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Resumo

RESUMO

Na busca por compostos com atividade antitumoral e parasiticida, e
considerando que a grande maioria das tiossemicarbazonas descritas na
literatura apresenta variacdes estruturais apenas no carbono iminico, 0 nosso
grupo de pesquisa iniciou a sintese de novas tiossemicarbazonas derivadas de
produtos naturais contendo uma unidade monoterpénica ligada ao nitrogénio
terminal. E, dando continuidade ao projeto, extendeu-se a pesquisa para a
sintese de novas tiossemicarbazonas derivadas de diterpeno.

O presente trabalho descreve a sintese de novas tiossemicarbazonas
substituidas em seu carbono iminico com um grupo fenil ou fenil substituido e
seu nitrogénio terminal com uma unidade diterpénica, o acido caurendico que
foi isolado da espécie Croton floribundus (Euphorbiaceae).

As benzaldeido-tiossemicarbazonas derivadas do acido caurendico
foram sintetizadas, com rendimento entre 60 e 96%, através da condensacao
entre a tiossemicarbazida correspondente e o benzaldeido ou os seus
derivados substituidos em para com os grupos metila, metoxila, hidroxila e
dimetilamino e em orto, meta e para com os grupos nitro e cloro. Da mesma
forma, a tiossemicarbazida foi obtida, com 82% de rendimento, pela reagao
entre hidrazina e o seu respectivo isotiocianato, que foi obtido com 58% de
rendimento, pela reagdo entre o acido caurendico e o acido isotiocianico.

Todos os compostos sintetizados, com excecgao, da tiossemicarbazida
e da p-nitro-benzaldeido-tiossemicarbazona sintetizadas foram mais ativos que
0 acido caurendico sobre a forma epimastigota de Trypanosoma cruzi,

destacando-se a o-nitro-benzaldeido-tiossemicarbazona com Clso de 2 uM.
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Resumo

Os compostos sintetizados apresentam significante toxicidade sobre as
células LLMCKj,, sendo os menores efeitos toxicos apresentados pelas p-
dimetilamino-benzaldeido-tiossemicarbazona e o-cloro-benzaldeido-
tiossemicarbazona.

Portanto, as benzaldeido-tiossemicarbazonas derivadas do &cido
caurenoico apresentaram uma potencializacdo da atividade anti-tripanossoma
quando comparada a do acido caurendico, sem diminuicao significante dos
seus valores citotoxicos frente as células testadas. Porém, as elevadas
citotoxicidades expressadas pelas mesmas podem ser indicios destas serem

potenciais agentes anticancer.

PALAVRAS-CHAVE: benzaldeido-tiossemicarbazona, acido

caurenoico, atividade anti-tripanossoma, Trypanosoma cruzi.
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Abstract

ABSTRACT

In the search for compounds with antitumoral and parasiticide activities,
and considering that the great majority of the thiosemicarbazones described in
the literature presents structural variations just in iminic carbon, our research
group began the synthesis of new thiosemicarbazones derivatives of natural
products containing a monoterpenic unit linked to terminal nitrogen. And, giving
continuity to the project, the research was extended for the synthesis of new
thiosemicarbazones derivatives of diterpene.

The present work describes the synthesis of new thiosemicarbazones
substituted in its iminic carbon with a phenyl moiety or phenyl substituted and its
terminal nitrogen with a diterpenic unit, the kaurenoic acid that was isolated of
the species Croton floribundus (Euphorbiaceae).

The benzaldehyde-thiosemicarbazones derivatives of the kaurenoic
acid were synthesized, yielding between 60 and 96%, through the condensation
between the corresponding thiosemicarbazide and the benzaldehyde and its
derivatives substituted in para with methyl, methoxyl, hydroxyl and
dimethylamine moieties and in ortho, meta and para with nitro and chloro
moieties. In the same way, the thiosemicarbazide was obtained, with 82% of
yield, by the reaction between hydrazine and its respective isothiocyanate that
was obtained with 58% of yield by the reaction between kaurenoic acid and
isothiocyanic acid.

All synthesized compounds, with exception of the thiosemicarbazide

and p-nitro-benzaldehyde-thiosemicarbazone synthesized, were more active

xxi1



Abstract

than kaurenoic acid against epimastigote form of Trypanosoma cruzi, standing
out the o-nitro-benzaldeido-thiosemicarbazone with ICsg of 2 uM.

The synthesized compounds present significant toxicity on the cells
LLMCK; and the smallest toxic effects were presented by p-dimethylamine-
benzaldehyde-thiosemicarbazone and o-chloro-benzaldehyde-
thiosemicarbazone.

Therefore, the benzaldehyde-thiosemicarbazones derivatives of
kaurenoic acid showed an increase of the anti-trypanosomal activity when
compared to the kaurenoic acid, without significant diminishing of their cytotoxic
values for the tested cells. However, the high cytotoxicities expressed by the

same ones are indications of these as potential anticancer agents.

Keywords: benzaldehyde-thiosemicarbazones, kaurenoic acid, anti-

tripanosomal activity, Trypanosoma cruzi.
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Introdugdo

1. INTRODUGAO
1.1. Produtos Naturais e a Sintese Organica

A terapéutica moderna, composta por um grande numero de
medicamentos com acdes especificas sobre receptores, enzimas e canais ibnicos,
certamente ndo teria atingido o grau de desenvolvimento atual n&o fosse o auxilio
dos produtos naturais, pois se estima que aproximadamente 40% dos
medicamentos disponiveis na terapéutica moderna foram desenvolvidos direta ou
indiretamente a partir de fontes naturais, sendo 25% de plantas, 13% de
microorganismos e 3% de animais'?. A Organizagdo Mundial da Satde avalia que
80% da populacéo deste planeta, de algum modo, utiliza plantas medicinais como
medicamentos®.

