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Resumo

RESUMO

A leishmaniose tegumentar possui ampla distribuicdo mundial, segundo dados da
Organizacdo Mundial da Saude (OMS) e estima-se que haja o surgimento de 500 mil a um
milhdo de casos por ano. Segundo dados do Departamento de Informatica do Sistema Unico
de Saude (DATASUS), no ano de 2005 registraram-se mais de 180 milhdes de casos de
leishmaniose tegumentar no Brasil. Apesar da existéncia de tratamentos disponiveis, a cura da
leishmaniose € um processo complexo, em virtude das dificuldades na administracdo dos
farmacos injetaveis, dos inimeros efeitos adversos e da toxicidade hepatica, renal e cardiaca.
Dessa forma o desenvolvimento de novos farmacos mais eficazes e menos toxicos torna-se
urgente. O bioisosterismo € uma ferramenta de modificacdo molecular que visa a obtencdo de
novos analogos com a mesma atividade bioldgica. Assim, tem sido utilizado na pesquisa de
novos farmacos, buscando a melhoria na eficacia e seguranca no tratamento de diversas
doencas. O nitrofural (NF), 5-nitro-2-furaldeido semicarbazona, é um farmaco utilizado como
antimicrobiano de uso topico em varios tipos de lesGes de pele, que apresenta atividade
descrita contra formas amastigotas de L. donovani, L. enriettii e L. major. Baseando-se nas
diversas atividades do farmaco, o trabalho proposto objetivou a sintese de bioisosteros de
nitrofural e avaliagdo dos compostos quanto a atividade leishmanicida in vitro. Foram
sintetizados e caracterizados através de métodos analiticos oito compostos, sendo um inédito.
Sete deles foram avaliados quanto a atividade bioldgica frente as formas amastigotas de
L.amazonensis, através do ensaio de MTT (brometo de 3-metil[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5
difeniltetrazdlio). O composto Lapdesf-MetSFS (8) apresentou atividade comparavel a da

pentamidina, farmaco padrdo utilizado na terapéutica.

Palavras-chave: leishmaniose tegumentar, nitrofural, bioisosterismo.
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Abstract

ABSTRACT

Cutaneous leishmaniasis is a world widely distributed disease and it is estimated, by
the World Health Organization (WHO), the incidence of 500,000 to one million cases per
year. According to the Department of the Unified Health System (DATASUS), in 2005 it was
registered more than 180 million cases of cutaneous leishmaniasis in Brazil. Although
treatments for leishmaniasis are available, it is a complex process, because of difficulties in
administration, once the majority of the drugs are injectable, the several numbers of adverse
effects, and liver, renal and cardiac toxicity. Due to that, the development of more effective
and less toxic drugs becomes urgent. The bioisosterism is a molecular modification strategy
that aims to obtain new analogues with the same biological activity. It has been used in the
research for new drugs, in order to improve the effectiveness and safety in the treatment of
various diseases. The nitrofural (NF) 5-nitro-2-furaldehyde semicarbazone, is a drug used as
topical antimicrobial in various types of skin lesions is described which has activity against
L. donovani, L. enriettii and L. major amastigote forms. Based on the various drug activities,
the proposed work aimed the synthesis of bioisosters of nitrofural and evaluation of
compounds for in vitro leishmanicidal activity. Were synthesized and characterized via
analytical methods eight compounds, one unpublished. Seven of them were evaluated for
biological activity against the amastigotesn forms of L. amazonensis by MTT assay (3-methyl
bromide [4,5-dimethylthiazol-2-yl] -2,5-diphenyltetrazolium bromide). The Lapdesf-MetSFS
(8) compound showed activity comparable to that of pentamidine, standard drug used in

therapy.

Keywords: cutaneous leishmaniasis, nitrofural, bioisosterism.
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1 INTRODUCAO

1.1 Doengas negligenciadas e as leishmanioses

Os custos envolvidos no processo de descoberta de um novo farmaco, desde sempre
onerosos, representam parte decisiva na proposta de realizacdo dessas pesquisas. Geralmente,
esses valores sdo sustentados diretamente pelos consumidores ou pelo interesse politico dos
governos, capazes de fornecer o suporte monetario necessario para o desenvolvimento desses
farmacos (DON; CHATELAIN, 2009). As doencas negligenciadas representam um grupo de
enfermidades que ndo atraem muitos investimentos, uma vez que acometem populacfes que
ndo representam fonte de retorno financeiro para a industria farmacéutica. Essas populacoes
apresentam pouca voz politica, baixo poder aquisitivo e, geralmente, sdo pertencentes a paises
em desenvolvimento (DON; CHATELAIN, 2009; BRASIL, 2010a; ALVAR; PECOUL,
2014). Segundo dados do Ministério da salde (2010a) cerca de um sexto da populacdo
mundial esta infectada por uma ou mais doencas negligenciadas, dentre as quais fazem parte
as leishmanioses, doenca de Chagas, esquistossomose, hanseniase, filariose linfatica, raiva
humana, cisticercose, teniase, oncocercose, doenca do sono (tripanossomiase humana africana
— THA), dengue, entre outras (VALVERDE, 2014; WORLD HEALTH ORGANIZATION,
2014a).

Além disso, observa-se ainda, que ha uma distribuicdo desigual entre as pesquisas e
investimentos para essas doencas, uma vez que existem mais indica¢Ges para o HIV (Virus da
Imunodeficiéncia Adquirida) infantil e a malaria, comparativamente com a dengue, o tracoma
e a leishmaniose tegumentar. Nos ultimos trés anos, somente uma nova entidade quimica foi
aprovada para uso, a bedaquilina, utilizada no tratamento da tuberculose (COHEN et al.,
2014).

As leishmanioses representam um grupo de doencas parasitarias causadas por mais de
vinte espécies de parasitos do género Leishmania e sendo difundidas mundialmente
(ASHFORD, 2000; ALTAMIRANO-ENCISO et al., 2003; CENTERS FOR DISEASE
CONTROL AND PREVENTION, 2014; WHO, 2014a).

As manifestacdes clinicas dependem da espécie do agente causador, que apresenta
tropismo por locais especificos do organismo, sendo, portanto, considerados agentes

nosoldgicos distintos (LAISON; SHAW, 1987). Assim, a doenca pode se apresentar de duas
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formas: a tegumentar, que envolve a pele, mucosas ou ambas e a visceral, caracterizada por
acometimento dos 6rgdos internos. Esta Gltima, também chamada de calazar, é considerada a
mais grave, caracterizada por episodios de febre, inchago de baco e figado, perda de peso e
anemia causada por acometimento de medula 6ssea (WHO, 2014a; CDC, 2014). No Brasil a
espécie causadora do calazar é a Leishmania chagasi também conhecida como Leishmania
infantum chagasi, tendo como principal vetor o inseto Lutzomya longipalpis (Diptera:
Psychodidae) (DANTAS-TORRES; BRANDAO-FILHO, 2006; BRASIL, 2013;
SCHWANKE et al., 2014).

Quando ha o acometimento da pele a leishmaniose é conhecida como leishmaniose
tegumentar, que inclui a forma muco-cutanea, caracterizada por destrui¢do parcial ou total das
membranas mucosas do nariz; e a forma cutanea, em que se observa o aparecimento de
Ulceras com fundo granuloso e bordas elevadas (ARRUDA, 2010; WHO, 2014a). A forma
difusa, chamada de leishmaniose cutanea difusa (LCD), consiste em uma forma grave e rara
da doenca, caracterizada por lesdes cronicas e difusas pelo corpo, com aspecto semelhante as
lesbes lepromatosas (BASANO; CAMARGO, 2004; BRASIL, 2010b; WHO, 2014a).

Segundo dados da Organizacdo Mundial da Saude (OMS) estimam-se 0 surgimento de
500 mil a um milh&o de novos casos de leishmaniose tegumentar por ano no mundo, sendo
somente 19% a 37% deles notificados as autoridades de satide (AFRICA, 2014).

1.2 Leishmaniose tegumentar

Também conhecida como Ulcera de Bauru, nariz de tapir ou botdo do Oriente, a
leishmaniose tegumentar inclui a forma cutanea e muco-cutanea. E causada por parasitos
intracelulares, digenéticos, da ordem Kinetoplastida, familia Trypanosomatidae, género
Leishmania. A transmissao ocorre através da picada da fémea do inseto de varias espécies de
fleb6tomos (ALTAMIRANO-ENCISO et al., 2003; BRASIL, 2006; NEGRAO; FERREIRA,
2014).

Os primeiros registros mundiais de casos da doenca surgiram antes do séc. | d.C. No
continente americano, os primeiros relatos sdo de 400 a 900 d. C, encontrados em ceramicas
pré-colombianas retratadas com mutilagdes em labios e nariz. As imagens conhecidas como

huacos, eram figuras que retratavam estados patoldgicos humanos da época, produzidos por
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ceramistas no Peru, Colémbia e Equador (figura 1) (ALTAMIRANO-ENCISO et al., 2003;
BASANO; CAMARGO, 2004).

Figura 1- Huaco pré-colombiano com lesdes no nariz e labios sugestivas de leishmaniose tegumentar.

Fonte: Extraido de ALTAMIRANO-ENCISO et al., 2003.

No Brasil, a primeira descricdo da doenca surge com Frei Dom Hipdlito Sanches de
Fayas y Quiros (1827) em seus registros de viagem, conforme citado por Altamirano-Enciso
et al. (2003):

[...]... de los mosquitos y otras muchas especies de moscardones y de sus
picaduras o mordeduras de estos, salen las llagas asquerosas y muchas de
una consecuencia fatal. ES comln en todas estas tierras a la par de su
fertilidad y himedades: la lepra y el quedar-se sin narices; si no se vive con
precaucion .... los mosquitos y demas insectos, son (si no se tiene cuidado)
un poderoso fomento de llagas profundas y fétidas en piernas y brazos,
hedor de boca e gallico etc. (ALTAMIRANO-ENCISO et al., 2003; grifo
N0sso).

Em 1805, Breda evidenciou lesdes em italianos oriundos de S&o Paulo, mas somente
em 1909 Lindenberg confirmou a natureza das lesdes ao encontrar formas idénticas as ja
descobertas por Wright (1903) em trabalhadores do interior de Sdo Paulo com lesbes na pele
(BASANO; CAMARGO, 2004).

A doenca era considerada uma zoonose, no entanto, com a invasdo do homem no
habitat do inseto, atraves do crescimento das cidades, 0 homem deixou de ser hospedeiro
acidental tornando a doengca uma antropozoonose (BRASIL, 2013). Atualmente, as
leishmanioses estdo associadas as populacdes de baixo poder aquisitivo, m& nutricéo,
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deslocamento populacional e desmatamento (WHO, 2014b; CDC, 2014).

1.2.1 Epidemiologia e prevaléncia

A leishmaniose tegumentar possui ampla distribuicdo mundial (figura 2), a prevaléncia
exata ainda é desconhecida, mas segundo a OMS (2014), estima-se o surgimento de 500 mil a
um milhdo de novos casos por ano, sendo somente 19% a 37% deles notificados as
autoridades de saude. Nos Estados Unidos o padrdo de distribuicdo da doenca reflete as
viagens e a imigracdo, os destinos turisticos e os militares infectados no Iraque e Afeganistdo
(AFRICA, 2013; CDC, 2014; WHO, 2014).

No continente americano a leishmaniose cutanea, também conhecida por leishmaniose
tegumentar americana (LTA), esta relacionada as espécies do subgénero Leishmania e
Viannia, sendo 90% dos casos causados pelo segundo subgénero e da espécie L. (V.)
brazliensis (DEN BOER et al., 2011).

Figura 2- Distribuicdo mundial da leishmaniose cutanea no ano de 2012.
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Fonte: Adaptado de http://gamapserver.who.int/mapLibrary/app/searchResults.aspx, acesso em
26 out. 2014.

No Brasil, a prevaléncia ¢ dificil de ser avaliada, devido a falta de registros oficiais
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gue ocorrem na maioria dos casos, as diversidades de espécies causadoras e aos diagnosticos
incorretos (LAISON; SHAW, 1978; LAISON, 1981, BRASIL, 2006). Mesmo assim, estima-
se que o Brasil esta entre os dez paises mais acometidos pela leishmaniose tegumentar (DEN
BOER et al., 2011; ALVAR; VELEZ, 2012). Segundo dados do Departamento de Informatica
do Sistema Unico de Saude (DATASUS), em 2005 registraram-se mais de 26 mil novos casos
de leishmaniose tegumentar no Brasil.

A maior incidéncia da leishmaniose tegumentar é nas regides centro-oeste, sudeste,
norte e nordeste (Figura 3), sendo as espécies Leishmania (Viannia) braziliensis e Leishmania
(Leishmania) amazonensis as mais amplamente distribuidas (GRIMALDI et al., 1987;
DORVAL et al., 2006).

Figura 3 - Distribuigdo dos casos de leishmaniose tegumentar no Brasil no ano de 2004.
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Fonte: Ministério da Saude. BRASIL, 2010b.
1.2.2 Transmissao e ciclo evolutivo

O agente etiologico da leishmaniose é um parasito pertencente a uma das 20 espécies
do género Leishmania e da familia Trypanosomatidae. As espécies L. (V.) brazliensis, L. (V.)
guyanensis e L. (L.) amazonensis estdo associadas a doenca humana (REITHINGER et al.,
2007; ANTINORI et al., 2012; DA-CRUZ; PIRMEZ, 2012; STOCKDALE; NEWTON,
2013; WHO, 2014b).

A transmissao ocorre através da picada da fémea do inseto contaminado, durante o
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repasto sanguineo, no entanto, a transmissdo congénita tem sido relatada (ARRUDA, 2010;
CDC, 2014).

O inseto vetor, também conhecido como mosquito palha, birigui ou tatuquira, é da
ordem Diptera, familia Psychodidae, subfamilia Phlebotominae, e pertence a dois géneros
Lutzomyia (Europa, Africa, Oriente Médio, Asia Central e Subcontinente indiano) ou
Phebotomo (América do Sul e América Central). De coloracdo palha, mede cerca de dois a
trés milimetros, aproximadamente um terco do tamanho dos mosquitos tipicos, podendo ser
menor (ARRUDA, 2010; BRASIL, 2010b; SECRETARIA DE SAUDE DO ESTADO DO
DISTRITO FEDERAL, 2013; CDC, 2014; WHO, 2014b).

O repasto sanguineo ocorre preferencialmente no periodo noturno. O ciclo de
transmissdo pode ser observado na Figura 4, e inicia quando o vetor se contamina com as
formas amastigotas do parasito, que estdo internalizadas em macréfagos (BRASIL, 2013;
WHO, 2014b; CDC, 2014). No trato digestivo anterior, 0s macrofagos se rompem, liberando
as formas amastigotas, que sofrem diferenciacdo em promastigotas e se multiplicam. Em
seguida, ocorre transformacdo em paramastigotas, as quais se depositam no es6fago e faringe
do inseto através do flagelo. Ocorre a metaciclogénese, transformagdo em promastigotas
metaciclicos, que sdo as formas infectantes do parasito a serem inoculadas em um novo
hospedeiro durante o repasto sanguineo (ARRUDA, 2010; BRASIL, 2010b; BRASIL, 2013;
CDC, 2014; WHO, 2014b). O ciclo no inseto vetor dura aproximadamente 72 horas
(BRASIL, 2013).
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Figura 4- Ciclo de transmissao da leishmaniose.
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Fonte: Extraido de CDC, 2014.

O vetor, ao picar um novo individuo, libera junto com a saliva as formas
promastigotas metaciclicas, que serdo fagocitadas por células do sistema monocitico
fagocitario, mais comumente macrofagos, onde sofrem nova transformagdo em amastigotas e
multiplicam-se, provocando o rompimento da célula hospedeira e disseminando a infeccéo
(ARRUDA, 2010; BRASIL, 2013; WHO, 2014b; CDC, 2014).

Na figura 5 € possivel observar as formas promastigotas, amastigotas e a fémea do

inseto vetor ingurgitada.
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Figura 5 — Formas do parasito: (A) promastigota, (B) amastigota; (C) fémea do inseto vetor

ingurgitada.
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Fonte: Extraido de BRASIL, 2010 e WHO, 2014, disponivel em:

http://www.who.int/leishmaniasis/vector/en/, acesso em 14 out. 2014.

Os hospedeiros naturais da Leishmania spp sdo mamiferos silvestres como preguica e
tamanduad e aqueles que vivem préximos ao homem, como gamba, raposas e roedores

silvestres de modo geral. No meio urbano, o cdo é o principal hospedeiro reservatorio (SES—
DF, 2013; BRASIL, 2013).

1.2.3 Manifestacdes clinicas

De modo geral, as manifestacbes clinicas da leishmaniose tegumentar séo
caracterizadas por lesdes nas partes expostas do corpo, principalmente face, bracos e pernas
(ARRUDA, 2010; WHO, 2014b; SOCIEDADE BRASILEIRA DE INFECTOLOGIA, 2014).
No entanto, existem duas formas caracteristicas de lesdo tecidual, a forma cutanea e a forma
muco-cuténea. De acordo com o tecido acometido, a doenga se expressa em maior ou menor

gravidade.

A figura 6 esquematiza os tipos de manifestacdes clinicas para cada forma da
leishmaniose tegumentar.

Daniela Hartmann Jornada



24
Introducdo

Figura 6 - Formas clinicas apresentadas na leishmaniose tegumentar.
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Fonte: proprio autor.

A leishmaniose cutanea é considerada a menos grave, os sinais iniciam com papulas
ou nddulos, progredindo para Ulceras granuladas de bordas elevadas que podem ser cobertas
por crostas. Alguns pacientes sdo assintomaticos (CDC, 2014). Geralmente as Ulceras sao
indolores, mas pode haver dor no local ou nos ganglios linfaticos préximos as lesées (WHO,
2014b).

A forma cuténea subdivide-se em localizada, disseminada, recidiva cutis e difusa. A
forma cuténea localizada é caracterizada por lesdes ulceradas localizadas ou multiplas (até 20
lesbes), normalmente no local onde ocorreu a picada do inseto (figura 7), o paciente pode
apresentar dor nos linfonodos préximos e vasos linfaticos ascendentes. O agente causador
mais comum é a Leishmania amazonensis. As lesbes tendem a curar em alguns meses e,
embora respondam bem ao tratamento, deixam cicatrizes ao longo da vida (ARRUDA, 2010;
BRASIL 2006, BRASIL, 2010b; SBI, 2014; WHO, 2014b).
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Fonte: Extraido de BRASIL, 2010b.

A forma cuténea disseminada representa um tipo de evolugdo rara da forma cutanea
(2% dos casos), que ocorre através da disseminacdo hematogénica do parasito. As espécies
identificadas como causadoras sdo Leishmania (V.) brazliensis e a Leishmania (L.)
amazonensis. As lesdes sdo multiplas e papulares (figura 8), semelhantes as causadas por acne
e surgem em diversas partes do corpo, especialmente face e tronco. Alguns pacientes
apresentam manifestacbes sisttmicas como febre, mal-estar, dores musculares,
emagrecimento e anorexia. E comum em pacientes portadores do virus HIV, podendo ocorrer
0 acometimento das mucosas, entretanto respondem bem ao tratamento (BRASIL, 2006;
BRASIL, 2010b).

