fase no espectro, sendo registrado
para baixo da linha de base, por consequéncia, 0s sinais espectroscopicamente equivalente
também mudam de fase, no caso, o sinal em 8,25 ppm, também muda, logo 0 mesmo
corresponde a presenca de conférmeros na amostra e ndo a presenca de diastereoisomeros.
Contudo, mais analises serdo realizadas para determinagdo do diastereocisdmero das cinaoil-
hidrazonas (HU; GRICE; LEY, 2012; LOPES et al., 2013).

Figura 10 —Espectro de NOEdiff do composto 3a.
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Por fim, de acordo com a analise por HPLC, é possivel observar a presenca de apenas
um sinal, corroborando com a presenca de conférmeros da ligacdo amida das N-acil-hidrazonas.
Aferiu-se grau de pureza superior a 95% para 11 analogos, exceto o composto 2b (76 %) nédo
alcangou a pureza desejada. O composto 1b, segundo a analise por HPLC apresentou dois sinais
sendo o sinal majoritario equivalente a 76% da &rea em relagdo ao sinal minoritario. No entanto,
o espectro de RMN H, apresentou sinais referentes a estrutura quimica da molécula idealizada

(Anexos), sendo assim, todos foram enviados para ensaio biolégico.
4.1.2 Sintese e caracterizacdo das chalconas
A Tabela 6 a seguir, apresenta o0 esquema geral de sintese e descreve os resultados de

rendimento de reacdo, CCD (Rf), o ponto de fuséo e a pureza por HPLC dos compostos obtidos

para a classe das chalconas.
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Tabela 6 — Esquema geral de sintese, estrutura dos compostos obtidos da classe das chalconas,

os resultados obtidos na etapa de sintese, ponto de fusdo e pureza cromatografica.

o) H 0
<K))L S 7
o)
(4) (5a-g)
Molécula Rendimento (%) CCD (Rf) p.f. (°C) HPLC (%)
H 42 HEX 6:4 EtOAC 104-106 98
0. F S,
G & Ly (0,39)
J _/ 80 HEX 6:4 EtOAc 104-106 99
[o]
(5b) 0 = (0,20)
%
I P 67 HEX 8:2 EtOAc 250 93
° decomp.
(5¢) <o O O - CHs (0,31)
&,
w ) 41 HEX 5:5 EtOAc 198 96
£ decomp.
(5d) <° # (0,58)
[o)
f 45 HEX 7:3 EtOAC 96-98 98
o] a
s I U (0,60)
1 P 80 HEX 7:3 EtOAc 163-165 97
0.
(5f) <o O O . (0,50)
1 P f 87 HEX 7:3 EtOAC 115-117 98
0.
(59) <o O O (0,50)

As chalconas (5a-g) foram obtidas com sucesso. No processo de sintese foram utilizadas
condicdes brandas, sendo essas: temperatura ambiente e tempo curto de rea¢do (de 1 — 3 horas).
Nestas condigOes consideramos bons os rendimentos alcancados, entre 41% e 87%. Uma
excecao foi 0 anédlogo pirrolico o qual a reacdo perdurou por 24 horas para completa formacéo
do produto. Todos os compostos tiveram seu ponto de fusdo determinado, com faixa de fusédo
estreita e valores proximos ao de referéncia (3 — 5 °C de diferenga). Apenas o composto 5¢
diferiu da referéncia, onde obtivemos a decomposi¢éo do composto a 250 °C (Ref. 135-137 °C,
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(CHIARADIA et al., 2012), entretanto, pelos outros métodos de caracterizagdo foi possivel a
comprovacdao do composto desejado. A pureza cromatografica para esses compostos foi
atingida com sucesso (>95%).

A reacdo de formacdo de chaconas ocorre pela reacdo de enolatos com compostos
carbonilcos, conhecida como condensacdo cruzada ou condensagdo aldolica (Esquema 7). O
enolatos sdo anios formados de compostos carbonilicos em presenca de uma base capaz de
desprotonar o carbono a a carbonila, formando uma ligagdo dupla entre o carbono carbonilico
e o carbono a. A base ((OH) da reacdo age como catalisador, sendo que a mesma é regenerada
apos realizada a reacdo. O enolato formado é capaz de realizar um ataque nucleofilico ao
carbono carbonilico ocorrendo a formagao de “aldol”, esse também sofre enolizacdo nas
condicdes da reacdo resultando em um composto carbonilico insaturado estavel.

Normalmente, a eliminag&o de agua a partir de alcool (“aldol”) ndo ocorre em condi¢des
basicas, no entanto, a eliminagdo que ocorre nesse tipo de mecanismo é uma eliminagédo
unimolecular de base conjugada (EcB1), que primeiro acontece pela abstracdo do préton do C-
a gerando um anion estavel, o qual desloca-se para o0 atomo vizinho liberando o grupo de saida
formando uma ligagdo dupla, resultando em um produto carbonilico o,B-insaturado. O
mecanismo da reacdo alddlica esté ilustrado a seguir, utilizando como exemplo o composto 5a
(CLAYDEN, GREEVES, WARREN, 2012).

Esquema 7: Mecanismo de condensacéo cruzada (ou condensacdo aldolica) entre
cetonas aromaticas e aldeidos via formacdo de ion enolato, entre o 3,4-dimetoxi-acetofenona e

tiofeno-2-carboxaldeido para formacédo da chalcona 5a

~
ion enolato H-0
9(\ H
)

06) o) o O
[e) H 6] H S o) S
SO — NI — ST D

Ho®
@
OH
0 QOACOH (o on
o S -HO o < \s o . S
< \ // < H // < H H \ /
0 EcB1 0 enolizagio O j
(5a)
HO®

"aldol"

Fonte: Mecanismo de reacdo adaptado de CLAYDEN, GREEVES, WARREN, 2012 (c. 26, p. 619).
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De acordo com a analise de RMN *H, os sinais registrados nos espectros correspondem
a formacéo dos produtos, na Figura 11 a seguir, utilizamos como exemplo o espectro de RMN
'H do composto 5a. No espectro foi possivel observar os sinais de formacio da ligacdo cetona
a,B-insaturada através registro de um dupleto desblindado em 7,86 ppm (J = 15,2 Hz),
correspondente ao hidrogénio do carbono B (C-B) da dupla ligacdo carbono-carbono e que
indica que o composto tem configuracdo trans (E), e o outro dubleto da ligacdo dupla é
registrado em 7,59 — 7,52 ppm, o qual aparece inserido no multipleto junto ao hidrogénio do
anel benzodioxolico. Corroborando com a identificagdo da estrutura, observamos um duplo
dubleto em 7,18 ppm (J = 3,68 Hz e 4,98 Hz), referente ao hidrogénio ligado ao carbono vizinho
ao enxofre do anel tiofénico, enquanto que o sinal referente a ponte metilénica do benzodioxol
aparece em 6,15 ppm, como um singleto com dois hidrogénios, indicando a obtencdo do

derivado chalcona desejado.

Figura 11 —Espectro de RMN *H do composto 5a
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Os demais compostos da série foram avaliados da mesma forma e o perfil dos espectros
de RMN *H se repete. E comum e amplamente registrado na literatura, que a configuracéo trans
€ mais estavel para essa classe de compostos (BORSARI et al., 2017; MISHRA et al., 2017;
RAGHUVANSHI et al., 2019; RASHID et al., 2016; WANARE et al., 2010).

Para esta série, 5 dos 7 compostos apresentaram configuracdo trans (5a, 5c, 5d-g). No
entanto, os compostos 5b e 5d apresentaram-se a configuracdo cis como a mais estavel na
analise de RMN *H, realizada em DMSO-d6. Tal fato foi atribuido pois os espectros de 5b e 5d
ndo apresentam o mesmo perfil dos demais e também néo foi registrado dubletos com J = 15,0
Hz, caracteristicos de hidrogénios de duplas ligacGes em posicao trans. Esses analogos possuem
ligados ao C-B, o furano (3b) e o pirrol (3d). Acredita-se que o composto 3d esteja na
configuracdo cis por estar estabilizado por uma ligacdo de hidrogénio entre o oxigénio da
carbonila e o heteroatomo do anel, enquanto que para o composto 3b serdo necessarios mais
estudos para definir o motivo da confiracdo cis apresentar-se mais estavel. Os espectros de
ambos estdo em Anexos.

Para a série das chalconas também se realizou RMN 3C, os espectros podem ser
observados em Anexos. No espectro de RMN *3C desses analogos possui um perfil comum,
sendo possivel a identificacdo de apenas um carbono carbonilico na regido dos 180 — 190 ppm,
0 que nos indica que houve a reacao, entre aldeido e cetona, sugerindo a formacéo do produto.

Com isso, além do RMN de *H e RMN 3C, aferiu-se o ponto de fusio das mesmas, € a
pureza por HPLC, os quais mostraram-se adequados para a caracterizacdo dos compostos e 0s
mesmos estdo sendo avaliados quanto a sua atividade bioldgica antiparasitaria e citotoxicidade

humana.

5.1.3 Sintese e caracterizagdo das pirazolinas

A Tabela 7, apresenta o esquema geral de sintese e descreve os resultados de rendimento
de reacdo, CCD (Rf), o ponto de fuséo e a pureza por HPLC dos compostos obtidos para a
classe das pirazolinas.

Conforme a literatura, a reacéo de formacéo de pirazolinas ocorre por meio da mistura
dos dois reagentes, a chalcona da etapa anterior e hidrato de hidrazina em solvente polar prético,
sob refluxo (SINGH; RAGHAYV, 2013). Os analogos pirazolinicos (6a-c), foram obtidos com
sucesso, a sintese mostrou-se eficiente, com bons rendimentos (47%, 63% e 76%,
respectivamente). A analise de ponto de fusdo mostrou que os derivados obtidos se

apresentaram aparentemente puros, com faixa de fusdo de 2 °C e os solidos obtidos tinham
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forma cristalina. Em relacdo a pureza dos compostos, 0s compostos 6a e 6¢ tiveram >95% de
pureza, enquanto o composto 6b (92%). Entretanto, quando analisamos 0s espectros de RMN

'H, observa-se pequenos sinais na amostra, com caracteristica de impurezas na mesma.

Tabela 7 — Esquema geral de sintese, estrutura dos compostos obtidos da classe das
pirazolinas, os resultados obtidos na etapa de sintese, ponto de fusdo e pureza cromatogréfica.

—_—
$ <
(5a-c) (6a-c)
Molécula Rendimento (%) CCD (Rf) p.f. (°C) HPLC (%)
Nl’NH s 47 HEX 6:4 EtOAC 108 °C 96
o \_| decomp.
(6a) <o (0,53)
Nl’NH o ’ 63 HEX 8:2 EtOAC 93-95 92
0 \
) < (0,52)

N—NH

oHy 76 HEX 7:3 EtOAC 123-125 98
0 N\
CH;
(6¢) <o O (0,33)

Conforme os dados de caracterizacdo dos trés analogos (6a-c), suspeita-se que 0S

compostos dessa classe sejam instaveis em solugdo ou em presenca de agua, visto que o
composto 3c apresentou ponto de fusdo com faixa estreita, pureza cromatografica de 98%, e
ainda sim muitos sinais de impureza sdo observados no espectro de RMN H para a mesma
substancia. Suspeitando dessa instabilidade e futuros problemas com os ensaios biolégicos, pois
0s compostos-teste sdo solubilizados em DMSO e solugdo aquosa ou tampéo, a serie se
delimitou apenas a esses trés analogos. Decidiu-se envia-los para ensaio biologico para uma
triagem inicial afim de verificar se 0s compostos séo promissores, caso sejam, vale-se trabalhar
buscando minimizar a possivel instabilidade desses compostos.

A reacédo de obtencédo das pirazolinas, acontece a partir da ciclizagdo de chalconas em
reacdo com hidrato de hidrazina. Sugere-se que a reacdo 0 etacorra por duas etapas
mecanisticas, sendo a primeira, por meio de uma adi¢do de Michael (adi¢do conjugada 1,4), via
formacéo de ion enolato, a qual apresenta mecanismo semelhante ao de formac&o da chalconas

(esquema 7, p. 67) e a segunda etapa procede com mecanismo de formacao de imina (Esquema
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6, p. 58), onde ocorre 0 ataque nucleoifilico intramolecular da amina primaria a carbonila
(CLAYDEN, GREEVES, WARREN, 2012; HAWAIZ; OMER; AHMAD, 2012). O esquema 8 a seguir,

ilustra 0 mecanismo sugerido para a formacéo de pirazolinas.

Esquema 8: Mecanismo simplificado para formacao de pirazolinas por meio da
ciclizagéo de chalconas e hidrazina (6a)

ion enolato
O<> S o
@]
s~ Ho J HH®
N 4
HoN™ |
2N H o
H,N—NH, (5a) adigio de Michael
Formagao
de imina

(6a) jon iminio "hemiaminal"

Fonte: Mecanismo de reacdo adaptado de CLAYDEN, GREEVES, WARREN, 2012 (c. 26, p. 614; c. 11, p.
230) e HAWAIZ; OMER; AHMAD, 2012.

De acordo com a analise de RMN H, os sinais registrados nos espectros correspondem
a formacdo dos produtos. Na Figura 12, utilizamos como exemplo o espectro de RMN *H do
composto 6a. No espectro é possivel evidenciar a formagéo do produto desejado, o registro de
um tripleto em 5,07 ppm, é referente ao hidrogénio do C-f a imina, o qual acopla com constante
de J = 10,4 Hz, a dois sinais, um em 3,44 ppm e outro a 3,84 ppm, ambos sinais sdo referentes
aos hidrogénios do CH, da ponte metilénica do anel pirazolinico. O sinal em 3,44 ppm é
observado junto ao sinal da H2O presente no DMSO-d6, enquanto o sinal em 3,84 ppm,
registrado como um duplo dubleto com constante de acolamento de J =10,5 Hz, indicando o
acoplamento com hidrogénio do C-p a imina. Por fim, observa-se um singleto largo em 7,53
ppm, referente a um hidrogénio do N-H pirazolinico e o desaparecimento do dubleto do C-$ da

chalcona (J = 15,2 Hz), corrobora com a obtencéo da pirazolina.
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Os hidrogénios da ponte metilénica da pirazolina foram registrados em diferentes
regibes do espectro mesmo estando ligados ao mesmo carbono, esses hidrogénios sdo
denominados diasterotdpicos, isso acontece em moléculas que possuem carbono quiral,
entretanto ndo possuem um plano de simetria que intercepta os hidrogénios da ponte metilénica,
e com isso 0s hidrogénios encontram-se em ambientes quimicos diferentes, gerando dois sinais

em regides diferentes no espectro (REICH, 2013)

Figura 12 —Espectro de RMN *H do composto 6a
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4.1.4 Sintese e caracterizacdo dos compostos tiazolo[3,2-b][triazol-6(5H)-ona

A obtencdo dos compostos desta série, teve supervisdo do Prof. Dr. Bernhard Wiinsch,
no periodo sanduiche realizado nas dependéncias do Intitut flr Pharmazeutische und
Medizinische Chemie, Universitat Minster (WWU Munster) — Alemanha. Para a obtencéo dos
analogos thiazolo[3,2-b][triazol-6(5H)-ona, os compostos foram obtidos de trés etapas

sintéticas (Esquema 4).
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A Tabela 8, apresenta o esquema geral de sintese e descreve os resultados de rendimento
de reagéo, CCD (Rf), o ponto de fusdo e a pureza por HPLC dos compostos obtidos.

Tabela 8 — Esquema geral de sintese, estrutura dos compostos obtidos da classe das
tiazolo[3,2-b][triazol-6(5H)-ona, os resultados obtidos na etapa de sintese, ponto de fuséo e

pureza cromatografica.

(e}

N-NH )\\%\R

2 q H >§ N
_N . SH -
@Am T @H T ©/L s
S N
@) (8)

(10a-i)

Molécula Rendimento (%) CCD (Rf) p.f. (°C) HPLC (%)
i A 66 EtOAc 9:1 MeOH 191-193 -
8) O)ku \'SI/ (0,75)
';"')LSH 94 EtOAc 9:1 MeOH 257-259 -
9) ©/‘\N (0,93)
3 42 HEX 3:7 EtOAC 236-238 98

(10a) i 'N")/s QOM (0,60)

e 15 HEX 3:7 EtOACc  237-239 97
$T0
(10b) O/LN)/S (0,60)
e 7 HEX 3:7 EtOAC  276-278 96

(100) - CL, (0,60)

S 30 HEX 3:7 EtOAC 228-230 99

(10d) I ',)jj/%@ (0,30)

S 51 HEX 3:7 EtOAC 306-308 96

(10e) "fN)/S CL (0,45)

47 HEX 3:7 EtOAC 228-230 96

(10f) "z’")/s C( 3 (0,93)

H:
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Molécula Rendimento (%) CCD (Rf) p.f. (°C) HPLC (%)

26 HEX 3:7 EtOAc 271-273 97

(10g) OI:/)&/%Q (0,58)

26 HEX 3:7 EtOAc 202-204 96

(10h) ©/£:/>)/Y‘%©\o (0,62)

0% cH,
o2 59 HEX 3:7 EtOAcC 261-263 92

(10i) I "})l/% (0,38)

A sintese do composto 8 foi realizada de acordo com a metodologia de Plumitallo e
colaboradores, 2004 e Rivera; Balsells; Hansen, 2006. O produto foi obtido como um sélido
branco, com bom rendimento (66%), com duracao de 3 horas e foi isolado por meio de extracdo
liquido-liquido. O resultado de ponto de fusdo apresentou faixa estreita de temperatura, préximo
ao valor de referéncia relagéo a referéncia (198 °C) (PLUMITALLO et al., 2004). Nos espectros
de RMN *H é possivel identificar o produto desejado e estimar a auséncia de impurezas (Figura
13, a sequir).

A reacdo ocorre via formacdo de uma amida, reagindo-se tiosemicarbazida e o cloreto
de acido, por meio de uma substituicdo nucleofilica a carbonila com perda do cloreto que atua
como grupo de saida (CLAYDEN, GREEVES, WARREN, 2012). O mecanismo ocorre

conforme ilustrado no Esquema 9 a seguir.

Esquema 9: Mecanismo para formacéo do 2-benzoil-hidrazinocarbotioamide (8).

intermediario tetraédrico

Ho(cl 4 o

o
@, @ ®
H HEl+H N__NH, -H _N__NH
cl N__NH, Ny N
N Y H s H s
s

Fonte: Mecanismo de reacdo adaptado de CLAYDEN, GREEVES, WARREN, 2012 (c. 15, p. 347)

A reacdo de ciclizagdo da n-acil-tiossemicarzida (8), foi realizada de acordo com
procedimento da literatura (ALl; BAYOUMI MOSTAFA; SOLIMAN, 1976; BRITSUN et al.,
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2005; CURTIS; JENNINGS, 1960). A metodologia mostrou-se adequada, com excelente
rendimento (94%), rapida (1 hora) e de facil isolamento sem necessidade de purificacdo
posterior. Ao fim da reacdo o sélido branco formado foi filtrado e lavado com H.O. A anélise
de ponto de fusdo corrobora com a literatura (257-259 °C). Pela analise e RMN 'H e 1C,
comprovou-se a obtencéo do produto e foram discutidos a seguir (Figura 13). O mecanismo de
formacdo do composto 9 ndo foi encontrado descrito na literatura, porém por meio de
mecanismos de compostos semelhantes, sugeriu-se 0 mecanismo ilustrado a seguir no Esquema
10 (BERMEJO et al., 2016; CRETU et al., 2010; CLAYDEN, GREEVES, WARREN, 2012).
Acredita-se que 0 mecanismo ocorra por meio de uma substituicdo nucleofilica intramolecular
da amina primaria no carbono carbonilico, em meio basico, formando o 3-fenil-1H-1,2,4-
triazolo-5-tiol (9).