Os primeiros estudos com plantas conhecidas como medicinais, com base
cientifica a partir do século XIX, resultaram no isolamento de alguns metabdlitos
secundarios, melhor conceituados metabdlitos especiais, que se consagraram
como principios ativos eficazes e que até hoje, ainda sdo muito empregados no
tratamento de certas doencgas, a exemplo da morfina, quinina, canfora, e cocaina®.

De acordo com Salvatore Forenza, Diretor executivo do Lead Discovery-
Bristol-Myers Squib Pharmaceutical Research Institute, a quimica medicinal é
responsavel pela producédo de quase todas as classes de substancias, em média
de 50 a 100 substancias por semana®. Nos anos 90, a necessidade de inovacéo e
caréncia de novos medicamentos para o tratamento adequado de doengas,
pressao entre as proprias industrias e, sobretudo, as vantagens competitivas e
declinio de produtividade fizeram com que a industria farmacéutica passasse a
investir soma consideravel de recursos visando o desenvolvimento de novos
medicamentos. Para acelerar este processo, as industrias farmacéuticas vém
trabalhando em parceria com universidades e centros de pesquisas, utilizando
métodos modernos, como a quimica combinatéria acoplada aos ensaios de alta

capacidade totalmente computadorizados’ que mudaram radicalmente os
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programas de descoberta de novos farmacos, aumentando em centenas de vezes
a produtividade de novas substancias quimicas bioativas®.

A descoberta de produtos naturais bioativos constitui, portanto, n&o
apenas uma necessidade de sua propria identificagdo, mas, principalmente,
contribui para o conhecimento de novas substancias quimicas que podem ser
usadas como matrizes para a descoberta de novos farmacos que, muitas vezes,
podem ser obtidos mais facilmente e, talvez, a custos menores com o uso dos
recursos sintéticos’.

Na quimica medicinal, a otimizagédo das estratégias de sintese € um passo
importante para obter os melhores resultados e para diminuir os custos. Por isso,
uma boa estratégia permite conseguir um grupo de teste importante para realizar
um tratamento quantitativo da relacao estrutura-atividade.

Cabe ressaltar que entre os produtos naturais de origem vegetal se
encontram diversos tipos de arranjos moleculares como terpenos, flavondides,
lignanas, cumarinas, quinonas e alcal6ides de diversas categorias, entre outros,
que atestam que a diversidade vegetal € uma fonte inesgotavel de modelos
originais de arquiteturas moleculares. Desta forma, percebe-se que os produtos
naturais de uma forma geral tornam-se um enorme e fantastico laboratério de

sintese organica*”.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Acido Caurenéico: Atividades Biolégicas e Derivados Bioativos

O acido ent-caur-16-en-19-6ico, acido caurendico (1), pertence a

2,6-9

importante classe dos diterpenos tetraciclicos denominados cauranos e foi

isolado pela primeira vez em 1964 da espécie Ricinocarpus stylosus

(Euphorbiaceae)

. Posteriormente, foi encontrado em varias plantas, como
Phebalium rude (Rutaceae), Ichthyothere terminalis (Compositae)12, Xylopia

sericea (Annonaceae)', entre outras.

=~ H
HC' cooH (M

Além das espécies citadas acima, ele esta presente em abundéncia na
espécie Croton floribundus (Euphorbiaceae)' onde representa, em média, 2% do
peso seco das cascas e é o principal constituinte na espécie Acmela brasiliensis
(Compositae)'>"®.

Na literatura, é reportado uma enorme variedade de atividades biologicas
para o acido caurendico (1), como por exemplo, antimicrobiana, antifertilizante,
antiinflamatéria e citotoxica'. Ainda sdo encontradas descricdes de suas acdes
antiproliferativa, espermaticida e genotoxica'®, vasodilatadora'®, antitumoral®*?",

21-26 24,2627 o anti-tripanossoma'”?, dentre outras.

bactericida“ ™", antifungica

Além disso, diversos derivados naturais bioativos do acido caurendico
foram isolados em varias espécies, como o acido ent-16p3,17-dihidroxicauren-19-
oico (2) isolado do extrato metandlico das frutas frescas da espécie Annona
squamosa L. (Annonaceae) que mostrou inibigdo na repicacdo do virus da
imunodeficiéncia humana (HIV) em células linfocitas da linhagem H9, com ECs

(50% da concentragdo maxima efetiva) de 0,8ug/mL?°.
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OH

_-CH

Hooc™ CH, (2)

Outros dois isbmeros derivados do acido caurendico, o acido ent-2,16,17-
trihidroxi-cauran-19-6ico (3) e o acido ent-3,16,17-trihidroxi-cauran-19-6ico (4)
isolados do extrato acetona-agua da espécie Mikania hirsutissima (Compositae)
revelaram atividade antiproliferativa frente a células da linhagem HPBMC®.

CH;

HO

HO™ ™
Hooe' CH, 3)  hooc” CH, 4)

Devido a busca de novas moléculas bioativas, recentemente, diversos
tipos de derivados de diterpenos naturais, incluindo o acido caurendico, estao
sendo preparados e investigados quanto ao seu potencial biolégico’>'.