Figura 8 - Lesdes caracteristicas de leishmaniose cutanea disseminada.

Fonte: Extraido de BRASIL, 2006 e 2010b.
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A forma recidiva cltis é caracterizada por evolucdo da Ulcera com cicatrizagdo
espontanea ou medicamentosa com posterior reativacdo na borda da lesdo, a qual pode
apresentar-se com borda elevada e outras lesdes satélites (figura 9 - A). A figura 9 - B
demonstra lesdo causada pela forma recidiva cutis tratada com antimonial pentavalente. De
modo geral, essas lesbes praticamente ndo respondem a terapia medicamentosa (BRASIL,
2006; BRASIL, 2010b).

Figura 9 - LesBes caracteristicas de leishmaniose recidiva cutis.

B)

Apesar de rara, a forma difusa € a mais grave lesdo causada pela leishmaniose cutanea.
Ocorre devido a deficiéncia especifica na resposta imune celular contra antigenos do parasito
e € caracterizada por lesdo Unica, progressdo lenta que evolui para formacdo de placas e
nodulacdes ndo ulceradas, mas verrucosas, que recobrem grande parte da pele. Essa forma
apresenta ma resposta terapéutica, conforme se pode comprovar atraves da figura 10
(BRASIL, 2006; BRASIL, 2010b). A figura 10 - A mostra lesdes em placa infiltrada com
formacéo de Ulceras, tubérculos, nodulos e deformacdo de extremidades, paciente ha 11 anos
com a doenca. A figura 10 - B mostra paciente com leséo aos seis anos de idade, causada por
leishmaniose adquirida desde o primeiro ano de vida, e a figura 10 - C mostra 0 mesmo
paciente, com lesdo aos sete anos de idade, sem resposta a diversos tratamentos (BRASIL,
2006; BRASIL, 2010b).
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Figura 10 - Leishmaniose na forma cutanea difusa.

Fonte: Extraido de BRASIL, 2006 e 2010b.

A leishmaniose muco-cutanea ou mucosa é considerada um agravamento da forma
cuténea através da disseminacdo hematogénica do parasito para as mucosas, representa 3%
dos casos da forma cuténea e geralmente ocorre quando a lesdo ulcerosa inicial progride para
cura espontanea (BRASIL, 2006; BRASIL, 2010b). No entanto, pode ocorrer de maneira
independente, através da picada direta do inseto transmissor na regido mucosa, chamada de
leishmaniose mucosa primaria.

De forma geral, o inicio é insidioso e praticamente sem sintomatologia, mas com o
tempo, verificam-se lesbes destrutivas na mucosa das vias aéreas superiores, causando lesdes
ulcerosas e perfurantes ou vegetantes e necroticas do septo cartilaginoso, cornetos nasais,
palato mole e duro, queda da piramide nasal, Gvula, faringe e laringe (PESSOA; BARRETO,
1948; MARSDEN, 1986; BRASIL, 2006; BRASIL, 2010b). Em casos mais graves ha
comprometimento da estrutura 6ssea, podendo levar a problemas de degluti¢do, fonagéo,
respiracdo, além dos prejuizos estéticos faciais do paciente. A cronicidade e complicagdes
respiratorias podem levar o paciente & morte (PESSOA; BARRETO, 1948; MARSDEN,
1986).

A leishmaniose mucosa pode se apresentar de diversas formas, tardia, indeterminada,
concomitante, contigua e primaria, ja discutida anteriormente (BRASIL, 2006; BRASIL,
2010b).
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A mucosa tardia € caracterizada pelo aparecimento de lesdo mucosa tempo depois da
forma cutanea, conforme se observa na figura 11. Em A, o paciente apresenta-se com
destruicdo de septo nasal e em B outro paciente com a forma tardia causada por L.
amazonensis, destruicdo parcial do nariz e septo que evoluiu para Obito devido a
broncopneumonia aspirativa (BRASIL, 2006; BRASIL, 2010b).

A leishmaniose concomitante, caracterizada pelo aparecimento de lesdo mucosa e
cutdnea. A forma indeterminada é caracterizada por auséncia de identificagdo da forma
cuténea inicial, enquanto a contigua é caracterizada por expansdo local da lesdo cutanea que
se torna também lesdo mucosa (BRASIL, 2006; BRASIL, 2010b).

Figura 11 - Leishmaniose tegumentar muco-cutanea tardia.

Fonte: Extraido de BRASIL, 2006 e 2010b.

A forma mucosa de origem indeterminada é caracterizada por lesdo mucosa sem
identificacdo de lesdo cutanea prévia. Geralmente, estdo associadas as lesfes subclinicas ou
de evolucdo rapida e que ndo deixaram cicatrizes aparentes (BRASIL, 2006; BRASIL,
2010b).
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Figura 12 - Paciente com leishmaniose mucosa concomitante. A) lesdo mucosa infiltrativa na base da

pirdmide nasal, B) lesdo cutdnea com placas verrucosas nos cotovelos.

Fonte: Extraido de BRASIL, 2006.

Por outro lado, quando as lesbes sdo simultaneas, mas em locais proximos, é
caracterizada como leishmaniose mucosa contigua. Essa forma é observada em pacientes em
que houve disseminacao direta da lesdo local cutanea para a mucosa préxima (BRASIL, 2006;
BRASIL, 2010b).

A interacdo entre o sistema imune do paciente e o0 parasito é um fator determinante
para o estabelecimento da doenca e o tipo de manifestacdo clinica. Sistemas imunes hiper-
reativos ocasionam lesdes destrutivas, caracterizadas por infiltrado celular com necrose
tecidual, sendo encontrados nos casos de leishmaniose muco-cutanea. Por outro lado, a
hiporesponsividade imune leva a lesbes nodulares e demonstra a fragilidade da resposta
imune celular em controlar a infeccdo, nesses casos a resposta ao tratamento é ruim (BRASIL,
2006; SILVEIRA et al., 2008). A forma cutanea é considerada como pertencente ao entremeio
da anergia e hiper-responsividade imunologica (BRASIL, 2006).

1.2.4 Diagnostico e tratamento

O diagnostico inicial é realizado com base nos dados epidemiologicos e clinicos, e

confirmado através dos testes parasitoldgicos e determinacdo da espécie por eletroforese de
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isoenzimas (AFRICA, 2014).

Nos testes parasitoldgicos é feita a pesquisa das formas amastigotas em tecido da
leséo, por meio de inoculagdo em animais (isolamento in vivo) ou isolamento em meios
artificiais (isolamento in vitro das formas promastigotas) (BRASIL, 2006; BRASIL, 2010b;
AFRICA, 2014).

Existem, ainda, outros ensaios laboratoriais, como testes histopatoldgicos, ensaios
imunoldgicos, como a intradermoreacdo de Montenegro (IDRM), ensaio imunoenzimatico
(ELISA) e reacdo de imunofluorescéncia indireta (RIFI); ou moleculares, como a reacdo em
cadeia da polimerase (PCR) (BRASIL, 2006; BRASIL, 2010b).

Quanto a quimioterapia disponivel, esta é dependente da espécie do parasito
envolvido, devido a sensibilidade intrinseca de cada um deles, o que faz com que cada novo
tratamento ou combinacdo terapéutica tenha que ser reavaliados de acordo com cada area
endémica (CROFT; OLLIARO, 2011; DORLO et al., 2012). No Brasil existem trés farmacos
disponiveis para o tratamento, sendo o antimoniato de N-metilglucamina considerado o
farmaco de primeira escolha e a anfotericina B e a pentamidina farmacos de segunda escolha
(ROMERO et al., 2001; ARRUDA, 2010; SESAB, 2014).

O antimoniato de N-metilglucamina (figura 13) pertence a classe dos antimoniais
pentavalentes (Sb*), de apresentaco injetavel podendo ser aplicado por via intramuscular ou
endovenosa (ROMERO et al., 2001; ARRUDA, 2010; SECRETARIA DE SAUDE DO
ESTADO DA BAHIA, 2014; AFRICA, 2014). O estibogluconato de sddio também pertence
a classe dos antimoniais pentavalentes e ndo esta disponivel no Brasil, embora seja
padronizado pela OMS (BRASIL, 2010b).

Figura 13 - Estrutura quimica do antimoniato de N-metilglucamina.

e 2
OH OH
+
Hy
N OH),Sb,0
HO CHs (OH),5b,
OH OH
antimoniato de N-metilglucamina

Fonte: proprio autor.
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Para o antimoniato de N-metilglucamina a dose recomendada é em mg/kg de peso/dia,
através de administracdo parenteral e diaria. Para as lesGes cutaneas, o esquema de tratamento
é de 15 mg/Kg/dia por um periodo de 20 dias; para a forma cuténea difusa o tratamento é de
20 mg/Kg/dia por um periodo de 20 dias; e para forma mucosa 20 mg/Kg/dia por 30 dias. As
aplicacdes injetaveis causam intensa dor e enrijecimento local (BRASIL, 2006; BRASIL,
2010b; MEDICOS SEM FRONTEIRAS, 2014; SESAB, 2014).

Com relacdo ao mecanismo de acdo desses farmacos, existem trés modelos propostos,
no entanto, ndo ha consenso entre qual deles € o verdadeiro. O primeiro considera que 0s
antimoniais atuam como pré-farmacos, sendo metabolizados dentro dos macréfagos e
convertidos em antimoniais trivalentes (Sb*3), tornando-se téxicos para o parasito e também
para 0 homem (FREZARD et al., 2000; HALDAR et al., 2011). Outro mecanismo sugerido
esta relacionado a atividade intrinseca do farmaco, atuando como leishmanicida direto,
inibindo a glicolise e oxidacdo de acidos graxos, alterando processos vitais por reducdo de
ATP e GTP do parasito (BRASIL, 2010b; HALDAR et al., 2011; BRASIL, 2013). Por fim, o
terceiro mecanismo envolve a ativacdo do farmaco pelo sistema imune do hospedeiro, que
poderia ocorrer via imunidade inata ou adaptativa e que além de promover a cura contribuiria
para a reducdo de chances de recidivas através da estimulacdo do sistema imunoldgico do
hospedeiro (HALDAR et al., 2011).

Os antimoniais causam diversos efeitos adversos, dentre eles nauseas, vOmitos,
mialgia, cefaleia, aumento da diurese e em casos mais graves, elevada toxicidade hepatica,
pancreatica, renal e cardiaca (ROMERO et al., 2001; BRASIL, 2006; ARRUDA, 2010;
BRASIL, 2010b; BRASIL, 2013; MSF, 2014).

Em areas endémicas pode haver casos de resisténcia a terapia, sendo necessaria a
repeticdo do esquema de tratamento ou substitui¢do pela linha terapéutica de segunda escolha
(ROMERO, 2001; ARRUDA, 2010; BRASIL, 2010b; SES-DF, 2013; MSF, 2014). A
associagdo com outros farmacos € comum, objetivando a reducdo dos casos de resisténcia
(WHO, 2014b).

No tratamento da forma difusa, associa-se a classe com interferon-y, a fim de auxiliar
na resposta imune (BRASIL, 2006). Além disso, os antimoniais podem ser associados com
alopurinol, pois o farmaco é substrato para vérias enzimas da sintese das purinas, com isso,

incorpora-se aos acidos nucleicos do parasito. No entanto, seu uso isolado é ineficaz tanto
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para leishmaniose cutadnea quanto visceral, que pode ser explicado pela inibicdo da enzima
xantina oxidase e consequentemente, da producao de radicais livres, importantes no processo
de eliminacdo do parasito (KAGER et al., 1981; MOMENI, 2002; BRASIL, 2006;
LOISEAU; BORIS, 2006; LIMA et al., 2007).

O sulfato de aminosidina (figura 14) ou paromomicina, um antibiotico
aminoglicosideo, também é utilizado em associacdo com o0s antimoniais. No entanto, 0 uso
em associacao no tratamento da forma cutdnea € controverso, pois alguns autores indicam que
devido a baixa eficicia ou até mesmo a falta de informacbes de estudos cientificos mais
aprofundados nédo se aconselha o uso em rotina (FALQUETO; SESSA, 2005; FERREIRA et
al., 2012). Na india, o farmaco associado, com a miltefosina e anfotericina B lipossomal, esta
em fase clinica 11l no tratamento da forma visceral da doenca (HALDAR et al., 2011,
DRUGS FOR NEGLECTED DISEASES INITIATIVE, 2015).

O mecanismo de acdo da aminosidina esta relacionado a reducdo da fluidez da
membrana do parasito, através da inibi¢do da sintese proteica e alteracdo da permeabilidade
seletiva. Porém, também pode causar efeitos adversos como nefrotoxicidade, ototoxicidade,
além de ocasionar dor no local da aplicacdo (HALDAR et al., 2011).

Figura 14 - Estrutura quimica da aminosidina.
OH

HO Q
HO

HO Ow

HZN/ NH,

aminosidina

Fonte: proprio autor.

A anfotericina B (desoxicolato de anfotericina, figura 15) € o segundo farmaco de
escolha, isolado da bactéria Sreptomices nodosus, possui acao leishmanicida, sendo indicada
em casos de falha da terapia de primeira escolha ou impossibilidade de uso do antimonial, em

Daniela Hartmann Jornada



33
Introducdo

pacientes com nefropatia e gestantes (BRASIL, 2006; SEIFERT, 2011). Além disso, €
indicado em casos de leishmaniose cutanea com lesdo acentuada de mucosa, apresentando boa
resposta terapéutica (BERN et al., 2006; BRASIL, 2006). Sua apresentacdo é injetavel, sendo
administrada em trés aplicagdes semanais, na dose méaxima de 1mg/kg/dia (BRASIL, 2006).

Figura 15 - Estrutura quimica da anfotericina B.

desoxicolato de anfotericina

Fonte: proprio autor.

O mecanismo de agdo da anfotericina B esta baseado na interferéncia nos ésteres da
membrana citoplasmatica da leishmania (BRASIL, 2010b). O farmaco possui afinidade pelo
episterol, precursor do ergosterol, componente da membrana do parasito, promovendo a
ligacdo entre a porcdo hidrofébica do farmaco com o episterol, formando agregados
transmembrana que formam canais. Estes provocam a despolarizagéo, permitindo a entrada de
cations e prétons monovalentes (BERN et al., 2006; LANIADO-LABORIN; CABRALES-
VARGAS, 2009). Além disso, os grupos hidroxila, carboxila e amina presentes na estrutura
do farmaco estabilizam o canal aberto, provocando extravasamento do conteudo intracelular e
levando a morte do parasito (LANIADO-LABORIN; CABRALES-VARGAS, 2009).

A afinidade da anfotericina B pelos esterdis ndo é seletiva, o farmaco é capaz de
interagir com o colesterol presente nas membranas celulares humanas, e embora essa
afinidade seja menor em comparacdo com o episterol, contribui para os efeitos tdxicos
apresentados pelo farmaco (LANIADO-LABORIN; CABRALES-VARGAS, 2009). Os
principais efeitos adversos relatados com o uso da anfotericina B incluem néuseas, calafrios,

vomito, febre, hipotensdo ou hipertensdo, hipdxia, nefrotoxicidade e tromboflebite
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(HUSSAIN et al., 2001; LANIADO-LABORIN; CABRALES-VARGAS, 2009; HALDAR et
al., 2011).

A formulacéo lipossomal da anfotericina B é mais potente que o desoxicolato de
anfotericina devido a elevada permeabilidade, que proporciona elevacdo dos niveis
plasmaticos do farmaco (BRASIL, 2006; ARRUDA, 2010; BRASIL, 2010b). Além disso,
apresenta preferencial sensibilidade a macréfagos infectados pela leishmania (BERN et al.,
2006). No Brasil o farmaco é indicado somente para uso em leishmaniose visceral, sendo
considerada uma alternativa off label (farmaco prescrito para uma nova indicacdo ndo usual)
no tratamento da leishmaniose tegumentar (BRASIL, 2010b).

Outra opcdo de tratamento sdo as pentamidinas, diamidinas aromaticas utilizadas
como farmacos de segunda escolha na terapia, 0 uso pode ser isolado ou associado com 0s
antimoniais pentavalentes (BRASIL, 2010b). Os ativos sdo o isotionato (figura 16) ou o
mesilato de pentamidina, de aplicacdo injetavel, via intramuscular ou endovenosa, quatro
miligramas por quilograma por dia até completar, no maximo, dois gramas, de dois em dois
dias. No Brasil, somente o isotionato é disponibilizado para uso, que é feito por via
intramuscular profunda (COELHO et al., 2007; BRASIL, 2010b).

Figura 16 - Estrutura quimica do isotionato de pentamidina

HN NH, H,
HO C
OCH2(CH2)3CH20 \ / \
o SO,H
HzN NH H

2

isotionato de pentamidina

Fonte: proprio autor.

O mecanismo de acdo dessa classe de substancias ainda permanece incerto, no entanto,
parece estar relacionado as mitocondrias, possivelmente causando colapso na membrana
mitocondrial (HASSAN et al., 2014). Apresentam toxicidade renal, hepatica e cardiaca e
doses superiores a um grama podem induzir o surgimento de diabetes insulino-dependente,
por provocar a destruicdo das células f do pancreas (ASSAN et al., 1995; BRASIL, 2006;
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BRASIL, 2010b; GENEBRA, 2010; HASSAN et al., 2014). Além disso, tendem a causar dor
ou enrijecimento no local da aplicacdo, abscessos, nduseas, vomitos, tontura, adinamia,
mialgias, cefaleia, hipotensdo, lipotimias e sincope (BRASIL, 2010b).

O Sistema Unico de Salde (SUS) oferece tratamento especifico e gratuito para a
leishmaniose tegumentar, sendo realizado inicialmente com antimonial pentavalente, repouso
e boa alimentacdo (BRASIL, 2006; ARRUDA, 2010). O critério de cura é clinico, mas os
pacientes devem ser acompanhados até 12 meses apds o fim do tratamento, com reavaliacdo
apos 24 meses, a fim de evitar recidivas (BRASIL, 2006). A leishmaniose ¢ uma doenca de
notificacdo compulsoria no Pais, por isso a confirmacdo de doenca deve ser comunicada ao
Sistema de Informacao e Agravos de Notificacdo (Sinan) (BRASIL, 2006).

A miltefosina (figura 17) é o Unico tratamento oral para leishmaniose tegumentar.
Usualmente empregado no tratamento do cancer, é utilizada na Colémbia e Bolivia, como
farmaco de segunda escolha no tratamento da leishmaniose tegumentar e na india,
Bangladesh, Nepal e Alemanha no tratamento da forma visceral da doenca (SOTO; SOTO,
2006; CROFT; OLLIARO, 2011; DORLO et al., 2012). Esse farmaco provoca sérios efeitos
colaterais, principalmente gastrointestinais como anorexia, vomito e diarréia, além de causar
hemolise e elevacdo das transaminases hepaticas e creatinina (GENEBRA, 2010; HALDAR
et al., 2011; MOREIRA, 2013). Em alguns casos, os efeitos colaterais sdo tdo graves que
impedem a continuidade do tratamento (GENEBRA, 2010). Outra barreira para 0 uso é o
tempo de meia vida elevado (150 horas), o que proporciona acumulo do farmaco, maior
chance de resisténcia do parasito e o potencial teratogénico (HALDAR et al., 2011). Seu

mecanismo de ac¢do ainda permanece desconhecido (HALDAR et al., 2011).