Esquema 10: Mecanismo sugerido para formacéo do fenil-1H-1,2,4-triazolo-5-tiol (9)

S]
0 OH NS
H ~ H HO NH
N NH X, N NH
N s N NN
° U k

o
( OH
N-NH N oH

H
-N
[j//\N)\SH —_— @/l,fzs ek HO (iljts

tautomerizagao

H""H

pz4

Iz

Os espectros de RMN H, para os compostos 8 e 9 estido compilados na Figura 13, a
seguir. De acordo com os espectros, a formacdo do produto 8 é evidenciada pelo registro dos
sinais de um hidrogénio ligado ao nitrogénio vizinhos a carbonila e o vizinho a tionila, em 10,3
ppm e 9,31 ppm, respectivamente. Observa-se também os sinais do anel aromatico entre 7,00 e
8,00 ppm e dois outros sinais nessa regido registrados como singleto largo (ou banda), um 7,84
ppm e outro em 7,60 ppm. Tais sinais referem-se aos hidrogénios da amina primaria vizinha a
tionila, os quais sdo registrados em campo diferente pois um deles esta sobre a influéncia do
atomo de enxofre mais fortemente que o outro, alterando o ambiente espacial dos hidrogénios
da amina primaria de forma diferente, resultando em dois sinais.

O espectro de RMN 'H do composto 9, Figura 13 (espectro inferior), evidencia a

formacgéo do produto pois percebe-se o deslocamento dos hidrogénios ligado ao nitrogénio
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vizinhos a carbonila e o vizinho a tionila do composto 8 para campo mais baixo, sendo
registrado no espectro do composto 9 dois singletos mais desblindados em 13,5 e 13,8 ppm.
Por ser uma molécula que possui um sistema ressonante complexo entre os heterodtomos do
anel aromatico, ndo podemos afirmar em quais atomos os hidrogénio desblindados estéo ligados
por meio dessa analise, entretanto acredita-se que a molécula esteja na forma ilustrada no
espectro (Figura 13), e que o hidrogénio em 13,8 ppm, um pequeno singleto largo, esteja ligado
ao enxofre (-SH), e o sinal em 13,8 ppm, um singleto mais fino, esteja ligado ao nitrogénio
vizinho ao outro nitrogénio do anel triazélico (-N-NH-). Ainda assim, os sinais dos hidrogénios

da amina primaria desaparecem no espectro de 9, indicando que houve a ciclizagdo da molécula.

Figura 13—-Espectro de RMN *H dos compostos 8 (superior) e 9 (inferior)
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Conforme os resultados de RMN H, os compostos 8 e 9 foram obtidos com sucesso,
logo procedeu-se com a obtengdo dos compostos 10a-i.

Os compostos foram sintetizados a partir de uma reacdo multicomponente (trés
componentes), realizadas em tempo curto de reacdo (de 1 — 3 horas), a altas temperaturas (110

°C) porém sem necessidade de procedimentos laboriosos de extracdo e purificacdo. O
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isolamento do produto é feito por filtragdo a pressdo reduzida e a purificagdo dos mesmos foi
feita por recristalizacéo em &cido acético. Apesar deste ser um solvente ndo muito comum para
realizar a recristalizacdo, 0 mesmo mostrou-se muito eficiente, visto que os produtos foram
obtidos em pureza adequada maior que 95%, exceto para o composto 10i (92%).

Como ponto negativo, as reacdes tiveram baixo rendimento, a maioria abaixo de 50%
(7% — 59%), porém por ser uma reacdo multicomponente, acredita-se que tais valores sejam
aceitaveis. Outro problema encontrado foi em relacéo a baixa solubilidade de alguns analogos
(solaveis em DMSO e pouco soltuveis em CHCIs, com algumas excegdes), dificultando as
analises de RMN e HPLC, como no caso da andlise de HPLC dos compostos 10a, 10c, 10e e
10g, para os quais obtivemos sinais de baixa intensidade. No entanto apesar da analise de HPLC
apresentar tais problemas, acredita-se que o célculo de pureza dos compostos ndo tenha sido
comprometido, pois as outras andlises de caracterizacdo indicam estarmos tratando com
compostos com pureza adequada, ponto de fusdo com estreita faixa de fusdo e RMN de alta
frequéncia ndo apresentarem sinais impurezas.

A fim de contornar tal problema, a medida que foi observado da baixa solubilidade de
alguns analogos, como os compostos 10c (4-Cl-fenil) e 10e (4-NO2-fenil), a proposta dos
analogos foi conduzida visando o aumento da solubilidade dos mesmos, como exemplo,
analogos acetil-substituidos (10f e 10h) e piridinico (10d), resultaram numa melhoria desta
propriedade.

Por dltimo, por reacdo multicomponente entre 9, acido-2-cloroacético e aldeidos
aromaticos, em presenca de anidrido acético, acetato de sodio e &cido acético, obtemos os
analogos esqueleto tiazolo[3,2-b][triazol-6(5H)-ona.

As reacfes multicomponentes tém recebido atencdo pelos quimicos medicinais, na
sintese de moléculas bioativas. Por definigdo, as reacdes multicomponentes, sdo processos que
envolvem mais de dois reagentes originando uma molécula que contenha a maioria dos atomos
empregados. No caso, utilizamos uma reacdo multicomponete do tipo domind, que todos 0s
reagentes da reacdo sdo adicionados juntos desde o inicio da reacdo. A reagdo comeca por meio
de materiais iniciais simples e dao origem a esqueletos privilegiados de estrutura complexa.
Entre as vantagens desse tipo de reacdo estdo a reducdo dos nimeros de etapas de
procedimentos de purificacdo, a simplicidade de operacdo, a eficiéncia energética (reagdes com
tempos reduzidos), e em alguns casos pode envolver a quimica sustentavel e a quimica “verde”
(BANERJEE, 2017; LEVI; MULLER, 2016)

Apesar de encontrar informagdes sobre sintese e caracterizagdo para compostos da

classe, 0 mecanismo de reacao envolvido nesta Ultima etapa ndo foi encontrado na literatura.
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Alguns autores sugerem o mecanismo para moléculas semelhantes, e com base nisso, acredita-
se que 0s seguintes mecanismos possam estar envolvidos na reacdo: substitui¢cdo nucleofilica
do grupo tiol ao cloreto de acido; ciclizacdo do esqueleto tiazolo[3,2-b][triazol-6(5H)-ona por
substituicdo nucleofilica a carbonila catalisado por anidrido acético em meio acido (via enolato)
e adicdo aldolica (ALI; BAYOUMI MOSTAFA; SOLIMAN, 1976; CRETU et al., 2010;
CLAYDEN, GREEVES, WARREN, 2012). O esquema do mecanismo sugerido esta ilustrado

a seguir no esquema 11.

Esquema 11: Mecanismo para formacao da tiazolo[3,2-b][triazol-6(5H)-ona (10a-i).
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A identificacdo dos compostos foi feita por RMN *H, como ilustragdo utilizamos o
espectro de RMN *H do composto 10a como modelo desta série (Figura 14). Conforme o
espetro, podemos observar o sinal em 3,88 ppm com 3 hidrogénios referente a metila (-OCHy),
os sinais do anel aromaético ligado ao triazol, 3 hidrogénios entre 7,45 — 7,50 ppm, e dois
hidrogénios entre 8,20 e 8,25 ppm, observamos dois dubletos do anel para substituido em 7,25
ppm e 7,60 ppm, e por fim, confirmando a obtencéo do produto, o hidrogénio da ligacdo dupla
é registrado como um singleto com um hidrogénio em 8,18 ppm. A seguir a Figura 14 ilustra o
espectro de RMN *H do composto 10a.

Nos espectros de RMN *H de todos os compostos dessa série, € possivel observar sinais
na regido de 2,0 ppm, que se referem a presenca de residuos de acido acético, e a remogéo
desses residuos foram de dificil remocao (FULMER et al., 2010). Os residuos sdo oriundos da
purificacdo por recristalizacdo em acido acético, que apesar de ndo ser um solvente comum para
esse tipo de purificagdo, foi o Unico que viabilizou a recristalizagdo. Outros solventes foram

testados, como EtOH, MeOH, ACN, isopropanol e tolueno, entretanto nao foram eficazes.
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Logo, foi necessario que todos os compostos apos recristalizacdo fossem submetidos a bomba
de alto vacuo por um periodo minimo de 24 horas para garantir a total remocéo do acido acético.

Figura 14—Espectro de RMN *H do composto 10a
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De todos os compostos sintetizados, alguns estdo reportados na literatura e a esses
comparou-se os dados de caracterizacdo para confirmacdo das moléculas, os demais compostos
ndo reportados na literatura (inéditos) ou sem dados de caracterizacdo, vao ser submetidos a
completa caracterizacéo por infravermelho (1V), cromatografia gasosa ou cromatografia liquida
acoplado a espectro de massas (CG-EM ou CL-EM) e espectrometria de massas de alta
resolucéo ou andlise elementar para as moléculas inéditas.

Contudo, os procedimentos sintéticos aplicados e as metodologias de caracterizacéo
utilizadas permitiram a elucidacgéo das estruturas em questdo. A determinacdo de pureza dos
compostos planejados mostrou-se suficiente, sendo possivel a submissdo dos mesmos para a

avaliacdo da atividade bioldgica e citotoxicidade.
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4.2 Avaliacgdo biologica

Conforme as metodologias descritas no item 4.2.3 deste trabalho, todos 0os compostos
foram enviados a avaliacdo antiparasitaria e estudo de citotoxicidade. Contudo, serdo discutidos
apenas os resultados obtidos para os compostos 3a-l da classe das N-acil-hidrazonas frente as
atividades em leishmanicida e tripanomicida.

A avaliacdo biologica frente ao parasita do Plasmodium falciparum, assim como a
avaliacdo dos compostos 5a-g, 6a-c e 10a-i frente a todos os parasitas objeto de estudo deste
trabalho estd sendo realizado, porém ndo foram concluidos. No entanto, decidiu-se manter as
informagdes quanto ao levamento bibliografico, planejamento, sintese e avaliacdo biol6gica dos
compostos citados acima e da avaliacdo biologica contra o Plasmodium falciparum, pois a
proposta do trabalho se embasa num conjunto de informag6es contendo todos esses topicos.
Acredita-se que os dados metodoldgicos de avaliagdo in vitro e resultados experimentais de
sintese sejam de utilidade para pesquisas no campo e servem de fonte para os interessados no
tema. As expectivas quanto a atividade antiplasmodial dos derivados obtidos neste trabalho, se
baseiam em resultados anteriores obtidos em nosso grupo, no qual derivados sulfonil-
hidrazonicos, bioisésteros dos compostos aqui apresentados, apresentaram excelente atividade
contra cepas resistentes e ndo resistentes a cloroquina no P. falciparum (GATTI, 2015).

Sendo assim, todas as N-acil-hidrazonas foram triadas in vitro em cultura de células
leucémicas de macrofagos humanos diferenciados (THP-1) infectados com as formas
amastigotas intracelular de Leishmania infantum. Os compostos foram triados em diluicdes
seriadas (2 vezes) para determinacéo da concentragdo inibitoria a 50% (ICso), utilizando como
concentragdo maxima 64 UM e como concentracdo minima 0,12 puM. O farmaco de referéncia
para analise comparativa foi a miltefosina (IC50 = 0.45 £ 0.02 uM). Também foi feita a triagem
em culturas de células leucémicas de macréfagos humanos diferenciados (THP-1) ndo
infectados para avaliar a seletividade dos compostos, neste caso utilizou-se como controle
positivo o farmaco doxorrubicina (CCso = 0,26 + 0,04). O indice de seletividade (IS) foi
calculado pela diviséo dos valores de CCso em THP-1 pelo ICso de amastigotas intracelulares
de L. infantum. O IS nos indica o0 quanto um composto é seletivo, e quanto maior o IS, menor
¢ a probabilidade de o composto causar citotoxicidade, podendo ser considerada com
importante métrica de seguranca.

Realizou-se também a triagem in vitro em culturas celulares de promastigotas de

Leishmania donovani (MHOM/ET/67/HU3). Os testes utilizaram dilui¢Ges seriadas (3 vezes)
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para determinagdo do ICso, concentracdo maxima de 50 pM e concentracdo minima de 0,07

KUM. O farmaco de referéncia utilizado foi a Anfotericina B (ICso = 0,12 pM).

Avaliou-se, ainda, 0s compostos quanto a atividade tripanomicida. Este foi realizado

in vitro em culturas de Tripanosoma cruzi (Tulahuen LacZ) entre as concentragdes de 0,13

KM (concentracdo minima) e 100 uM (concentragdo méxima). Os compostos foram testados

em diluicdes seriadas para determinacgdo da concentracdo inibitoria a 50% (ICsp), e utilizou-se

como referéncia benznidazol (ICso = 4,49 uM). Os resultados obtidos dos ensaios celulares

estdo dispostos na tabela 9.

Tabela 9 — Resultados dos ensaios celulares realizado para os compostos da classe das N-acil-

hidrazonas (3a-1). Estrutura geral dos compostos com seus substituintes, concentracao

inibitoria 50% (ICso) para os ensaios em L. infantum, I. donovani e T. cruzi, concentracdo

citotoxica 50% (CCso) e indice de seletividade calculado.

0
N N
N
(3a-l)
ICso (LM) ICs0 (LM) ICs0 (LM) CCso (UM) indice de
amastigotas promastigotas  amastigotas THP-1 seletividade?
R Ri  intracelulares  (I. donovani) (T. cruzi)
(I. infantum)
(33) [ N\ H 19,24 + 0,38 1,27 £0,52 >100 35,25 £ 6,09 1,68
S
(3b) N\ H 9,09 £ 0,24 >50 >100 8,83+0,17 0,97
j NO,
(o]
(3c) \)i)/"% H >64 >50 >100 ND -
(3d) )\ H  2304+0,13 >50 >100 ND -
j NO,
S
3e e H 63,25 £ 1,45 2,34+ 0,76 >100 89,47 £ 6,49 141
N
(3f) N H 37,58 £ 4,47 >50 >100 44,88 + 1,49 1,19
N
(39) [ N\ CHs; 12,45+0,27 >50 >100 13,55+ 1,01 1,08
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1Cso (HM) 1Cs (HM) 1Cso (}J.M) CCso (HM) Indice de
amastigotas promastigotas  amastigotas THP-1 seletividade?
R Ri1  intracelulares  (I. donovani) (T. cruzi)
(I. infantum)
(3h) \/@°> CHs 29,78+1,25 >50 >100 37,90 + 1,30 1,27
(o]
(3i) I\ CHs >64 >50 >100 ND -
()
(3)) Z N CHs 1431+1,32 >50 >100 ND -
N
(3k) E’ \ H 36,55+0,75 19,53+ 1,05 >100 16,96 + 0,73 0,46
30 N H 59,51+1,71 13,68 £ 0,85 >100 ND -
()
miltefosina 0,45 £ 0,02 - - - -
anfotericina B - 0,12 - - -
benznidazol - - 4,49 - -
doxorubicina - - - 0,26 + 0,04 -

Os dados sdo mostrados como média = DP (n = 2 replicatas bioldgicas)

ND: ndo determinado

2 Indice de seletividade = CCso (THP-1) / ICso de amastigotas intracelulares de L. infantum.

Os ensaios contra parasita do género Leishmania, foram realizados contra as formas

promastigotas, o estdgio infectante e amastigotas, as formas intracelulares do parasita.
Considera-se as formas amastigotas clinicamente mais relevantes, visto que se reproduzem no
macrofago, podendo romper a célula e infectar as células dos arredores. Todavia, a obtengdo da
atividade frente as duas formas do parasita nos dispdem de informacg6es importantes para poder
guiar-nos a elucidar os mecanismos de a¢do dos compostos avaliados (ORTEGA et al., 2019).

De acordo com a tabela 9, os compostos testados exerceram maior influéncia nas cepas
de amastigota e nas células ndo infectadas de macréfago humano, sendo 10 dos 12 compostos
apresentaram ICs inferior a 64 uM no parasita, exceto os compostos 3i e 3¢, no entanto, 7 dos
12 também foram citotoxicos (3a, 3b, 3e-h, 3k) .

Os compostos apresentaram atividade consideravel frente a forma amastigota, na escala
baixo micromolar (ICso < 65 M), mesmo sendo menos ativos que o farmaco de referéncia
miltefosina. A atividade dos compostos variou de 9,09 uM a 63,25 uM, dentre os mais ativos,

0s compostos 3b, 3g e 3j, apresentaram valores de I1Csg inferiores a 20 uM. J& 0s compostos
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menos ativos foram 3c, 3e, 3i e 3l, com valores de ICso superior 40 UM, e 0s demais compostos,
3a, 3d, 3f, 3h e 3k, tiveram atividade intermediaria, entre 20 — 40 uM.

Em relacdo a toxicidade dos compostos, obtivemos valores de CCsg entre 8,83 — 89,47
KM, sendo que 5 dos 12 compostos ndo foi possivel determinar o CCso (3c, 3d, 3i, 3j e 3I).
Entre os compostos mais toxicos estdo os compostos 3b, 3g e 3k, com ICso = 8,83 UM, 13,55
UM e 16,96 uM, respectivamente. O composto menos toxico foi o composto 3e, com ICso =
89,47 pM. Quanto ao indice de seletividade, os resultados obtidos ndo foram muito
promissores, com valores entre 1,0 e 2,0, 0 que nos indica que 0s compostos ndo sao seletivos
e ndo sdo seguros. Apesar disso, além dos compostos apresentarem boa atividade na forma
clinicamente interessante do parasita Leishmania infantum, os mesmos tiveram valores de CCso
melhores que os valores do farmaco de referéncia (doxorrubicina — CCso = 0,26 * 0,04), ndo
descartando tais composto como possiveis prototipos.

Ao compararmos os dados de I1Cso do ensaio em amastigota e 0 CCsg, 0S compostos
dessa classe apresentam uma relacéo direta entre a atividade e a citotoxicidade, sendo que os
compostos mais ativos (3b e 3g) foram também os mais citotdxicos, e 0 menos ativo (3e), 0
menos tdxico, 0 que nos sugere que a atividade leishmanicida desses compostos esteja
envolvida em algum mecanismo de morte celular e a existéncia de uma relagdo entre a atividade
leishmanicida e a reatividade dos compostos do estudo.

Avaliando a diferenca estrutural entre os compostos em relacao a atividade dos mesmos,
algumas caracteristicas podem ser observadas. Os compostos originados de cetonas aromaticas
(3g-j), os quais possuem uma metila na ligacdo iminica apresentaram boa atividade (ICso < 20
HM). Uma excecdo foi 0 composto 3i, substituido com o anel furano e metila na ligagéo iminica,
o qual ndo apresentou atividade. Em contrapartida, o outro analogo substituido apenas com o
anel furano (31) também apresentou baixa atividade (ICso = 59,51 M), 0 que nos permiti inferir
que tal metila na ligacdo iminica favorece a atividade leishmanicida, enquanto o anel furano
interfere negativamente na atividade dos compostos.

Quanto aos compostos substituidos com anel tiofénico (3a e 3g), ambos foram ativos
com ICsp = 19,24 uM e 12,45 uM, respectivamente, sugerindo que tal substituinte favoreca a
atividade. Em relagdo aos compostos nitro-aromaticos (3b, 3c e 3d), observou-se que 0s nitro-
aromatico de 5 membros favorecem a atividade, enquanto o 4-nitro-fenil, desfavorecem. Os
compostos substituidos com pirrol (3f) e indol (3k), obtiveram uma atividade intermediéria,
porém menor que 0s mais ativos da série. Por fim o composto menos ativo e menos toxico (3e)

com o substituinte 4-fenil-dimetilamina, apresentou-se com menor influéncia na atividade.
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No que se refere aos ensaios nas formas promastigotas de L. donovani, dos 12 compostos
4 foram ativos, sendo eles o composto 3a, 3e, 3k e 31 com ICso = 1,27 UM, 2,34 uM, 19,53 uM
e 13,68 UM, respectivamente. Os valores de atividade foram de baixo micromolar (ICso entre
1,27 e 19,53 uM), que apesar de ndo atingir o valor de atividade do farmaco referéncia
(anfotericina B — 1Cso = 0,12uM), 0s mesmos mantiveram atividade equivalente ao prototipo
mais ativo, com ICso = 6,9 UM (prototipo XI1 — figura 3), sendo 0os compostos 3a e 3e 0S mais
ativos. Dentre esses, 0 composto 3e, substituido com o anel 4-fenil-dimetilamina, mostrou-se
mais promissor frente as formas promastigotas pois também apresentou baixa toxicidade (CCso
= 89,47 uM). Em relacgdo a diferenca estrutural e a atividade dos compostos dessa série ndo foi
possivel verificar a influéncia da substituicdo no carbono iminico, seria necessario estudos mais
especificos quanto as propriedades eletronicas desses analogos para verificar o que esta
favorecendo a atividade leishmanicida e a reduzida toxicidade.