O acido caurendico e varios derivados sintetizados a partir dele, como
aminas, amidas, oximas e cloridratos, ésteres e glicosideos entre outros, foram
ensaiados, in vitro, para atividade anti-tripanossoma frente as formas
tripomastigotas de Trypanosoma cruzi. De acordo com os resultados, o metil-ent-
caur-16-en-19-oato (5), o metil-ent-16Z-oxima-17-norcauran-19-oato (6) e o ent-
19-metoxicauran-19-oxo-16a-17-yl-a-D-glucopiranosideo (7) se mostraram mais
ativos que o acido caurendico (1), e apenas o ent-cauran-16-en-19-
pirrolidinamoniumcloro (8) manteve o mesmo resultado de atividade. Estes
derivados, também, ndo apresentaram lise dos eritrocitos, efeito indesejavel que o

acido caurenoico (1) apresenta mesmo sendo bastante ativo®”.
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A avaliacdo da agao antifungica de derivados de 1, incluindo ésteres e
amidas, frente ao fungo dermatéfito Epidermophyton floccosum (C114), evidenciou
que somente o acido caurendico (1), o acido 16-oxo-norcaurendico (9) e o acido
16-a-metoxicaurendico (10), derivados que continham um grupo carboxila de

acido, apresentaram agdo moderada’’.

2.2. Tiossemicarbazonas: Consideragoes Moleculares e Eletronicas e

Métodos de Obtencgao

As tiossemicarbazonas, importante classe de compostos sintéticos, tém
sido estudadas na quimica medicinal ha mais de 50 anos por apresentarem
diferentes tipos de atividades bioldgicas, seja na forma livre ou complexada, ou
ainda, por atuarem como intermediarios para a sintese de compostos
heterociclicos biologicamente ativos>*“°.

A estrutura quimica das tiossemicarbazonas e a numeracdo dos atomos

da cadeia principal, segundo a IUPAC, sdo mostradas na Figura 1%>%*1,
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H ., /S
‘Nl
Ry 1 ,N 3\ 4
—N NR3R4 R4, Rz, Rz e Rg = H, Alquil e aril

Ro

Figura 1. Numeracgéo da cadeia principal das tiossemicarbazonas.

As tiossemicarbazonas nao substituidas na posicdo N4 apresentam
estrutura basica, Ri{R>-C=N-NHCS-NH,, aproximadamente planar, com o atomo
de enxofre em posi¢cao anti em relacdo ao atomo de nitrogénio da fungao imina

(Figura 2, a)***

. Fatores eletronicos e estéricos contribuem para este arranjo
estrutural, porém, possivelmente o fator mais importante € que o atomo de enxofre
em posicao anti possibilita a ocorréncia de ligagao hidrogénio intramolecular entre
0 nitrogénio da imina e os hidrogénios da tioamida, que é facilmente visualizada
na pirrol-2-carboxialdeido tiossemicarbazona (Figura 3)*2. Por outro lado, este
arranjo estrutural muda significativamente se forem adicionados grupos
substituintes na posicao N4, favorecendo a conformacdo sin entre o atomo de

nitrogénio da imina e o atomo de enxofre (Figura 2, b)*.

H s H NR3Ry S

C——N——N-——C——NH,

AY \
N- ( N—< 1,685
R': Y R‘: . _ 1285 1377 1,354 | 1,327

Comprimentos de ligagdoem Angstron
R1. Rp, Rs e Rq = H, Alquil e aril mp gac ng A

(a) (b) (c)
Figura 2. Arranjos estruturais (a e b) e comprimentos de ligagao (c) de

tiossemicarbazonas.

Ry
\
H N= R,
R N-C
(a) (\}

\ ’

C=N S
C< R=R,=R;=H
NP

Figura 3. Estrutura molecular da pirrol-2-carboxialdeido tiossemicarbazona (a) e

ilustragao da ligagao hidrogénio intramolecular por difratometria de raios-X (b).
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As tiossemicarbazonas se apresentam como sistemas com extrema
deslocalizagao eletronica, principalmente quando ha grupos aromaticos ligados ao
carbono da imina (Figura 2, b), influenciando nos comprimentos de ligagao
(Figura 2, c). Devido a deslocalizagdo dos elétrons n, as tiossemicarbazonas

podem coexistir na forma tiona ou tiol em equilibrio tautomérico®, Esquema 1.

H\ S SH
N% N:<
/ /
—N N—H J— — —H
F /
Ar H Ar H
Forma Tiona Forma Tiol
Ar = aril

Esquema 1. Formas tautoméricas das tiossemicarbazonas.

Como regra geral, as tiossemicarbazonas derivadas de aldeidos tendem a
formar preferencialmente o isébmero E, termodinamicamente mais estavel,
enquanto que nas derivadas de cetonas assimétricas a propor¢ao entre E e Z
depende da estrutura dos substituintes ligados a carbonila®®.

Sob o ponto de vista sintético, as tiossemicarbazonas apresentam como
caracteristicas principais®®*;

 Simplicidade nas reacdes de obtencdo e manipulagao, em detrimento de
outras moléculas que exigem alto grau de complexidade e cuidado;

* Baixo custo de sintese e economia de atomos, no caso de obtencao por
método convencional, pois uma vez que, com exceg¢ao da agua que é€ liberada na
sua sintese, todos os outros atomos dos compostos reagentes estarao presentes
na molécula final;

* Facil estocagem, nao necessitando de estocagem especial nem
tampouco de protecéo a exposicao de luz;

» Vasta aplicagdo como intermediarios de muitos nucleos importantes,
como por exemplo, em heterociclos de grande importancia farmacolégicas;

* Devido a natureza quimiosseletiva de sua formacdo, podem ser
empregadas em diversas situacgoes;

» Possuem excelentes propriedades quimicas, como por exemplo, enorme

facilidade para formarem complexos organometalicos, comportando-se como
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agentes quelantes. Propriedade essa que tem sido intensamente explorada devido
aos complexos derivados de tiossemicarbazonas se apresentarem como
importantes moléculas bioativas, que em muitas vezes, apresentam potenciais
biolégicos superiores que as tiossemicarbazonas correspondentes.