Figura 17 - Estrutura quimica da miltefosina.
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Fonte: proprio autor.
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1.3 Pesquisa de novos farmacos

Por vezes, o desenvolvimento de novos farmacos leva a obtencdo de uma substancia
protétipo ativa para determinada doenca, mas que apresenta propriedades indesejadas ou
alteracdes em sua biodisponibilidade, metabolismo e excrecdo. O bioisosterismo consiste em
uma técnica de modificacdo molecular que visa a obtencdo de compostos prototipos seguros e
mais efetivos (PATANI; LA VOIE, 1996; LIMA; BARREIRO, 2005; GAIKWAD et al.,
2012).

Os bioisosteros sdo grupos ou substituintes com propriedades fisico-quimicas
semelhantes que produzem compostos quimicos com propriedades biologicas amplas e
similares (GAIKWAD et al., 2012). Essas modificac6es podem alterar diversas propriedades
do composto final, como pk,, solubilidade, polarizabilidade e tamanho, alterando também o
modo de ligacdo com o receptor (GAIKWAD et al., 2012). Dessa forma, o objetivo maior da
modificacdo bioisostérica é a busca de novos analogos com atividades semelhantes, mais
seguros e efetivos (PATANI; LAVOIE, 1996; LIMA; BARREIRO, 2005; CIAPETTI;
GIETHLEN, 2008; SETHY et al., 2013).

O conceito de isosterismo surgiu em 1919, com o pesquisador Langmuir, que
estudava o comportamento quimico e a reatividade de determinadas substancias que tinham
atomos com 0 mesmo numero de elétrons de valéncia, chamados de isoeletronicos (PATANI;
LA VOIE, 1996; SETHY et al., 2013). Mais tarde, houve uma ampliacdo do conceito de
isosterismo com a regra do hidreto de Grimm (1925), que estabelecia que a adi¢do de um
atomo de hidrogénio com um par de elétrons (hidreto) a um atomo gerava um pseudo-atomo,
que apresentava as mesmas propriedades fisicas dos substituintes de sua coluna posterior
(PATANI; LA VOIE, 1996; LIMA; BARREIRO, 2005; SETHY et al., 2013). Na figura 18 ¢
possivel observar a regra do hidreto de Grimm, onde cada coluna representa um grupo de

isOsteros.
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Figura 18 - Regra do hidreto de Grimm
Total de elétrons ¢ .- 7 e Se e 10 e 1le
[ M 0 F Ne MNeH*
CH NH OH FH FH,*
CH, NH, OH, OH,*
CH,; MNH, NH,*

CH,

C + H = pseudoatomo do N

Fonte: Adaptado de BARREIRO; FRAGA, 2008.

Somente em 1951 surgiu 0 conceito de bioisosterismo, definido por Friedman para
descrever como bioisosteros todos atomos ou moléculas isostéricas que apresentavam
propriedades biol6gicas semelhantes ou até mesmo antagdénicas (PATANI; LA VOIE, 1996).
Em 1970, Alfred Burguer complementou esse conceito, postulando que os bioisésteros
deviam possuir atividades biolégicas semelhantes ou iguais, € que 0 mesmo deveria ocorrer
em relacdo a sua forma, volume atémico, distribuicao eletronica e propriedades fisicas. Além
disso, e mais importante, o bioisdstero devia possuir acdo no mesmo alvo terapéutico como
agonista ou antagonista, apresentando, portanto, atividades relacionadas um com o0 outro
(BURGER, 1991; PATANI; LA VOIE, 1996; GAIKWAD et al., 2012).

Burguer classificou o bioisosterismo em dois tipos: classico, formado pelos
bioisdsteros com camadas de valéncia semelhantes (monovalentes, divalentes, trivalentes,
tetravalentes) e o ndo-classico, que inclui as demais mudancas, como retroisosterismo em que
se faz a mudanca da posicdo dos grupos funcionais, com possivel alteracdo no modo de
ligacdo com o receptor; substituicbes por grupos funcionais com propriedades estruturais
equivalentes, subunidades estruturais com sitio de interagdo equivalentes com biorreceptores,
introducdo e abertura de anéis (tabela 1) (PATANI; LAVOIE, 1996; LIMA; BARREIRO,
2005; CIAPETTI; GIETHLEN, 2008; SETHY et al., 2013).
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Tabela 1 - Bioisésteros classicos e ndo-classicos

Grupos e &tomos bioisosteros classicos

Monovalentes Divalentes Trivalentes Tetravalentes
-F, -OH, -NH,, -CH;,-, -O-, =CH-, =N-, =C=, =Si=,
-CHj3, -OR, -ClI, -S-, -Se-, -Te- =P-, =As-, =Sb- =N'=, =P'=,
-SH, -PH,, -SiH;, =As'=, =Sb'"=
-SR, -Br, -I
Bioisosteros ndo-classicos

-CO- -COCH -SO,NH, -H -CONH-  -COOR- -CONH,
-CO,- -SOz;H -PO(OH)NH, -F -NHCO-  -ROCO- -CSNH,
-SO- Tetrazol -OH Catecol
-SO,NR- -SO,NHR -CH,OH Benzimidazol
-CH(CN)-
R-S-R’ -CsH;N
(R-O-R”) =N- -NHCONH, -C4H;N
R-N(CN)-  -C(CN)= -NH
R’ -halogénio  -CS

-CF; -NH,

-CN

Fonte: Extraido de BARREIRO; FRAGA, 2001.

1.3.1 Alvos terapéuticos na pesquisa de farmacos contra a leishmaniose

O conhecimento de alvos que proporcionem acao potente e seletiva constitui fator de
grande importancia na pesquisa de novos farmacos, principalmente alvos ndo existentes nos
organismos humanos, ou substancialmente diferentes do homdlogo humano, sendo
determinante para a sobrevivéncia do parasito. Para isso, 0 conhecimento sobre a bioguimica
e ciclo do parasito é importante. Tratando-se de uma proteina, 0 conhecimento de sua
estrutura conformacional, bem como as ligagbes quimicas importantes com inibidor
especifico, permitem o planejamento de novas substancias terapéuticas (CHAWLA,;
MADHUBALA, 2010).

A seguir encontram-se alguns alvos terapéuticos importantes que podem ser utilizados

no desenvolvimento de novos compostos leishmanicidas.
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1.3.1.1 Biossintese de ergosterol

Tripanossomatideos de modo geral, utilizam esterdis como o ergosterol na estrutura de
suas membranas. Considerando que o ser humano ndo proporciona diversidade de esterois
livres para uso e que o colesterol humano (homdélogo do ergosterol) ndo estd presente no
parasito, a sintese de &cidos graxos representa um alvo interessante na busca por novas
alternativas terapéuticas (HUSSAIN et al., 2014). Enzimas como esqualeno sintase, que
catalisa a primeira etapa da biossintese, e a enzima metiltransferase que é exclusiva do
parasito, sdo alvos de quinuclidinas e azasterois, respectivamente (CHAWLA,
MADHUBALA, 2010). A inibicdo das enzimas envolvidas na sintese de ester6is provoca

acumulo de precursores com potencial citotoxico ou citostatico (ROBERTS et al., 2003).

1.3.1.2 Viaglicolitica

A via glicolitica € outro alvo importante para os parasitos, a obtencdo de energia
ocorre através de diversas enzimas, como a hexoquinase e fosfofrutoquinase, que sdo
compartimentadas em glicossomas. Isso, associado ao fato de existir grande diferenca
filogenética entre o parasito e o0 hospedeiro torna essas enzimas alvos promissores no
tratamento da doenca. No hospedeiro humano, as formas amastigotas obtém energia a partir
da glicose sanguinea ou da utilizacdo de &cidos graxos do hospedeiro. J& a forma vetorial do
parasito codifica a enzima amilase para obtencdo de glicose a partir do néctar ingerido pelo
inseto (BRINGAUD et al., 2006; CHAWLA; MADHUBALA, 2010).

1.3.1.3 Viado folato

O folato atua como cofator na sintese de DNA, RNA e no metabolismo de
aminoacidos. Duas enzimas tém sido utilizadas como alvos terapéuticos, a timidilatosintase
(TS) e a dihidrofolato redutase, que atuam na formacéo do tetrahidrofolato, uma coenzima
importante na sintese timina (CHAWLA; MADHUBALA, 2010; SHUKLA et al., 2010). A
inibicdo dessas enzimas provoca reducao de timina, prejudicando a replicacdo e ocasionando
morte celular do parasito (CAVAZZUTI et al., 2008).
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1.3.1.4 Biossintese de hipusina

A insercdo de hipusina, um aminoacido, na proteina elF5A (processo de hipusinacao)
é importante para o funcionamento e viabilidade celular do parasito. Inibidores enzimaticos da
biossintese da hipusina também representam alvos promissores, através da inibicdo da enzima
deoxihipusina sintase (DHS) e desoxihipusina hidrolase (DOHH) (CHAWLA,
MADHUBALA, 2010). Pesquisa descrita por Chawla e autores (2010) identificou e
caracterizou a presenca da enzima DHS em cepas de L. donovani, que apresentou baixa
homologia com a enzima humana, representando um alvo promissor na terapéutica da

leishmaniose.

1.3.1.5 Topoisomerases

As topoisomerases sdo enzimas envolvidas na replicagcdo, recombinagéo, transcricdo e
reparo do DNA, sendo encontradas tanto no ndcleo, nas mitocondrias quanto no cinetoplasto
do parasito. Existem dois tipos de topoisomerases, | e Il, diferindo de acordo com a forma de
clivagem do material genético, a topoisomerase | é responsavel pela clivagem da fita simples,
sendo encontrada mais frequentemente no nucleo, enquanto a topoisomerase Il € responsavel
pela clivagem da fita dupla (DAS et al., 2007; CHAWLA; MADHUBALA, 2010; HUSSAIN
et al., 2014). Estudos indicam que a atividade enzimatica das topoisomerases é independente
de ATP, tanto no Trypanosoma cruzi quanto em parasitos do género Leishmania (HUSSAIN
et al., 2014). No caso da topoisomerase mitocondrial, segundo estudos de Reguera et al.
(2006) existem diferencas significativas entre as topoisomerases parasitarias e humanas.

Com relagdo aos inibidores, a maior parte deles atua estabilizando o complexo
enzima-DNA e interrompendo o processo de replicacdo, recombinacgdo, transcricdo ou reparo
do DNA (FIDALGO; GILLE, 2011). O estibogluconato de sddio, farmaco aprovado para uso
pela OMS, atua como inibidor da topoisomerase I, enquanto derivados de acridina inibem a
topoisomerase Il (CHAWLA; MADHUBALA, 2010).

1.3.1.6 Sistema glioxalase

O sistema glioxalase (figura 9) é responsavel pelo processo de detoxificacdo do
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parasito, através da eliminacdo do metilglioxal, um intermediario toxico do glioxal capaz de
se ligar as espécies nucleofilicas como DNA, RNA e proteinas (CHAWLA; MADHUBALA,
2010; SHUKLA et al., 2010). Essa substancia toxica é gerada a partir da degradacdo de
subprodutos da glicolise e também catabolismo da treonina e oxidacdo da acetona. Nos
tripanossomatideos o sistema glioxalase utiliza a tripanotiona como cofator. As enzimas
glioxalase | e Il atuam nesse sistema e sdo responsaveis pela eliminacdo do metilglioxal
através de sua conversdo enzimatica em tripanotiona (CHAWLA; MADHUBALA, 2010).

Figura 19 - Sistema glioxalase em tripanossomatideos.

Metilglioxal

‘ W S-D-lactoilglutationa

L ——

C

Fonte: Adaptado de: BIOCHEMICAL SOCIETY, 2013, disponivel em:
http://www.biochemistry.org/tabid/379/MeetingNo/SA158/view/Conference/default.aspx,

5

H,0

acesso em 19 fev. 2015.

1.3.1.7 Biossintese da tripanotiona

A tripanotiona sintase (TS) e a tripanotiona redutase (TR), também tém se tornado
alvo terapéutico. A primeira delas é responsavel pela sintese da tripanotiona reduzida a partir
de glutationa e espermidina, enquanto a segunda utiliza a tripanotiona reduzida no processo
de blogueio do estresse oxidativo dentro do parasito (CHAWLA; MADHUBALA, 2010;
SHUKLA et al., 2010). Estudo realizado por Dumas et al. (2007) evidenciaram a importancia
da enzima TR no processo de infeccdo dos parasitos do género Leishmania, os autores

observaram reducdo da infectividade dos parasitos que sofreram delecdo da enzima.
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1.3.1.8 Proteinas quinases

As proteinas quinases desempenham papel importante no processo de divisdo celular.
Como alvo terapéutico na leishmaniose, estudos tém mostrado a importancia de proteinas
quinase CKR1 tanto para formas promastigotas quanto amastigotas de L. mexicana
(HASSAN et al., 2001). Além disso, inibidores de CKR3 sdo capazes de bloquear a
replicacdo de L. donovani (GRANT et al., 2004). Da mesma forma, enzimas chamadas de
MAP quinases (mitogen-activated protein) estdo envolvidas na transducdo de sinal em
processos de divisdo celular, e por isso também tém se tornado novos alvos terapéuticos
(CHAWLA; MADHUBALA, 2010).

1.3.1.9 Transportadores de nucleosideos

As purinas sdo bases nitrogenadas encontradas no hospedeiro essenciais para a sintese
de nucleotideos, mas parasitos sao auxotréficos, ou seja, ndo apresentam via de sintese dessas
bases, necessitando capta-las do hospedeiro (CHAWLA; MADHUBALA, 2010). Existem
dois transportadores que captam e translocam as purinas através da membrana do parasito
(VALDES et al., 2004; CHAWLA; MADHUBALA, 2010). Os LdNT1 (L. donovani
nucleosideo transporter 1) responsaveis pelo transporte de nucleosideos adenosina e
pirimidina, presente tanto nas formas promastigotas e amastigotas; e LANT2 (L. donovani
nucleosideo transporter 1) responsavel pelo transporte de iosina e guanosina, encontrado
somente nas formas amastigotas do parasito (CHAWLA; MADHUBALA, 2010; SHUKLA et
al., 2010; HUSSAIN et al., 2014).

1.3.1.10 Biossintese de nucleosideos

Os inibidores da enzima fosforribosil transferase, que converte purinas defosforiladas
em nucleosideos, importante no processo de obtencdo de purinas e que constitui outra
estratégia na busca por novas alternativas terapéuticas. Existem trés tipos de enzimas
pertencentes a essa classe encontradas em parasitos do género Leishmania, adenina
fosforibosil transferase, hipoxantina guanina fosforibosil transferase e xantina fosforibosil
transferase (CHAWLA; MADHUBALA, 2010).
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1.3.1.11 Proteinases

Proteinases como aspartato, serina, metaloenzimas e principalmente cisteinas
proteases, sdo enzimas presentes em parasitos do género Plasmodium, Leishmania e
Trypanosoma, que estdo diretamente relacionadas ao processo de invasdo do parasito, escapes
do sistema imune do hospedeiro e nutricdo (BOCEDI et al., 2004; HUSSAIN et al., 2014). O
nome de cada proteinase se refere ao residuo presente no sitio ativo da enzima, sendo as
cisteinas proteases as mais identificadas, que diferem das homologas do hospedeiro humano e
sdo abundantemente encontradas no citoplasma das formas amastigotas de tripanossomatideos
como Leishmania e Trypanosoma (CHAWLA; MADHUBALA, 2010; SILVA-LOPEZ,
2010).

Schroder e colaboradores (2013), em estudos de triagem por docking com cisteina
protease recombinante de Leishmania mexicana (CPB2.8) descobriram que as
semicarbazonas, tiossemicarbazonas, triazinas e nitrilas possuem atividade inibitoria in vitro
de cisteinas proteases B2. Os estudos sugeriram que somente inibidores derivados de
tiossemicarbazonas e semicarbazonas (figura 20) seriam seletivos em relacdo a CPB2.8,
guando comparados a uma cisteina protease bovina, e que atuam como inibidores reversiveis
da enzima (SCHRODER et al., 2013).

Figura 20 — Derivados de tiossemicarbazonas e semicarbazonas inibidores de cisteina protease

recombiante de L. mexicana.

NH,

H
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S | o
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H
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Fonte: extraido de SCHRODER et al., 2013.
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Segundo Petrépolis et al. (2014) em estudos de infeccdo por Leishmania amazonensis
em matriz celular de colageno tipo I, simulando a invasdo na pele do hospedeiro, os parasitos
se mostraram capazes de migrar através da matriz extracelular bem como de promover adesao
e invadi-la. Segundo o estudo, na presenca de inibidores de cisteinas proteases ha reducdo da
degradacédo da matriz extracelular, comprovando a importancia dessas enzimas no processo de
invaso tecidual e estabelecimento da infeccdo (PETROPOLIS et al., 2014). Segundo estudos
de Das et al., (2001) 80% de inibicdo da cisteina protease de leishmania é suficiente para
prevenir a replicagdo do parasito.

A cruzipaina é uma cisteina protease que recebeu essa denominacdo por ser
encontrada no T. cruz e também apresenta papel essencial para a sobrevivéncia do parasito
(MELOS; ECHEVARRIA, 2012). Du et al. (2002) observaram que compostos contendo a
porcdo semicarbazona e tiossemicarbazona apresentam atividade tripanossomicida pela
inibicdo da cruzaina, a forma recombinante da enzima. Em 2013 Blau e colaboradores
descreveram a obtencdo e estudo de docking de aril-tiossemicarbazonas com atividade
inibitéria do T. cruzi e em estudos de Trossini e colaboradores (2010) observaram que o
nitrofural (NF) gerava 30% de inibicdo da cruzaina na concentragdo de 10uM.

De fato, estudos de Neal e Van Bueren (1988) demonstraram a atividade
leishmanicida do NF (figura 21) contra cepas de Leishmania donovani, Leishmania enriettii e
Leishmania major, em ensaios in vitro com macrofagos infectados com as formas
amastigotas. Segundo o ensaio, 0 NF foi ativo contra as trés espécies avaliadas, mas nas doses

utilizadas (9 mg/L) também foi citotoxico para os macréfagos.

Figura 21 - Estrutura quimica do 5-nitro-2-furaldeido semicarbazona.

0
N—NH,

O:N_o N-NH

Fonte: proprio autor.

O NF foi sintetizado em 1944 e muito utilizado na Il Guerra Mundial em lesdes de

queimaduras dos soldados como antimicrobiano, devido ao seu amplo espectro de acgéo
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(CRENSHAW et al., 1976).