Em relacdo ao ensaio de atividade frente ao parasita T. cruzi, 0s compostos da série ndo
apresentaram atividade (ICso > 100 uM). Um ponto notavel é que, com base no mecanismo de
acdo esperado para essa classe de compostos, uma vez que sdo aceptores de Michael, esperava-
se que eles fossem ativos para ambos 0s protozoarios por inibicdo covalente de residuos
nucleofilicos cataliticos de biomoléculas do parasita. No entanto, como pode ser observado
nenhum composto foi eficaz contra T. cruzi, sugerindo que o bioisosterismo do grupo aril ligado
ao carbono iminico pode fornecer um perfil seletivo para a atividade leishmanicida. Esses
resultados se apresentam como positivo vista que temos seletividade para um dos parasitas,
tornando esses compostos um ponto de partida na otimizacdo e busca de novos agentes

leishmanicidas.

5 CONCLUSOES

Para a presente tese, o planejamento e sintese das moléculas foi realizado com a
finalidade de obtencéo de quatro classes de compostos distintas, no intuito de avaliar a atividade
antiparasitaria e citotoxica.

As metodologias de sintese aplicadas apresentaram-se adequadas e eficazes. Para a série
da classe das N-acil-hidrazonas, obtivemos 12 compostos os quais foram caracterizados por
ponto de fusdo, RMN H, tiveram sua pureza cromatogréafica avaliada e mostraram-se
adequados para realizacdo dos ensaios biolégicos (pureza maior que 95%), com exce¢do do
composto 3b que apresentou 76% de pureza.
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Quatro dos doze compostos projetados para esta classe sdo inéditos (3g-j), enquanto 0s
demais j& se encontram descritos na literatura, entretanto a atividade leishmanicida e
tripanomicida ainda ndo haviam sido relatadas.

Os ensaios antiparasitarios mostraram que 0s compostos (3a, 3b, 3d-h, 3j-1) apresentam
atividade leishmanicida frente as formas amastigotas de Leishmania infatum, porém com baixa
seguranga. O mais ativo e mais téxico foi o composto 3a, substituido com o anel furénico,
enguanto o composto mais seguro foi o 3e porém com atividade leishmanicida reduzida.

Para os ensaios frente as formas promastigota, 4 dos 12 foram ativos (3a, 3e, 3k e 3lI).
O composto mais promissor foi o 3e, substituido com o anel 4-fenil-dimetilamina, apresentando
boa atividade e reduzida toxicidade (ICso = 2,34; CCso = 89,47 pM).

Em testes contra T. cruzi os compostos ndo foram ativos. Contudo, as cinamoil-
hidrazonas substituidas mostraram-se seletivas quanto a atividade parasitaria, ja que apresentam
atividade anti-leishmania, porém nao foram ativos contra T. cruzi.

Quanto a série das chalconas, foram obtidos 7 compostos com pureza maior que 95%,
caracterizados por ponto de fusdo, RMN *H e 3C e HPLC demonstrando que a metodologia
sintética aplicada é eficaz. Tais compostos foram enviados para avaliagdo bioldgica para
verificar como 0s mesmos se comportam frente aos diferentes parasitas.

As chalconas obtidas (3a-c), foram submetidas a ciclizagcdo para assim obtermos o0s
compostos da classe das pirazolinas. Foram obtidos os trés andlogos, por meio de metodologia
simples e com bons rendimentos. Os analogos pirazolinicos aparentemente sao instaveis em
solucdo aquosa, porém estudos aprofundados devem ser realizados para nos certificar sobre a
estabilidade de tais compostos

Por fim, obtivemos 9 compostos tiazolo[3,2-b][1,2,4]triazol-6(5H)-ona, por meio de
uma reacdo multicomponente, as quais apresentaram baixo rendimento (7 — 59%) porém
considera-se uma boa metodologia sintética, visto que a reacdo é realizada por processos
simples, curto tempo de reagdo, facil purificacdo e que gerou um esqueleto estrutural
privilegiado. A metodologia aplicada foi adequada, sendo possivel a caracterizagdo dos mesmos
por ponto de fusdo, RMN *H e RMN 3C e com pureza cromatografica avaliada e dentro de

padrdes aceitaveis para serem ensaiadas.
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cinamoil-hidrazida (2)
0

H

Acido trans-cinamico (5,929, 40 mmol, 1,0 eq.), acetonitrila (ACN) (80 mL), o agente
condensante N’,N’-diciclohexilcarbodiimida (DCC) (9,90g, 48 mmol, 1,2 eq.) e hidroxi-
benzotriazol (HOBt) (10,89, 48 mmol, 1,2 eq.) foram submetido a agitacdo em temperatura
ambiente (28 °C). A mistura reacional permaneceu sob agitacdo até que todo acido fosse
consumido (4 horas). Posteriormente, a mistura reacional foi submetida em banho de gelo e
agua (0 °C) ao qual adicionou-se lentamente uma solucdo de N2H4.H2O (4 mL, 80 mmol, 2,0
eq.) em ACN (40 mL) por um periodo aproximado de 30 minutos de adicdo. Manteve-se a
mistura reacional a 0 °C durante toda a adicdo. Apos total adicdo, reagiu-se a mistura por mais
uma hora a 0 °C, seguido de uma hora reagindo a 5 °C e por fim, 3 horas em temperatura
ambiente (28 °C), determinando o fim da rea¢do por CCD. A mistura foi filtrada a vacuo para
remocdo do precipitado, N,N'-diciclohexilureia (DCU) (subproduto oriundo do DCC). O
filtrado foi diluido em agua destilada (40 mL) e submetido a extracédo liquido-liquido utilizando
acetato de etila (AcOEt) (100 mL). A fase organica foi lavada consecutivamente com solucao
saturada de cloreto de sédio (NaCl) (2 x 25 mL) e solucdo saturada de bicarbonato de sédio
(NaHCOssat.) (2 x 25 mL). Em seguida, secou-se a fase organica com sulfato de sédio anidro
(Na2S0s), removeu-se o solvente a pressdo reduzida em rota-evaporador e realizou-se a retirada
dos residuos de solvente em bomba de alto vacuo para obtencdo do produto bruto como um
6leo viscoso amarelado.

Para isolamento do composto obtido, realizou-se coluna cromatografica Flash (AcOEt
100% — AcOEt: MeOH = 97,5: 2,5, didmetro = 4 cm, altura = 30 cm, volume da fragdo = 15
mL), para obtencdo da cinamoil-hidrazida (m = 4,54 g, rendimento = 77%) como um sélido

amarelo.

Sélido amarelo, rendimento = 77%/ Ref.: sélido branco, rendimento 75%
CCD: (Rf =0,14, EtOAc: MeOH = 9:1), revelador ninidrina: amarelo
Ponto de fusdo 103-118 °C/ Ref.: 118 °C

Pureza (HPLC): nédo calculada
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RMN *H (300 MHz, DMSO-d6), & (ppm) 9,36 (s, 1H, C=ONH-), 7,57-7,36 (m, fenil-CH, CB-
H), 6,57 (d, 1H, J= 15,8 Hz, Ca-H) 4,48 (s, 2H, NH>).

< OTMOEINO = INMN
O NOTMNMTOOSN VOO
M g Mo Mo
(<)} NNNNNNNOGET mMANANAN
| — | — —
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— N O (o]
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f1 (ppm)

Ref.: (JASIAK; KUDELKO, 2015), CAS: 3538-69-0.
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Uma solucdo de cinamoil-hidrazida (164,8 mg, 1,01 mmol, 1,00 eq.), 2-tiofeno carboxaldeido
(99 L, 1,03 mmol, 1,01 eq.) e acido acético glacial (1-3 gotas) em MeOH (50 mL) foi agitado

em temperatura ambiente (30 °C) por 1 hora. Determinado o fim da reacdo por CCD, a solucdo

foi resfriada em freezer (- 20 °C) por um periodo de 24 horas para ocorrer a precipitacdo. O

solido formado foi filtrado a frio, lavado com MeOH e &gua gelados e seco em vacuo. O produto

foi purificado por recristalizacdo em EtOH resultando um sélido amarelo claro (m = 175,4 mg,

rendimento = 68%).

Sélido amarelo claro, rendimento: 68%/ Ref.: solido branco, rendimento 96%

CCD: (Rf=0,4
Ponto de fusao
Pureza (HPLC)

mAn

4, EtOAc: MeOH = 9:1), revelador ninidrina: amarelo
232-244 °C/ Ref.: 217-219 °C

: 97%, tempo de retencdo 4,82 minutos (método A)

" 1Det. A Chl

400000 ‘
300000+ ‘
200000 ‘
100000 ‘ ‘
i | |
i |
o i R -
| T T T T T
5 10 15 20 25
PeakTable
Detector A Chl 254nm
Peals Ret. Time Area Resolution Tailing Factor Width at 50% Height
1 2.032 149879 0.000 2.048 0.097
2 244 28438 1.654 0.000 0.000
3 2.569 20721 0.400 0.000 0.000
4 2.966 24017 1.522 0.000 0.106
3 3.358 2846 1311 0.000 0.000
6 4.822 6685584 3713 1.258 0.224
Total 6920484
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RMN H (300 MHz, DMSO-d6) & (ppm) 11,65 (s, C=ONH*), 11,54 (s, C=ONH*), 8,48
(s, N=CH%*), 8,25 (s, N=CH¥*), 7,70-7,65 (m, 4H, 2H fenil-CH, 1H tiofeno-SCH, 1H C-
H), 7,48-7,43 (m, 4%H, 3H fenil-CH, 1H tiofeno-CH, “2H Ca-H*), 7,14 (dd, J= 8,28 Hz,
1H, tiofeno-CH), 6,69 (d, J= 15,8 Hz, ¥%2H, Ca-H*).

(*) - corresponde aos sinais dos conformeros trans/cis-amida.

n m sHoMmMoMNOMAINMTOOVINM m [=)]
VN WVITOANTMOAOARILIMOLINM=E O P [=]
A SAARNRVOVOVOMETEILAAANY n
v - OONNNNNNNNNNNMNVO (12} (o]
Ny e e |

o L4 F B rn

[} o N o =}

S <+ < — S

T T T T T

8.5 8.0 7.5 7.0 6.5

16 15 14 13 1

Ref.: JASIAK; KUDELKO, 2015), CAS: 463331-51-3.
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N'-((5-nitrofuran-2-il)metileno)cinamoil-hidrazida (3b)

Uma solucdo de cinamoil-hidrazida (102,5 mg, 0,63 mmol, 1,00 eq.), 5-nitro-2-furaldeido (66
uL, 0,63 mmol, 1,00 eq.) e &cido acético glacial (1-3 gotas) em MeOH (25 mL) foi agitado em
temperatura ambiente (30 °C) por 1 hora. Determinado o fim da reagédo por CCD, a solugéo foi
resfriada em freezer (- 20 °C) por um periodo de 24 horas para ocorrer a precipitacdo. O solido
formado foi filtrado a frio, lavado com MeOH e agua gelados e seco em vacuo. O produto foi
purificado por recristalizacdo em MeOH resultando um s6lido amarelo intenso (m = 131,2 mg,

rendimento = 73%).

Sélido amarelo intenso, rendimento: 73%/ Ref.: sélido cristalino amarelo, rendimento 36%
CCD: (Rf = 0,78, EtOAc: MeOH = 9:1), revelador ninidrina: marrom

Ponto de fuséo 221-238 °C/ Ref.: 217°C

Pureza (HPLC): 76%, tempo de retencdo 5,12 minutos (método B)

mAu
300000 ﬂ
200000 ‘
100000 ‘
‘ A
|
| |I|
I
| | I
1 Y ) W . W _
* 1Det A Chl
L S R T T T
5 10 15 20 25
min
PeakTable

1
Detector A Chl 254nm

Pealz | Ret Time Area Height Width at 50% Heigh| Resclution [Tailing Factor] Area % Conc. %
1 2813 178 32 0.086 0.000 1.003 0.003 0.000
2 5.126 HATIT90| 328575 0.260 7.845 1.209 78.442 0.000
3 5.015 2738 138 0.310 1.680 2752 0.039 0.000
4 7440 1500860 70528 0.325 2884 1.256 21.516 0.000
Total 6975565 | 399273 100.000
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RMN H (300 MHz, DMSO-d6) & (ppm), 12,0 (s, C=ONH%*), 11,9 (s, C=ONH%*), 8,25 — 8.02
(m, 1 %H, 1H N=CH, 2H CB-H*), 7,72 — 7,26 (m, furano-CH, fenil-CH), 6,72 (d, J= 15,6 Hz,
Co-H).

(*) - corresponde aos sinais dos conférmeros trans/cis-amida.
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Ref.: (SAIKACHI; ARAMAKI; AOKI, 1955), CAS: 683800-65-9.
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N'-(4-nitrobenzilideno)cinamoil-hidrazida (3c)

NO
i \;f‘“@/ 2
H

Uma solucédo de cinamoil-hidrazida (100,1 mg, 0,62 mmol, 1,00 eq.), 4-nitrobenzaldeido (93,7
mg, 0,62 mmol, 1,00 eq.) e acido acético glacial (1-3 gotas) em MeOH (25 mL) foi agitado em
temperatura ambiente (30 °C) por 1 hora. Determinado o fim da reacéo por CCD, a solucéo foi
resfriada em freezer (- 20 °C) por um periodo de 24 horas para ocorrer a precipitacdo. O solido
formado foi filtrado a frio, lavado com MeOH e 4gua gelados e seco em vécuo. O produto foi

purificado por recristalizacdo em MeOH resultando um sélido branco (m = 128,1 mg,
rendimento = 70%).

Sélido branco, rendimento: 70%/ Ref.: sélido amarelo, rendimento 86%
CCD: (Rf = 0,73, EtOAc: MeOH = 9:1), revelador ninidrina: ndo revela
Ponto de fuséo 225-244 °C/ Ref.: 231-233 °C

Pureza (HPLC): 99%, tempo de retencdo 6,18 minutos (método B)

mAn

3000004 ‘
2000004 ‘
100000 |
| |
|
|
o o — I
" 1Det. A Chl
— T T — ——
0 5 10 15 20 25
min
1 PeakTable
Detector A Chl 254nm
Peals? Ret Time Area Height Width at 50% Heigh| Resolution [Tailing Factof] Area% Conc. %
1 3485 10475 1065 0.149 0.000 1272 0.145 0.000
2 4073 3002 201 0.245 1.709 1271 0.043 0.000
3 6.176 7185713 366088 0.265 4.781 1438 00812 0.000
Total T199280] 367355 100.000




113

RMN H (300 MHz, DMSO-d6) 5 (ppm) 12,0 (s, C=ONH-*), 11,8 (s, C=ONH-*), 8,29 (m, 3H,
1H N=CH*; 2H fenil-CH-NO), 8,07-8,00 (m, 2H, fenil-CH), 7,79-7,60 (m, 3%H, 2H fenil-
CH; 1H CB-H, ¥%H Ca-H*), 7,46 (s, 3H, fenil-CH), 6,75 (d, J= 15,3 Hz, %H, Ca-H*).

(*) - corresponde aos sinais dos conférmeros trans/cis-amida.

11.969

“11.799
373
310
177
066
024
996
793
707
655
597
458
777
725
3:335
~2.512

h LTk b S
85 80 75 7.0 6.5

16 15 14 13 12 11 10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 0

Ref.: JASIAK; KUDELKO, 2015), CAS: 1394115-16-2.
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N'-((5-nitrotiofen-2-il)metileno)cinamoil-hidrazida (3d)

Uma solucdo de cinamoil-hidrazida (97,3 mg, 0,60 mmol, 1,00 eq.), 5-nitro-2-
tiofenocarboxaldeido (94,3 mg, 0,60 mmol, 1,00 eq.) e acido acético glacial (1-3 gotas) em
MeOH (25 mL) foi agitado em temperatura ambiente (30 °C) por 5 horas. Determinado o fim
da reacdo por CCD, a solucéo foi resfriada em freezer (- 20 °C) por um periodo de 24 horas
para ocorrer a precipitacdo. O solido formado foi filtrado a frio, lavado com MeOH e agua
gelados e seco em vécuo. O produto foi purificado por recristalizacdo em MeOH resultando um

solido laranja intenso (m = 77,7 mg, rendimento = 43%).

Solido laranja intenso, rendimento: 43%/ Ref.: ndo encontrado

CCD: (Rf = 0,67, EtOAc: MeOH = 9:1), revelador ninidrina: ndo revela
Ponto de fuséo 232-246 °C

Pureza (HPLC): 99%, tempo de retencdo 7,56 minutos (método B)

mAu

300000+

200000+

100000 ‘

" 1Det.A Chl

5 10 15 20 25

1 PeakTable

Detector A Chl 254nm
Peal# | Ret Time Area Height [Width at 50% Heigh| Resolution [Tailing Factodl Area% Conc. %
1 5.245 4459 248 0.271 0.000 1216 0.080 0.000
2 6.622 3103 214 0219 3.267 1.307 0.056 0.000
3 7.556 5576114 341918 0.237 2372 1370 00.865 0.000

Total 5583676| 342380 100.000
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RMN !H (300 MHz, DMSO-d6) & (ppm) 12,1 (s, C=ONH-*), 12,0 (s, C=ONH-*), 8,62 (s,
N=CH?%*), 8,32 (s, N=CH*), 8,20 (s, 1H, tiofeno-CH), 7,80-7,72 (m, 3H, 2H fenil-CH; 1H Cp-
H), 7,64 (d, 1H, J= 3,46 Hz, furano-CH), 7,54 (s, 3%2H, 3H fenil-CH, ¥%2H Ca-H*), 6,79 (d, J=
15,6 Hz, Y2H, Ca-H*).

(*) - corresponde aos sinais dos conférmeros trans/cis-amida.

,12.095

1 11.988
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Ref.: sem referéncia de caracterizagdo, CAS: 898168-15-5
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N'-(4-(dimetilamino)benzilideno)cinamoil-hidrazida (3e)

Uma solucdo de cinamoil-hidrazida (99,5 mg, 0,61 mmol, 1,00 eq.), 4-(dimetilamino)-
benzaldeido (93,0 mg, 0,62 mmol, 1,02 eq.) e &cido acético glacial (1-3 gotas) em MeOH (25
mL) foi agitado em temperatura ambiente (30 °C) por 1 hora. Determinado o fim da reacao por
CCD, a solucao foi resfriada em freezer (- 20 °C) por um periodo de 24 horas para ocorrer a
precipitacdo. O solido formado foi filtrado a frio, lavado com MeOH e agua gelados e seco em
vacuo. O produto foi purificado por recristalizacdo em MeOH resultando um sélido amarelo

intenso (m = 127,0 mg, rendimento = 71%).

Sélido amarelo intenso, rendimento: 71%/ Ref.: ndo encontrado
CCD: (Rf = 0,48, Hex: EtOAc = 3:7), revelador ninidrina: amarelo
Ponto de fuséo 235-248 °C

Pureza (HPLC): 99%, tempo de retencdo 7,32 minutos (método B)

mAu
250000 F
200000 ‘ ‘
150000-] ‘ ‘
100000} ‘ |
50000 [
] | |
|
|I \
ri B — S—
] * 1Det A Chl
T T T T T
5 10 15 20 25
min
1 PeakTable
Detector A Chl 254nm
Peak# Ret. Time Area Height [Vidth at 50% Heigh| Resolution [Tailing Factor] Area% Conc. %
1 1.542 1079 00 0.159 0.000 0.863 0.016 0.000
2 2.667 3437 453 0.000 4.208 0.000 0.052 0.000
3 2868 23039 3417 0.123 0.844 0.000 0422 0.000
4 3013 10308 2202 0.119 4790 1.750 0.202 0.000
5 4483 3103 217 0.225 1864 0.000 0.047 0.000
6 4926 4311 223 0.000 0.876 0.000 0.065 0.000
7 524 3852 165 0.000 0411 0.000 0.058 0.000
] 7324 6584817 240367 0.404 2582 1.135 00.049 0.000
Total 6648035 256233 100.000
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RMN H (300 MHz, DMSO-d6) & (ppm) 11,4 (s, C=ONH-*), 11,3 (s, C=ONH-*), 8,19 (s,
N=CH*), 8,11 (s, N=CH*), 7,81 (m, 1H, CB-H), 7,71-7,61 (m, 4%H, 4H fenil-CH, %H Ca-
H*), 7,52-7,51 (m, 3H, fenil-CH), 6,84 (d, J= 8,33 Hz, 2H, fenil-CH-), 6,77 (d, J= 15,8 Hz,
15H, Ca-H*), 3,06 (5, 6H, 2x CHa).