Os métodos de preparacado das tiossemicarbazonas sao extensamente
estudos e relatados na literatura. Estes compostos s&do geralmente obtidos
diretamente pela reacdo de condensacgao quimiosseletiva de tiossemicarbazidas
com aldeidos ou cetonas (Esquema 2), recebendo a denominagdo de

tiossemicarbazona apds o nome do respectivo aldeido ou cetona condensado®.

s
\>— NHy
0 N—N
Rq // H S Rj / \H
. \ / aoub
—0 , /N~< — 0
N HoN NH, EtOH N

\

Ry H Ry H

R-] =H, CH3, NOz, F, Cl, Brou | Método a = 97% - 99%
Ro=Hou CH; Método b = 40% - 90%
a = solugéo contendo HySOy4

b = solugao neutra

Esquema 2. Obtencao de tiossemicarbazonas pelo método convencional (a) e em

solugao neutra (b).

O mecanismo reacional é semelhante ao de formacao de iminas. Um dos
mecanismos propostos descrito na literatura®, inicia-se com a protonacgdo do
oxigénio da carbonila para formar o intermediario ion oxdnio, seguida de ataque
nucleofilico do nitrogénio N1 da tiossemicarbazida para formar o intermediario
hemiaminal protonado. Este perde uma molécula de agua e, apds neutralizagéo,

forma-se a tiossemicarbazona (Esquema 3).
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e, H, . H  H a’,s
“-’| oL w1
.
Ry R4 + >—‘7N . NRgRg
\l/‘\ R = \[)\R - i "H
- a H R H Hemiaminal
H H protonado
lon oxénio +10 1| -H0
+H _H
a = tiossemicarbazida
Rz & Ry = H, Alquil ou Aril H s H N s
CHsR; > R {ordem de prioridade h ‘
R N ou Ry N
segundo Canh -Ingaold - Prelog) / i/
N NR3R4 N NR3R4
R4 R
H + +
Isomero E HX Hy |somero Z

Esquema 3. Mecanismo de formacéao de tiossemicarbazonas.

Outros métodos de preparacao de tiossemicarbazonas por meios indiretos
que fazem uso de reagédo com ditiocarbamatos (a) e dissulfeto de carbono (b), por

exemplo, s&0 mostrados no Esquema 4°°.

H S H S
R N—< MeOH R N_<
1 / + NHR3Ry - » 1 / + HSCHy (a)
~—N S— Refluxo —N NR3Rq
R R
2 2 Rend = 50 -85 %
7\ 7\ H
\
N= CHseN  N= ,Ngé (b)
— N— NH2 + R1— N=C=S§S > N NHR1
R Refluxo R

Rend = 70 - 80 %
Esquema 4. Métodos de obtencao de tiossemicarbazonas: reagao com

ditiocarbamato (a) e reacdo com disulfeto de carbono (b).

2.2.1. Tiossemicarbazonas: Propriedades Farmacolégicas

Como mencionado anteriormente, as tiossemicarbazonas pertencem a

uma classe de substancias bastante conhecida por suas aplicacbes importantes
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na pesquisa de novos farmacos, em fungao de seu largo espectro de agao. Estas

1, antimicrobiana**, antiproliferativa®

apresentam, entre outras, atividade antivira
e parasiticida, contra Plasmodium falciparum, Trypanosoma cruzi e Toxoplasma
gondii, agentes causadores da malaria, doenga de chagas e toxoplasmose,
respectivamente*®*’.

O importante perfil farmacoldgico exibido pelas tiossemicarbazonas é
atribuido a alta afinidade que estas apresentam pela enzima ribonucleotideo
redutase, responsavel pelo passo crucial na sintese do DNA e, consequentemente,
da divisao celular e a capacidade que elas apresentam de formar complexos com
cations metalicos, formando quelatos. Neste sentido, as tiossemicarbazonas
apresentam-se como ligantes versateis tanto na forma neutra quanto na forma
anibnica, podendo formar ligagdo coordenada com metais através do atomo de
enxofre e do atomo de nitrogénio iminico (R1R2C=N-R3) que atuam na inibicdo de
inumeros alvos. Esta capacidade de formar ligacédo coordenada é aumentada se
houver grupos doadores de elétrons ligados ao carbono da funcéo imina®.

A seguir, sdo descritas as atividades biolégicas de algumas
tiossemicarbazonas de potencial valor biologico. Estas propriedades conferem as
tiossemicarbazonas a possibilidade de serem aplicadas na busca por novas
substancias terapéuticas em diversos campos de pesquisa. Dentre estas, as
atividades antitumorais e antiprotozoarias aparecem, sem duvida, como as mais
relevantes, devido aos importantes resultados encontrados na pesquisa
académica e industrial*®.

Apesar do amplo perfil farmacolégico destes compostos, pequenas
modificagbes estruturais podem levar a manifestacées de atividades biologicas

especificas**®

, como por exemplo as tiossemicarbazonas derivadas da isatina
(11). A N-metilisatina-tiossemicarbazona (12, metisazona®) utilizada clinicamente
como antiviral na década de 60 no tratamento da profilaxia da variola na india,
passou mais tarde a ser utilizada no tratamento de complicagdes resultantes da
vacinacdo, mas apresentava efeitos colaterais pronunciados sendo interrompido
seu uso posteriormente?®. A 4-metil-5-bromo-N-N(1-propil-1-etilciclopropano)-

44,49

isatina-tiossemicarbazona (13), reportada recentemente na literatura™™, é cerca

10
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de seis vezes mais potente que a metisazona® (12), frente ao Vaccinia virus. A N-
metilisatina-3-4’:4’-dietil-tiossemicarbazona (14) e N-alil-isatina-3-4’:4’-dialil-
tiossemicarbazona (15) bloqueiam a produgdo do virus da imunodeficiéncia
humana (HIV) através da inibicdo da atividade da transcriptase reversa®. A 3-
metil-5-cloro-istatina-tiossemicarbazona (16) se mostra bastante ativa contra
Trypanosoma cruzi, Trypanosoma brucei rhodesiense e Plasmodium falciparum,

através da inibicdo de cisteinas proteases parasiticas®.