Atualmente, seu uso por via oral é restrito para disenteria bacilar e tripanossomiase
africana devido aos efeitos toxicos, causando hemolise e neuropatia grave (WHO, 1990).
Além disso, é utilizado como antimicrobiano topico no tratamento de infeccGes em lesbes de
pele causadas por queimaduras, procedimentos cirurgicos, traumas, Ulceras e rejeicdes,
atingindo bactérias Gram positivas e negativas (DODD, 1946, ERDUR et al., 2008).

Em 1957 Evens e colaboradores descreveram a utilizacdo do NF em pacientes com
tripanossomiase africana, chamada de doenca do sono e causada pelo parasito Trypanosoma
gambiense. Segundo os resultados da pesquisa, 0 NF poderia ser utilizado sozinho ou
associadamente com farmacos da terapéutica, por via oral, nas doses entre 2,1-12,5 mg/kg/dia
por sete a 66 dias. Além disso, ndo houve efeitos adversos permanentes, mas 0s pacientes
apresentaram nauseas, vomitos, dores musculares e articulares (EVENS et al., 1957).

Entre 1952 e 1957 Packchanian evidenciou a eficacia de compostos nitrofuranicos no
tratamento da doenca de Chagas, dentre eles o nitrofural. Em 1961, Brener descreveu a
eficacia do NF em curar aproximadamente 95% dos camundongos infectados com a doenca
de Chagas, tratados com doses de 100 mg/kg/dia por 53 dias.

Considerando a atividade do nitrofural frente aos tripanossomatideos e sua afinidade
por cisteina proteases, foi realizada, através da técnica de bioisosterismo, a substituicdo de
diversos grupos quimicos na posicao 5 do anel furanico, além do oxigénio da semicarbazona

pelo enxofre da tiossemicarbazona, buscando novos compostos ativos derivados do nitrofural.
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2 OBJETIVOS
2.1 Objetivo geral

Baseando-se no planejamento a seguir, este trabalho visou a sintese e caracterizacao
estrutural dos bioisdsteros de nitrofural, sendo um deles inéditos, e avaliacdo bioldgica in

vitro contra cepas promastigotas de Leishmania amazonensis.

3 PLANEJAMENTO ESTRUTURAL

Considerando que compostos contendo grupos semicarbazona e tiossemicarbazona
possuem afinidade por enzimas cisteinas proteases, determinantes no estabelecimento da
infeccdo causada por diversos tripanossomatideos, e que o nitrofural demonstrou atividade
leishmanicida in vitro, o presente trabalho propfe a obtencdo de bioisdsteros de nitrofural
(esquema 1 e figura 22).

Esquema 1 - Planejamento estrutural dos bioisésteros de nitrofural.

O>_NH2 -l Afinidade por

cisteinas proteases
9] " N—=NH
)

O,N

-H R

A, N—NH
-CH,OH \E)_"r/
R = -Br s

-S0,CH, 0

Fonte: proprio autor.
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Figura 22 - BioisOsteros propostos.
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* Composto inédito.

Fonte: proprio autor.
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4

4.1

MATERIAL E METODOS

Reagentes e solventes

acetato de sédio (Mallinckodt®)
4cido acético glacial (Synth®)
5-bromo-2-furaldeido (Sigma®)
cloridrato de semicarbazida (Fluka®)
dimetilformamida (DMF) (Sigma®)
dimetilsulféxido (DMSO) (Vetec®)
éter etilico (Chemes®)
furano-2-carbaldeido (Fluka®)
5-hidroximetil-2-furaldeido (Sigma®)
metanol (Synth®)

metanossulfinato de sodio (Sigma®)
tiossemicarbazida (Fluka®)
carbonato de potassio (Sigma®)

permanganato de potéssio (Sigma®)

Equipamentos

Agitador magnético IKA® modelo C-Mag HS4;

Aparelho de ponto de fusio capilar modelo SMP3 da Bibby Stuart Scientific®;
Balanca analitica Marte® - modelo AY 220;

Balanca semi-analitica Gehaka® - modelo BG 200;

Espectrdmetro de ressonancia magnética nuclear Bruker® modelo DPX-300
operando a 300 MHz para *H e 75 MHz para *C;

Espectrofotdmetro de infravermelho Shimadzu® modelo IR Prestige-21;
Rotaevaporador Ika® - modelo RV10;

Rotaevaporador Buchi® — modelo R-215

Sonicador Unique® -modelo UltraSonic Cleaner.
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4.3 Métodos

4.3.1 Metodologias sintéticas
Para a sintese dos bioisosteros de nitrofural utilizou-se a metodologia de sintese de
Bases de Schiff, a reacdo entre o grupamento quimico aldeido e uma amina primaria, de

acordo com o Esquema 2. A reacdo € catalisada pelo meio reacional acido e ocorre a

formacéo da ligacao iminica.

Esquema 2- Esquema geral de sintese dos compostos obtidos.

R

o H
R H N\ N

a)
% H X X
R1=-H, -CH,0H, -COOH, -Br, -SO,CH,
X=0,S
a) MeOH/H,0, H', 0°C, 1-2h.
4.3.1.1 Sintese do composto Lapdesf-FS (2-(furan-2-

ilmetileno)hidrazinacarboxamida)(3)

Esquema 3 - Esquema sintético de obtencdo do Lapdesf-FS (3).

H

o O H o H

N NH N\ _N
W + H2N’ 2 . Cl | / N/ NH2

H Tor a) )ig
(@]
1) (2) (3) 84%
a) MeOH/H,0, CH;COONa, 0°C, 1h.

A metodologia utilizada seguiu a descrita por Bosquesi (2009). Em baldo de 100 mL
adicionou-se 1g de cloridrato de semicarbazida (2) (9 mmol) e 10 mL de agua destilada

mantendo-se sob agitacdo. Em seguida, adicionou-se 10 mL de metanol e 861,4 mg (10,5
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mmols) de acetato de sodio. A reacdo foi resfriada em banho de gelo, e 0,5 mL de furano-2-
carbaldeido (1) (6 mmols) foram adicionados lentamente. O acompanhamento da reacédo foi
realizado por cromatografia em camada delgada (CCD), em fase mével cloroférmio: metanol:
acido acético nas proporcdes 95:5:3 (v/v/v) e revelado com iodo. Apos precipitacdo, 0 mesmo

foi filtrado a vacuo e lavado com éter etilico.

4.3.1.2 Sintese do composto Lapdesf-FTS (2-(furan-2-

ilmetileno)hidrazinacarbotioamida) (5)

Esquema 4 - Esquema sintético de obtencao do Lapdesf-FTS (5).

o 0O N NH H N NH

| * HLN N S 2

LHH jS]/ a) \ I \‘g
M 4) (5) 19%

a) CH3OH/H,0, CH3;COOH, 0°C, 1h.

A metodologia utilizada baseou-se na descrita por Blau (2009) com adaptacdes. Em
baldo de 100 mL adicionou-se 711,58 mg de tiossemicarbazida (4) (7,80 mmol) em 10 mL de
agua destilada mantendo-os sob agitacdo. Em seguida, adicionou-se 10 mL de metanol, 0,2
mL de é&cido acético e 0,43 mL (5,16 mmols) de furano-2-carbaldeido (1). O
acompanhamento da reacdo foi feito por CCD, em fase movel cloroférmio: metanol: acido
acetico nas propor¢oes 95:5:3 (v/v/v). Houve formacao de precipitado, o0 mesmo foi filtrado a

vacuo e lavado com éter etilico.
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4.3.1.3 Sintese do composto Lapdesf-MetSFS (2-(furan-2-

ilmetileno)hidrazinacarboxamida) (8)

Esquema 5 - Esquema sintético de formacéo do Lapdesf-IMetS (7).

(6) (7) 65%

a) DMF/130-140°C, 4hs.

A metodologia utilizada seguiu a descrita por Bosquesi (2009). Em baldo reacional de
50 mL, solubilizou-se 500 mg de 5-bromofurano-2-carbaldeido (6) (2,86 mmols) em 10 mL
de dimetilformamida (DMF) sob agitacdo. Em seguida, adicionou-se 294,3 mg (2,86 mmols)
de metanossulfinato de sddio. A reacdo foi mantida em banho de glicerina com sistema de
refluxo por quatro horas a 130-140°C e acompanhada por CCD em fase movel acetato de
etila: hexano 60:40 (v/v). O composto obtido (7) foi purificado atraves de cromatografia em
coluna utilizando como fase mdével acetato de etila: hexano 60:40 (v/v) e revelado com iodo.

O composto Lapdesf-MetSFS (8) foi obtido pela reacdo entre o Lapdesf-1MetS (7) e

cloridrato de semicarbazida (2) (Esquema 6).

Esquema 6 - Esquema sintético de obtencdo do Lapdesf-MetsFS (8).

(@)
\ //O H N /O H
S 87 H
HsC | o) o H2N’NYNH2 Cl HsC O 4. _N_ NH,
/ a) 7N
H 0 o
@) ) (8) 73%
a) CH3OH/H,0,CH3COONa, 0°C, 2h.

A metodologia utilizada seguiu a descrita por Bosquesi (2009). O intermediario
Lapdesf-IMetS (7) purificado e dissolvido em 5 mL de metanol foi transferido para uma baldo
de 10 mL (85 mg; 0,49 mmols). Apds o qual, em banho de gelo, adicionou-se 84 mg de

Daniela Hartmann Jornada



52
Material e métodos

cloridrato de semicarbazida (2) (0,75 mmols) previamente dissolvido em 3 mL de agua
destilada. 68 mg de acetato de sddio (0,83 mmols) foram adicionados e a rea¢do foi mantida
sob agitacdo. Ocorreu a formacao de precipitado e ap6s uma hora, este foi filtrado a vacuo e
lavado com éter etilico. O acompanhamento da reacao foi feito por CCD utilizando como fase

movel cloroférmio: metanol nas proporcdes 85:15 (v/v) e revelado com iodo.

4.3.1.4 Sintese do composto Lapdesf-MetSFTS (2-((5-(metilsulfonil)furan-

2-il)metilene)hidrazinecarbotioamida) (9)

O composto Lapdesf-MetSFTS (9) foi obtido através da reacdo entre o Lapdesf-IMetS

(7) e tiossemicarbazida (4) (esquema 7).

Esquema 7 - Esquema sintético de obtencao do Lapdesf-MetSFTS (9).

(0]
\ //O H N _0 H
-S 0O N _SZ H
H3C | Q + HNT YNHz o H4C O 4. _N_ NH,
Y a) | Y/ N W
H S S
(7) (4) (9) 41%
a) CH30OH/H,0O, CH3COOH, 0°C, 30 min.

A metodologia utilizada baseou-se na descrita por Blau (2009) com adaptacfes. O
Lapdesf-IMetS (7) purificado, citado no item 3.3.1.3, foi transferido para baldo reacional de
10 mL (72 mg; 0,41 mmols) previamente dissolvido em 5mL de metanol. Em seguida, com o
baldo em banho de gelo, adicionou-se 56,5 mg de tiossemicarbazida (4) (0,62 mmols) com 5
mL de agua destilada e 5 gotas de acido acético glacial. Houve precipitacdo, a reacao
permaneceu por uma hora e o composto foi isolado por meio de filtracdo a vacuo e lavagem
com éter etilico. O acompanhamento da reacéo foi realizado por CCD, em fase movel acetato

de etila: hexano nas proporcdes de 60:40 (v/v).
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4.3.1.5 Sintese do composto Lapdesf-HMFS (2-((5-(hidroximetil)furan-2-
il)metileno)hidrazinacarboxamida) (11)

Esquema 8 - Esquema sintético de obtencdo do Lapdesf-HMFS (11).

HO

(@)
W

(10)

O

H

H
N__NH
P OHNT AT Lol ——
o}

(2)

a) CH3OH/H,0, CH;COONa, 0°C, 1h.

a)

H
O

(11) 50%

A metodologia utilizada seguiu a descrita por Bosquesi (2009). Em baldo de 50 mL
adicionou-se 300 mg (2,38 mmols) de 5-hidroximetil-2-furfuraldeido (10) e 10 mL de

metanol. Em seguida, adicionou-se 398,2 mg (3,57 mmols) de cloridrato de semicarbazida (2)

dissolvido em 10 mL de &gua destilada, a reacdo foi mantida em banho de gelo. Adicionou-se

337,95 mg (4,11 mmols) de acetato de sodio, em seguida, observou-se a formacdo de

precipitado. A reacdo foi mantida por uma hora sob agitacdo, em temperatura ambiente, em

seguida o precipitado foi filtrado e lavado com éter etilico. O acompanhamento da reacdo foi

realizado por CCD utilizando como fase movel cloroférmio: metanol: acido acético nas

proporcdes 85:15:5 (viv/v).

4.3.1.6 Sintese

do

Lapdesf-HMFTS

il)metileno)hidrazinacarbotioamida) (12)

(2-((5-(hidroximetil)furan-2-

Esquema 9 - Esquema sintético de obtencdo do Lapdesf-HMFTS (12).

(10)

)

a) CH30H/H,0, CH3COOH, 0°C, 1h.

HO ) N—NH
2 W
H

s
S—NH,

(12) 83%
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A metodologia utilizada baseou-se na descrita por Blau (2009) com adaptacdes. Em
baldo reacional de 25 mL adicionou-se 300 mg (2,37 mmols) de 5-hidroximetil-2-
furfuraldeido (10) com 10 mL de metanol. Colocou-se o baldo em banho de gelo e adicionou-
se 216 mg (2,37 mmols) de tiossemicarbazida (4) com 5 mL de agua e 0,2 mL de acido
acético glacial. A reacdo foi mantida por uma hora em temperatura ambiente e o
acompanhamento da reacdo foi feito por CCD, em fase mdvel acetato de etila: hexano nas
proporgdes 80:20 (v/v). O precipitado formado foi filtrado a vacuo e lavado com éter etilico.

4.3.1.7Sintese do composto Lapdesf-BrFS  (2-((5-bromofuran-2-

il)metileno)hidrazinacarboxamida) (13)

Esquema 10 - Esquema sintético de obtengdo do Lapdesf-BrFS (13).

H H H
o -N__NH Br H
Brmo ¢+ HNTNAT2 L L W N_ NH,
o /7 N Y
o}
(6) (2) (13) 74%
a) CH30H/H,0, CH3COONa, 0°C, 1h.

A metodologia utilizada seguiu a descrita por Bosquesi (2009). Em baldo de 50 mL
adicionou-se 300 mg (1,71 mmols) de 5-bromo-2-furfuraldeido (6) em 5 mL de metanol. Em
seguida, adicionou-se 190,72 mg (1,71 mmols) de cloridrato de semicarbazida (2) dissolvido
em 5 mL de &gua destilada, a reagdo foi colocada em banho de gelo e sob agitacdo.
Adicionou-se 245 mg (2,98 mmols) de acetato de sddio e a rea¢do foi mantida por uma hora.

O acompanhamento da reacdo foi feito por CCD, em fase movel acetato de etila:
hexano nas proporcbes 60: 40 (v/v) e revelagdo com iodo. Em seguida, observou-se a
formacdo de precipitado que foi filtrado a vacuo e lavado com éter etilico. O composto foi
purificado por cromatografia em coluna utilizando como fase estacionaria silica gel (63-200

M) e fase movel acetato de etila.
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4.3.1.8 Sintese do Lapdesf-BrFTS (2-((5-bromofuran-2-
il)metileno)hidrazinacarboxamida) (14)

Esquema 11 - Esquema sintético de obtengdo do Lapdesf-BrFTS (14).

s
H
Br NH
o H _N_ _NH P—NH,
H
(6) (4) (14) 24%
a) CH30H/H,0, CH3COOH, 0° C, 1h.

A metodologia utilizada baseou-se na descrita por Blau (2009), com adaptacdes. Em
baldo de 100 mL adicionou-se 300 mg (1,71 mmols) de 5-bromo-2-furfuraldeido (6) com 5
mL de metanol. Em seguida, a reacdo foi colocada em banho de gelo, e adicionou-se 156,26
mg (1,71 mmols) de tiossemicarbazida (4), 5 mL de &gua destilada e 0,2 mL de acido acético
glacial. A reacdo foi mantida sob agitacdo, em temperatura ambiente por uma hora e 0
acompanhamento foi feito por CCD, em fase movel acetato de etila: hexano nas proporcdes
60:40 (v/v). Observou-se a formacdo de precipitado, que foi filtrado a vacuo e lavado com

éter etilico.
4.3.2 Meétodos Analiticos
43.2.1 Analise cromatogréafica em camada delgada (CCD)

As analises foram realizadas em cromato-folhas de aluminio (AL TLC) de silica-gel
60 Fas4 Sigma®, para 0 acompanhamento das reagdes e avaliacdo dos compostoss sintetizados.
A visualizacdo das substancias foi realizada em lampada ultravioleta (254-365 nm), exposicéo
a solucdo de reagente de Brady (2,4-dinitrofenilhidrazina) ou cuba contendo iodo, como

revelador universal.
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4.3.2.2 Determinacdo da faixa de fusao

As faixas de fusdo (ou decomposicdo) foram determinadas em aparelho capilar
Melting Point Apparatus SMP3, Suart Scientific®, disponivel na Faculdade de Ciéncias

Farmacéuticas, UNESP, Araraquara, SP.

4.3.2.3 Analise de espectrofotometria de absorcéo no infravermelho (1.V.)

Os espectros de absorcdo no infravermelho na regido de 4.000 a 400 cm_l, foram
obtidos em pastilhas de KBr no espectrofotdmetro de infravermelho IR-Prestige 21 da
SHIMADZU Corporation, disponivel na Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, UNESP,
Araraquara, SP.

4.3.2.4 Analise de Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio 1 (RMN
'H) e de Carbono 13 (RMN **C)

Os espectros de RMN de lH e 13C foram obtidos no espectrémetro Bruker® Fourier
com Dual probe operando a 300 MHz para *H e a 75 MHz para **C do laboratério de
Ressonancia Magnética Nuclear do Instituto de Quimica da Universidade Estadual Paulista
Julio de Mesquita Filho — Unesp Araraquara. Utilizando como solvente (CD3),SO

(dimetilsulfoxido deuterado).
4.3.2.5 Analise de Espectroscopia de Massas

As andlises foram realizadas por espectroscopia de massas por cromatografo a gas,
acoplado a um analisador de massas ESI-TOF (ionizacdo por impacto de elétrons - time of
flight) de alta resolugdo nos modos positivo e negativo, disponivel no Nucleo de Pesquisa em
Produtos Naturais e Sintéticos — NPPNS/Universidade de S&o Paulo, Ribeirdo Preto - SP.
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4.3.3  Ensaio bioldgico para determinacdo de atividade leishmanicida em

formas promastigotas de L. amazonensis

A avaliacdo da atividade leishmanicida das substancias sintetizadas foi realizada no
laboratério de Parasitologia da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Araraquara —
UNESP, Departamento de Biociéncias e Biotecnologias, com colaboracdo da Prof®. Dra.
Marcia Aparecida Silva Graminha.