(*) - corresponde aos sinais dos conférmeros trans/cis-amida.

2.589
2.585

~11.438

~11.292
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Ref.: sem referéncia de caracterizacdo, CAS: 25330-04-5
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N'-((1H-pirrol-2-il)metileno)cinamoil-drazida (3f)
0 HN—\

S
H

Uma solucdo de cinamoil-hidrazida (100,7 mg, 0,62 mmol, 1,00 eq.), pirrol-2-carboxaldeido
(60,5 mg, 0,64 mmol, 1,03 eq.) e acido aceético glacial (1-3 gotas) em MeOH (25 mL) foi agitado
em temperatura ambiente (30 °C) por 16 horas. Determinado o fim da reacdo por CCD, a
solucdo foi resfriada em freezer (- 20 °C) por um periodo de 24 horas, porém ndo foi observada
precipitacdo. A solucao foi rota-evaporada até remocéo total do solvente. O solido formado foi

recristalizado em EtOH resultando um solido verde claro (m = 50,4 mg, rendimento = 34%).

Sélido verde, rendimento: 34%/ Ref.: solido branco, rendimento 84%
CCD: (Rf =0,70, Hex: EtOAc = 2:8), revelador ninidrina: amarelo
Ponto de fuséo 220-231°C/ Ref.: 212-214 °C

Pureza (HPLC): 99%, tempo de retencdo 4,35 minutos (método B)

mAu

600000—3
500000—3
400000—3
300000—3

200000-]

100000

~ 1Det. A Chl

1 PeakTable
Detector A Chl 254nm

Peal | Ret. Time Area Height [Vidth at 50% Heigh| Resclution [Tailing Factorl Area % Conc. %
1 2133 859 122 0.102 0.000 1.012 0.013 0.000
2 2.686 3002 334 0.147 2410 0.000 0.045 0.000
3 2.857 1253 154 0.000 0478 0.000 0.019 0.000
4 4.355 6590415 | 619898 0.159 4077 1.350 99.842 0.000
5 5.997 2487 104 0.196 5.259 1322 0.033 0.000
6 7971 2816 175 0.247 5.129 1214 0.043 0.000
Total 6600831 | 620878 100.000
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RMN H (300 MHz, DMSO-d6) & (ppm) 11,5 (s, pirrol-NH*), 11,4 (s, pirrol-NH*), 11,4 (s,
C=ONH-*), 11,2 (s, C=ONH-*), 8,11 (s, N=CH-*), 7,90 (s, N=CH-*), 7,80-7,57 (m, 3%H, 1H
CB-H, 2H fenil-CH), 7,47-7,43 (m, 3H, fenil-CH), 6,99 (s, pirrol-NCH%*), 6,92 (s, pirrol-
NCH?*), 6,69 (d, J= 15,8 Hz, “2H Ca-H), 6,50 (s, 1H, pirrol-CH¥*), 6,44 (s, 1H, pirrol-CH¥*),
6,16 (s, 1H, pirrol-CH).

(*) - corresponde aos sinais dos conformeros trans/cis-amida.
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AN LN IND O =HOOUEM=EAINMAN=SOOMT OFTANANON
ngTme- HOOWMANOUMANNINDANOGOLO ML =~ =
Hrrdd TRANNOVOOINTITOWMRMMLLWG
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RMN H comparagéo em diferentes temperaturas (25, 40, 50, 60 e 70 °C)

- |

14.0 12.5 11.0 9.5 8.5

7.5 6.5 5.5 4.5 3.5 2.5
f1 (ppm)
HI044-40 graus-h bw’uw
14.0 12.5 11.0 95 85 75 6.5 55 45 35 25
f1 (ppm)

H1044-50 graus-h

14.0 12.5 11.0 9.5 7.5 6.5 5.5 4.5 3.5

8.5
f1 (ppm)
HI044-60 graus-h
S
14.0 12.5 11.0 9.5 8.5 7.5 6.5 5.5 4.5 3.5 2.5
f1 (ppm)
HI044-70 graus-h
14.0 12.5 11.0 9.5 8.5 7.5 6.5 5.5 4.5 3.5 2.5
f1 (ppm)

Ref.: (JASIAK; KUDELKO, 2015), CAS: 1811517-29-9
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N'-(1-(tiofen-2-il)etilideno)cinamoil-hidrazida (3g)

0O S i\
\ N’N\ X
H

CH;

Uma solucdo de cinamoil-hidrazida (100,0 mg, 0,62 mmol, 1,00 eq.), 2-acetil-tiofeno (68 UL,
0,63 mmol, 1,01 eq.) e &cido acético glacial (1-3 gotas) em MeOH (25 mL) foi agitado sob
aquecimento (60 °C) por 24 horas. Determinado o fim da reacdo por CCD, a solucgédo foi
resfriada em freezer (- 20 °C) por um periodo de 24 horas para ocorrer a precipitacdo. O solido
formado foi filtrado a frio, lavado com MeOH e &gua gelados e seco em vécuo. O produto foi
purificado por recristalizacdo em MeOH resultando um sélido amarelo claro (m = 33,5 mg,

rendimento = 20%).

Solido amarelo claro rendimento: 20%/ Ref.: ndo encontrado
CCD: (Rf = 0,80 Hex: EtOAc = 2:8), revelador vanilina: amarelo
Ponto de fuséo 225-244 °C

Pureza (HPLC): 95%, tempo de retencdo 6,71 minutos (método B)

mAn

3000004

200000

100000 ‘

|
|
0 Lhnd — 1 o —— e
~ 1Det. A Chl
S e o o S I S o e o Y |
5 10 15 20 25
min
PeakTable
Detector A Chl 254nm

Peal# | Ret Time Area Height [Vidth at 50% Heighl Resolution [Tailing Factof Area % Conc. %
1 2.107 101635 13082 0.103 0.000 1.620 1.677 0.000
2 2.545 18002 2225 0.000 1.860 0.000 0.297 0.000
3 2737 75800 o447 0.117 0.773 0.000 1.252 0.000
4 3.246 5447 722 0.117 2380 0.000 0.020 0.000
5 5.086 5209 274 0.282 5.002 1.665 0.087 0.000
6 6.308 93625 6859 0.000 2323 0.000 1.545 0.000
7 6.715 5760036 362354 0.236 0.856 1.262 95.051 0.000

Tota 6050034 304064 100.000
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RMN H (300 MHz, DMSO-d6) & (ppm) 10,7 (s, C=ONH*), 10,5 (s, C=ONH%*), 7,66-7,45
(m, 8%H, 5H fenil-CH; 1H CB-H; 2H tiofeno-SCH, %H Ca-H*), 7,45 (m, 4H, 3x fenil-CH,;
tiofeno-CH), 7,12-7,09 (m, 1H, tiofeno-CH), 7,02 (d, %2H, J= 15,6 Hz, Ca-H*), 2,36 (s, 3H,
CHy).

(*) - corresponde aos sinais dos conférmeros trans/cis-amida.
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Ref.: composto inédito
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N'-(1-(benzo[d][1,3]dioxol-5-il)etilideno)cinamoil-hidrazida (3h)

0] O>
\ N’N\ O
H CH3

Uma solucdo de cinamoil-hidrazida (171,0 mg,
(mettilenodioxi)acetofenona (169,7 mg, 1,06 mmol, 1,01 eq.) e &cido acético glacial (1-3 gotas)
em MeOH (50 mL) foi agitado sob refluxo (90 °C) por 24 horas. Determinado o fim da reacdo
por CCD, a solucao foi resfriada em freezer (- 20 °C) por um periodo de 24 horas para ocorrer
a precipitacdo. O solido formado foi filtrado a frio, lavado com MeOH e agua gelados e seco

em vacuo. O produto foi purificado por recristalizacdo em MeOH resultando um sélido amarelo

claro (m = 126,5 mg, rendimento = 39%).

1,05 mmol,

Solido amarelo claro, rendimento: 39%/ Ref.: ndo encontrado
CCD: (Rf = 0,72, EtOAc: MeOH = 9:1), revelador vanilina: amarelo
Ponto de fuséo 180-192 °C
Pureza (HPLC): 99%, tempo de retencdo 7,21 minutos (método B)

mAu

1,00 eq.),

400000+
3000004
200000+
100000 ‘
] |
g |
1 || |
0 4 e ————
] 1Det. A Chl
T T T T T T
5 10 15 20 25
min
PeakTable
Detector A Chl 254nm
Peal# | Ret Time Area Height [Width at 50% Heigl] Resolution [Tailing Factof Area % Conc. %
1 5.806 17192 1202 0212 0.000 1351 0269 0.000
2 6.426 3015 143 0.340 1.309 0.000 0.047 0.000
3 7.214 6369686 | 404747 0233 1.606 1.297 99.684 0.000
Tota 6380802 | 406003 100.000
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RMN !H (300 MHz, DMSO-d6) & (ppm) 10,6 (s, C=ONH-*), 10,5 (s, C=ONH-*), 7,74-7,59
(m, 3%H, 2H fenil-CH; 1H CB-H; *2H Ca-H%*), 7,47-7,42 (m, 4H, 3H fenil-CH, 1H
benzodioxolil-CH), 7,34 (dd, J= 8,18 Hz, J= 1,51 Hz, 1H benzodioxolil-CH), 7,08-7,02 (d, J=
18,9 Hz, %2H Ca-H*), 6,97 (d, J= 8,17 Hz, 1H, benzodioxolil-C-H), 6,08 (s, 2H, OCH0), 2,29
(s, CH3*), 2,26 (s, CHz™).

(*) - corresponde aos sinais dos conférmeros trans/cis-amida.
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7.8 7.4 7.0 2.7 2.5 2.3 2.1
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N A 1A N h S
(o)} MO O o O o
o Mo a oSN =

16 15 14 13 12 11 10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 0

Ref.: composto inédito
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RMN *H comparacéo em diferentes temperaturas (21 °C, 30°C, 40°C, 50°C, 60°C e 70 °C)

i MM ) U

10.5 9.5 8.5 7.5 6.5 5.5 4.5 3.5 2.

5 1.5 0.5
HI047-temp30-h U
A
10.5 9.5 8.5 7.5 6.5 5.5 4.5 3.5 2.5 1.5 0.5
HI047-temp40-h U
10.5 9.5 8.5 7.5 6.5 5.5 4.5 3.5 2.5 1.5 0.5
HI047-temp50- U
10.5 9.5 8.5 7.5 6.5 5.5 4.5 3.5 2.5 1.5 0.5
HI047-temp60-h U
.5

HI047-temp70-h

10.5 9.5 8.5 7.5 6.5 5.5 4.5 3.5 2

L

1.5 0.5
10.5 9.5 8.5 7.5 6.5 5.5 4.5 3.5 2.5 1.5 0.5
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N'-(1-(furan-2-il)etilideno)cinamoil-hidrazida (3i)

0] (0] \
NN N’N\ =~
H CHs,

Uma solucdo de cinamoil-hidrazida (100,0 mg, 0,62 mmol, 1,00 eq.), 2-acetilfurano (63 L,
0,63 mmol, 1,01 eq.) e acido acético glacial (1-3 gotas) em MeOH (25 mL) foi agitado sob
refluxo (90 °C) por 24 horas. Determinado o fim da reagéo por CCD, a solugéo foi resfriada em
freezer (- 20 °C) por um periodo de 24 horas para ocorrer a precipitacao. O sélido formado foi
filtrado a frio, lavado com MeOH e agua gelados e seco em vacuo. O produto foi purificado

por recristalizagdo em MeOH resultando um sélido bege (m = 126,1 mg, rendimento = 48%).

Solido bege, rendimento: 48 %/ Ref.: s6lido branco, rendimento 96%
CCD: (Rf =0,52, Hex: EtOAc = 2:8), revelador vanilina: amarelo
Ponto de fusédo 206-220 °C

Pureza (HPLC): 99%, tempo de reten¢do 4,03 minutos (método B)

mAn
600000

500000
400000

300000

200000

100000

~ 1Det. AChl

PeakTable
Detector A Chl 234nm

Peal# | Ret Time Area Height (Vidth at 50% Heigh| Resolution [Tailing Factof] Area % Conc. %
1 2.680 3108 346 0.154 0.000 0.788 0.049 0.000
2 4.053 6356875 | 601371 0.159 5.203 1.301 09.766 0.000
3 5.219 1708 121 0.230 3.492 0.000 0.027 0.000
4 5.723 2358 192 0.197 1.301 1356 0.037 0.000
5 6.466 5303 201 0.285 1.797 1250 0.083 0.000
6 7.267 2427 143 0.255 1.728 1.196 0.038 0.000
Tota] 6371782 | 602464 100.000
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RMN *H (300 MHz, DMSO-d6) & (ppm) 10,6 (s, C=ONH-*), 10,5 (s, C=ONH-*), 7,80 (s,
1H, furano-OCH), 7,64-7,59 (m, 3H, 2H fenil-CH, 1H CB-H), 7,46-7,44 (m, 3%H, 3H fenil-
CH, 2H Ca-H*), 7,03 (d, J= 15,7 Hz, %H Ca-H*), 6,96 (sl, 1H, furano-CH), 6,61 (dd, 1H,
J= 1,70 Hz, J= 3,26 Hz, furano-CH), 2,25 (s, 3H, CH3)

(*) - corresponde aos sinais dos conformeros trans/cis-amida.
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Ref.. composto inédito



N'-(1-(piridin-4-il)etilideno)cinamoil-hidrazida (3j)

128

Uma solucéo de cinamoil-hidrazida (171,4 mg, 1,06 mmol, 1,00 eq.), 4-acetilpiridina (130 pL,

1,18 mmol, 1,11 eq.) e &cido acético glacial (1-3 gotas) em MeOH (50 mL) foi agitado sob

refluxo (90 °C) por 1 hora. Determinado o fim da reagdo por CCD, a solugdo foi resfriada em

freezer (- 20 °C) por um periodo de 24 horas para ocorrer a precipitacdo. O solido formado foi

filtrado a frio, lavado com MeOH e agua gelados e seco em vacuo. O produto foi purificado

por recristalizagdo em MeOH resultando um sélido cristalino branco (m = 68,3 mg, rendimento

= 24%).

Sélido cristalino branco, rendimento: 24%/ Ref.: ndo encontrado
CCD: (Rf =0,32, EtOAc: MeOH = 9:1), revelador vanilina: amarelo
Ponto de fuséo 220-226°C
Pureza (HPLC): 98%, tempo de retencdo 3,14 minutos (método B)

mAu

500000

250000+
0_
i I
™ 1Det. A Chl
T T T T
5 10 20 25
PeakTable
Detector A Chl 254nm
Pealer | Retf. Time Area Height [Width at 50% Heigl] Resolution [Tailing Facto] Area % Conc. %
1 2540 15910 2200 0.000 0.000 0.000 0.271 0.000
2 2724 102118 12874 0.116 0.538 0.000 1.737 0.000
3 314 5730446 681160 0.122 1.927 1.557 07.600 0.000
4 4303 4454 470 0.153 4.781 1227 0.076 0.000
5 6.014 14133 973 0.228 5.180 1352 0.240 0.000
6 6.805 3203 205 0.243 1.930 1246 0.056 0.000
7 7.528 1208 68 0.288 1.619 1.183 0.021 0.000
Tota 5880362 [ 697901 100.000




129

RMN H (300 MHz, DMSO-d6) & (ppm) 10,9 (s, C=ONH-*), 10,8 (s, C=ONH-*), 8,65 (,
2H, J= 4,92 Hz, piridinil-CH), 7,78 — 7,68 (m, 5H, 2H fenil-CH; 1H CB-H, 2H piridinil-CH),
7,68 (sl, 2H, piridinil-CH), 7,48 — 7,46 (m, 3H, fenil-CH), 7,10 (s, J= 14,7 Hz, ¥2H, Ca-H*),
2,35 (s, 3H, CH3).

n =
O 0 MNIN™EIDAN OO [~} | 0O
0N OFT OO0 OANN [10] N <
S o CORNOITTHG N e
v - WO NNNNNNDN o (o No
N NS /
B I % P
< 1 — n
o~ n ™M o

8.5 8.0 7.5 7.0

—
-
_

A
o) ¥ =R &
o o N — n —
— ~ nmo ™
10.5 9.0 8.0 7.0 6.0 5.0 4.0 3.0 2.0 1.0 0.0
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Ref.: composto inédito



N'-(1-(1H-indol-3-il)metilideno)cinamoil-hidrazida (3k)

o) ’ NH
H
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Uma solugdo de cinamoil-hidrazida (97,3 mg, 0,60 mmol, 1,00 eq.), indol-3-caboxaldeido (87,2

mg, 0,60 mmol, 1,00 eq.) e acido acético glacial (1-3 gotas) em MeOH (25 mL) foi agitado em

temperatura ambiente (30 °C) por 18 horas. Determinado o fim da reacdo por CCD, a solucéo

foi resfriada em freezer (- 20 °C) por um periodo de 24 horas para ocorrer a precipitagdo. O

solido formado foi filtrado a frio, lavado com MeOH e &gua gelados e seco em vacuo. O produto

foi purificado por recristalizacdo em MeOH resultando um sélido amarelo intenso (m = 125.0

mg, rendimento = 72%).

Sélido amarelo intenso, rendimento: 72%/ Ref.: ndo encontrado
CCD: (Rf = 0,40, HEX: EtOAc = 2:8), revelador vanilina: marrom

Ponto de fusdo 253-259 °C

Pureza (HPLC): 99%, tempo de reten¢do 5,23 minutos (método B)

mAu
500000 |
400000 ‘
300000
200000
100000 |
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™ 1Det. A Chl
T T T T
5 10 15 20 25
PeakTable
Detector A Chl 254nm
Peals Ret. Time Area Height [Width at 50% Heigh] Resolution [Tailing Factof Area % Conc. %
1 2.856 100309 §362 0.191 0.000 0995 1.045 0.000
2 4.645 1077 153 0.119 7.168 1278 0.011 0.000
3 5228 0482313 540606 0.266 1.772 1.203 08.825 0.000
4 6.430 3159 195 0.263 2.661 1486 0.033 0.000
5 7.214 1605 122 0.000 1277 0.000 0.017 0.000
6 7.532 4256 225 10.000 0455 0.000 0.044 0.000
7 7.875 2377 145 0.000 0.487 0.000 0.025 0.000
Tota] 0505097[ 550009 100.000
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RMN *H (300 MHz, DMSO-d6) & (ppm) 11,6 (s, 1H, indol-NH), 11,3 (s, C=ONH-*), 11,2
(s, C=ONH-*), 8,45 (s, Y2H, N=CH*), 8,27-8,22 (m, 1%H, %H N=CH*, 1H indol-CH), 7,83 (s,
1H, indol-NCH), 7,74-7,62 (m, 3H, 2H fenil-CH; 1H Cp-H), 7,58-7,44 (m, 4%:H, 3H fenil-CH,
1H indol-CH, %H Ca-H*), 7,24-7,13 (m, 2H, indol-CH), 6, 74 (d, J= 15,7 Hz, ¥%H, Ca-H*).

(*) - corresponde aos sinais dos conformeros trans/cis-amida.

,11.571
~11.325
\11.210
448
284
271
827
746
723
684
651
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515
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245
220
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161
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S - ~ =)
8.5 8.0 7.5 7.0 6.5
\U\ —
=)
S S
14.5 12.5 10.5 8.5 7.0 5.5 4.0 2.5 1.0

Ref.. sem referéncia de caracterizacdo/ CAS: 384844-36-4
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N'-(1-(furan-2-il)etilideno)cinamoil-hidrazida (3I)

Uma solucdo de cinamoil-hidrazida (100,0 mg, 0,62 mmol, 1,00 eq.), furan-2-carboxaldeido
(65 uL, 0,78 mmol, 1,26 eq.) e acido acético glacial (1-3 gotas) em MeOH (25 mL) foi agitado
a temperatura ambiente (30 °C) por 2 horas. Determinado o fim da reagdo por CCD, a solucao
foi resfriada em freezer (- 20 °C) por um periodo de 24 horas para ocorrer a precipitacdo. O
solido formado foi filtrado a frio, lavado com MeOH e dgua gelados e seco em vacuo. O produto
foi purificado por recristalizagio em MeOH resultando um sélido branco (m = 71,2 mg,

rendimento = 48 %).