NH, H
4 NHy T /N 8] X
M ” ﬂ}: N‘xﬁé\ e " }\Pﬁm
O of od o -
¢ \
(11) m, M 1 e e Cégﬂ
(14) 1 8
" sy @ T
a3

Muitos tipos diferentes de tiossemicarbazonas exibem atividades
farmacologicas  expressivas. Por exemplo, a  3,4-metoxi-1-indanona-
tiossemicarbazona (18) derivada da 1-indanona (17) mostrou potente atividade
contra o virus da diarréia viral bovina com alto indice de seletividade. Este
resultado representa uma alta potencialidade contra o virus da Hepatite C, uma
vez que ambos os virus pertencem a familia Flaviviridae®'.

/NH\TI/NHE
| S

i
o (18)

(17 \

A série das 2-acetilpiridina-N4-azaciclica-tiossemicarbazonas (19 a 21)
apresenta acao curativa contra Plasmodium berghei em ratos na dose de ~20
mg/Kg administradas 72h depois de infectados®® e a 2-acetilpiridina-N4-(2-
aminofenil) tiossemicarbazona (22) se mostrou um potente agente antifilarial
conseguindo 100% de supressdo em macrofilariae de Brugia pahangia e 94% de

Acanthocheilonema viteae em roedores com doses de ~25 mg/Kg por 5 dias®.

11
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1O
C:ﬁ\’"%”o oKD

(19) (20)

Ha#l
fﬂﬂr‘jij\ O)\»H{NH\O
(21) (22)
As N1-substituidas-N4-(2-piridil-piperazina)-tiossemicarbazonas (23 e 24),

semelhantes a tiossemicarbazona (19) possuem alto poder de inibicdo contra

células cancerigenas da linhagem P-388 e SGC-7901 em concentragdes da

ordem de 10°mol/L>.
|
m.«’"“\(@g r“\N/IO
= O

(23) (24)

As N4-substituidas-3-(3,4-metilenodioxi)-fenilpropanal-tiossemicarbazonas
(25 e 26) mostraram potente atividade citotoxica, in vitro, frente carcinoma

epiderméide de boca (KB)*®.

WH_ _NH

{ Y

(25) <°Ij/\/\/m\ﬁl
o (26)

As tiossemicarbazonas derivadas de benzaldeidos merecem importante
destaque na quimica medicinal. Em 1950 houve relatos que benzaldeido-
tiossemicarbazonas eram ativas contra Neurovaccinia virus e também contra o
virus da tuberculose, como a acetamido-benzaldeido-tiossemicarbazona (27)
empregada clinicamente e comercializada com o nome de Tiacetazona®?. Porém,
a acdo predominantemente bacteriostatica, in vivo, da Tiacetazona® e o rapido
aparecimento de cepas resistentes limitaram seu uso. No entanto, o farmaco ainda

€ utilizado em alguns paises africanos em razdo da epidemia de AIDS.

12
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CH; N N NH,
LT Y
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Também, de acordo com bioensaios realizados com as N1-nitro-
benzaldeido-tiossemicarbazonas (28 a 31), in vitro, frente a Toxoplasma gondii,
estas se apresentaram mais efetivas que a Sulfadiazina®, farmaco utilizado no

tratamento da toxoplasmose*°.

5 NHg
M@(\N/NH‘\"/ OI{N;JAN,,NH\I{.WMK
s
e @8 Noz ey °
. . /NH NH
, N e NH _NH_
HO?/@/ \L( W’E Ny _
0 3 ~ &) s

A série derivada da 2,4-dihidroxi-benzaldeido-tiossemicarbazona (32 a 34)
apresentou excelente acdo contra Plasmodium falciparum, com valores de Clsg

menores que 10 uM®®.

Hz HH; /’*L(-NHI
LY MQ”\ s s
Q 32 D (33) Q (34)
H
Além disso, as tiossemicarbazonas derivadas de aldeidos naturais, (3R)-
(+)-citronelal, citral e uridina (35), (36) e (37), respectivamente, foram ensaiadas, in

vitro, contra células tumorais leucémicas (U937), apresentando inibicdo da

proliferacdo celular quando usadas em concentracdes <10 pg/mL°’.

13
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As tiossemicarbazonas derivadas de benzalcetona também merecem
importante destaque. Por exemplo, a série derivada da 3,4-cloro-benzalcetona-
tiossemicarbazona (38 a 41) mostrou potente inibicdo da atividade enzimatica de
Trypanosoma cruzi e Trypanosoma brucei rhodesiense®. E a N4-dimetil-4-
nitroacetofenona-tiossemicarbazona (42) foi tdo ativa quanto as drogas utilizadas
como padrdo, Nifurtimox® e Benznidazol, no estudo de inibigdo de crescimento

das formas epimastigotas de Trypanosoma cruzi®®.

AN /NH Di\/m
——
(38) = (39)
\\
AN \/NH NH; N
(41)

(40)

J

/
MN/"”K -
) 42)

0“-:2

2.2.2. Tiossemicarbazonas Derivadas de Terpenos Naturais

De um modo geral, as tiossemicarbazonas apresentam um amplo perfil
farmacologico e possuem variagdes estruturais, principalmente nos substituintes
R' e R? sendo que variagdes no substituinte R® ndo sdo usuais (Figura 1) e

quando ocorrem, geralmente, sdo com grupos alquila ou arila, ndo havendo na

14
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literatura relatos da presenca de grupos derivados de produtos naturais nesta
posicao.