Com o0 objetivo de avaliar a atividade leishmanicida dos compostos em estudo,
realizou-se o ensaio colorimétrico do MTT (brometo de 3-metil[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5
difeniltetrazélio). Para isso, foram colocados em placas de 96 pocos, contendo 97 pL de uma
suspensdo de parasitos (1x10’promastigotas/mL) em meio LIT (Liver Infusion Triptose) e 3,0
uL dos compostos em diferentes concentragfes (100,0 a 0,0122 pg/mL, em dilui¢des seriadas

de 1:2), de acordo com a figura 23.

Figura 23 - Esquema representando a placa de 96 pocos utilizada no teste.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 | 11 | 12
A
B 97 uL ) 97 puL .
) ) 97 pL meio LIT ) ) 97 pL meio LIT
C Leishmania sp Leishmania sp
+ +
D + +
3L 3uL
E 3uL : 3 pL H
COMPOSTO 1 COMPOSTO 2
F | COMPOSTO 1 COMPOSTO 2
G
H Controle 100 pL | Controle 100 pL | Controle 100 puL | Controle 100 pL
Leishmania sp meio LIT Leishmania sp meio LIT

As placas foram incubadas por 72 horas a 26 °C e ao final da incubagédo, foram
adicionados 10,0 pL de solugdo MTT/PMS (MTT 2,5 mg/mL; PMS (metanossulfonato de
fenazina) 0,22 mg/mL) em todos os pocos e a placa foi incubada ao abrigo da luz por 75
minutos a 28°C. Posteriormente, adicionou-se 100,0 pL da solucdo SDS (dodecilsulfato de
so0dio) 10%, HCI 0,01N, incubando-se a temperatura ambiente por 30 minutos, também ao
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abrigo da luz (MUELAS-SERRANO et al., 2000).
A leitura da densidade 6ptica (DO) foi realizada em espectrofotdmetro (leitor de Elisa
— ReadwellTouch/Robonik) a 492 nm e os resultados foram obtidos em absorbancia. A

porcentagem de citotoxicidade (%) foi calculada segundo a Equacéo 1:

Equacao 1- Célculo para obtencdo do I1Cs, dos compostos.
%C=[(Gc-Gp)/Gc]x100
Gc=Ac-Am
Gp= Ap-Apm

Sendo que, Gc representa 0 nimero de parasitos/mL nos pogos controles e Gp, 0
nimero de parasitos/mL detectados em diferentes concentracBes de substancias. Ac
corresponde ao valor de absorbancia nos pocos controle (ha auséncia de substancia) com
parasitos; Am representa o valor da absorbancia nos pocos controle (na auséncia de
substancia) sem parasito; Ap o valor da absorbancia nos testes e Apm, o valor da absorbancia

das diferentes concentragdes de substancias na auséncia do parasito.

434 Calculo de carga parcial dos carbonos 6 (imina) e 9

(carbonila/tiocarbonila)

AS estruturas foram construidas no programa HyperChem 7, a partir da estrutura
cristalogréfica do nitrofural obtido de um complexo inibidor-enzima, disponivel na base de
dados Protein Data Bank (PDB) (PDB-ID: 1IKI). As geometrias das moléculas foram
otimizadas utilizando modelagem molecular com o objetivo de obter as conformaces de mais
baixo estado energético, ou seja, a conformacdo que se aproximaria da bioativa. Essa
otimizacdo foi realizada, inicialmente, utilizando a teoria de Mecénica Molecular (MM+)
seguida de Austin Model 1 (AM1 — nivel semi-empirico).

A partir das estruturas otimizadas foi feita a determinacdo, também no programa
HyperChem 7, do valor de carga parcial para cada carbono da funcdo imina (C6) e

carbonila/tiocarbonila (C9).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os compostos sintetizados foram identificados pelas analises de infravermelho,
ressonancia magnética nuclear (RMN *H e **C) e espectrometria de massas. Para auxilio na
interpretacdo dos espectros foram utilizadas as seguintes referéncias: SILVERSTEIN;
WEBSTER, 2000; PAVIA, et al., 2010; BOSQUESI, 2009 e BLAU, 2009. Os espectros dos

reagentes encontram-se dispostos na se¢do Apéndice.
5.1 Sintese e caracterizacédo estrutural

A estratégia geral de sintese compreende em uma reacdo de formacdo de Bases de
Schiff (adicdo-eliminacédo), entre um grupamento aldeidico e uma amina primaria, neste caso,
a semicarbazida e a tiossemicarbazida. O mecanismo envolve o ataque nucleofilico do par de
elétrons da amina primaria ao carbono da carbonila, formando um intermediario dipolar
(Esquema 14). Ocorre uma transferéncia intermolecular do préton da amina para o oxigénio,
formando um aminoélcool, que favorecido pelo pH do meio reacional (4-5), captura um
préton e forma o aminoalcool protonado, que é um bom grupo abandonador, gerando a perda
de uma molécula de &gua e formacdo do ion iminio. Este, por sua vez, perde um préton para o
meio reacional, formando a imina e regenerando o ion hidronio catalitico (SOLOMONS;
FRYHLE, 2012; MCMURRY, 2011; CLAYDEN et al.,2001).
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Esquema 12 - Mecanismo de formacéo de iminas para os compostos obtidos.

X X
R0 19 L N NH, R VL 2N Hy0
W + HoN™ Y — \“/\O)ﬁHZN—NH RM—NH HOL
H X 3 i =
Z H -Q: 7 H ©OH
Aldeido Amina 1° Intermediario dipolar Aminoalcool
X m
HoN
R D R Ho, =X ) “Nex
_ -H,O “N— N - +
PG sy Y e ol
H QM2 H \E)_{H
Aminoalcool protonado jon iminio Imina jon hidrénio

Fonte: Adaptado de SOLOMONS; FRYHLE, 2012.

O pH do meio reacional influencia diretamente na formacdo da ligacdo iminica, a
necessidade de prétons no meio, para que ocorra a eliminacdo da molécula de &gua
(CLAYDEN et al., 2001). Por outro lado, a disponibilidade exagerada de ions hidrénio
(H30") pode ocasionar a protonagdo da amina, diminuindo a disponibilidade de nucledfilo
para 0 ataque e reduzindo a velocidade da reacdo (SOLOMONS; FRYHLE, 2012;
CLAYDEN et al., 2001).

No caso das semicarbazonas, em que o reagente encontrava-se na forma de cloridrato,
ocorria a formacdo de &cido cloridrico no meio reacional, reduzindo bruscamente o pH. Em
virtude disso, foi feita a adigdo do acetato de sodio, um sal de carater basico, que possibilitou
a regulacdo do pH ideal, em torno de 4-5. Ja no caso das tiossemicarbazonas, o pH do meio
reacional encontrava-se acima do valor ideal, uma vez que o reagente tiossemicarbazida nado
se encontrava na forma de cloridrato, dessa forma, o ajuste foi feito com a adi¢do de acido

acetico glacial.
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5.1.1 Sintese e caracterizagdo estrutural do Lapdesf — FS (2-(furan-2-
ilmetileno)hidrazinacarboxamida) (3) e Lapdesf-FTS (2-(furan-2-

ilmetileno)hidrazinacarbotioamida) (5)

O composto Lapdesf — FS (3) obtido apresentou-se como um sélido de coloragdo
levemente amarelada, R¢ (fator de retencdo) de 0,48, faixa de fusdo de 186° C a 190° C e 0
rendimento global da reacéo foi de 84%, rendimento considerado equivalente ao obtido pela
literatura (Bosquesi 2009), conforme apresentado na tabela 2.

O composto Lapdesf-FTS (5) apresentou-se como um sélido levemente amarelado, Ry
de 0,57, faixa de fusdo de 196° C a 200° C. O rendimento global da reacdo foi de 19,4%,
contrariamente ao trabalho de Yi e colaboradores (2011) que obtiveram rendimento de 77%
na sintese do mesmo composto. A diferenca deste resultado pode estar associada ao
aquecimento e tempo de reacdo insuficiente. Esse composto deverd ser obtido novamente

seguindo a metodologia descrita pela literatura (Yi et al., 2011).
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Tabela 2- Comparagdo dos parametros sintéticos entre as metodologias utilizadas e as ja descritas na
literatura para Lapdesf-FS (3) e Lapdesf-FTS (5).

Parametros
reacionais

Proporcéo de
reagentes
(aldeido:

amina) (mols)

Meio reacional

Temperatura
Tempo de
reacao
Rendimento
global obtido

Remocéo de
impurezas

Faixa de fusdo
do produto
obtido

0
S—NH,

N—NH

Lapdesf-FS (3)

Obtido

1:1,5

metanol e agua
com acetato de
sédio
0°C

1 hora

84%

lavagem com éter
etilico

186-190°C

Bosquesi (2009)

1:15

metanol e agua
com acetato de
sddio
0°C

instantanea

83%

lavagem com éter
etilico

187-192°C

s
SNH,

Lapdesf-FTS (5)

Obtido

1:15

metanol e agua
com acido acético

0°C

1 hora

19%

lavagem com éter
etilico

196-200°C

Fonte: dados da pesquisa.

Yie
colaboradores
(2011)

11:1

etanol anidro com
acido acético
refluxo

10 horas

77%

lavagem com éter
etilico e
recristalizacdo em
etanol

200-201°C

5.1.1.1 Absorc¢éo na regido do infravermelho do Lapdesf-FS (3) e Lapdesf-

FTS (5)

A tabela 3 compara os valores de absorcéo na regido de infravermelho de ambos os
compostos. Os compostos Lapdesf-FS (3) e Lapdesf-FTS (5) apresentam estiramentos axiais

referentes ao sistema iminico, em 1600 cm™e 1608 cm™, respectivamente. Além disso,

quando comparados aos valores de absorcdo do reagente furano-2-carbaldeido, verifica-se a

auséncia da banda C-H do aldeido, sugerindo a formacdo dos compostos desejados.
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Tabela 3 - Comparacéo dos valores de absorcéo na regido de infravermelho do Lapdesf-FS (3) e
Lapdesf-FTS (5).

Grupo
funcional

v (cm™)
C=0

N-H primaria

N-H secundaria
C=N

C=C aromatico
C=S

N-N

C-H adeido

W

furano-2-
carbaldeido (1)

1674

2848, 2812

H

HZN’NYNHz

(0]

Cloridrato de
semicarbazida (2)

1683
3309, 3255
3421

1521

Fonte: dados da pesquisa.

H

HZN’NYNHZ

S
Tiossemicarbazida (4)

3261, 3178
3369

1001
1533

o
S—NH,

Lapdesf-FS (3)

1654
3280, 3197,
1624
3458
1600
1473

s
N—NH,

Lapdesf-FTS (5)

3219,3138

3412
1608
1475
1018
1527

O composto Lapdesf-FS (3), apresentou espectro de infravermelho caracteristico

(Espectro 1), com estiramento em 1654 cm™ correspondente & ligagdo C=0 da amida, bandas

de deformacdo em 3280 cm™ (simétrica), 3193 cm™ (assimétrica) e 1624 cm™ referente &

amida primaria, banda em 3458 cm™ de deformacéo axial de N-H livre. Além disso, banda de

estiramento em 1600 cm™, sugerindo que houve a formagdo de composto, correspondente a

banda da imina (C=N) e em 1473 cm™ estiramento das ligacdes C=C do anel aromético.
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Espectro 1 - Espectro na regido de infravermelho do Lapdesf — FS (3).

125—_
%T |
- I
100 — . S A ; A
. R L PV, A
S ﬂq';\ *' |H| RIS F(IH |
7 / ! il i |
P || W /T < ] N | L | q|| il
| 28 =% O N-NH |.'1 § o T
N L ()~ (8 & °
B H [ :
e |
00 3250 00 270 2500 2250 2000 1750 1500 1250 1eo0 | 780 500
cm
Lapdesf - FS

Fonte: dados da pesquisa.

No caso do composto Lapdesf-FTS (5) (espectro 2) é possivel observar estiramento da

ligacdo imina em 1608 cm™ e estiramentos referentes & ligacdo N-H da amina priméaria em

3219 cm™ (assimétrica) e 3138 cm™ (simétrica). Observa-se ainda, estiramento em 1527 cm™

sugestivo de deformacdo axial N-N, em 1018 cm™deformacdo axial referente a ligacdo C=S

(tiona) e em 3412 cm™ estiramento da ligagdo N-H secundaria. O estiramento em 1475 cm™

corresponde a ligagdo C=C aromética.
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Espectro 2 - Espectro na regido de infravermelho do Lapdesf-FTS (5).

105— il
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Lapdes(-FTS 1fcm

Fonte: dados da pesquisa.

5.1.1.2 Ressonancia magnética nuclear do Lapdesf-FS (3) e Lapdesf-FTS
5)

A tabela 4 apresenta os deslocamentos quimicos de RMN de 'H e **C obtidos para os
compostos Lapdesf-FS (3) e Lapdesf-FTS (5), comparando os dados obtidos foi possivel
observar deslocamentos quimicos referente ao hidrogénio e carbono da posi¢do 6 em 6 7,75;
129,9 ppm e & 7,96; 132,5 ppm, respectivamente, 0s quais correspondem a formacdo da
ligacdo imina. Os deslocamentos quimicos de RMN de *H dos hidrogénios da posicéo 8 dos
compostos Lapdesf-FS (3) e Lapdesf-FTS (5) aparecem, respectivamente, em & 10,27 e 6
11,43 ppm. Além disso, observa-se os deslocamentos quimicos de RMN de *C referentes aos
carbonos da carbonila e tiocarbonila (carbono da posicédo 9) dos compostos Lapdesf-FS (3) e
Lapdesf-FTS (5) em & 156,5e 6 177,7 ppm, respectivamente.
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Tabela 4 - Deslocamentos quimicos referentes 8 RMN de *H e *C do Lapdesf-FS (3) e Lapdesf-FTS

1 H®
(Vs
Posicao | *~Z° °
furano-2-
carbaldeido (1)
"H 3 (ppm)
1
2 7,26 (s, 1H)
6,71 (d-dd,
3 1H, J=5,2
Hz)
. 5,96 (dd, J=
3,6 Hz, 1H)
5 -
6 8,78 (s, 1H)
8 -
9 5
10 -

N
HoN"2
1

3
NH,
E/

Cloridrato de
semcarbazida (2)

'H 8 (ppm)
9,99 (s, 2H)

8,87 (s, 1H)

6,65 (s, 2H)

().

H 3
- NH
HoN 2
A
S
Tiossemicarbazida (4)

'H § (ppm)
7,16(s, 2H)

8,60/4,48 (s/s,
1H)

7,52 (s, 2H)

O 10
L1 NH,

2

(0] o)
L=,

4

Lapdesf-FS (3)

'H 8 (ppm)

7,74 (d,
J=1,8Hz, 1H)

6,57 (dd,
J=34Hz/18
Hz, 1H)
6,80 (d, J=3,4
Hz, 1H)

7,75 (s, 1H)
10,27 (s, 1H)

6,33 (s, 2H)

Fonte: dados da pesquisa.

N—NH
8

BCs
(ppm)

144,0

110,9

111,9

149,8
129,9

156,5

1

7
2 _0 N—!

3 4 H

S 10
Se-NH,

Lapdesf-FTS (5)

'H 8 (ppm)
7,80 (d,
J=1,8 Hz,
1H)
6,62 (dd,
J=3,4 Hz/1,8
Hz, 1H)
6,96 (d, J=
3,4 Hz, 1H)
7,96 (s, 1H)
11,43 (s,
1H)
8,82/7,63
(s/s, LH/1H)

Bos
(ppm)

144,9

112,3

112,8

149,3
132,5

177,7

Com relago ao espectro de RMN de *H do composto Lapdesf-FS (3) (Espectros 3 e

4), observa-se ainda deslocamentos quimicos referentes as posicdes 3 e 4 em 6 6,57 ¢ & 6,80

ppm, como duplo-dupleto e dupleto, com constantes de acoplamento (J) 3,4 Hz e 1,8 Hz para

posicdo 3 e J 3,4 Hz para hidrogénio da posicdo 4, alem de deslocamento quimico referente

ao hidrogénio da posicdo 2 que aparece em & 7,74 ppm como um dupleto (J 1,5 Hz), tais

deslocamentos correspondem aos hidrogénios do anel furanico. Os hidrogénios da amida

priméria correspondentes & posicdo 10 apresentam deslocamento quimico em & 6,33 ppm

como um simpleto que integra para dois hidrogénios.
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Espectro 3 - Espectro de RMN *H do Lapdesf — FS (3) (DMSO).
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Fonte: dados da pesquisa.

Espectro 4 - Ampliacdes do espectro de RMN *H do Lapdesf-FS (3) - regides entre 7,64 e 7,84 ppm e

6,60 e 6,90 ppm (DMSO).
1 neom N 1 _
QR 300 H NMR (300 MHz, DMS®)6.80 (d/= 3.4 Hz, IH), |20
HNMR (300 T 6.57 (dd,J = 3.4, 1.8 Hz, 1H). I
MHz, DMSO) - Ad) B (dd)
_ 150
7.74(d,J=18 A 200 6.80 6.57
Hz, 1H). | — —
: H4 -100
Hej| H3
| L
H2 -100 e
& = o 8 3 o
T T CI> = T T T T T r‘ T T T LI T 'H T 1
7.80 7.75 7.70 6.85 6.75 6.65 6.55
f1 (ppm) f1 (ppm)

Fonte: dados da pesquisa.
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Segundo os dados de RMN de **C do composto Lapdesf-FS (3) (Espectro 5) foi
possivel verificar a presenca de todos os carbonos do composto final e, além dos
deslocamentos das posicdes 6 e 9 ja discutidas anteriormente, observou-se os deslocamentos
quimicos referentes aos carbonos do anel furanico em 6 144,0 ppm, 6 110,9 ppm, 6 111,9 ppm
e 6 149,8 ppm atribuidos aos carbonos das posicdes 2, 3, 4, e 5, respectivamente.

Espectro 5 - Espectro de RMN **C do Lapdesf — FS (3) (DMSO).
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4 o 2500
2000
1500
c2 C3 1000
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Fonte: dados da pesquisa.

Segundo os dados de RMN de *H do composto Lapdesf-FTS (5) (Espectros 6, 7 e 8),
verificou-se os hidrogénios da posi¢do 10 com deslocamentos quimicos em & 8,82 ppm ¢ &
7,63 ppm integrando para um hidrogénio cada, possivelmente devido ao carater de dupla
ligacdo do fragmento N-C-N, conforme descrito por TENORIO (2005) e outros
(TARASCONI et al., 2000; CASAS et al.,, 2000). Os outros deslocamentos quimicos
observados referem-se aos hidrogénios do anel furanico e aparecem em & 7,80, 6 6,62 ¢ 6 6,96
ppm referentes as posicdes 2 (dupleto; J=1,2 Hz), 3 (duplo-dupleto; J= 3,4 Hz e 1,8 Hz), 4
(dupleto; J=3,4 Hz).