Solido branco, rendimento: 48%/ Ref.: sélido bege, rendimento 92%
CCD: (Rf = 0,65, HEX: EtOAc = 2:8), revelador vanilina: amarel
Ponto de fuséo 207-216 °C/ Ref.: 219-221 °C

Pureza (HPLC): 99%, tempo de retencdo 4,05 minutos (método B)

mAu

600000

500000
400000

300000

200000

100000

0 N S

™ 1Det. A Chl

PeakTable
Detector A Chl 254nm

Peal# | Ret Time Area Height Width at 50% Heigh| Resolution [Tailing Factof] Area% Conc. %
1 2.680 3108 346 0.154 0.000 0.788 0.040 0.000
2 4053 6356875 | 601371 0.159 5.203 1.301 09.766 0.000
3 5219 1708 121 0.230 3402 0.000 0.027 0.000
4 5.723 2358 192 0.197 1.391 1356 0.037 0.000
5 6.466 5305 201 0.385 1.797 1250 0.083 0.000
6 7.267 2427 143 0.255 1.728 1.196 0.038 0.000
Tota 6371782 | 602464 100.000
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RMN !H (300 MHz, DMSO-d6) & (ppm) 11,6 (s, C=ONH-*), 11,5 (s, C=ONH-*), 8,17 (s,
YH, N=CH¥*), 7,97 (¥aH N=CH*) 7,85 (s, 1H, furano-OCH), 7,71-7,60 (m, 3v2H, 2H fenil-CH,
1H CB-H, .H Ca-H*), 5,50-7,44 (m, 4H, 3H fenil-CH, 1H furano-CH), 6,94 (s, 1H, furano-
CH), 6,68 (d, J= 17,5 Hz, Ca-H), 6.65 (s, 1H, furano-CH)

(*) - corresponde aos sinais dos conformeros trans/cis-amida.
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Ref.: (JASIAK; KUDELKO, 2015), CAS: 25252-83-9
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(E)-1-(benzo[d][1,3]dioxol-5-il)-3-(tiofen-2-il)prop-2-en-1-ona (5a)

o)
S

|

Tiofeno-2-carboxaldeido (228,0 mg, 2,03 mmol, 1,00 eq.) foi adicionado lentamente a uma
solugéo de KOH 0,4 M em etanol absoluto (25 mL) sob banho de gelo (0 °C) e agitacdo. Em
seguida, adicionou-se lentamente 3°,4’-(metilenodioxi)acetofenona (336,4 mg, 2,05 mmol, 1,01
eq.) por um periodo de 30 minutos. A mistura foi agitada por 30 minutos a 0 °C e 1 hora a
temperatura ambiente (30 °C). Determinado o fim da reacdo por CCD, a solucdo foi
neutralizada com uma solucao de HCI (2 M) sob banho de gelo (0 °C), adicionou-se 4gua gelada
até precipitacdo completa do produto. O sélido formado foi filtrado a frio, lavado com agua
gelada (5 °C), EtOH gelado (-20 °C) e seco em vacuo. O produto foi obtido com um sélido

esverdiado (m = 220,4 mg, rendimento = 42%).

Sélido esverdiado, rendimento: 42%/ Ref.: sdlido bege, rendimento 87%
CCD: (Rf =0,39, HEX: EtOAc = 6:4), revelador 2,4-DNPH: rosa

Ponto de fusdo 104-106 °C/ Ref.: 101-103 °C

Pureza (HPLC): 98%, tempo de retencdo 19,99 minutos (método B)

1500 1500

—_— [

Retention Time H

Name | [ 1000

1000
| =%
|| ook
B
| o . i

T T T T
0.0 25 50 75 100 125 150 175 200 25 250 275 300

500+ 500

1: 210 nm, 8§ nm

Pk # Name Retention Time Area Area Percent Height Percent
1 19.989 21214247 98.48 97.52
2 20.811 61614 0.29 0.46
3 21.259 50237 0.23 0.27
4 21483 215457 1.00 1.76
Totals

21541555 100.00 100.00
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RMN H (300MHz, DMSO-d6) & (ppm) 7,86 (d, J = 15,25 Hz, 1H, CB-H), 7,77 (m, 2H, 1H
tienil-SCH, 1H benzodioxolil-CH), 7,67 (d, J = 3,43 Hz, 1H, tienil-CH), 7,56 (m, 2H, 1H
benzodioxolil-CH, 1H Ca-H), 7,18 (dd, J= 3,68 Hz, 1H, tienil-CH), 7,06 (d, J = 8,17 Hz, 1H,
benzodioxolil-CH), 6,15 (s, 2H, OCH.0).
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RMN 13C (75 MHz, DMSO-d6) 5 (ppm) 186,5, 151,5, 148,0, 139,8, 136,0, 132,3, 132,2, 130,1,

128,6, 124,8, 120,3, 108,1, 107,7, 102,0.
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Ref.: (BORCHHARDT et al., 2010)/ CAS: 1265608-57-8
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(2)-1-(benzo[d][1,3]dioxol-5-il)-3-(furan-2-il)prop-2-en-1-ona (5b)

0
o =
(
0

Furano-2-carboxaldeido (492,2,0 mg, 5,12 mmol, 1,02 eq.) foi adicionado lentamente a uma
solugéo de KOH 0,4 M em etanol absoluto (50 mL) sob banho de gelo (0 °C) e agitagdo. Em
seguida, adicionou-se lentamente 3°,4’-(metilenodioxi)acetofenona (820,9 mg, 5,00 mmol, 1,00
eq.) por um periodo de 30 minutos. A mistura foi agitada por 30 minutos a 0 °C e 1 hora a
temperatura ambiente (22 °C). Determinado o fim da reacdo por CCD, a solucdo foi
neutralizada com uma solucdo de HCI (2 M) sob banho de gelo (0 °C), adicionou-se &gua gelada
até precipitacdo completa do produto. O so6lido formado foi filtrado a frio, lavado com é&gua
gelada (5 °C), EtOH gelado (-20 °C) e seco em vacuo. O produto foi obtido com um sélido

esverdiado (m = 972,0 mg, rendimento = 80%).

Sélido esverdiado, rendimento: 80%/ Ref.: ndo encontrado

CCD: (Rf =0,20, HEX: EtOACc = 6:4), revelador 2,4-DNPH: marrom
Ponto de fuséo 104-106 °C

Pureza (HPLC): 99%, tempo de retencdo 19,34 minutos (método B)

15004 1500
_ i
Retention Time Il
10004  Name | 1000
(|
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500 it s 500
2 A
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T T T T T T T T T T T
0.0 25 5.0 75 10.0 125 150 175 200 25 250 275 300
Minutes
1: 210 nm, 8 nm
Pk # Name Retention Time Area Area Percent Height Percent
1 15413 48986 0.24 0.25
2 19.339 20201700 99.29 99.01
3 20.757 75162 0.37 0.60
4 20.992 20925 0.10 0.14
Totals

20346773 100.00 100.00
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RMN *H (300MHz, DMSO-d6) (3 ppm), 7,81 (s, 1H, furil-OCH), 7,66 (dd, J = 8,10 Hz, J=

1,52 Hz, 1H, benzodioxolil-CH), 7,45 - 7,43 (m, 3H, 1H benzodioxolil-CH, 1H CB-H, 1H furil-
CH), 7,00 — 6,95 (m, 2H, furil-CH, 1H Ca-H), 6,60 (m, 1H, furil-CH), 6,15 (s, 2H, OCH-0).
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RMN 3C (75 MHz, DMSO0-d6) (6 ppm) 186,4, 151,5, 151,2, 148,0, 145,9, 132,2, 129,9, 124,8,
118,7, 116,4, 113,0, 108,1, 107,6, 102,0.
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Ref.: sem referéncia de caracterizacdo/ CAS: 943423-26-5



(E)-1-(benzo[d][1,3]dioxol-5-il)-3-(4-(dimetilamino)fenyl)prop-2-en-1-ona (5c)

<§T/
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4-(dimetilamino)benzaldeido (297,4 mg, 1,99 mmol, 1,00 eq.) foi adicionado lentamente a uma

solucdo de KOH 0,4 M em etanol absoluto (25 mL) sob banho de gelo (0 °C) e agitacdo. Em

seguida, adicionou-se lentamente 3°,4’-(metilenodioxi)acetofenona (338,6 mg, 2,06 mmol, 1,04

eq.) por um periodo de 30 minutos. A mistura foi agitada por 30 minutos a 0 °C e 3 horas a

temperatura ambiente (30 °C). Determinado o fim da reacdo por CCD, a solucdo foi

neutralizada com uma solucdo de HCI (2 M) sob banho de gelo (0 °C), adicionou-se agua gelada

até precipitacdo completa do produto. O sélido formado foi filtrado a frio, lavado com agua

gelada (5 °C), EtOH gelado (-20 °C) e seco em vacuo. O produto foi obtido com um sélido

laranja intenso (m = 396,4 mg, rendimento = 67%).

Sélido laranja intenso, rendimento: 67%/ Ref.: s6lido amarelo ouro, rendimento 53%
CCD: (Rf =0,31, HEX: EtOAc = 8:2), revelador 2,4-DNPH: laranja
Ponto de fusdo 250 °C decomposicao/ Ref.: 135-137 °C
Pureza (HPLC): 93%, tempo de retencdo 19,47 minutos (método B)
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Name

I 1500
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| 1 A fté
04 N T T HEL' ro
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25 50 75 10.0 125 15.0 17.5 200 25 250 275 300
Minutes
1: 210 nm, 8 nm
Pk # Name Retention Time Area Area Percent Height Percent
1 15.403 250320 1.07 1.19
2 16.053 98022 042 0.51
3 17.589 68041 0.29 0.54
4 18.336 1184430 5.07 1.72
5 19.467 21768493 93.15 90.04
Totals

23369306 100.00 100.00
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RMN H (300MHz, CDCl3) & (ppm) 7,80 (d, 1H, J = 15,4 Hz, Cp-H), 7,65 (d, J = 8,14 Hz, 1H,
benzodioxolil-CH), 7,56 — 7,54 (m, 3H, 1 H benzodioxolil-CH, 2H fenil-CH), 7,31 (d, J = 15,70
Hz, 1H, Ca-H), 6,90 (d, J = 8,13 Hz, 1H, benzodioxolil-CH), 6,71 (d, J = 8,80 Hz, 2H, fenil-
CH), 6,06 (s, 2H, OCH20), 3,05 (s, 6H, 2x CHa).
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RMN %3C (75 MHz, CDCI3) (5 ppm), 188,4, 152,0, 151,2, 148,1, 145,2, 133,8, 130,3, 124,2,
122,8, 116,6, 111,9, 108,4, 107,8, 101,7, 40,1.
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Ref.: (CHIARADIA et al., 2012)/ CAS: 928843-51-0
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Pirrol-2-carboxaldeido (203,5 mg, 2,14 mmol, 1,03 eq.) foi adicionado lentamente a uma
solugéo de KOH 0,4 M em etanol absoluto (25 mL) sob banho de gelo (0 °C) e agitagdo. Em
seguida, adicionou-se lentamente 3°,4’-(metilenodioxi)acetofenona (342,4 mg, 2,08 mmol, 1,02
eq.) por um periodo de 30 minutos. A mistura foi agitada por 30 minutos a 0 °C e 24 horas a
temperatura ambiente (30 °C). Determinado o fim da reacdo por CCD, a solucdo foi
neutralizada com uma solucdo de HCI (2 M) sob banho de gelo (0 °C), adicionou-se &gua gelada
até precipitacdo completa do produto. O so6lido formado foi filtrado a frio, lavado com é&gua
gelada (5 °C), EtOH gelado (-20 °C) e seco em vacuo. O produto foi obtido com um sélido

(2)-1-(benzo[d][1,3]dioxol-5-il)-3-(1H-pirrol-2-il)prop-2-en-1-ona (5d)

amarelo (m = 202,5 mg, rendimento = 41%).

Sélido amarelo, rendimento: 41%/ Ref.: ndo encontrado

HN__~

)

=

CCD: (Rf =0,58, HEX: EtOACc = 5:5), revelador 2,4-DNPH: roxo
Ponto de fusdo 198 °C decomposicao
Pureza (HPLC): 96%, tempo de reten¢do 18,42 minutos (método B)
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0.0 25 50 75 10.0 125 15.0 175 200 225 250 75 300
Minutes
1: 210 nm, 8 nm
Pk # Name Retention Time Area Area Percent Height Percent
1 15456 673763 3.15 3.43
2 18.421 20502331 95.73 95.13
3 19.936 42218 0.20 0.33
4 20.363 199200 0.93 1.11
Totals
21417512 100.00 100.00
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RMN H (300MHz, DMSO0-d6) & (ppm) 11,7 (s, 1H, pirrol-NH), 7,71 (d, J = 8,01 Hz, 1H,
benzodioxolil-CH), 7,56 — 7,55 (m, 3H, 1H benzodioxolil-CH, 1 H CB-H, 1H pirrolil-NCH),
7,13 — 7,09 (m, 2H, 1H benzodioxolil-CH, 1H Ca), 6,72 (s, 1H, pirrolil-CH), 6,23 (s, 1H,
pirrolil-CH), 6,16 (s, 2H, OCH.0).
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RMN 3C (75 MHz, DMS0-dé6) (6 ppm) 186,8, 151,5, 148,4, 134,1, 133,5, 129,7, 124,5, 1244,
116,4, 115,5, 110,9, 108,6, 108,0, 102,4.
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Ref.: composto inédito
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(E)-1-(benzo[d][1,3]dioxol-5-il)-3-fenilprop-2-en-1-ona (5e)
0
o =
Seaas
Benzaldeido (220 pL, 2,16 mmol, 1,07 eq.) foi adicionado lentamente a uma solucédo de KOH
0,4 M em etanol absoluto (25 mL) sob banho de gelo (0 °C) e agitagdo. Em seguida, adicionou-
se lentamente 3’,4’-(metilenodioxi)acetofenona (329,5 mg, 2,01 mmol, 1,00 eg.) por um
periodo de 30 minutos. A mistura foi agitada por 30 minutos a 0 °C e 2 horas a temperatura
ambiente (24 °C). Determinado o fim da reacdo por CCD, a solucéo foi neutralizada com uma
solucdo de HCI (2 M) sob banho de gelo (0 °C), adicionou-se agua gelada até precipitacdo
completa do produto. O sélido formado foi filtrado a frio, lavado com &gua gelada (5 °C), EtOH

gelado (-20 °C) e seco em vacuo. O produto foi obtido com um so6lido amarelado (m = 230,2

mg, rendimento = 45%).

Sélido amarelado, rendimento: 45%/ Ref.: sélido creme, rendimento 61%
CCD: (Rf =0,60, HEX: EtOACc = 7:3), revelador vanilina: rosa

Ponto de fuséo 96-98 °C/ Ref.: 92-94 °C

Pureza (HPLC): 98%, tempo de retencdo 20,23 minutos (método B)
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1: 210 nm, 8 nm

Pk # Name Retention Time Area Area Percent Height Percent
1 15413 115102 0.51 0.57
2 19.616 153025 0.68 1.02
3 20.235 22085264 98.54 97.97
4 20.811 59760 0.27 0.44
Totals

22413151 100.00 100.00
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RMN !H (300MHz, DMSO-d6) (8 ppm), 7,93 — 7,85 (m, 4H,1H CB-H, 1H benzodioxolil-CH,
2H fenil-CH), 7,71 (d, J = 15,6 Hz, 1H, Ca-H), 7,66 (s, 1H, benzodioxolil-CH), 7,47 — 7,45 (m,
3H, fenil-CH), 7,09 (d, J = 8,18 Hz, 1H, benzodioxolil-CH), 6,17 (s, 2H, -OCH20-).
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RMN 13C (75 MHz, DMSO-d6) 187,0, 151,7, 148,0, 1434, 134,7 (s), 132,2, 130,5, 128,9,

128,8, 125,1, 121,9, 108,1, 108,9, 102,0.
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Ref.: (CHIARADIA et al., 2012)/ CAS: 111038-89-2
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de KOH 0,4 M em etanol absoluto (25 mL) sob banho de gelo (0 °C) e agitacdo. Em seguida,
adicionou-se lentamente 3’,4’-(metilenodioxi)acetofenona (311,6 mg, 1,90 mmol, 1,00 eq.) por
um periodo de 30 minutos. A mistura foi agitada por 30 minutos a 0 °C e 2 horas a temperatura
ambiente (27 °C). Determinado o fim da reacdo por CCD, a soluc¢éo foi neutralizada com uma
solucdo de HCI (2 M) sob banho de gelo (0 °C), adicionou-se agua gelada até precipitacdo
completa do produto. O sélido formado foi filtrado a frio, lavado com &gua gelada (5 °C), EtOH
gelado (-20 °C) e seco em vacuo. O produto foi obtido com um solido branco cristalino (m =
435,6 mg, rendimento = 80%).

(E)-1-(benzo[d][1,3]dioxol-5-il)-3-(4-clorofenil)prop-2-en-1-ona (5f)

Ssnacy

4-clorobenzaldeido (282,0 mg, 2,01 mmol, 1,06 eq.) foi adicionado lentamente a uma solucgéo

Sélido branco cristalino, rendimento: 80%/ Ref.: solido creme, rendimento 93%
CCD: (Rf =0,50, HEX: EtOAc = 7:3), revelador vanilina: laranja

Ponto de fusdo 163-165 °C/ Ref.: 162-163 °C

Pureza (HPLC): 97%, tempo de retencdo 21,23 minutos (método B)
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25 5.0 75 10.0 125 150 17.5 200 25 250 7.5 300
Minutes
1: 210 nm, 8 nm
Pk # Name Retention Time Area Area Percent Height Percent
1 15.403 71123 033 0.38
2 18.763 82009 0.38 0.22
3 18.955 47398 022 0.47
4 20.331 388204 1.80 0.38
5 20.843 126957 0.59 0.57
6 21.227 20872026 96.68 97.99
Totals
21587717 100.00 100.00




150

RMN H (300MHz, DMSO-d6) (5 ppm) 7,83 (m, 4H, 1H benzodioxolil-CH, 2H fenil-CH, 1H
Cp-H), 7,65 (d, J = 15,6 Hz, 1H, Ca-H), 7,60 (s, 1H, benzodioxolil-CH), 7,48 (d, J = 8,42 Hz,
2H, fenil-CH), 7,04 (d, J = 8,16 Hz, 1H, benzodioxolil-CH), 6,14 (s, 2H, -OCH0-).
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RMN 13C (75 MHz, DMSO-d6) (6 ppm) 187,1, 151,6, 148,0, 141,7, 134,9, 133,8, 132,3, 130,3,
128,8, 125,0, 123,1, 108,0, 107,9, 102,0.
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Ref.: (CHIARADIA et al., 2012)/ CAS: 501676-50-2



(E)-1-(benzo[d][1,3]dioxol-5-il)-3-(2-clorofenil)prop-2-en-1-ona (59g)

She

Cl

0

152

2-clorobenzaldeido (226 L, 2,01 mmol, 1,04 eq.) foi adicionado lentamente a uma solucéo de

KOH 0,4M em etanol absoluto (25 mL) sob banho de gelo (0 °C) e agitagdo. Em seguida,

adicionou-se lentamente 3’,4’-(metilenodioxi)acetofenona (317,8 mg, 1,94 mmol, 1,00 eq.) por

um periodo de 30 minutos. A mistura foi agitada por 30 minutos a 0 °C e 2 horas a temperatura

ambiente (28 °C). Determinado o fim da reacdo por CCD, a soluc¢éo foi neutralizada com uma

solucdo de HCI (2 M) sob banho de gelo (0 °C), adicionou-se agua gelada até precipitacdo

completa do produto. O sélido formado foi filtrado a frio, lavado com &gua gelada (5 °C), EtOH

gelado (-20 °C) e seco em vacuo. O produto foi obtido com um sélido branco cristalino (m =

309,6 mg, rendimento = 56%).