Seguindo a estratégia de combinar moléculas ativas pra estudar o efeito
cooperativo almejando a sintese de novas moléculas com atividade antitumoral, foi
sintetizada pelo nosso grupo de pesquisa uma série de benzaldeido-
tiossemicarbazonas®®? derivadas do monoterpeno natural R-(+)-limoneno®
bastante conhecido como inibidor de tumores, espontaneos ou desenvolvidos
quimicamente em glandulas mamarias, pele, figado, rins, coélon, pulmédo e
pancreas de ratos.

Essa série de benzaldeido-tiossemicarbazonas, contendo na posicdo R, o
monoterpeno quiral R-(+)-limoneno, e na posigao R' ou R? benzaldeidos
substituidos®®®? foram preparadas a partir de derivados terpénicos de
isotiocianatos que foram obtidos de forma simples, através de uma metodologia

que faz uso da adigdo direta de HSCN & duplas ligagdes®®°

G

1
H it A

o

R

R = H. CH;, QCHg, OH. N{CH;)2. 8 NOs,
mNQ,. AND,. oG, mClapCl

(Esquema 5).

Esquema 5. Rota sintética para obtencao das benzaldeido-tiossemicarbazonas

derivadas do R-(+)-limoneno.

As tiossemicarbazonas derivadas do R-(+)-limoneno contendo a porgao
benzaldeido substituida com o grupo nitro nas posicbes meta e para, preparadas
de acordo com a metodologia descrita acima, apresentaram relevante atividade
citotoxica frente a células de melanoma humano (SK MEL 37)5'%2 atestando,
entdo, que tiossemicarbazonas derivadas de produtos naturais terpénicos
constituem uma classe de novas moléculas bioativas com o6timas perspectivas

farmacoldgicas.

15
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Uma vez que tiossemicarbazonas e o acido caurendico ja manifestam
atividade anti-tripanossoma, acredita-se que a sintese da série de benzaldeido-
tiossemicarbazonas derivadas do diterpeno natural acido caurendico (1), resulte
em moléculas promissoras farmacologicamente, por meio da potencializagao da
acao farmacoldgica unindo essas classes de compostos orgéanicos. Além disso,
isotiocianatos, tiossemicarbazidas e tiossemicarbazonas derivadas de diterpenos
naturais, como o acido caurendico, nao sao reportados na literatura e nem foram

investigados quanto ao seu potencial bioldgico.

2.3. Doenga de Chagas

Descrita em 1909 por Carlos Chagas, a doenga de Chagas é uma doencga
endémica causada pelo protozoario Trypanosoma cruzi (T. cruzi), também
conhecida como tripanossomiase ou tripanossomiase americana®’. Esta doenca
representa um grave problema de saude publica em paises tropicais, pois milhdes
de pessoas estéo infectadas em toda a América Latina, sendo que grande parte
dos casos estao localizados no Brasil, principalmente na regido Nordeste. Estima-
se que no Brasil ha de 3 a 5 milhdes de infectados onde cerca de 50 mil pessoas
morrem a cada ano por ndo existir nenhuma quimioterapia que seja efetiva no
combate a este mal®”®.

O T. cruzi € um protozoario hemoflagelado da familia Trypanosomatidae,
ordem Kinetoplastida, caracterizado pela existéncia de um unico flagelo e do
cinetoplasto, uma organela contendo DNA localizada na mitocéndria. Suas formas
evolutivas sdo as amastigotas que multiplicam-se dentro das células do
hospedeiro, as epimastigotas que sao as formas de multiplicagédo no vetor e em
culturas e as tripomastigotas que sao infectantes (Figura 4, a, b e c,

respectivamente)®”®.

16
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Figura 4. Formas evolutivas do protozoario Trypanosoma cruzi: amastigotas (a),

epimastigotas (b) e tripomastigotas (c).

O T. cruzi geralmente é transmitido de um hospedeiro a outro por insetos
— no homem, o principal vetor ou agente transmissor € um percevejo
popularmente conhecido como barbeiro ou chupdo, insetos das espécies

Rhodnius prolixus, Panstrongylus megistus e Triatoma infestans, Figura 5.

) —_"
SRy 2

Figura 5. Triatoma infestans, vetor do Trypanosoma cruzi.

No barbeiro, o T. cruzi se desenvolve em todo o seu aparelho digestivo,
resultando em formas alongadas, presentes principalmente nas fezes desse inseto
e que sao as formas infectantes para o homem. Assim, o homem adquire a
infeccao através da penetragdo na pele e mucosas das formas eliminadas junto
com as fezes do barbeiro, pois, em geral, o inseto evacua logo apds picar uma
pessoa ou animal. Esses tripanossomas, atingindo a circulagdo, podem invadir
células dos mais variados tecidos, nas quais se reproduzem rapida e
intensamente. Essa fase se caracteriza como a fase aguda da doenga e € quando
o T. cruzi pode ser encontrado através de exames de sangue. No sitio de infeccao
ha intensa reacéo inflamatéria antes de uma disseminagdo do protozoario. Esta
area de inflamacdo aguda pode produzir uma reagdo intensa denominada
Chagoma. A partir dai, a disseminagao vai produzindo areas de inflamagao

multifocal em diversos 6rgaos, com predominio da infecgdo no coragao e sistema

17
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nervoso, seguido da miosite focal e comprometimento dos plexos nervosos
intestinais, nos casos mais graves® ®°.

A forma de transmissdo da doenga de Chagas, em que o barbeiro
participa € a mais comum e importante. Além disso, essa infec¢ao parasitaria pode
ser adquirida através de outros mecanismos tais como: transfusées sanguineas,
nas quais o doador € um individuo chagasico e transmissao ocasional da mae
chagasica para o filho, através da placenta (o causador)®.