Daniela Hartmann Jornada



Resultados e discussao

69

Espectro 6 - Espectro de RMN de 'H do Lapdesf-FTS (5) (DMSO).
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Fonte: dados da pesquisa.

Espectro 7 - Ampliagdes do espectro de RMN de *H do Lapdesf-FTS (5) nas regides entre 6,50 e 6,75
ppm e 6,85 e 7,05 ppm (DMSQOgs).

'HNMR G00MHz, @ Y &3 "HNMR (300 &K 400
DMS0)5 6.62 (ddJ O O O O MHz, DMSO$ © O -
=3.4,1.8 Hz, 1H). ~N\ 6.96 (d,/=3.4 Hz, \ ) - 300
A (dd) 7200 1H). C(d) i
6.62 6.96
e : ~200
H3 Iy *7| L
100
H4 - 100
ko m _0
- ‘_i |
T T T T T 'H T T T T T ' ' ' ' I ' I I
6.75 6.70 6.65 6.60 6.55 6.50 7.05 7.00 6.95 6.90 6.85
f1 (ppm) f1 (ppm)

Fonte: dados da pesquisa.
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Espectro 8 - Ampliagdes do espectro de RMN de *H do Lapdesf-FTS (5) nas regides entre 7,78 e 7,84

ppm (DMSO).
'H NMR (300 % & 600
MHz, DMSO) NN L =00
57.81 (d,J = I i
1.8 Hz, 1H). 400
HA C (d) -300
7.81 .
T _—200
L 100
—r -0
o --100
T T T T T T T T T T T T T

784 7.83 7.82 781 780 7.79 7.78
f1 (ppm)

Fonte: dados da pesquisa.

Os deslocamentos quimicos de RMN de **C estéo apresentados no espectro 9. Além
dos deslocamentos quimicos ja discutidos anteriormente para o compostos Lapdesf-FTS (5),
outros deslocamentos quimicos sdo observados em & 144,9 ppm (carbono da posi¢do 2), o

112,3 ¢ 6 112,8 ppm (posicdes 3 e 4, respectivamente) e 6 149,3 ppm (carbono da posigéo 5).
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Espectro 9 - Espectro RMN de **C do Lapdesf-FTS (5) (DMSO).
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Fonte: dados da pesquisa.

As informacgfes relacionadas aos deslocamentos quimicos obtidos nos espectros
sugerem que os compostos desejados foram obtidos. No que diz respeito a estereoquimica, de
acordo com dados descritos na literatura (PALLA et al., 1982; PALLA et al.,, 1986) a
condensacdo &cido catalisada de hidrazidas com aldeidos leva a formacdo de N-acil-
hidrazonas com configuracdo diastereoisomérica (E), pois € esta menos impedida do que a
forma (Z). A predominéncia da forma diastereoisomerica (Z) so foi observada em derivados
orto-piridinicos, possivelmente pela formacéo de uma ligacao hidrogénio intramolecular entre
0 &tomo de nitrogénio piridinico e o hidrogénio da funcdo amida da N-acil-hidrazona (PALLA
et al., 1982; PALLA et al., 1986). A presenca de sinal duplo no RMN ¢ atribuida a presenca
de ambos conférmeros, anti e sin-periplanares (RAHMAN et al., 2005; TIAN et al., 2009).

Baseado nessas informacgdes e nos dados obtidos, observa-se a presenca de apenas
uma forma diastereocisomérica predominantemente para todas as N-acil-hidrazonas

sintetizadas, uma vez que apresentam deslocamento quimico Unico do hidrogénio da imina.
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Da mesma forma, tiossemicarbazonas sintetizadas a partir de aldeidos encontram-se
predominantemente na forma diastereoisomérica (E) em meio liquido, devido a maior
estabilidade termodindmica (OTA et al., 1998).

Em estudos de RMN de 'H, Karabastos et al. (1962) determinaram que os hidrogénios
da imina no diastereoisomero (E) prevalecem em deslocamentos mais baixos do que (Z). No
entanto, da mesma forma que ocorre com as N-acil-hidrazonas, essas substancias sofrem
efeitos dos substituintes ligados ao carbono da azometina, da presenca de acido, do solvente
em que se encontram e dos substituintes ligados a tioamida (CARDOSO, 2008).

A determinacédo da forma diastereoisomérica deve ser confirmada atraves de métodos

mais especificos como difratometria de raios-X.

5.1.2 Sintese e elucidacdo estrutural do Lapdesf-MetSFS (2-((5-
(metilsulfonil)furan-2-il)metileno)hidrazinacarboxamida) (8) e Lapdesf-MetSFTS

(2-((5-(metilsulfonil)furan-2-il)metilene)hidrazinecarbotioamida) (9)

O intermediario Lapdesf-IMetS (7) apresentou-se como um 6leo verde e R¢ de 0,76 e
rendimento de 65% apos purificacdo em coluna cromatogréfica.

O mecanismo da reagdo € a substituicdo nucleofilica aromatica (Esquema 15), com
eliminacdo de haleto organico. O meio reacional em solvente polar aprotico reduz a energia
do estado de transigéo, estabilizando o ion sodio e facilitando o ataque do nucleofilo. Na
primeira etapa é feita a adicdo do grupo ao carbono halogenado, quebrando a ligacdo pi e
formando um carbanion. Em seguida, a carga negativa restaura a aromaticidade do anel e
ocorre a eliminacdo do halogénio, que ¢ um bom grupo abandonador (SOLOMONS;
FRIHLE, 2012).
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Esquema 13 - Mecanismo de reagdo para o intermediério Lapdesf-1MetS (7).

o) o o ¥ o)

el s Br o 9

H | B 0" "CHy <~ H)KE)% P |=—H | S’I\CH + Br

2 . b 3
JvNu' 7 ~CH, o
: -0
Etapa de adicdo do nucledfilo Estabilizagéo das Reestabelecimento da
estruturas de ressonancia aromaticidade

O aldeido Lapdesf-IMetS (7) obtido e purificado na etapa anterior reagiu com o
cloridrato de semicarbazida (2) e o composto formado, neste caso o Lapdesf-MetSFS (8),
apresentou-se como um solido de coloracdo levemente amarelado com Ry de 0,63, faixa de
fuséo entre 233 e 236° C e rendimento reacional de 73% e rendimento global de 35%.

De acordo com a tabela 5, observam-se algumas diferencas com relacdo aos
rendimentos obtidos e o0s descritos na literatura (BOSQUESI, 2009). A reducdo do
rendimento ndo deve estar relacionada ao tempo de reacdo da segunda etapa, de uma hora
para 48 horas, uma vez que o rendimento dessa etapa foi superior ao rendimento da primeira.
Na verdade, pode haver relacdo entre o baixo rendimento e a etapa de purificacdo do
intermediario, através da cromatografia em coluna. Além disso, o baixo poder nucleofilico do
metanossulfinato de sdédio e a riqueza de elétrons do anel furanico, que o tornam menos
susceptivel a um ataque nucleofilico, podem estar relacionados a rendimentos ndo téo

elevados nesta etapa da reacao.
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Tabela 5 — Comparacéo entre a metodologia de obtencdo utilizada e descrita para 0 composto
Lapdesf-MetSFS (8)

HsC. O
S0
Parametros © MN_NH
reacionais e
Lapdesf-MetSFS (8)
Etapa 1 Etapa 2
(5-bromo-2-furaldeido: (Lapdesf-1MetS: cloridrato de
metanossulfinato de s6dio) semicarbazida)
Obtido Bosquesi (2009) Obtido Bosquesi (2009)
Proporcéo de 1:1 1:1 1:1,5 1,25:1
reagentes (mols)
DMF metanol e agua | metanol e agua
Meio reacional DMF com acetato de
sodio
Temperatura refluxo refluxo 0°C nd*
Tempo de reacdo 4 horas 4 horas 1 hora 48 horas
Rendimento 65% nd* 73% nd*
reacional
Rendimento global 35% 59% 35% 59%
. cromatografia extragdo com lavagem com extracdo com
Remocéo de A ) - .
. . em coluna cloroférmio éter etilico acetato de etila e
impurezas/isolamento e
cristalizacdo
. x Oleo & 6leo a temperatura 233-236°C nd*
Faixa de fusdo do .
. temperatura ambiente
composto obtido .
ambiente

*nd — dados n&o disponiveis.

Fonte: dados da pesquisa.

Ja o composto Lapdesf-MetSFTS (9), um composto inédito, apresentou-se como um

solido amarelo, com Ry de 0,36, faixa de decomposicdo entre 211° e 215° C, rendimento

reacional da segunda etapa de 41% e rendimento global de 27%.

5.1.2.1 Caracterizagdo do Lapdesf-MetSFS (8) e Lapdesf-MetSFTS (9) por

infravermelho

A tabela 6 apresenta os dados obtidos no espectro de absorcdo no infravermelho dos
compostos Lapdesf-MetSFS (8) e Lapdesf-MetSFTS (9), com isso, pode-se sugerir a

formacéo da ligacdo imina através da do surgimento de banda préxima a 1600 cm™, além do
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desaparecimento da banda do estiramento C-H do aldeido em 2848 cm™. Além disso, verifica-
se estiramento em 1319 cm™ possivelmente causada pelo grupo sulfona (S=0) do grupo metil

sulfonil que foi substituido na posicao dois do anel furanico.

Tabela 6 - Comparacéo dos valores de absorcao na regido de infravermelho dos reagentes (6 e 2) e do
Lapdesf-MetSFS (8) e Lapdesf-MetSFTS (9).

Grupo Br. 0 Hic O 3 NH,
Funcional \“/\(}_(: H2N’HYNH2 ] N’H ", H3CO:/S//O o NH, O//SIO/)_{N—NH
4y | Sbromo-2-furaldeido (6) Cloridra:) w . ’ . l( . D_{H H

v (cm™) comiombasida (2) Tiossemicarbazida (4) et eSS Lapdesf-MetSFTS (9)
C=0 1670 1683 - 1701 -
N-H primaria - 3309, 3255 3261, 3178 3122 3263,3170
N-H ccundaria - 3421 3369 3446 3394
C=N - - - 1597 1618
C=C aromatico 1458 - - 1481 1489
S=0 (sulfona) - - - 1319 1311
N-N - 1521 1533 - 1517
C-H aigeido 2848 - - - -
C=S (tiona) - - 1001 - 1024

Fonte: dados da pesquisa.

Com relagao ao espectro de infravermelho do composto Lapdesf-MetSFS (8) (espectro
10), verificou-se estiramento em 1597 cm™ sugerindo a formacéo da ligag&o imina (C=N), que
ndo aparece no reagente 5-bromo-2-furaldeido (espectro 17). Além disso, verificaram-se
banda caracteristica da ligacdo C=O da amida em 1701 cm™ e estiramentos em
aproximadamente 3200 cm™ (assimétrica) e em 3122 cm™ (simétrica) provavelmente da
amida primaria, estiramento em 3446 cm™ da ligacdo N-H da amida secundéria e em 1318

cm™ estiramento assimétrico da sulfona (S=0), conforme mencionado anteriormente.
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Espectro 10 - Espectro na regido de infravermelho do Lapdesf-MetSFS (8).
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Fonte: dados da pesquisa.

Com relagdo ao espectro 11, do Lapdesf-MetSFTS (9) observa-se estiramento em
1581 cm™ sugerindo a presenca da ligacdo C=N (imina). Além disso, em 1024 cm™
estiramento referente ao grupo tiona (C=S) e aproximadamente em 3263 cm™ e 3170 cm™
estiramentos assimétrico e simétrico referentes a ligagdo N-H priméria e em 3394 cm™

estiramento da ligagdo N-H secundaria.
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Espectro 11 - Espectro na regiéo de infravermelho do Lapdesf-MetSFTS (9).
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Fonte: dados da pesquisa.

5.1.2.2 Ressonancia magnética nuclear do Lapdesf-MetSFS (8) e Lapdesf-
MetSFTS (9)

A tabela 7 apresenta a comparagéo entre os deslocamentos quimicos de RMN de *H e
BC do composto Lapdesf-MetSFS (8) e Lapdesf-MetSFTS (9), seus reagentes e do
intermediario Lapdesf-IMetS (7). Pode-se observar que possivelmente houve a formacéo do
intermediario Lapdesf-IMetS (7), uma vez que se verifica o deslocamento quimico em 6 3,42
e 6 3,33 ppm e & 3,35 ppm atribuidos aos hidrogénios da metila do grupo metilsulfona
(posicdo 7 para o intermediario e 11 para 0s compostos), respectivamente. Além disso,
quando se observa o composto Lapdesf-MetSFS (8) verificam-se os deslocamentos quimicos
em campo magnetico reduzido se comparados ao reagente 5-bromo-2-furaldeido (6) e
Lapdesf-1MetS (7), o hidrogénio da posi¢do 6, agora pertencente a funcdo imina se desloca
em & 7,80 ppm, enquanto seu carbono, da mesma fungéo, apresentou deslocamento quimico

em 6 128,1 ppm, 0 mesmo ocorre para 0 composto Lapdesf-MetSFTS (9), que aparece em
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deslocamento quimico 6 7,98 ppm, seu carbono aparece em & 130,7 ppm .

Foi possivel observar deslocamento quimico em 6 10,56 ppm e & 11,71 ppm para o
hidrogénio da amida e tioamida (hidrogénios da posicdo 8), respectivamente. Observa-se
ainda, deslocamentos quimicos em & 156, 1 ppm e & 178,2 ppm (carbonos da posicdo 9)

referente ao carbono da carbonila e tiocarbonila, respectivamente.
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Através do espectro de RMN de 'H do Lapdesf-IMetS (7) (Espectro 12 e 13),

observou- se deslocamentos quimicos em 6 7,69 e 6 7,51 ppm, dois dupletos, referentes aos

hidrogénios das posicles 3 e 4 respectivamente. Em & 9,76 ppm 0 deslocamento quimico é

correspondente ao hidrogénio pertencente ao hidrogénio da funcdo aldeido (hidrogénio da

posicao 6).
Espectro 12 - Espectro de RMN de *H do Lapdesf-IMetS (7) (DMSO).
g
g
é 1000
3
Qg0 1 O H0 L E Loy
- H7 g
HaC™ 3 0 ! 5
© 338ES 7 / . 6 S 8 feoo
(o)) NSNS 3 cMm o
N \
4
700
600
500
400
H6
300
H‘3 I‘—|4 200
[
LL 100
) J N S
r-100
b &b &
«® ] -
o - O (s
1(‘).0 9‘.5 ‘;0 8‘.5 8‘0 7‘.5 7‘.0 6‘.5 E;.O 5‘.5 ;.0 4‘5 4‘0 3‘.5 3‘0 2‘ 5
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Fonte: dados da pesquisa.
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Espectro 13—-Ampliacdes do espectro de RMN de *H do Lapdesf-IMetS (7) - regides entre 7,45 e 7,75

"H NMR (300 MHz, DMS®)7.69 (d,/ = 3.8 Hz,
1H), 7.51 (d/ = 3.8 Hz, 1H).

A (d) B (d)
7.69 7.51
A —
H3 H4
2 aQ
— o
T T T T T T T T T T T T T
775 7.70 7.65 7.60 7.55 7.50 7.45
f1 (ppm)

ppm e 3,25 e 3,50 ppm (DMSO).
o
w0
E 2000
-300 §
L o~ ~ 1500
< ]
[e2] (s2]
~200 | \
| 1000
H7 |
—100 500
-0 ro
T T : T T T T '
3.50 3.45 3.40 3.35 3.30 3.25
f1 (ppm)

Fonte: dados da pesquisa.

O espectros 14, 15 e 16 de RMN de 'H do composto final Lapdesf-MetSFS (8),

apresentam deslocamento quimico em & 7,80 ppm que sugere a formacéo da ligacdo iminica,

conforme discutido anteriormente. Além disso, observa-se deslocamento quimico em & 3,33

ppm, que integra para trés atomos de hidrogénio, possivelmente os hidrogénios da posicéo 11.

E possivel verificar ainda, em & 7,34 ¢ 7,04 ppm dois dupletos com constante de acoplamento

(J) de 3,7 Hz referentes aos hidrogénios das posicdes 3 e 4 (anel furénico), além disso, 0

deslocamento quimico em & 6,50 ppm, simpleto integrando para dois hidrogénios que foram

atribuidos a posicéo 10.
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Espectro 14 - Espectro de RMN de *H do Lapdesf-MetSFS (8) (DMSO).
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Fonte: dados da pesquisa.

Espectro 15 - Ampliacdo do espectro de RMN de *H do Lapdesf-MetSFS (8) - regides entre 6,90 e

7,50 ppm (DMSO).

'H NMR (300 MHz, DMS®)7.34 (dJ=3.7Hz, |14
1H), 7.04 (d/ = 3.7 Hz, 1H).
A (d) B (d)
7.34 7.04 - 100
— —
- 50
-0
i i
I T I T I T I T I I
74 73 71 70 69

7.2
f1 (ppm)

Fonte: dados da pesquisa.
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Espectro 16—Ampliacdo do espectro de RMN de *H do Lapdesf-MetSFS (8) - regides entre 6,40 e
6,65 ppm e 3,20 e 3,45 ppm (DMSO).

B - ,
< -80 000
| I L
H10 __60 ~ 1500
40 1000
20 I
L ~ 500
X -0 I
(¢S] 0
- ~-20
LI E e B A B B | ! T ! T ! T
6.60 6.55 6.50 6.45 6.40 6.35 3.40 3.35 3.30 3.25 3.20
f1 (ppm) f1 (ppm)

Fonte: dados da pesquisa.

Através do espectro de RMN de **C do composto Lapdesf-MetSFS (8) (Espectro 17) é
possivel identificar os deslocamentos quimicos em & 43,0 ppm atribuido ao carbono da
posicdo 11, correspondente a metila, em 6 154,1, 6 118,5, 6110,6 e 5148,9 ppm referentes as

posicoes dos carbonos 2, 3,4e5.
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Espectro 17 - Espectro de RMN “*C do Lapdesf-MetSFS (8) (DMSO).
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Fonte: dados da pesquisa.

Com relagdo ao espectro de RMN *H do composto Lapdesf-MetSFTS (9) (Espectros
18, 19 e 20), observou-se também deslocamento quimico referente aos hidrogénios da posicéo
10 em & 8,43 ppm e 6 7,83ppm. Os hidrogénios no anel furdnico aparecem em deslocamentos

quimicos 6 7,38 ppm, & 7,20 ppm, referentes as posigdes 3 e 4 respectivamente.
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Espectro 18 - Espectro de RMN 'H do Lapdesf-MetSFTS (9) (DMSO).
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Fonte: dados da pesquisa.
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Espectro 19 - Espectro de RMN 'H do Lapdesf-MetSFTS (9) - ampliac&o da regi&o entre 7,1 ppm e
8,5 ppm (DMSO).
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Fonte: dados da pesquisa.

Espectro 20 - Ampliac&o do espectro de RMN *H do Lapdesf-MetSFTS (9) - regides entre 7,18 ppm e
7,42 ppm (DMSO).
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Fonte: dados da pesquisa.