Sélido branco cristalino, rendimento: 56%/ Ref.: solido bege, rendimento 87%
CCD: (Rf =0,50, HEX: EtOAc = 7:3), revelador vanilina: laranja

Ponto de fusdo 115-117 °C/ Ref.: 112-113 °C

Pureza (HPLC): 98%, tempo de retencdo 21,14 minutos (método B)
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Minutes
1: 210 nm, 8 nm
Pk # Name Retention Time Area Area Percent Height Percent
1 15.392 46811 0.20 0.20
2 18.805 65337 0.28 0.18
3 19.264 58188 0.29 0.23
4 20.139 162961 0.69 0.37
5 20.363 19109 0.08 0.25
6 20,779 134548 0.57 0.63
7 21.141 23081199 97.89 98.15
Totals
23578153 100.00 100.00
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RMN *H (300MHz, CDCls) (5 ppm) 8,16 (d, J = 15,7 Hz, 1H, CB-H), 7,74 (dd, J = 3,41 Hz,
1H, fenil-CH), 7,65 (dd, J = 1,59 Hz, 1H, benzodioxolil-CH), 7,47 (m, 3H, 1H benzodioxolil-
CH, 1H fenil-CH, 1H Ca-H), 7,32 (m, 2H, fenil-CH), 6,90 (d, 1H, J = 8,14 Hz, 1H,
benzodioxolil-CH), 6,07 (s, 2H, -OCH20-).
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RMN C (75 MHz, CDCls) (5 ppm) 188,1, 151,8, 148,4, 134,0, 135,4, 133,4, 132,7, 131,0,
130,3, 127,8, 127,0, 124,9, 124,5, 108,5, 107,9, 101,9.
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Ref.: (BORCHHARDT et al., 2010)/ CAS: 876544-59-1
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3-(benzo[d][1,3]dioxol-5-il)-5-(tiofen-2-il)-4,5-di-hidro-1H-pirazol (6a)
N-NH s
| \ |

Uma solucdo de (5a) (122,3 mg, 0,47 mmol, 1,00 eq.), hidrazina hidrato (95 uL, 1,96 mmol,
4,16 eq.) em etanol absoluto (25 mL) foi agitado sob refluxo por 1 hora. Determinado o fim da
reacdo por CCD, a solucéo foi resfriada em freezer (- 20 °C) por um periodo de 24 horas para
ocorrer a precipitacdo. O sélido formado foi filtrado a frio, lavado com EtOH gelado, agua
gelada e seco em vacuo. O produto foi purificado por recristalizacdo em EtOH resultando um

solido cristalino perolado (m = 60,2 mg, rendimento = 47%).

Sélido cristalino perolado rendimento: 47%/ Ref.: ndo encontrado
CCD: (Rf =0,52, HEX: EtOACc = 6:4), revelador vanilina: vermelho
Ponto de fusdo 108 °C decomposicao

Pureza (HPLC): 96%, tempo de reten¢do 17,37 minutos (método B)
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1: 210 nm, 8 nm
Pk # Name Retention Time Area Area Percent Height Percent

1 13.493 102972 0.29 0.36
2 16.469 135788 0.39 0.50
3 17.365 33728032 9591 89.24
4 18.592 42754 0.12 0.40
5 18.987 759994 2.16 6.53
6 19.925 224705 0.64 1.62
7 21.109 173860 0.49 136

Totals
35168105 100.00 100.00
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RMN *H (DMSO-d6, 300 MHz) & (ppm) 7,53 (sl, 1H, pirazolinil-NH), 7,40 (dd, J= 5,02 Hz,
J=1,07 Hz, 1H, benzodioxolil-CH ), 7,23 (d, J= 1,45 Hz, 1H, tiofenil-SCH), 7,08-7,05 (m, 2H,
1H benzodioxolil-CH, 1H tiofenil-CH), 6,98 (dd, J= 5,02 Hz; J= 3, 48 Hz, 1H, tiofenil-CH),
6,92 (d, J= 8,07 Hz, 1H, benzodioxolil-CH), 6,04 (s, 2H, OCH20), 5,07 (t, J= 10,4 Hz, 1H,
pirazolinil-CH), 3,44 (m, 1H, pirazolinil-CH), 2,84 (q, J= 10,6 Hz, 1H, pirazolinil-CH).
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Ref.: composto inédito.
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3-(benzol[d][1,3]dioxol-5-il)-5-(furan-2-il)-4,5-di-hidro-1H-pirazol (6b)
N-NH o
| \ |

Uma solucéo de (5b) (246,8 mg, 1,02 mmol, 1,00 eq.), hidrazina hidrato (223 uL, 4,49 mmol,
4,40 eq.) em etanol absoluto (25 mL) foi agitado sob refluxo por 24 horas. Determinado o fim
da reagdo por CCD, a solugdo foi resfriada em freezer (- 20 °C) por um periodo de 24 horas
para ocorrer a precipitacdo. O sélido formado foi filtrado a frio, lavado com EtOH gelado, &gua
gelada e seco em vacuo. O produto foi purificado por recristalizacdo em EtOH resultando um

solido branco (m = 158,5 mg, rendimento = 63%).

Sélido branco, rendimento: 63%/ Ref.: ndo encontrado

CCD: (Rf =0,52, HEX: EtOAC = 8:2), revelador vanilina: amarelo
Ponto de fusdo 93-95 °C

Pureza (HPLC): 92%, tempo de reten¢do 15,84 minutos (método B)

1
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0o 25 5.0 7.5 10.0 125 150 175 200 25 25.0 275 300
Minutes
1: 210 nm, 8 nm
Pk # Name Retention Time Area Area Percent Height Percent
1 8.661 20376 0.07 0.06
2 13.472 184673 0.63 0.77
3 15.349 488097 1.66 24
4 15.840 27006329 92.09 87.93
5 16.480 522041 1.78 1.17
6 17.813 70105 0.24 0.76
7 18.048 154347 0.53 1.41
8 18.443 362149 1.23 3.01
9 19.339 206202 0.70 1.52
10 20.267 312987 1.07 097
Totals

29327306 100.00 100.00
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RMN H (CDCls, 300 MHz) § (ppm): 7,38 (sl, 1H, pirazolinil-NH), 7,32 — 7,29 (m, 1H, furil-
OCH), 7,08 (dd, 1H, J= 8,07 Hz, benzodioxolil-CH), 6,84 — 6,82 (d, J= 8,07 Hz, 1H,
benzodioxolil-CH), 6,35 — 6,33 (m, 1H, furil-CH), 6,26 — 6,25 (m, 1H, furil-CH), 6,08 — 6,07
(m, 1H, benzodioxolil-CH), 6,00 (s, 2H, -OCH20-), 4,96 (dd, J= 7,88 Hz, J= 10,1 Hz,
pirazolinil-CH), 3,32 — 3,24 (m, 2H, pirazolinil-CHy).

13.0 11.0 9.0 7.5 6.0 4.5 3.0 1.5 0.0

Ref.: composto inédito.
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4-(3-(benzo[d][1,3]dioxol-5-il)-4,5-di-hidro-1H-pirazol-5-il N)-N,N-dimetilanilina (6c)

N-NH
(0]
G
(0]

/ O N\/
Uma solucéo de (5¢) (223,0 mg, 0,75 mmol, 1,00 eq.), hidrazina hidrato (298 pL, 6,00 mmol,
8,00 eq.) em metanol (25 mL) foi agitado sob refluxo por 24 horas. Determinado o fim da reacédo
por CCD, a solucdo foi resfriada em freezer (- 20 °C) por um periodo de 24 horas para ocorrer
a precipitacdo. O sdlido formado foi filtrado a frio, lavado com metanol gelado, 4gua gelada e
seco em vacuo. O produto foi purificado por recristalizacdo em EtOH resultando um sélido

cristalino amarelado (m = 177,3 mg, rendimento = 76%).

Sélido amarelado, rendimento: 76%/ Ref.: ndo encontrado

CCD: (Rf =0,33, HEX: EtOACc = 7:3), revelador 2,4-DNPH: rosa
Ponto de fusdo 123-125 °C

Pureza (HPLC): 98%, tempo de reten¢do 14,80 minutos (método B)
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Minutes
1: 210 nm, 8 nm
Pk # Name Retention Time Area Area Percent Height Percent
1 13.835 200515 0.46 0.99
2 14.795 42744838 98.24 94.69
3 16.640 94778 0.22 0.99
4 17.675 14242 0.03 0.11
5 18.272 116913 0.27 0.70
6 18.816 17656 0.04 0.17
7 19.477 321557 0.74 2.36
Totals
43510499 100.00 100.00
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RMN H (CDCls, 300 MHz) & (ppm) 7,32 (m, 2H, 1H pirazolinil-NH, 1H benzodioxolil-CH),
7,24 (d, J= 8,69 Hz, 2H fenil-CH), 7,06 (dd, J= 8,07 Hz, J= 1,63 Hz, 1H, benzodioxolil-CH ),
6,82 (m, benzodioxolil-CH), 6,72 (d, 6,04, J= 8,76 Hz, 2H, fenil-CH), (s, 2H, OCH.0), 4,84
(d, J= 10,4 Hz, 1H, pirazolinil-CH), 3,37 (m, 1H, pirazolinil-CH), 2,84 (g, J= 10,6 Hz, 1H,
pirazolinil-CH), 2,96 (s, 6H, 2x CH3).
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Ref.: composto inédito.
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2-benzoil-hidrazinacarbotioamida (8)

Cloreto de benzila (10 mL, 86,1 mmol, 1,00 eq.) foi dissolvido em THF anidro (200 mL),
resfriado em banho de gelo (15 °C) e submetido a vigorosa agitacdo. Tiosemicarbazida (15,70
g, 172,2 mmol, 2,00 eq.) foi adicionada em duas porg¢des (intervalo de 15 minutos). O banho
de gelo foi retirado e a reacdo permaneceu sob agitacdo por 3 horas. Determinado o fim da
reacdo por CCD, os solidos brancos suspenso na solucdo foram filtrados e lavado com H20
destilada gelada. O sdlido filtrado foi suspenso em solucdo de NaHCO3 saturada, filtrado,
lavado com H.0 destilada gelada e seco em dessecador com silica gel por 24 horas. O produto

foi obtido como sélido branco (m = 11,10 g, rendimento = 66%).

Sélido branco, rendimento: 66%/ Ref.: s6lido branco, rendimento: 88%
CCD: (Rf = 0,75, EtOAc: MeOH = 9:1), revelador ninidrina: ndo revela
Ponto de fusdo 191-193 °C/ Ref: 198 °C

Pureza (HPLC): néo foi realizada
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RMN *H (600 MHz, DMSO-d6) & (ppm) 10,35 (s, 1H, C(O)N-H), 9,31 (s, 1H, C(S)N-
H), 7,88 — 7,86 (m, 2H, fenil-CH), 7,84 (sl, 1H, NH2), 7.60 (sl, 1H, NH2), 7,53 (t, J =
7,4 Hz, 1H, fenil-CH), 7,45 (t, J = 7,7 Hz, 2H, fenil-CH).
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RMN 13C (DMSO-d6, 151 MHz) & (ppm) 185,1, 168,9, 135,6, 134,9, 131,3, 131,0.
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Ref.:(PLUMITALLDO et al., 2004; RIVERA; BALSELLS; HANSEN, 2006), CAS: 5351-66-6
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3-fenil-1H-1,2,4-triazol-5-tiol (9)
N-NH

| )—sH
E)/ ~N

O composto (8) (2,18 g, 11,1 mmol, 1,00 eqg.) em uma solu¢do de NaOH 1M (20 mL), foi
agitado sob refluxo por 1 hora. Determinado o fim da reacéo por CCD, a solugéo foi resfriada
a temperatura ambiente, seguido de banho de gelo (£ 5 °C) e foi diluida em H20 (50 mL). A
mistura foi acidificada com HCI concentrado (2,0 — 2,5 mL) e o s6lido formado foi filtrado,
lavado com H,O gelada e seco em dessecador com silica gel por 24 horas. O produto foi obtido

como s6lido branco (m = 1,85 g, rendimento = 94%).

Sélido branco, rendimento: 94%/ Ref.: rendimento: 69%

CCD: (Rf =0,93, EtOAc: MeOH = 9:1), revelador ninidrina: rosa

Ponto de fuséo 257-259 °C/ Ref: 258-260 °C

Pureza (HPLC): néo foi realizada

RMN H (DMSO-d6, 400 MHz) & (ppm) 13,8 (sl, 1H, N-NH), 13,6 (s, 1H, -SH), m (
10,3 (s, 1H, (s, N-NH), 7,90-7,87 (m, 2H, fenil-CH), 7,50-7,47 (m, 3H, fenil-CH).
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RMN %2C (DMSO-d6, 101 MHz) § (ppm) 167,4, 150,6, 131,0, 129,5, 126,1, 125,9.
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Ref.: (BRITSUN et al., 2005), CAS: 3414-94-6



5-(4-metoxibenzilideno)-2-fenil-tiazol[3,2-b][1,2,4]triazol-6(5H)-ona (10a)

166

Uma mistura de (9) (178,9 mg, 1,01 mmol, 1,00 eq.), NaOAc anidro (199,4 mg, 2,43 mmol,
2,43 eq.), &cido cloroacético (152.2 mg, 1,61 mmol, 1,61 eq. ), anidrido acético (1,5 mL, 15,9

mmol, 15,9 eq.) e 4-metoxi-benzaldeido (123 uL, 1, 01 mmol, 1,00 eq.) em &cido cético glacial
(2 mL), foi aquecida a 110 °C por 1 hora. Determinado o fim da reacdo por CCD, H»0 gelada

(= 5 mL) foi adicionada a mistura reacional. O solido formado foi filtrado, lavado com H20

gelada e os residuos de solvente foram removidos em bomba de alto vacuo por 24 horas. O

produto foi purificado por recristalizacdo em 4acido acético glacial resultando um sélido

cristalino marrom (m = 142,9 mg, rendimento = 42%).

Sélido cristalino marrom, rendimento: 42%/ Ref.: rendimento: 29%
CCD: (Rf = 0,60, HEX: EtOAc = 3:7), revelador molibdato: amarelo
Ponto de fuséo 236-238 °C/ Ref: 235 °C

Pureza (HPLC): 98%, tempo de retencdo 23,02 minutos (método C)

Chromatogram

35001 Chromni_19_02_20 #8 [manipulated] Galz
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Integration Results

Mo. Peak MName Retention Time Area Heigiht Relative Area Relative Height Amount
mir mA LU min mAL % % n.a.

1 15,270 1,394 12,483 0,76 1,92 na.

2 19,248 1,142 9,171 0,62 1,41 n.a.

3 19,900 0,483 1,639 0,26 025 n.a.

4 21,880 0,345 327 0,19 0,49 na.

5 23,022 180,896 624,625 98,17 95093 n.a.

Total: 184,261 651,135 100,00 100,00
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RMN H (CDCls, 600 MHz) & (ppm) 8,25-8,20 (m, 2H, 1,3,4-triazolil-fenil-CH), 8,18 (s, 1H,
Cp-H), 7,61 — 7,56 (m, 2H, 4-metoxifenil-CH), 7,49 — 7,46 (m, 3H, 1,3,4-triazolil-fenil-CH),
7,05 - 7,03 (m, 2H, 4-metoxifenil-CH), 3,88 (s, 3H).
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RMN %3C (CDCls, 151 MHz) § (ppm) 172,7, 165,3, 162,6, 159,3, 143,3, 135,7, 133,7, 131,9,
131,4, 130,2, 127,7, 123,2, 117,8, 58,3.
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f1 (ppm)

Ref.:(TOZKOPARAN et al., 2011), CAS: 58755-08-1
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5-(benzilideno)-2-fenil-tiazol[3,2-b][1,2,4]triazol-6(5H)-ona (10b)

Uma mistura de (9) (104,6 mg, 0,59 mmol, 1,00 eq.), NaOAc anidro (115,4 mg, 1,41 mmol,
2,39 eq.), acido cloroacético (86,4 mg, 0,91 mmol, 1,54 eq. ), anidrido acético (87 uL, 0,92
mmol, 1,56 eq.) e benzaldeido (65 pL, 0,64 mmol, 1,08 eg.) em &cido cético glacial (2 mL), foi
aquecida & 110 °C por 2 horas. Determinado o fim da reacdo por CCD, H20 gelada (+ 5 mL)
foi adicionada a mistura reacional. O s6lido formado foi filtrado, lavado com H2O gelada e os
residuos de solvente foram removidos em bomba de alto vacuo por 24 horas. O produto foi
purificado por recristalizacdo em &cido acético glacial resultando um sélido amarelo claro (m
= 26,9 mg, rendimento = 15%).

Soélido amarelo claro, rendimento: 15%/ Ref.: rendimento: 29%
CCD: (Rf =0,60, HEX: EtOAc = 3:7), revelador ninidrina: laranja
Ponto de fuséo 237-239 °C/ Ref: 235 °C

Pureza (HPLC): 97%, tempo de retencdo 22,81 minutos (método C)

Chromatogram

3500 7 Chromni_18_02_20 #9 [manipulated] Ghi2 UV _VIS_1 WWLZ10 nm
] A
4 1
30004 1
25{]05 |1 -3,185
= 2000 ‘
=
E
] |8 - 22.E10
g 1500
2 oo |
< 1000 |
] I ‘
00 \ |
o] N | 2-1p1ae 1ﬁlss=.?.sqpsa1ms1ﬁ,a,41§zsm:
b T ] —
_500_I T T T T T 1
0.0 5,0 10.0 15.0 20,0 25,0 30,00
Time [min]
Integration Results
Mo, Peak Mame Retenticn Time Area Height Relative Area Relative Height Amount
min mALP*min mALl % % n.a.
1 3,185 0,738 49,571 0,35 3,17 na.
2 15,128 2334 17,122 1,12 1,09 na.
3 16,653 1,150 3,882 0,55 0,25 na
4 17,905 0,433 3,512 021 0,24 na.
5 19,140 1,086 9,002 0,52 0,58 na
[ 19,817 0,482 2,065 023 0,13 na.
7 21,763 0,357 3,239 0,17 0,21 na
8 22132 0,233 1,971 0,11 0,13 na.
9 2810 201,202 1473,087 96,73 94 20 n.a.
Total: 208,014 1563,751 100,00 100,00




170

RMN H (CDCls, 400 MHz) & (ppm) 8,24 — 8,22 (m, 3H, 1H CB-H, 2H 1,3 ,4-triazolil-fenil-
CH,), 7,63 (dd, J = 1,81 Hz, J = 7,55 Hz, 2H, fenil-CH), 7,55 — 7,54 (m, 3H, fenil-CH), 7,50 —
7,48 (m, 3H, 1,3,4-triazolil-fenil-CH).

245
232
228
221
644
639
624
621
553
538
535
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496
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483
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RMN 3C (CDCls, 101 MHz) & (ppm) 170,2, 160,1, 156,3, 140,7, 132,4, 131,8, 131,2, 130,7,
129,6, 129,1, 128,8, 127,6, 123,9, 77,3, 70,7, 76,7.
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f1 (ppm)

Ref.: (TOZKOPARAN et al., 2011), CAS: 58755-07-0



5-(4-clorobenzilideno)-2-fenil-tiazol[3,2-b][1,2,4]triazol-6(5H)-ona (10c)

Cl

172

Uma mistura de (9) (101,9 mg, 0,58 mmol, 1,00 eq.), NaOAc anidro (111,5 mg, 1,28 mmol,
2,21 eq.), acido cloroacético (89,9 mg, 0,95 mmol, 1,64 eq. ), anidrido acético (87 uL, 0,92

mmol, 1,59 eq.) e 4-clorobenzaldeido (86,7 mg, 0,62 mmol, 1,07 eq.) em acido cético glacial

(2 mL), foi aquecida a 110 °C por 1 hora. Determinado o fim da reacdo por CCD, H0O gelada

(= 5 mL) foi adicionada a mistura reacional. O s6lido formado foi filtrado, lavado com H20

gelada e os residuos de solvente foram removidos em bomba de alto vacuo por 24 horas. O

produto foi purificado por recristalizacdo em &cido acetico glacial resultando um solido verde

(m = 40,3 mg, rendimento = 7%).

Sélido branco, rendimento: 7%/ Ref.: rendimento: 10%

CCD: (Rf =0,60, HEX: EtOAc = 7:3), revelador ninidrina: laranja
Ponto de fusédo 276-278 °C/ Ref: 269 °C

Pureza (HPLC): 96%, tempo de retencdo 23,67 minutos (método C)

|[Chromatogram
5000 ‘ﬂ Chromni_19_02_27p #18 [manipulated] Gol2 LW WIS 1 WWLEZ210 nm
4000
= 3000+ r
=
s 1
8 1-3187
£
2 2000
& Rln]
Ed
1000 ||
i i
\ 6 - 23,668
] '\___ - 12 16,445 | |3 145, 11°230,855 .
(| T —= _
-200
0,0 50 1d.0 15,0 20,0 25,0 30,0
Time [min]
Integration Results
Mo Peak Name Retention Time Area Height Relative Area Relative Height Amaunt
min mALFmin ALl % % n.a.
1 3,187 1,197 86.620 0,88 19,43 n.a.
2 16,4435 1,225 6,183 0,90 1,39 n.a.
3 19,140 1,133 9,080 0,83 204 na
4 19,793 0,498 1,623 0,36 0,36 na.
5 20,958 1,366 3117 1,00 0,70 n.a.
6 23,668 131,116 339,194 96,03 76,08 n.a.
Taotal: 136,534 445,818 100,00 100,00
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RMN 'H (CDCls, 600 MHz) & (ppm) 8,16 — 8,14 (m, 3H, 2H 1,3,4-triazolil-fenil-CH, 1H Cp-
H), 7,53 (d, J = 8,55 Hz, 2H, 4-Cl-fenil-CH), 7,48 (d, J = 8,68 Hz, 2H, 4-Cl-fenil-CH), 7,45-
7,44 (m, 3H, 1,3,4-triazolil-fenil-CH).