Algumas abordagens modernas para o tratamento das doengas foram
desenvolvidas baseadas na compreensdo do metabolismo do parasita e no
isolamento e elucidagao estrutural de algumas de suas proteinas. E, em pelo
menos um caso, isso envolve agentes farmacéuticos projetados como inibidores
de enzimas baseados no mecanismo da agao enzimatica, principalmente, a
enzima gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase glicossomal (GAPDH) de T. cruzi,
responsavel pela via glicolitica do parasita e essencial para sua obtengdo de
energia’®.

Os dois farmacos mais utilizados para o tratamento da Doenga de chagas
sao: o composto derivado do nitrofurano, o Nifurtinox (Lampit — Bayer®) e 0 composto
derivado do nitroimidazol, o Benzonidazol (Rochagan — Roche®), sendo que no Brasil
apenas este Ultimo estd comercialmente disponibilizado. Infelizmente, ndo séao
consistentemente efetivos e apresentam sérios efeitos colaterais, incluindo
toxicidade cardiaca e renal. Por essas razbes o desenvolvimento de farmacos
mais eficientes e seguros contra o T. cruzi é necessario e urgente’"">. Assim,
objetivando encontrar drogas com menos efeitos colaterais e maior eficacia para a
quimioprofilaxia e quimioterapia da doenga de Chagas, acredita-se que o as
benzaldeido-tiossemicarbazonas derivadas do acido caurendico sejam agentes
terapéuticos promissores ja que o acido caurenoico (1) tém sido reportado na

literatura como ativo contra T. cruzi*®"®"”.
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3. OBJETIVOS

Em funcdo da importancia da busca por novos compostos com atividade
parasiticida e devido ao fato de que as tiossemicarbazonas e o acido caurendico
sdo compostos que apresentam enorme versatilidade quimica e farmacoldgica,
reforcados pela auséncia de estudos de tiossemicarbazonas derivadas de

diterpenos naturais, constituem-se objetivos deste trabalho:

* Sintetizar o isotiocianato derivado do acido caurendico.

* Sintetizar a tiossemicarbazida derivada do acido caurendico.

+ Sintetizar a benzaldeido-tiossemicarbazona derivada do acido
caurendico e a série com os substituintes cloro e nitro nas posi¢cdes orto, meta e
para, e os substituintes metila, metoxila, hidroxila e dimetilamino na posi¢cao para

do grupo fenil.

+ Avaliar a atividade anti-tripanossoma, frente as formas epimastigotas de

Trypanosoma cruzi, e a atividade citotoxica dos derivados sintetizados.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1. Acido Caurenéico (1)

O &acido caurendico (1), utilizado como substrato neste trabalho, foi isolado
do extrato bruto hexénico (fragcdo CF-SH-AC) das cascas da espécie Croton
floribundus, conhecida popularmente por Capixingui”, com 0,5% de rendimento
(27,03 g).

4.2. Reacdes de Transformagdes do Acido Caurenéico

A série de benzaldeido-tiossemicarbazonas derivadas do acido caurendico

foi obtida por meio da rota sintética descrita no Esquema 6.
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CHy

“NeCS
NH,NH,

CHg

“scN

RPhCHO

4 /
HC' “cooH R

R= H, CH3, OCHs, OH, N(CH3)2, (o] NOz,
m NO,, pNO,,0Cl,mCle pCl

Esquema 6: Rota sintética para obtencédo das benzaldeido-tiossemicarbazonas

derivadas do acido caurendico (1).

4.21. Isotiocianato (43) e Tiocianato (44) Derivados do Acido

Caurenodico

O isotiocianato (43) e, consequentemente, o tiocianato (44) derivados do
acido caurendico foram sintetizados de acordo com a metodologia descrita na

literaturg®®-62.64-6¢

, sendo necessaria a otimizacdo das condigdes reacionais. O
experimento que mostrou melhor rendimento do produto desejado em menor
tempo de reacgao foi o de propor¢cao 12:1 de HSCN-CHCls:substrato 1, em uma
unica adigao, Tabela 1. O uso do reagente HSCN foi em excesso devido a sua
solubilidade parcial em CHCIl; e a solugdo de HSCN-CHCI; foi utilizada
imediatamente a sua preparacédo devido a instabilidade do HSCN sob condigcbes

normais.
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Foi observado que o uso de aquecimento e 0 aumento no numero de
adicbes de solugdo de HSCN-CHCI; ao substrato ndo variou eficazmente o
rendimento dos produtos e ainda necessitou de maior tempo de reacgao. Isso
ocorreu, possivelmente, porque o grande excesso de HSCN presente no meio e o
calor fornecido a reagao favorecessem a polimeralizacdo do HSCN, ficando
parcialmente indisponivel para reagir com o substrato e/ou diminuindo a cinética
da reacgao.

O HSCN atuou como eletréfilo na reagcdo com o &acido caurendico,
adicionando-se a dupla ligacdo de forma semelhante as reag¢des de haletos de
hidrogénio com alcenos, porém com provavel formagao de par iénico intimo ja que

o solvente da reagdo é pouco polar e aprotico®*®®, Esquema 7.

CH,

<
16 HCs.c=N
P——

CHCI,

(43) (44)

Esquema 7. Proposta para formagao dos compostos 43 e 44.