A partir do espectro de RMN **C do composto Lapdesf-MetSFTS (9) (Espectro 21) foi

possivel observar ainda deslocamentos quimicos referente aos carbonos do anel furanico, em
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o 153,7 ppm, 6118,6 ppm, 111,0 ppm e & 149,6 ppm das posi¢des 2, 3, 4 ¢ 5, respectivamente.

Além do carbono metilénico que aparece em deslocamento quimico & 43,0 ppm.

Espectro 21 - Espectro de RMN “*C do Lapdesf-MetSFTS (9) (DMSO).
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Fonte: dados da pesquisa.

5.1.3 Sintese e elucidacdo estrutural do Lapdesf-HMFS (2-((5-
(hidroximetil)furan-2-il)metileno)hidrazinacarboxamida) (11) e Lapdesf-HMFTS

(2-((5-(hidroximetil)furan-2-il)metileno)hidrazinacarbotioamida) (12)

O composto Lapdesf-HMFS (11) apresentou-se como um solido levemente amarelado,
com R¢ 0,60, faixa de fusdo entre 196°C a 200°C, e o rendimento global foi de 50%. Ja o
composto Lapdesf-HMFTS (12) apresentou-se como um solido brilhante, levemente
amarelado, R¢ 0,60, faixa de fusdo entre 181°C a 186°C e rendimento global de 83%.

Comparando as metodologias de obtencdo do Lapdesf-HMFS (11), conforme se
observa na tabela 8, é possivel inferir a respeito da importancia do excesso de um dos

reagentes aumentando o rendimento reacional, por outro lado, analisando a obtengdo do
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Lapdesf-HMFTS (12), o mesmo ndo ocorre com a tiossemicarbazida. Com relacdo as faixas
de fusdo, para os compostos Lapdesf-HMFS (11) e Lapdesf-HMFTS (12) verificou-se
equivaléncia aos mesmos ja descritos na literatura, por Bosquesi (2009) e Gardner e

colaboradores (1951), respectivamente.

Tabela 8 - Comparacdo dos parametros sintéticos em relacdo as metodologias empregadas na
obteng&o do Lapdesf-HMFS (11) e Lapdesf-HMTS (12).

o) g
, S—NH,

HO O N-N HO/\EO)_{/N_NH
2
/\“/\/)—éH p ]

Lapdesf-HMFS (11) Lapdesf-HMFTS (12)

Parametros
reacionais

Gardner et al.

Obtido Bosquesi (2009) Obtido (1951)
Proporcéo de
reagentes
. 1:15 1:2 1:1 11:1
(aldeido: amina)
(mols)

metanol e agua metanol e agua

Meio reacional

com acetato de

com acetato de

metanol e agua
com &cido acético

etanol e 4gua com
acido acético

sodio sodio
Temperatura 0°C 0°C 0°C aquecimento
Tempo de reacéo 1 hora instantanea 1 hora 1 horas
Rendimento 50% 59% 83% 76%
global obtido
Remocéo de lavagem com éter | cristalizacdo com | lavagem com éter | recristalizacdo em
impurezas etilico agua destilada etilico etanol
Faixa de fusdo
do produto 196-200°C 196-199°C 181-186°C 190°C
obtido

Fonte: dados da pesquisa.

5.1.3.1 Analise de absorcdo nas regides de infravermelho do Lapdesf-
HMFS (11) e Lapdesf-HMFTS (12)

A tabela 9 apresenta a comparacdo dos dados de absor¢éo na regido de infravermelho
dos compostos e dos reagentes utilizados. Pode-se observar que ambos 0S compostos,
Lapdesf-HMFS (11) e Lapdesf-HMFTS (12), apresentaram banda de estiramento em 1600
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cm?, referente & ligacdo C=N (imina) e a auséncia de banda de deformacdo axial referente &

ligacdo C-H do aldeido.

Tabela 9 - Comparacdo dos valores de absorcao na regido de infravermelho do Lapdesf-HMFS (11) e
Lapdesf-HMFTS (12).

Grupo
funcional

v (cm™)

C=0

N-H primaria
N-H secundaria
C=N

C=C aromatico
C=S

N-N

C-H aldeido
O-H

HOWO
Y

H
5-hidroximetil-2-
furaldeido (10)

1670

H

HZN’N\”/NFE

(0]

Cloridrato de
semicarbazida (2)

1683
3309, 3255
3421

1521

Fonte: dados da pesquisa.

H
N NH
HoN Y 2
S
Tiossemicarbazida (4)

3261, 3178
3369

1001
1533

o
SNH,
HO (o] N—NH
<
H

Lapdesf-HMFS (11)

1668
3300, 3200
3410
1600

s
SNH,

HO O N—NH
| )—~<
H

Lapdesf-HMFTS (12)

3317, 3149

1600

1008
1558

3437

Através do espectro de absorcdo na regido de infravermelho do composto Lapdesf-

HMFS (11) (Espectro 22), observou-se também estiramento referente a ligagdo C=0 em

1675 cm™, estiramento em 3300 cm™ e 3200 cm™, assimétrico e simétrico, respectivamente,

referentes a ligacdo N-H da amida primaria. Além disso, observa-se estiramento referente a

ligacdo N-H secundaria em 3410 cm™.
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Espectro 22 - Espectro na regiéo de infravermelho do Lapdesf-HMFS (11).
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Fonte: dados da pesquisa.

Quanto ao espectro de absorcdo na regido de infravermelho do composto Lapdesf-
HMFTS (12) (Espectro 23), além dos estiramentos ja discutidos, verificou-se deformacéo
axial referente a C=S em 1008 cm™. Ainda, estiramento em 3317 cm™ (assimétrico) e em
3149 cm™ (simétrico), referentes & ligagdo N-H, em 1558 cm™ deformac&o axial da ligacéo N-
N e a banda de OH com estiramento em 3437 cm™.
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Espectro 23 - Espectro na regido de infravermelho do Lapdesf-HMFTS (12).
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Fonte: dados da pesquisa.

5.1.3.2 Analise de ressonancia magnética nuclear do Lapdesf-HMFS (11) e
Lapdesf-HMFTS (12)

Na tabela 10 sdo apresentados os deslocamentos quimicos de RMN *H e *C obtidos
para os compostos Lapdesf-HMFS (11) e Lapdesf-HMFTS (12). Comparando os dados
obtidos nos espectros de RMN de *H e RMN de **C dos compostos foi possivel observar
deslocamentos quimicos referente ao hidrogénio e carbono da posi¢édo 6 em 6 7,72; 130,1 ppm
e 6 7,93; 132,7 ppm, respectivamente, os quais correspondem & formacéo da ligacdo imina.
Os deslocamentos quimicos de RMN de 'H dos hidrogénios da posicdo 8 dos compostos
Lapdesf-HMFS (11) e Lapdesf-HMFTS (12) aparecem, respectivamente, em & 10,22 e 6
11,39 ppm. Além disso, os deslocamentos quimicos de RMN de *3C referentes aos carbonos
da carbonila e tiocarbonila (carbono da posi¢cdo 9) dos compostos Lapdesf-HMFS (11) e
Lapdesf-HMFTS (12) aparecem em deslocamentos quimicos em & 156,7 e 6 177,6 ppm,

respectivamente.
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Tabela 10 - Deslocamentos quimicos referentes 8 RMN *H e **C do Lapdesf-HMFS (11) e Lapdesf-

HMFTS (12).
s 7 1 (@] H 3 H O, 10 S 10
HO™ ™ o) 6 HoN" ZYNHZ H N,N ﬁsz 12 1 7 >9_NH2 1noo12 1 7 >9_NH2
POSl(;aO ) Cloridrato de T'ossem'c:rba ida (4) i 3| 7* H 3| /7 H
5-hidroximetil-2- semcarbazida (2| oo ! '
furaldeido (10) Lapdesf-HMFS (11) Lapdesf-HMFTS (12)
1 1 1 1 B 1 BCs
H 6 (ppm H d(ppm H d(ppm H o(ppm H o (ppm
(ppm) (ppm) (ppm) (ppm) S(ppm) (ppm) (ppm)
9,99 (s,
1 - 2H) 7,16(s, 2H) - - - -
8,87 (s, 8,60/4,48 (s/s,
2 - 1H) 1H) - 149,0 - 148,5
_ 6,73 (d, 6,89 (d,
3 7,49 (d,lJl_I)S,S Hz, G,SZ)(S, 7,52 §S|_,|)1H/S, 1=3.3Hz, 111.9 1=3.4 Hz, 1137
1H) 1H)
6,38 (d,
6,60 (d, J= 3,5 Hz, 6,43 (d, J=
4 - - J=3,3 Hz, 109,1 109,4
1H) 1H) 3,4 Hz, 1H)
5 - - - - 156,5 - 157,6
7,72
6 9,54 (s, 1H) ; ; ’ 1H)(S’ 1301 | 7,93(s, 1H) | 1327
; 4,50 (d, 5,1 Hz, i ) ) _ _
2H) -
10,22 (s, 11,39 (s,
8 5,58 (t, 1H) - = 1H) - 1H) R
9 - - - - 156,7 - 177,6
10 ) ) ) 6,30 (s, i 8,17/7,55 i
2H) (s/s, LH/1H)
5,32 (t,
11 - - - 1H) - 5,33 (s, 1H) -
4,40 (d, J=
12 - - - s7hzon 57 | 442(2H) | 557

Fonte: dados da pesquisa.

Pela andlise de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio do composto Lapdesf-
HMFS (11) (Espectro 24) observa-se deslocamento quimico em & 4,40 ppm, que Se apresenta
como um dupleto (J=5,7 Hz) atribuido ao hidrogénio da hidroxila na posi¢do 12. Em 6 6,30
ppm deslocamento quimico atribuido ao hidrogénio da amida priméria, na posi¢do 10 e em &
5,32 ppm deslocamento quimico referente aos hidrogénios da posicdo 11. Os hidrogénios 3 e
4 do anel furanico foram atribuidos aos dupletos com deslocamentos quimicos em & 6,73 ppm

e 4 6,38 ppm, respectivamente, apresentando a mesma constante de acoplamento (J=3,3 Hz).
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Espectro 24- Espectro de RMN *H do Lapdesf-HMFS (11) (DMSO).
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Fonte: dados da pesquisa.

Espectro 25-Ampliagdes do espectro de RMN *H do Lapdesf-HMFS (11) - regides entre 6,20 e 6,50

ppm e 5,15 e 5,45 ppm (DMSO).
A e 8 'HNMR (300  [500
| | MHz, DMSOB N
6.38 (dJ=3.3 Hz]_ 0 300
1H). | 400 |
A -300
6.38 I H12 200
|
H4, - 200
L —100
'7'10 ~100
I + -0
L E— |'_i' I ‘I_| L B — ' L e s s B B B
6.50 6.45 640 635 630 625 6.20 545 540 535 530 525 520 5.15
f1 (ppm) f1 (ppm)

Fonte: dados da pesquisa.
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Espectro 26—Ampliacdes do espectro de RMN *H do Lapdesf-HMFS (11) - regides entre 4,32 e 4,52

ppm e 6,67 e 6,82 ppm (DMSO).
"H NMR (300 ’i 5 ~ 600 "H NMR (300 IN |
MHz, DMSO} | [ c00 MHz, DMSOp i 400
440 (d,/=5.7 Hz, > 672(d/ =33 Hz, [ I
1H). AW 400 1H). 6.72 ~300
|| I
T - 300 1 i
Hi1 - H3 - 200
- 200
s 100
100 g
I -0
_0 -
L L |
o i --100
T T T T T T T T T T T T T T i T T T
450 445 440 435 430 6.80 6.75 6.70 6.65
f1 (ppm) f1 (ppm)

Fonte: dados da pesquisa.

A partir do espectro de RMN *C do composto Lapdesf-HMFS (11) (Espectro 27) foi
possivel atribuir todos os sinais referentes aos atomos de carbono presentes no composto.
Verificou-se em & 156,5, & 111,9, 6109,1, & 149,0 ppm deslocamentos quimicos
correspondentes aos carbonos do anel furanico, das posicles 2, 3, 4, e 5, respectivamente. O
carbono da posicéo 11, referente a metila foi atribuido com deslocamento quimico em & 55,7
ppm.
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Espectro 27 - Espectro de RMN **C do Lapdesf-HMFS (11) (DMSO).
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Fonte: dados da pesquisa.
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Espectro 28 - Ampliacao do espectro de RMN **C do Lapdesf-HMFS (11) - regides entre 155,5 e

159,5 ppm (DMSO).
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Fonte: dados da pesquisa.
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Com relacéo aos dados obtidos através do espectro de RMN *H do composto Lapdesf-
HMFTS (12) (Espectros 29, 30), observou- se em & 8,17 ¢ & 7,55 ppm deslocamentos
quimicos referentes aos hidrogénios da posicdo 10, que ndo sdo equivalentes, conforme
discutido anteriormente. Os deslocamentos quimicos dos hidrogénios do anel furanico
aparecem em 4 6,89 ppm e & 6,43 ppm, referentes as posicdes 3 e 4, respectivamente,
apresentados como dois dupletos (J=3,4 Hz). Foi possivel verificar ainda, deslocamentos
quimicos dos hidrogénios do grupo metil em & 4,42 ppm, referente & posicdo 12 e o
deslocamento quimico pertencente ao hidrogénio da hidroxila em & 5,33 ppm, correspondente
a posicdo 11.

Espectro 29 - Espectro RMN *H do Lapdesf-HMFTS (12) (DMSO).
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Fonte: dados da pesquisa.
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Espectro 30 - Ampliacio do espectro de RMN *H do Lapdesf-HMFTS (12) - regides entre 6,30 e 7,00

ppm (DMSO).
"H NMR (300 MHz, DMS®)6.89 (d,/ = 3.4 Hz,
1H), 6.42 (d/ = 3.4 Hz, 1H). ~ 150
A (d) B(d)| |
6.89 6.42| 100
A A L
H H4
- 50
»T -0
a a r
o o
T T T T T T T T T
69 68 67 6.6 65 6.4

f1 (ppm)

Fonte: dados da pesquisa.

Através do espectro de RMN **C do composto Lapdesf-HMFTS (12) (Espectro 31) foi
possivel identificar os sete &tomos de carbono presentes na molécula. Atribuiu-se em & 55,7
ppm deslocamento quimico referente ao carbono da posicdo 12, do carbono metilénico. Os
carbonos pertencentes ao anel furénico sdo vistos em deslocamentos quimicos de 6 156,7, &
113,7, 6 109,4 e & 148,5 ppm correspondentes aos carbonos das posicbes 2, 3, 4 e 5,
respectivamente.
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Espectro 31 - Espectro RMN **C do Lapdesf-HMFTS (12) (DMSO).
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Fonte: dados da pesquisa.

514 Sintese e elucidagdo estrutural do Lapdesf-BrFS (2-((5-
bromofuran-2-il)metileno)hidrazinacarboxamida) (13) e Lapdesf-BrFTS (2-((5-

bromofuran-2-il)metileno)hidrazinacarbotioamida) (14)

O composto Lapdesf-BrFS (13) apresentou-se como um solido branco, com Ry 0,11
em fase mdvel 60:40 acetato de etila:hexano, o rendimento global foi de 74% e a faixa de
decomposi¢do foi de 158 °C a 176 °C. Embora este composto j& tenha sido descrito na
literatura (RAFFAUF, 1950), o trabalho em questdo ndo traz informac@es referentes a sua
obtencdo que sejam passiveis de comparacdo com a metodologia obtida.

Ja no caso do composto Lapdesf-BrFTS (14), este se apresentou como um solido
rosado, com faixa de fusdo entre 63 °C e 68 °C e R; 0,76, com rendimento global de 24% e
embora 0 compostos tenha sido descrito na literatura por Ivanov e Donova (1957), ndo se

obteve acesso ao trabalho a fim de possibilitar comparacdo metodoldgica.
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5.1.4.1 Absorcdo na regido do infravermelho do Lapdesf-BrFS (13) e
Lapdesf-BrFTS (14)

A Tabela 11 apresenta a comparacdo dos valores de absorcdo na regido de
infravermelho dos compostos Lapdesf-BrFS (13) e Lapdesf-BrFTS (14). Verificam-se em
1662 cm™ e 1589 cm™bandas de estiramento referentes & ligacdo imina, identificando a
possivel formacdo dos compostos Lapdesf-BrFS (13) e Lapdesf-BrFTS (14), respectivamente.
Alem disso, é possivel observar a auséncia da banda C-H aldeido nos espectros de

infravermelho.

Tabela 11 - Comparagao dos valores de absor¢do na regido de infravermelho do Lapdesf-BrFS (13) e
Lapdesf-BrFTS (14).

Grupo B o 0 HZN’HYNHZ ¥ " . N_(:E—NHZ b o N_NE—NHQ
funcional \E/)—/(H S FN 73( ’ \E}_g \E/)—é/
5-bromo-2- CIoridrato d? Tiossemicarbazida (4) i :

- (cm_l) furaldeido (6) semicarbazida (2) Lapdesf-BrFS (13) Lapdesf-BrFTS (14)
C=0 1670 1683 - 1705 -
N-H priméria - 3309, 3255 | 3261, 3178 3277, 3197 3352, 3161
N-H cecundaria = 3421 3369 3456 3460
C=N - - - 1662 1589
C=C aromatico 1458 - - 1469 1438
C=S - - 1001 - -
S-H ; ; ; - 2358
N-N - 1521 1533 - 1533
C-H adeido 2848 - - B )

Fonte: dados da pesquisa.

Atraves do espectro de absorcdo na regido de infravermelho do Lapdesf-BrFS (13)
(Espectro 32), verificou-se estiramento da ligacio C=0 em 1705 cm™. Ainda, estiramento em
3277 cm™ assimétrico e em 3197 cm™ simétrico referentes a ligacdo N-H da amida primaria, e
em 3455 cm™ estiramento referente & ligagdo N-H secundaria. Em 1469 cm™ observou-se,

ainda, estiramento referente a ligagdo C=C do anel aromatico.
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Espectro 32 - Espectro na regiéo de infravermelho do Lapdesf-BrFS (13).
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Fonte: dados da pesquisa.

Através da andlise de absorcdo em infravermelho do Lapdesf-BrFTS (14) (Espectro
33) foi possivel identificar em 2358 cm™ deformacdo axial sugestiva do tautdmero em sua
forma tiol (S-H), conforme descrito por Tenorio et al. (2005). Observa-se ainda auséncia da
banda C=S entre 1028-1081 cm™ e em 3352 cm™ deformacéo axial assimétrica e simétrica em
3161 cm™ da ligacdo N-H. Em 3460 cm™ observa-se estiramento correspondente & ligagdo N-

H secundaria.
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Espectro 33 - Espectro na regido de infravermelho do Lapdesf-BrFTS (14).
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Fonte: dados da pesquisa.