—e————
(o)} O N
8.2 7.9 7.6
L i |
FESTRRA
OO N
~N NN N
12.0 10.5 90 80 70 60 50 40 3.0 20 1.0 00
f1 (ppm)

Ref.: (TOZKOPARAN et al., 2011), CAS: 58755-11-6.



2-fenil-5-(piridin-3-ilmetileno)tiazol[3,2-b][1,2,4]triazol-6(5H)-ona (10d)
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Uma mistura de (9) (100,3 mg, 0,57 mmol, 1,00 eq.), NaOAc anidro (114,1 mg, 1,40 mmol,
2,21 eq.), acido cloroacético (92,0 mg, 0,97 mmol, 1,64 eq. ), anidrido acético (87 pL, 0,92

mmol, 1,61 eq.) e 3-piridincarboxaldeido (55 pL, 0,59 mmol, 1,07 eq.) em &cido cético glacial

(2 mL), foi aquecida & 110 °C por 2 horas e 30 minutos. Determinado o fim da reacéo por CCD,

H->0O gelada (+ 5 mL) foi adicionada a mistura reacional. O solido formado foi filtrado, lavado

com H20 gelada e os residuos de solvente foram removidos em bomba de alto vacuo por 24

horas. O produto foi purificado por recristalizacdo em acido acético glacial resultando um sélido

marrom (m = 52,5

mg, rendimento = 30%).

Sélido marrom, rendimento: 30%/ Ref.: ndo encontrado
CCD: (Rf = 0,30, HEX: EtOAc = 3:7), revelador ninidrina: rosa
Ponto de fusdo 228-230 °C

Pureza (HPLC): 99%, tempo de retencdo 13,93 minutos (método C)

|Chromatogram

3000 Chromni_18_02_20 #10 [manipulated] Gd1z UV_VIS_1 WVL.210 nm
E PI.|
2500
2000
] |2-13,830
=
T 1500
5]
% 1000
2 ]
T -
500 |
] | J
o] 4 o L - .1]‘3,_??5”- 535 .
-5GU-I T T T T T 1
0.0 50 10,0 15.0 20,0 25,0 30,0
Time [min]
Integration Results
Mo.  |Peak Name Retention Time Area Height Relative Area Relative Height Amount
min mALP*min mALl % % na.
1 12,955 0,791 8,345 0,39 0,48 na.
2 13,930 203,286 1739,526 99,26 99,14 n.a.
2 14,535 0717 6.807 0,35 0,39 na.
Total: 204,794 1754,678 100,00 100,00
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RMN H (CDCls, 600 MHz) & (ppm) 8,89 (d, J = 2,30 Hz, 1H, piridinil-CH), 8,72 (dd, J = 1,53
Hz, J = 4,81 Hz, 1H, piridinil-CH), 8,23 — 8,21 (m, 2H 1,3,4-triazolil-fenil-CH) 8,20 (s, 1H,
CB-H), 7,92 (d, J = 7,80 Hz, J = 3,60 Hz, 1H, piridinil-CH), 7,49 (m, 4H, 3H 1,3,4-triazolil-
fenil-CH, 1H piridinil-CH).

—0.055

— o — — <«
8.85 8.75 8.70 8.2 7.9 7.6
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RMN 13C (CDCls, 151 MHz) § (ppm) 173,2, 162,2, 158,3, 154,5, 154,4, 139,4, 139,2, 134,0,
131,6, 131,5, 131,2, 130,2, 129,1, 126.8.

79.864
79.652
79.440

|

173
/162
158
£154
154
139
j139
134
131
131
131
130
129
126

142 136 130
f1 (ppm)

220 200 180 160 140 120 100 80 60 40 20 0
f1 (ppm)

Ref.: sem referéncia de caracterizacdo, CAS: 606960-26-3
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5-(4-nitrobenzilideno)-2-fenil-tiazol[3,2-b][1,2,4]triazol-6(5H)-ona (10e)

0
N~N

/
NFs
NO,

Uma mistura de (9) (102,3 mg, 0,58 mmol, 1,00 eq.), NaOAc anidro (118,7 mg, 1,45 mmol,
2,50 eq.), acido cloroacético (88,1 mg, 0,93 mmol, 1,60 eq. ), anidrido acético (90 pL, 0,95
mmol, 1,64 eq.) e 4-nitrobenzaldeido (55 L, 0,59 mmol, 1,02 eq.) em &cido cético glacial (2
mL.), foi aquecida a 110 °C por 1 hora. Determinado o fim da reacdo por CCD, H20 gelada (+
5 mL) foi adicionada a mistura reacional. O s6lido formado foi filtrado, lavado com H-O gelada
e o0s residuos de solvente foram removidos em bomba de alto vacuo por 24 horas. O produto
foi purificado por recristalizacdo em acido acético glacial resultando um sélido amarelo (m =
103,4 mg, rendimento = 51%).

Soélido amarelo, rendimento: 51%/ Ref.: rendimento: 76%

CCD: (Rf = 0,45, HEX: EtOAc = 3:7)), revelador ninidrina: ndo revela, 2,4-DNPH: amarelo
Ponto de fuséo 306-308 °C/ Ref.: 284 °C

Pureza (HPLC): 96%, tempo de retencdo 22,32 minutos (método C)

Chromatogram
1] Chromni_19_02_20 #12 [manipulated] Gelz UV_WI5_1 WL 210 nm

3500

- ‘|
2000 |
- I\,‘

2500

Absorbance [mAU]
-k ha
2 ]
5

-
b=
=
(=]

500 ] |
] |7 - 22,322

ol AL 1?¢Bﬁfﬂﬁﬁﬁ’lﬂ_ﬁ.ﬁ§ﬁ_ R
_500_ T T T T T
0.0 5.0 10.0 15.0 20,0 25,0 30,00
Time [min]
Integration Results
Mo, Peak Name Retention Time Area Height Relative Area Relative Height Amount
min mALPmin maL % % na.

1 16,025 1,692 16,354 1,16 6,22 n.a.
2 17,882 0,691 6,340 0,47 241 n.a.
3 19,253 1,084 8,976 0,74 341 n.a.
4 19,952 0,874 4,002 0,60 1,86 n.a.
5 21,078 0,362 3,136 0,25 1,19 n.a.
B 21,888 0,453 4,230 0,31 1,61 n.a.
i 22329 140,855 219,102 96,47 83.30 n.a.
Total: 146,010 263,040 100,00 100,00
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RMN 'H (DMSO-d6, 600 MHz) & (ppm) 8,41-8,39 (m, 2H, 4-NO-fenil-CH), 8,38 (s, 1H, Cp-
H), 8,11 — 8,10 (m, 2H, 1,3,4-triazolil-fenil-CH), 8,02 — 8,00 (m, 2H, 4-NO-fenil-CH), 7,57 —
7,54 (m, 3H, 1,3,4-triazolil-fenil-CH).
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RMN 1C (DMSO-ds,

132,0, 130,0, 127,6.

142 136

151 MHz) & (ppm) 171,7, 158,8, 151,3, 141,6, 139,4, 134,6, 1323,

AN

220 200

40 20 0

Ref.: (ALI; BAYOUMI MOSTAFA; SOLIMAN, 1976), CAS: 58755-09-2
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2-metoxi-4-((6-oxo-2-fenil-tiazol[3,2-b][1,2,4]triazol-5(6H)-ilideno)metil)fenil acetato (10f)

0
N<
N
4
NFs
0
\
CHj
0
o=
CH,

Uma mistura de (9) (177,7 mg, 1,00 mmol, 1,00 eq.), NaOAc anidro (199,2 mg, 2,43 mmol,
2,43 €q.), &cido cloroacético (141,8 mg, 1,50 mmol, 1,50 eq. ), anidrido acético (1,5 mL, 15,9
mmol, 15,9 eq.) e 4-hidroxi-3-metoxibenzadeido (154,8 mg, 1,00 mmol, 1,00 eq.) em &cido
cético glacial (2 mL), foi aquecida a 110 °C por 1 hora. Determinado o fim da reacéo por CCD,
H-0O gelada (+ 5 mL) foi adicionada a mistura reacional. O solido formado foi filtrado, lavado
com H20 gelada e os residuos de solvente foram removidos em bomba de alto vacuo por 24
horas. O produto foi purificado por recristalizagdo em acido acético glacial resultando um sélido

amarelo (m = 165,5 mg, rendimento = 47%).

Sélido amarelo, rendimento: 47%/ Ref.: ndo encontrado

CCD: (Rf =0,93, HEX: EtOAc = 3:7), revelador ninidrina: laranja
Ponto de fuséo 228-230 °C

Pureza (HPLC): 96%, tempo de retencdo 19,47 minutos (método C)

[Chromatogram |
2000 _ 1 Chromni_18_03_06p #5 [manipulated] Ggiz.2 UV_WI5_1 WL210 nm
2500 - 19,468
2000

=

=L

E -

= 1500
:-_‘ -
it
L
=L 1000+
500 J
] i 1 1-15.3 0.2-1.-5§I 4 - H8383,280 5 - 2
282_ ) I L 1L 1} - 15300 L #0380, .6_;325________
0.0 50 1d.0 140 20,0 280 30,0

Tirme [min]

Integration Results

MNo. Feak Mame Retention Time Arsa Height Relative Area Relative Height Amount
min mAL " min mAL . . n.a
1 15,330 1.328 T.284 0,48 0.32 na
17.565 8.518 45818 223 1.82 na
3 10,468 281,442 2450,535 06,48 87,22 na
4 20.315 0828 5970 0.22 0.24 na
5 21.280 0,235 5.228 0.32 022 na
8 23,535 0,871 4480 0,30 0,18 na

Total: 291,723 2520,633 100,00 100,00
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RMN !H (DMSO-d6, 400 MHz) § (ppm) 8,27 (s, 1H, Cp-H), 8,12 — 8,09 (m, 2H, 1,3,4-triazolil-
fenil-CH), 7,57 — 7,54 (m, 4H, 3H 1,3,4-triazolil-fenil-CH, 1H fenil-CH), 7,37 — 7,32 (m, 2H,
fenil-CH), 3,86 (s, 1H, 3H, -OCHBa), 2,28 (s, 3H, acetil-CH3).

—3.858

]
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N
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RMN 3C (DMSO-d6, 101 MHz) & (ppm) 169,2, 168,5, 156,3, 152,1, 142,5, 139,4, 131,7,
131,5, 129,6, 129,5, 127.4, 125,0, 124,5, 123,3, 116,0, 56,8, 20,7.

AMHLINOENINHEHANSHOO T
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e e R n T TN
e e e | ="

220 200 180 160 140 120 100 80 60 40 20 0
f1 (ppm)

Ref.: sem referéncia de caracterizacdo, CAS: 606959-97-1
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2-fenil-5-(tiofen-2-ilmetileno)tiazol[3,2-b][1,2,4]triazol-6(5H)-ona (109)

Uma mistura de (9) (179,4 mg, 1,01 mmol, 1,00 eq.), NaOAc anidro (204,8 mg, 2,50 mmol,
2,50 eq.), acido cloroacético (159,3 mg, 1,69 mmol, 1,69 eq. ), anidrido acético (1,5 mL, 15,9
mmol, 15,9 eq.) e tiofeno-2-carboxaldeido (120 uL, 1,28 mmol, 1,28 eq.) em acido cético
glacial (2 mL), foi aquecida a 110 °C por 1 hora. Determinado o fim da reacéo por CCD, H;0O
gelada (£ 5 mL) foi adicionada a mistura reacional. O s6lido formado foi filtrado, lavado com
H-O gelada e os residuos de solvente foram removidos em bomba de alto vacuo por 24 horas.
O produto foi purificado por recristalizacdo em acido acético glacial resultando um solido

cristalino dourado (m = 83,5 mg, rendimento = 26%).

Sélido cristalino dourado, rendimento: 26%/ Ref.: ndo encontrado
CCD: (Rf = 0,58, HEX: EtOAc = 3:7), revelador ninidrina: rosa
Ponto de fusdo 271-273°C

Pureza (HPLC): 97%, tempo de retencdo 22,55 minutos (método C)

[Chromatogram
5000 'ﬂ Chromni_19_02_27p #20 [manipulated] Ghi2.2 UV WIS 1 WWL210 nm
40004
] F'
% 20004 '.I\]
o2 -
7 1]
ES
1000+ |
d | |7 - 22 546
i | |
i I'\._ ||
. 1-14.72@ - 16,665 |3 43, i
o e — i B s s e i L
0,0 5.0 1o 150 200 250 3d,0)
Time [min]
Integration Results
Mo, Peak Name Retention Time Area Height Relative Area Relative Height Amount
min mAL*min mALl % % n.a.
1 14,725 0,537 4 GBS 0,57 0,63 n.a.
2 16,685 0,627 2.302 0,43 0,31 na.
2] 19,137 1,161 9,317 0,79 1,26 na.
4 19,792 0,470 1,589 0,32 0,22 na.
5 20,955 0,591 3.054 0,40 041 na.
[ 21,767 0,604 3,300 0,41 0,45 na.
T 22 548 143,264 714.138 97.09 96.72 n.a.
Total: 147,555 736,365 100,00 100,00
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RMN *H (CDCls, 600 MHz) & (ppm) 8,40 (s, 1H, CB-H), 8,24 — 8,22 (m, 2H, 1,3,4-triazolil-
fenil-CH), 7,79 (d, J = 4,99 Hz, 1H, tienil-SCH), 7,56 (d, J = 4,99 Hz, 1H, tienil-CH), 7,50 —
7,49 (m, 3H 1,3,4-triazolil-fenil-CH), 7,28 — 7,26 (m, 2H, tienil-CH).

404
240
237
234
232
231
228
224
799
791
565
559
508

}7.505

}7.408
497
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472
276
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f1 (ppm)
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RMN C (CDCls, 151 MHz) & (ppm) 172,8, 162,0, 159,0, 139,3, 138,1, 136,6, 135,6, 133,8,
131,8, 131,8, 131,4, 130,2, 124,1.

809
005
957
312
103
606
573
797
837
791
449
169
102

158
139
/138
136
/135
1133
131
131
131
130
124

WMWMM

220 200 180 160 140 120 100 80 60 40 20 0
f1 (ppm)

Ref.: sem referéncia de caracterizacdo, CAS: 324561-39-9



4-((6-oxo0-2-fenil-tiazol[3,2-b][1,2,4]triazol-5(6H)-ilideno)metil)fenil acetato (10h)

o)
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Uma mistura de (9) (179,0 mg, 1,01 mmol, 1,00 eq.), NaOAc anidro (209,7 mg, 2,56 mmol,
2,56 €q.), &cido cloroacético (169,0 mg, 1,79 mmol, 1,79 eq. ), anidrido acético (1,5 mL, 15,9

mmol, 15,9 eq.) e 4-hidroxibenzaldeido (147,5 mg, 1,21 mmol, 1,21 eq.) em &cido cético glacial

(2 mL), foi aquecida a 110 °C por 1 hora. Determinado o fim da reacdo por CCD, H20 gelada

(£ 5 mL) foi adicionada a mistura reacional. O so6lido formado foi filtrado, lavado com H20

gelada e os residuos de solvente foram removidos em bomba de alto vacuo por 24 horas. O

produto foi purificado por recristalizacdo em acido acético glacial resultando um solido amarelo

opaco (m = 93,3 mg, rendimento = 26%).

Sélido amarelo opaco, rendimento: 26%/ Ref.: ndo encontrado

CCD: (Rf =0,62, HEX: EtOAc = 3:7), revelador ninidrina: ndo revela
Ponto de fusdo 202-204 °C

Pureza (HPLC): 96%, tempo de reten¢do 19,36 minutos (método C)

Chromatogram

3500 S Chremni_19_03_13p #3 [manipulated] G112 UV_VIS_1 WWLZ10 nm
3000
fi
I|
2500 ] 1-3178
S - 19,357
2000
150014
1000
500 |
A
o] R _ 1218 3?1? _|lll""zﬁi:[‘alﬂ|nrgﬁﬂ?2!|. 80 22,977
-2G0_| T T T T T — 1
0,0 5,0 10,0 15,0 20,0 25,0 30,0
Integration Results
Mio. Feak Mamse Retention Time Arsa Height Relative Area Relative Height Amount
min AL min ALl 36 36 n.a.
1 3178 o199 51.445 0,07 2,08 n.a.
2 15,335 2018 16.588 073 0.87 n.a.
3 17.388 8,931 81,414 2.51 249 n.a.
4 158,082 0,706 8. 708 0.26 027 n.a.
5 19,357 284570 2305.320 85,66 03,64 n.a.
] 19,813 1.001 a.440 0,36 0.24 n.a.
T 20,327 0416 4264 .15 1&g n.a.
8 21,480 0.457 4520 .17 018 n.a.
8 22,977 0277 3.087 0.10 0.12 n.a.
Total: 276,583 2481,777 100,00 100,00
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RMN H (CDCls, 600 MHz) & (ppm) 8,24 — 8,22 (m, 2H, 1,3,4-triazolil-fenil-CH), 8,21 (s, 1H,

Cp-H), 7,65 (m, J = 8,40 Hz, 2H, 4-acetil-fenil-CH), 7,50 — 7,47 (m, 3H, 1,3,4-triazolil-fenil-
CH), 7,30 (d, J = 9,00 Hz, 2H, 4-acetil-fenil-CH).

53 5 s gy
8.0 7.6
. J
R =Ru N S
Ao O =< S
AN ™
13.0 11.0 9.0 7.5 4.5 3.0 1.5 0.0

6.0
f1 (ppm)

RMN %3C (CDCls, 151 MHz) § (ppm) 172,9, 171,4, 162,6, 158,8, 155,7, 142,2, 134,7, 133,9,
132,6, 131,7, 131,5, 130,2, 126,6, 125,6, 23,8.



188

CI8' €T —

¢m¢.mn
wmm.mnw
8/8°6L
LLS'STT
865°9ZT
TTZ'0ET
TOV'IET
9ZL'IET
TT9'CET
LIS EET
569'beT/
S6T'ZhT/
TEL'SST
LEY'SST ~
64S°T9T
TV TLT~
ove'zLT/

I

134 130 126

138

160

120 100 80 60 40 20
f1 (ppm)

140

200 180

220

Ref.: sem referéncia de caracterizacdo, CAS: 606960-45-6
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5-(2-nitrobenzilideno)-2-fenil-tiazol[3,2-b][1,2,4]triazol-6(5H)-ona (10i)

Uma mistura de (9) (180,0 mg, 1,02 mmol, 1,00 eq.), NaOAc anidro (207,1 mg, 2,52 mmol,
2,47 eq.), acido cloroacético (156,9 mg, 1,66 mmol, 1,63 eq. ), anidrido acético (1,5 mL, 15,9
mmol, 15,6 eq.) e 2-nitrobenzaldeido (167,3 mg, 1,11 mmol, 1,09 eq.) em &cido cético glacial
(2 mL), foi aquecida & 110 °C por 1 hora. Determinado o fim da reagdo por CCD, H>0O gelada
(x 5 mL) foi adicionada a mistura reacional. O s6lido formado foi filtrado, lavado com H20
gelada e os residuos de solvente foram removidos em bomba de alto vacuo por 24 horas. O

produto foi purificado por recristalizacdo em acido acético glacial resultando um sdélido

0
N~N

4
N/J\S

cristalino dourado (m = 209,2 mg, rendimento = 59%).

NO,

Sélido cristalino dourado, rendimento: 59%/ Ref.: ndo encontrado
CCD: (Rf = 0,38, HEX: EtOAc = 3:7), revelador ninidrina: ndo revela

Ponto de fusdo 261-263 °C
Pureza (HPLC): 92%, tempo de reten¢do 22,10 minutos (método C)

Chromatogram

3500 4 Chromni_19_03_Z0p #19 [manipulatad] G2 L VIS 1 WWL210 nm
] rl
3000 \
1 \
1 Y
2500
= 2000
£ ]
g ]
&9 ]
5 5004 ¥ - 22,097
= 4
= ]
10004 |
500 | |||
] 1 - {5EE[6, 448, 356 1 |9 1-'5"1 B 225
o] N . - L1 15ER0A45. 0 1 192001 P2 _jiﬁii#QEEQEFE____ N
-200- -
0.0 50 ILE 150 20,0 280 30,0
Tirme [min]
Integration Results
No. Peak Mame Retention Time Area Height Relative Area Relative Height Amount
min mAL " min mAL % . n.a.
1 15,267 1,434 5,250 0,82 0,36 n.a.
2 16,448 1.731 5,747 0.74 038 n.a.
3 17.330 0425 2777 0.18 0.18 n.a.
4 19,228 1.023 8.288 0,44 0.81 n.a.
5 20.113 1.541 4,508 0.66 0.31 n.a
& 21,403 4370 24,837 1.87 1,69 n.a.
T 22,097 214,820 1338817 8217 22,01 n.a.
8 22,827 0.858 7.652 0.41 0.53 n.a.
a 23,302 4073 24,604 1,75 2,38 n.a.
10 24,775 0.952 7.288 0.41 0.55 n.a
11 25.438 1.854 13.214 0.71 0.91 n.a
12 25 700 0,081 0,837 0,03 0,06 n.a.
Tetal, 233,061 1455 006 100,00 100,00
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RMN !H (CDCls, 600 MHz) § (ppm) 8,54 (s, 1 H, CB-H), 8,29 (d, J = 8,40 Hz, 2H, 2-NO,-fenil-
CH), 8,11 — 8,10 (m, 2H, 1,3,4-triazolil-fenil-CH), 7,98 (td, J = 1,20 Hz, J = 7,80 Hz, 2H, 2-
NO.-fenil-CH), 7,82 (d, J = 7,70 Hz, 2H, 2-NO»-fenil-CH), 7,57 — 7,54 (m, 4H, 3H 1,3,4-
triazolil-fenil-CH, 1H 2-NO,-fenil-CH).

5 g TS Y I
8.2
[ v
SOKSKw
SN AN T
I = N~ (N M
12.5 10.5 8.5 7.0 5.5 4.0 2.5 1.0

f1 (ppm)
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RMN 3C (CDCls, 151 MHz) & (ppm) 171,6, 163,7, 158,5, 150,8, 140,1, 138,1, 135,0, 134,4,
132,8,132,3, 132,0, 131,9, 131,4, 130,1, 128,9.

ORNNHIMNMANONOVOOOMN O
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o v v v v v v e v v v e e Ll S R S S S
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220 200 180 160 140 120 100 80 60 40 20 0
f1 (ppm)

Ref.: sem referéncia de caracterizacdo, CAS: 606957-85-1
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Resumo informado pelo autor

Graduado em Farmacia e Bioquimica - Faculdades Oswaldo Cruz (2010), possui mestrado em Farmacos e Medicamentos (2015), pela Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas na Universidade de S&o Paulo. Trabalhou inicialmente com fitoquimica e técnicas cromatograficas de isolamento e purificagdo de substancias de extratos
vegetais. No mestrado, atuou na area de planejamento de farmacos, onde realizou a sintese de compostos organicos e avaliagdo bioldgica frente a proteases parasitérias.
Atualmente, cursando doutorado pelo Programa de Toxicologia e Analises Toxicoldgicas na Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da Universidade de Sdo Paulo, atuando na
sintese de compostos organicos para avaliagdo da atividade antiparasitaria frente aos causadores da doenca de Chagas, Malaria e Leishmanioses. No doutorado, realizou
periodo Sanduiche de um ano, no Institut fiir Pharmazeutische und Medizinische Chemie na Westfalische Wihelms - Universtat Miinster (WWU Muinster), onde realizou a
sintese de composto antagonista seletivo de receptores de quimiocinas subtipo 2 e 5.

(Texto informado pelo autor)

Nome civil

Nome Fernando de Moura Gatti

Dados pessoais
Nascimento 06/03/1987 - Sdo Paulo/SP - Brasil

CPF 318.440.848-50

Formacao académica/titulacdo

2015 Doutorado em Ciéncias Farmacéuticas.
Universidade de Sao Paulo, USP, Sao Paulo, Brasil
com periodo sanduiche em University of Miinster (Orientador: Bernhard Wiinsch)
Titulo: Desenvolvimento de moléculas funcionalizadas para a utilizagéo no planejamento racional de
compostos: Sintese e avaliagdo da seletividade em cisteino-proteases, parasitarias e humanas e relagédo
entre atividade antiparasitaria e citotoxicidade

Orientador: Gustavo Henrique Goulart Trossini
Bolsista do(a): Coordenacgéo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior

2013 - 2015 Mestrado em Ciéncias Farmacéuticas.
Universidade de Sao Paulo, USP, Sao Paulo, Brasil
Titulo: "Sintese e avaliagdo bioldgica de sulfonil-hidrazonas anélogos do nitrofural como candidatos a
antichagasicos", Ano de obtengéo: 2015

Orientador: Gustavo Henrique Goulart Trossini
Bolsista do(a): Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnolégico

2006 - 2011 Graduag&@o em Farmécia e Bioquimica.
Faculdades Oswaldo Cruz, FOC, Sao Paulo, Brasil

Titulo: AYAHUASCA: Farmacologia e seus efeitos no sistema serotoninérgico e relagdes neurolégicas
Orientador: Dra. Edna Bertini

Formacao complementar

2017 - 2017 Programa de Aperfeigoamento de Ensino - PAE. . (Carga horaria: 120h).
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas USP, FCF-USP, Brasil
Bolsista do(a): Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnolégico
2014 - 2014 Programa de Aperfeigoamento de Ensino - PAE. . (Carga horaria: 120h).
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas USP, FCF-USP, Brasil
Bolsista do(a): Coordenagéo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior

2012 - 2013 Pratica Profissionalizante. . (Carga horaria: 120h).
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas USP, FCF-USP, Brasil

2009 - 2009 Curso de curta duragdo em XX curso de Toxicologia Clinica. (Carga horéria: 20h).
Instituto da Crianga - HCFMUSP, HCFMUSP, Brasil

2008 - 2008 Curso de curta duragdo em Técnicas de Expresséo Oral. (Carga horéria: 4h).
Instituto Bioldgico, IB, Sao Paulo, Brasil

2006 - 2006 Curso de curta duragdo em Il Curso de Pericia Criminal.
Faculdades Oswaldo Cruz, FOC, Sao Paulo, Brasil

2006 - 2006 Curso de curta duragédo em Responsabilidade Social e Prevengéo ao Uso de Drog. (Carga horaria: 4h).
Faculdades Oswaldo Cruz, FOC, Sao Paulo, Brasil

Atuacdo profissional

1. Westfalische-Wihelms - Universitat Miinster - WWU

Vinculo
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Vinculo: Bolsista , Enquadramento funcional: Doutorando Sanduiche , Carga horaria: 40, Regime:
Dedicacgéo exclusiva

2. Universidade de Sao Paulo - USP

Vinculo
institucional

2015 - Atual

2013 - 2015

Vinculo: Bolsista , Enquadramento funcional: Aluno de Doutorado , Carga horaria: 40, Regime: Integral
Outras informagdes:

Titulo do projeto: Desenvolvimento de blocos de construgdo molecular na busca de inibidores seletivos de
cisteino-proteases parasitarias

Vinculo: Bolsista , Enquadramento funcional: Mestre , Carga horaria: 40, Regime: Dedicagao exclusiva
Outras informagdes:

"Sintese e avaliagéo bioldgica de sulfonil-hidrazonas analogos do nitrofural como candidatos a
antichagasicos"

Atividades

07/2015 - Atual Pesquisa e Desenvolvimento, Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas

Linhas de pesquisa:
Desenvolvimento de blocos de construgdo molecular na busca de inibidores seletivos de cisteino-
proteases parasitérias

02/2013 - 07/2015 Pesquisa e Desenvolvimento, Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas

Linhas de pesquisa:
Sintese e avaliagdo biolégica de sulfonil-hidrazonas analogos do nitrofural como candidatos a
antichagasicos

3. WELEDA - Pompéia - WELEDA

Vinculo
institucional

2011 - 2012

Vinculo: Celetista , Enquadramento funcional: Farmacéutico Substituto , Carga horaria: 44, Regime:
Dedicagéo exclusiva

Outras informagdes:

Farmacéutico Substituto responsavel pelo laboratdrio de manipulagdo de medicamentos Homeopaticos e
Antroposdficos.

4. Instituto Biolégico - IB

Vinculo
institucional

2007 - 2010

Vinculo: bolsista PIBIC , Enquadramento funcional: estagiario , Carga horaria: 20, Regime: Dedicagado
exclusiva

Outras informagdes:

“Avaliagao Fitoquimica do Latex de Créton celtidifolius (Euphorbiaceae)” “Estudo Fitoquimico de Extratos
Ativos de Casearia sylvestris (Flacourtiaceae)” “Avaliagao Fitoquimica das Fragdes Ativas do Extrato de
Casearia sylvestris (FLACOURTIACEAE)” Atividades: Preparagéo de extratos vegetais; Fracionamento
dos extratos e Analises Qualitativas e Quantitativas; Teste de atividade antifingica em ensaios
microbioldgicos; Pesquisa e desenvolvimento de extrato vegetal por diferentes métodos cromatograficos
para isolamento, purificagéo e identificagdo de compostos ativos do extrato vegetal(latex). Orientadora:
Dra Maria Helena Rossi

Linhas de pesquisa

1.

Producdo

Desenvolvimento de blocos de construgdo molecular na busca de inibidores seletivos de cisteino-
proteases parasitarias

Sintese e avaliagao biolégica de sulfonil-hidrazonas analogos do nitrofural como candidatos a
antichagasicos

Produgéo bibliografica

Artigos completos publicados em periédicos

1.

.
o SHAMIM, ANWAR; SOUZA, FREDERICO B.; TROSSINI, GUSTAVO H. G.; GATTI,
FERNANDO M.; STEFANI, HELIO A.
Synthesis of C-glycosyl-bis-1,2,3-triazole derivatives from 3,4,6-tri- $$ Jarvec{O}$$ O -acetyl-D-glucal.
MOLECULAR DIVERSITY. , v.19, p.423 - 434, 2015.

KVIECINSKI, MAICON ROBERTO; FELIPE, KARINA BETTEGA; GOMES CORREIA, JOAO
FRANCISCO; FERREIRA, EDUARDO ANTONIO; ROSSI, MARIA HELENA; MOURA GATTI,
FERNANDO DE; FILHO, DANILO WILHELM; CURI PEDROSA, ROZANGELA
Brazilian Bidens pilosa Linné yields fraction containing quercetin-derived flavonoid with free radical
scavenger activity and hepatoprotective effects. Libyan Journal of Medicine. &l v.6, p.5651 -, 2011.

Trabalhos publicados em anais de eventos (resumo)

1.

3.

.
t‘.fGATTI, Fernando de M.; HELENO, Rodrigo A.; FERREIRA, L.; ANDRICOPULO, A. D.; TROSSINI,
GUSTAVO H. G.
Hybridization Approach for Drug Design in Anti-leishmanial Cinnamoylhydraones In: 9th Brazilian
Symposium on Medicinal Chemistry, 2019, Pirendpolis.

Hybridization Approach for Drug Design in Anti-leishmanial Cinnamoylhydraones. , 2019.

A,
iy GOMES, R. A;; GATTI, Fernando de M.; FONSECA, A. L.; VAROTTI, F. P;; TROSSINI, GUSTAVO H.
G

Sulfonylhydrazones as novel antimalarial scaffold: design, synthesis, biological evaluation and machine
learning models for structure-activity relathionship interpretation In: 9th Brazilian Symposium on Medicinal
Chemistry, 2019, Pirendpolis.

Sulfonylhydrazones as novel antimalarial scaffold: design, synthesis, biological evaluation and
machine learning models for structure-activity relathionship interpretation. , 2019.

GATTI, Fernando de M.; FONSECA, A. L.; VAROTTI, F. P.; TARANTO, A. G.; TROSSINI, G. H . G.
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Biological Evaluation Against P. falciparum resistant and sensitive strains of synthetic sufonylhydrazones
In: 11th International Conference of Pharmaceutical Sciences, 2017, Ribeirdo Preto - SP.
11th International Conference of Pharmaceutical Sciences. , 2017.

.
Tf GATTI, Fernando de M.; FONSECA, A. L.; VAROTTI, F. P.; TARANTO, A. G.; TROSSINI, G. H . G.
Biological evaluation against P. falciparum resistant and sensitive strains of synthetic sulfonylhydrazones
In: 46th World Chemistry Congress, 40a Reunido Anual da Sociedade Brasileira de Quimica & IUPAC 49th
General Assembly, 2017, Sao Paulo - SP.

46th World Chemistry Congress, 40a Reunido Anual da Sociedade Brasileira de Quimica & IUPAC
49th General Assembly. , 2017.

GATTI, Fernando de M.; TROSSINI, GUSTAVO H. G.; FONSECA, A. L.; TARANTO, A. G.; VAROTTI, F.
P.; DAMASCENO, F.; RAPADO, L. N.; SILBER, A. M.
Design, synthesis and biological evaluation of sulfonyl hydrazones derivatives as antiparasite, T. cruzi and
P. falciparum, cadidates In: IV International Symposium on Drug Discovery, 2015, Araraquara - SP.

IV International Symposium on Drug Discovery. , 2015.

UEHARA, L. Y.; GATTI, Fernando de M.; PICCIRILLO, E.; AMARAL, A. T.; TROSSINI, G. H. G.
Sintese e avaliagdo da atividade inibitéria da cruzaina de bioisésteros sulfonilhidrazénicos do NF,
planejados como candidatos antichagasicos In: 36a Reunido Anual da Sociedade Brasileira de Quimica,
2013, Aguas de Lindodia.

36a Reuniao Anual da Sociedade Brasileira de Quimica. , 2013.

GATTI, Fernando de M.; TROSSINI, G. H . G.
Sulfonylhydrazones analogues synthesis and biological evaluation against T. cruzi and P. falciparum. In: llI
International Symposium on Drug Discovery, 2013, Araraquara - SP.

Il International Symposium on Drug Discovery. , 2013.

GATTI, Fernando de M.; PEDROSA, R. C.; GONZALEZ, E.; FELICIO, J. D.; ROSSI, MARIA HELENA
Avaliagéo Fitoquimica do Latex de Croton celtidifolius (Euphorbiaceae) In: 8o Congresso de Iniciagédo
Cientifica em Ciéncias Agrarias, Biolégicas e Ambientais - 8o CICAM, 2010, Sdo Paulo.

8o Congresso de Iniciagdo Cientifica em Ciéncias Agrarias, Biolégicas e Ambientais - 8o CICAM. ,
2010.

FELIPE, K. B.; KVIECINSKI, MAICON ROBERTO; BISCARO, F.; PARISOTTO, E. B.; GATTI, Fernando

de M.; ROSSI, MARIA HELENA; PEDROSA, R. C.

Cytotoxicity, Antiproliferative and Proapoptotic Effects of Casearia sylvestris (Flacourtiaceae) In: XXXIX

Annual Meeting of The Brazilian Biochemistry and Molecular Biology Society, 2010, Foz do Iguagu.
XXXIX Annual Meeting of The Brazilian Biochemistry and Molecular Biology Society. , 2010.

KVIECINSKI, MAICON ROBERTO; FELIPE, KARINA BETTEGA; GOMES CORREIA, JOAO
FRANCISCO; FERREIRA, EDUARDO ANTONIO; GATTI, Fernando de M.; ROSSI, MARIA HELENA;
FELICIO, J. D.; GONZALEZ, E.; PEDROSA, R. C.
Efeito oxidante e hepatoprotetor de flavonéides monoglicosilados derivados da quercetina identificados
em Bidens pilosa |. (Astraceae) In: 33a Reunido Anual da Sociedade Brasileira de Quimica - 33a RASBQ,
2010, Aguas de Lindodia - SP.

33a Reuniao Anual da Sociedade Brasileira de Quimica - 33a RASBAQ. , 2010.

GATTI, Fernando de M.; FELIPE, K. B.; PEDROSA, R. C.; GONZALEZ, E.; FELICIO, J. D.; ROSSI, M. H.
Avaliagdo fitoquimica das fragdes ativas do extrato de Casearia sylvestris (Flacourtiaceae) In: 70
Congresso de Iniciagao Cientifica em Ciéncias Agrarias, Biolégicas e Ambieintais - 70 CICAM, 2009, Sao
Paulo - SP.

70 Congresso de Iniciagao Cientifica em Ciéncias Agrarias, Biologicas e Ambieintais - 7o CICAM.
, 2009.

GATTI, Fernando de M.; FELIPE, K. B.; PEDROSA, R. C.; ROSSI, MARIA HELENA
Avaliagéo Fitoquimica de Casearia sylvestris, espécie com potencial atividade antitumoral In: 60
Congresso de Iniciagéo Cientifica em Ciéncias Agrarias, Biologicas e Ambientais - 6o CICAM, 2008, Sdo
Paulo.

60 Congresso de Iniciagao Cientifica em Ciéncias Agrarias, Biolégicas e Ambientais - 60 CICAM. ,
2008.

Trabalhos publicados em anais de eventos (resumo expandido)

1.

GATTI, Fernando de M.; UEHARA, L. Y.; TROSSINI, G. H. G.
Design and Synthesis of the sulfonylhydrazones derivatives as T. cruzi cruzain inhibitors In: Il International
Symposium on Drug Discovery, 2013, Araraquara.

Design and Synthesis of the sulfonylhydrazones derivatives as T. cruzi cruzain inhibitors. , 2013.

UEHARA, L. Y.; GATTI, Fernando de M.; TROSSINI, G. H. G.
Synthesis and Biological evaluation of allylic sulfonylhydrazones derivatives as antichagasic candidates In:
Il International Symposium on Drug Discovery, 2013, Araraquara.

Synthesis and Biological evaluation of allylic sulfonylhydrazones derivatives as antichagasic
candidates. , 2013.

Orientacdes e Supervistes

Orientagoes e supervisoes

Orientacdes e supervisdes concluidas

Iniciagao cientifica

Carmem Castifieira. Desenvolvimento de blocos de construgao molecular na busca de inibidores
seletivos de cisteino-proteases parasitarias. 2017. Iniciacdo cientifica (Farmacia e Bioquimica) -
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas USP

=
Rodngo Alves Heleno j smtese e aval biol de N-acil-hidrazonas do acido
cinamico como a antict 2016. In|<:|agao cientifica (Farmacia) - Faculdades

Oswaldo Cruz

Carmem Castifieira. Sintese e avaliagdo da inibicao de cruzaina de derivados bioisostéricos do
nitrofural. 2016. Iniciacao cientifica (Farmacia e Bioquimica) - Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas
UspP

>

Helena Esther Fontans Fontan Infanti. Avaliagao da inibigdo de cruzaina por derivados
bioisostéricos do nitrofural. 2015. Iniciacdo cientifica (Farmacia) - Faculdades Oswaldo Cruz

=

Claudia Abiarraj Teixeira. P j to, Sintese e av. a de
como candidatos a antlchagasu:os 2015. Iniciagdo cientifica (Farmama) Faculdades Oswaldo Cruz

Andreas de Ungaro dos Santos. Sintese de analogos sulfonamidicos do nitrofural como candidatos
a antichagasicos. 2014. Iniciacéo cientifica (Farmacia e Bioquimica) - Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas USP

=

Prisicila Falango Milsoni. Planejamento por hibridagdo molecular e sintese de chalconas nitro-
aromaticas como antichagasicos. 2013. Iniciagdo cientifica (Farmacia) - Universidade Presbiteriana
Mackenzie

=

Leila Yumi Uehara. Sintese de analogos sulf idi de NF did a ick
2013. Iniciagéo cientifica (Farmacia) - Universidade Presbiteriana Mackenzie
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9. Anderson de Oliveira Costa. Si de esy peptidicos seletivos pela cruzaina de
Trypanosoma cruzi. 2013. Iniciag&o cientifica (Farmacia e Bioquimica) - Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas USP
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