5.1.4.2 Analise de ressonancia magnética nuclear do Lapdesf-BrFS (13) e
Lapdesf-BrFTS (14)

A Tabela 13 apresenta os deslocamentos quimicos obtidos através do espectro de
RMN *H e *C dos compostos Lapdesf-BrFS (13) e Lapdesf-BrFTS (14). Comparando 0s
dados obtidos nos espectros de RMN de *H e RMN de **C dos compostos Lapdesf-BrFS (13)
e Lapdesf-BrFTS (14), respectivamente, foi possivel observar deslocamentos quimicos
referente ao hidrogénio e carbono da posi¢do 6 em & 7,67; 128,8 ppm ¢ 6 7,88; 131,3 ppm,
respectivamente, os quais correspondem & formacdo da ligacdo imina. Os deslocamentos
quimicos de RMN de *H dos hidrogénios da posicdo 8 dos compostos Lapdesf-BrFS (13) e
Lapdesf-BrFTS (14) aparecem, respectivamente, em 6 10,30 e & 11,47 ppm. Além disso, 0s
deslocamentos quimicos de RMN de **C referentes aos carbonos da carbonila e tiocarbonila
(carbono da posicéo 9) dos compostos Lapdesf-BrFS (13) e Lapdesf-BrFTS (14) em 6 156,4
e 6 177,8 ppm, respectivamente.
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Tabela 12 - Deslocamentos quimicos referentes 8 RMN *H e **C dos Lapdesf-BrFS (13) e Lapdesf-

BIFTS (14).
H 0 S
.0 N2 H 10 10
Br (o] 6 HZN/ZYNHZ H N”;‘ NH, 1 7 %NHZ 1 7 >9_NH2
2 H 1 2 m/ Br. o N—NH Br._ fo) N—I\BIH
POSi(}éO M Cloridratoo de ° EE/)S_S{/ E DS—%/
5-brom9-2- semcarbazida (2) Tiossemicarbazida (4) 4 H 4 H
furaldeido ©) Lapdesf-BrFS (13) Lapdesf-BrFTS (14)
'H3(ppm) | 'H3(ppm) | 'HE(ppm) | 'H S (ppm) €8 [ g (ppm) €T
(ppm) PP (ppm)
9,99 (s,
1 - o) 7,16(s, 2H) ; ; ; ;
8,87 (s, 8,60/4,48 (s/s,
2 - i i ; 151, 9 ; 151,4
6,83 (d, 7,00 (d,
7,57 (d, J=3,7
3 H( " G’SZ)(S’ 7,52 ;SF’DlH/ S | J=35Hz, | 1140 | J=35Hz, | 1153
z,1H) 1H) 1H)
6,68 (d
6,95 (d, J= 3,7 D08 6,74 (d, =
) Hz, 1H) ' ' e nn S gy, 1wy | M4
1H)
5 - . - ; 1230 ; 124.1
6 9,48 (s, 1H) - ; 7'(15Z|)(S’ 1288 | 7,88(s,1H) | 1313
. ] 10,30 (s, 11,47 (s,
1H) 1H)
9 ; ; ; ; 156,4 ; 1778
10 ) _ 6,35 (s, i 8,24/7,68 ]
2H) (s/s, LH/1H)

Fonte: dados da pesquisa.

Além dos deslocamentos quimicos citados anteriormente, observou-se através dos
espectros de RMN 'H do Lapdesf-BrFS (13) (Espectros 34 e 35) observou-se em & 6,83 ppm
e 0 6,68 ppm deslocamentos quimicos correspondentes aos hidrogénios 3 e 4 do anel furanico,
respectivamente, se apresentam como dupletos apresentando a mesma constante de
acoplamento (J=3,5 Hz). Com relagcdo aos hidrogénios da amida primaria, esses aparecem
com deslocamentos quimicos em & 6,35 ppm, como um simpleto integrando para 2

hidrogénios.
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Espectro 34 - Espectro de RMN *H do Lapdesf-BrFS (13) (DMSO).
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Fonte: dados da pesquisa.

Espectro 35 - Ampliacio do espectro de RMN *H do Lapdesf-BrFS (13) - regides entre 6,0 e 7,8 ppm

(DMSO).
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H10
|
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L & L b
o o o 0]
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78 76 74 70 68 66 64 6.2
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Fonte: dados da pesquisa.
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Através dos deslocamentos quimicos obtidos no espectro de RMN *3C do Lapdesf-
BrFS (13) (Espectro 36) foi possivel atribuir todos os atomos de carbono pertencentes ao
composto. Além dos deslocamentos discutidos anteriormente, observa-se os demais carbonos
do anel furanico com deslocamentos quimicos em & 151,9, 6 114,0, & 113,5 ¢ 6 123,0 ppm
referentes as posicles 2, 3, 4, e 5, respectivamente.

Espectro 36 - Espectro de RMN “*C do Lapdesf-BrFS (13) (DMSO).
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Fonte: dados da pesquisa.

Com relagcdo ao composto Lapdesf-BrFTS (14), a partir dos deslocamentos obtidos
através do espectro de RMN de *H (Espectros 37 e 38), observa-se em & 8,24 ppm ¢ & 7,68
ppm os hidrogénios da posicdo 10, possivelmente devido ao carater de dupla ligacdo do
fragmento N-C-N (TENORIO et al., 2005; TARASCONI et al., 2000; CASAS et al., 2000).
Os deslocamentos quimicos referentes aos hidrogénios do anel furanico aparecem em & 7,00
ppm e & 6,74 ppm, e foram atribuidos as posi¢des 3 e 4, respectivamente.
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Espectro 37 - Espectro RMN *H do Lapdesf-BrFTS (14) (DMSO).
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Fonte: dados da pesquisa.
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Espectro 38 - Ampliacio do espectro de RMN *H do Lapdesf-BrFTS (14) - regides entre 6,70 e 7,15

ppm (DMSO).
"H NMR (300 MHz, DMSOP 7.00 (d,/=3.5 [,
Hz, 1H), 6.74 (d,J = 3.5 Hz, 1H). o
-‘700
A(d) B [
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400
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200
100
& O
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i S F-100
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f1 (ppm)

Fonte: dados da pesquisa.

Segundo os dados de RMN de **C do composto Lapdesf-BrFTS (14) (Espectro 39) foi
possivel verificar a presenca de todos os carbonos do composto final. Além dos
deslocamentos j& discutidos anteriormente, observou-se deslocamentos quimicos em & 151,4,

6 115,3, 6 114,4 ¢ 6 124,1 ppm atribuidos as posicdes 2, 3, 4, e 5, respectivamente.
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Espectro 39 - Espectro RMN **C do Lapdesf-BrFTS (14) (DMSO).
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Fonte: dados da pesquisa.

5.1.4.3 Espectro de massas dos bioisdsteros sintetizados

A tabela 13 apresenta os picos referentes ao ion molecular dos compostos obtidos

através dos espectros de massas de alta resolucdo (ESI-TOF), em modo positivo e negativo.

Todos se apresentaram concordantes com cada massa monoisotopica calculada, confirmando

a obtencdo dos compostos. Os espectros encontram-se dispostos na secdo Apéndice.
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Tabela 13 - Dados obtidos através da espectrometria de massas dos bioisosteros sintetizados.

Composto

o)
S—NH,

EO)_{N—NH
| 4
/ H

Lapdesf-FS
S
SNH,
o) N—NH
‘ 4
/ H
Lapdesf-FTS

Hsc\s/,o

SIH—
\ \
22 e
J—NH,
0

Lapdesf-MetSFS

Lapdesf-BrFTS

Férmula
molecular

CsH7N302

CsH;N30S

C7/HygN30,S

C7HgN30;

CGHGBrNQ,OQ

CeHeBIN,0S

Massa
monoisotopica
calculada

153,14 g/mol

169,20 g/mol

231,23 g/mol

183,16 g/mol

199,23 g/mol

232,03 g/mol

248,10 g/mol

Fonte: dados da pesquisa.

Massa obtida

[M+H]" = m/z
154,06

[M+Na]* = m/z
192,02

[M+Na]" = m/z
254,02

[M+H]" = m/z
184,07

[M+Na]" = m/z
222,03

[M]" = m/z 231,95

[M+Na]" = m/z
271,92
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5.2  Ensaio bioldgico (determinacgdo da atividade leishmanicida in vitro)

e determinacao das cargas parciais dos carbono 6 e 9 in silico

Os compostos obtidos foram avaliados quanto a atividade leishmanicida frente as
cepas promastigotas de L. amazonensis. Os resultados de 1Csy obtidos ap6s a conversdo
através de regressdo linear dos valores de absorvancia e os valores das cargas parciais do

carbono 6 (imina) e do carbono 9 (carbonila/tiocarbonila) estdo apresentados na tabela 14.
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Tabela 14 - Valores de 1Cs, obtidos contra formas promastigotas de L. amazonensis e carga parcial
do carbono da imina.

I Cs0-promastigotas | Carga parcial do Carga parcial do
m
Compostos (Lg/mL) C6 (C=Niming) C9 (C=0/C=S)
[/)—é/H 25,00 -0,115 0,413
Lapdesf-FS (3)
) 45,00 -0,100 0,189
Lapdesf-FTS (5)
T\?—{”‘”;LNHZ 3,40 -0,160 0,425
Lapdesf-MetSFS (8)
c”’8//|o 4
M“*N;NH2 nd* -0,100 0,189
Lapdesf-MetSFTS (9)
HO o] N—}-FNHZ
Ry >100,00 -0,120 0,414
Lapdesf-HMFS (11)
HO o] Nfz%NHZ
AV 10,30 -0,103 0,187
Lapdesf-HMFTS (13)
B0 N—ZE_NHZ
Wt 19,50 -0,132 0,419
Lapdesf-BrFS (15)
S
SN,
Br_0  N-NH
v 31,20 0,111 0,186
Lapdesf-BrFTS (16)
(o)
L 1,10 -0,124 0,415
Nitrofural
Pentamidina 3,47 - -
Anfotericina B 2,98 - -

*nd — ndo determinado.

Fonte: dados da pesquisa.
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O composto Lapdesf —MetSFS (8) apresentou 1Csq de 3,40 pg/mL, equivalente ao da
pentamidina (ICsp 3,47 pg/mL), farmaco padrdo utilizado no ensaio. Obteve-se ainda, outros
dois compostos com valores baixos de ICsp, 0 composto Lapdesf — HMFTS (12), que
apresentou 1Csp 10,30 pg/mL e o composto Lapdesf —BrFS (13) com ICsp de 19,50 pg/mL.
Nenhum dos compostos sintetizados apresentou maior poténcia que o NF (ICsq 1,10 pg/mL),
que apresentou valor 1Csy aproximadamente duas vezes mais potente que a Anfotericina B,
que possui 0 menor ICsp entre os farmacos utilizados como padrdes.

O composto Lapdesf —HMFS (11) ndo apresentou atividade contra as formas
promastigotas de L. amazonensis nas concentracfes empregadas. Além disso, 0s compostos
Lapdesf — FTS (5) e Lapdesf —FS (3) ndo se mostraram muito ativos, apresentaram ICs
aproximadamente 13 e sete vezes maiores que o da pentamidina, respectivamente.

Para a maioria dos compostos, a substituicdo do oxigénio (semicarbazona) pelo
enxofre (tiossemicarbazona) promoveu reducdo da atividade biolégica. Este fato pode estar
relacionado com a mudanca da reatividade do carbono da carbonila/tiocarbonila (C9)
observada através das cargas parciais.

A cisteina protease possui um grupo tiol no residuo de cisteina (S-H) que sofre
desprotonacdo por um residuo de histidina proximo, formando um nucleofilo (ion tiolado-
imidazolio) capaz de atacar centros positivados (STERVENDING et al., 2006; SAJID;
MCKERROW, 2002). A influéncia de grupos eletroatratores no anel furanico pode atuar
aumentando a deficiéncia eletrénica do carbono da carbonila/tiocarbonila (C9) e tornando-o

um possivel sitio de ataque nucleofilico para essa enzima, conforme sugerido pela figura 24.
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Figura 24 - Representacdo esquematica da possivel interagdo entre a enzima e o melhor composto
obtido.

Fonte: proprio autor.

No caso do carbono da imina (C6), a influencia de grupos eletroatratores também
promove alteracBes na carga parcial. No entanto, ndo ha relacdo direta com a atividade
bioldgica, sugerindo que as alteracdes eletrbnicas nessa posicao ndo sao determinantes para a
atividade.

No caso dos compostos Lapdesf -HMFS (11) e Lapdesf —-HMFTS (12), observa-se o
inverso, em que o derivado com oxigénio € inativo. Além disso, o composto Lapdesf —
HMFTS (12), contendo enxofre, apresentou a segunda melhor atividade biologica da série
sintetizada (1Cs0=10,30 pg/mL), o que corrobora com estudo realizado por Du et al (2002) em
que tiossemicarbazonas apresentaram-se mais ativas que semicarbazonas, isso sugere que

outros mecanismos possam estar envolvidos na atividade biologica desses compostos.
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6 CONCLUSOES

Foram sintetizados e caracterizados estruturalmente através de métodos analiticos
todos os bioisdsteros propostos. Sete deles foram testados quanto as suas atividades
bioldgicas frente as formas promastigotas de L. amazonensis, e obteve-se um composto
(Lapdesf-MetSFS (8)) com ICs equivalente ao da pentamidina. Os outros cinco compostos
demonstraram atividade inferior variando de 3 a 13 vezes. Além disso, 0 composto Lapdesf-
HMFS (11) foi inativo nas concentragdes utilizadas e os compostos Lapdesf-HMFTS (12) e
Lapdesf-BrFS (13) demonstraram atividade, porém, inferior ao nitrofural, variando de 3 a 40

VEZES.
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APENDICE

Os espectros dos reagentes utilizados estdo dispostos nessa sec¢do, bem como o0s

espectros obtidos através de espectrometria de massa dos bioisésteros sintetizados.

Caracterizacdo estrutural do reagente (1) - furano-2-carbaldeido

Infravermelho (pastilhas KBr): C=0 aldeido: 1674,21 cm™; C-H aldeido: 2848,86 cm™ e 2812,21 cm™,
C=C aromatico: 1473,62 cm™,

Espectro 40 - Espectro na regido de infravermelho do furano-2-carbaldeido (1).
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RMN *H (300 MHz; DMSO): § 7,26 (H2, 1H, s); & 6,71 (H3, 1H, d-dd, J= 5,2Hz); 5 5,96 (H4, 1H, dd,

J=3,6 Hz); & 8,78 (H6, 1H, s).

Espectro 41 - Espectro de RMN *H do reagente furano-2-carbaldeido (1) (DMSO).
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Espectro 42 - Ampliagdes do espectro de RMN "H do furano-2-carbaldeido (1) - regides entre 6,55 e
6,85 ppm e 5,85 € 6,10 ppm (DMSO).
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Caracterizacao estrutural do reagente (2) - cloridrato de semicarbazida

Infravermelho (pastilhas KBr): C=0 amida: 1683,86 cm™; N-H primaria: 3309,85 cm™ (simétrica) e
3255 cm™ (assimétrica), N-H secundaria: 3421,72 cm™.

Espectro 43 - Espectro na regido de infravermelho do cloridrato de semicarbazida (2).
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RMN *H (300 MHz; DMSO): § 9,99 (H1, 2H, s); 8,87 (H2, 1H, s); § 6,55 (H3, 2H, s).

Espectro 44 - Espectro de RMN de *H do cloridrato de semicarbazida (2) (DMSO).
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Caracterizacao estrutural do reagente (4) — tiossemicarbazida

Infravermelho (pastilhas KBr): C=S tiona: 1001 cm™; N-H priméaria: 3261,63 cm™ (assimétrica) e
3178 cm™ (simétrica), N-H secundaria: 3369,64 cm™.

Espectro 45 - Espectro na regido de infravermelho da tiossemicarbazida (4).
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RMN *H (300 MHz; DMSO): § 7,16 (H1, 2H, s);  8,60/4,48 (H2, 1H, s/s); 3 7,52 (H3, 2H, s).

Espectro 46 - Espectro de RMN de 'H da tiossemicarbazida (4) (DMSO).
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Caracterizacdo estrutural do reagente (6) - 5-bromo-2-furaldeido

Infravermelho (pastilhas KBr): C=0 aldeido: 1670,35 cm™; C-H aldeido: 2848,86 cm™, C=C

aromatico: 1458,18 cm™.

Espectro 47 - Espectro na regido de infravermelho do 5-bromo-2-furaldeido (6).
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RMN *H (300 MHz; DMSO): § 7,57 (H3, 1H, d, J=3,7 Hz); 5 6,95 (H4, 1H, d, J= 3,7Hz); & 9,48 (H6,
1H, s).

Espectro 48 - Espectro de RMN de *H do 5-bromo-2-furaldeido (6) (DMSO).
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Espectro 49 - Ampliacao do espectro de RMN de *H do 5-bromo-2-furaldeido (6) — ampliacéo da
regido entre 7,40 e 7,80 ppm e 6,70 e 7,10 ppm (DMSO).
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Caracterizacdo estrutural do reagente (10) - 5-hidroximetil-2-furaldeido

Infravermelho (pastilhas KBr): C=0 aldeido: 1670,35 cm™; C-H aldeido: 2846,93 cm™, O-H: 3327

cm?.

Espectro 50 - Espectro na regido de infravermelho do 5-hidroximetil-2-furaldeido (10).
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RMN *H (300 MHz; DMSO): § 7,49 (H3, 1H, d, J=3,5 Hz); 5 6,60 (H4, 1H, d, J= 3,5Hz); & 9,54 (H6,
1H, s); 8 4,50 (H7, 1H, d, J=5,1 Hz); 8 5,58 (HS, 1H, 1).

Espectro 51 - Espectro de RMN 'H do 5-hidroximetil-2-furaldeido (10) (DMSO).
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Espectro 52—Ampliacdes do espectro de RMN *H do 5-hidroximetil-2-furaldeido (10) — regides entre
7,35e 7,70 ppm e 6,45 e 6,80 ppm (DMSO).
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Espectro 53 - Ampliacdes do espectro de RMN *H do 5-hidroximetil-2-furaldeido (10) — regides entre
5,45 e 5,75 ppm e 4,35 e 4,75 ppm (DMSO).
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Caracterizacdo estrutural dos bioisosteros através de espectrometria de massas

Espectro 54 - Espectro de massas do composto Lapdesf — FS (3).
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Espectro 55 - Espectro de massas do Lapdesf-FTS (5)
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Espectro 56 - Espectro de massas do Lapdesf — MetSFS (8).
Irens # M5, 9.4min #563
103 !
. H3C. //O
/,S (0 H
N—N;_
i NH2
(0]
Lapdesf-MetSFS

3
2

290934 4850459
"

232.034
713.0695
[
HE. 5230
G47. 1060

[ { ‘ 528.5830

o T P 1§ Wil — il F
100 200 300 ADD BOO ] mz

Fonte: dados da pesquisa.

Daniela Hartmann Jornada



139

Apéndice
Espectro 57 - Espectro de massas do Lapdesf-HMFS (11).
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Espectro 58 - Espectro de massas do Lapdesf-HMFTS (12).
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Espectro 59 - Espectro de massas do Lapdesf —BrFS (13).
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Espectro 60 - Espectro de massas do Lapdesf-BrFTS (14).
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