A adicdo de HSCN foi regiosseletiva, onde o atomo de hidrogénio do
HSCN se adicionou ao atomo de carbono da dupla ligagdo menos substituido
(C17), formando o intermediario mais estavel e resultando no isotiocianato (43)
com 58% de rendimento e o tiocianato (44) com 33% de rendimento. Além disso, a
adicdo de HSCN foi diasterosseletiva, ocorrendo ataque do eletréfilo, HSCN, pela
face menos impedida, face o, do acido caurendico (1), Figura 6, fornecendo o

isotiocianato (43) e o tiocianato (44) opticamente puros.
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2) |somerizacéo

Figura 6. Ataque do HSCN pela face menos impedida, face a.

Tabela 1. Dados dos experimentos realizados para a obtengao de 43.

Experimento Experimento Experimento Experimento Experimento Experimento
1 2 3 4 5 6

Substrato 1 0,10 -0,33 0,20 - 0,66 0,31-1,0 0,21 -0,69 0,30-0,99
(g - mmol)

Proporgao’ 1:8 1:12 1:16 1:12 1:4 1:6
KSCN:KHSO, 0,26:0,36 - 0,77:1,08 - 1,59:2,22 - 0,80:1,13 - 0,38:0,54 - 0,58:0,81 -
(9 - mmol) 2,64:2,64 7,92:7,92 16,32:16,32 8,28:8,28 3,96:3,96

0,30-0,99

5,94:5,94
N° de 1 1 1 1 6 3
Adicdes®
Temperatura Ambiente Ambiente Ambiente Sob Refluxo Ambiente Ambiente
Tempo 3,5 2,5 7,5 4,0 26,0 17,0
(Dias)
Rend. de 43 0,05-42 0,14 - 58 0,14 - 38 0,11 -44 0,22 - 61 0,17 - 47
(9-%)
Rend. de 44 0,01-8 0,08 - 33 0,07 -19 0,05 - 20 0,06 - 17 0,05-14
(9-%)

" Substrato 1: HSCN-CHCl;
2 Solugso de HSCN-CHClI; ao substrato 1

4.2.2. Tiossemicarbazida Derivada do Acido Caurenéico (45)

A tiossemicarbazida derivada do acido caurendico (45) foi sintetizada de

acordo com a metodologia descrita na literatura®®*"®, sendo necessaria a

23



Resultados e Discussédo

otimizagdo das condi¢cdes reacionais. O experimento que mostrou melhor
rendimento do produto em menor tempo de reacédo foi o de proporgdo 2:5:1,
NH2NH».2HCI:NaHCOg:Isotiocianato (43), utilizando n-butanol como solvente,
aquecimento entre 90 e 100°C e adigao do isotiocianato (43) sobre hidrazina,
Tabela 2.

A constante de equilibrio para a reacao de dissociacdo do NH;NH,.2HCI é
muito baixa, devido ao carater basico da hidrazina e a acidez do HCI, Esquema 8.
Com isso, a reacdo tende a ser deslocada para a esquerda. A adigao de base,
bicarbonato de sodio, faz com que sejam consumidos os ions hidrénio do HCI,

deslocando o equilibrio no sentido da formacéao da hidrazina livre.

NH,NH, . 2HCI=—= NH,NH, + 2 HCI

Esquema 8. Equilibrio de dissociacado do dicloreto de hidrazina.

A adicdo nucleofilica de hidrazina ao carbono do grupo isotiociano gera
intermediario dipolar com uma carga positiva no atomo de nitrogénio da hidrazina,
e uma carga negativa no atomo de nitrogénio do isotiocianato, ocorrendo em

seguida a troca proténica via solvente, Esquema 9.

o
HsC "cooH
(45)

Esquema 9. Proposta I para formacdo do composto 45.
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Tanto o etanol como o n-butanol, utilizados como solvente, possuem baixo
carater basico e essa troca protdnica pode nao ser tao eficiente. Comparando os
experimentos 1 e 2, Tabela 2, percebe-se que nao ha influéncia significativa da
temperatura sobre o rendimento da reacao.

Quando se usou quantidades equimolares de NaHCOj3; para reagir com o
NH2NH,.2HCI, toda base foi consumida. Contudo, quando se adicionou excesso
da base, esta pode facilitar a troca protonica devido ao ion bicarbonato interagir
com o intermediario dipolar da tiossemicarbazida (45) através de duas ligagdes

hidrogénio como mostra o Esquema 10.

»/\HZN—NH2

°x

CHy

_—
S Butanol, NaHCO;

Na O

(45)

Esquema 10. Proposta II para formacado do composto 45.

Nos experimentos 2 e 3, Tabela 2, o aumento significativo do rendimento
da reacdo e a diminuicdo no tempo da mesma é devido ao aumento na
concentragdo de NaHCOj3; e de NH;NH,.2HCI, porque a base funciona como
catalisador diminuindo o tempo de reacdo, enquanto a maior disponibilidade da
hidrazina aumenta o numero de choques entre ela e o isotiocianato (43)
favorecendo o aumento do rendimento da reagéo.

Nos experimentos 3 e 4, Tabela 2, ha a inversao da ordem de adicdo dos
reagentes. O NaHCO; continua em excesso e como existem duas bases em
solugao (hidrazina e bicarbonato), ha competicdo entre as duas no ataque ao

carbono eletrofilico do substrato 43. Com a adicdo da solucdo de hidrazina sobre
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43, ha maior concentracao de substrato e ambas as bases presentes podem estar
reagindo com o substrato e, consequentemente, formando algum subproduto (nédo
identificado) referente ao ataque do bicarbonato ao carbono eletrofilico, resultando
em um menor rendimento do alvo sintético 45. Na reacdo em que o substrato 43 é
adicionado sobre a solugcdo de hidrazina, a concentracdo de 43 é pequena
favorecendo o ataque da base mais forte (hidrazina) que gera o alvo sintético 45,
favorecendo o aumento no rendimento da reacéo.

Nos experimentos 4 e 5 houve a mudanga do solvente da reagdo de
etanol para n-butanol e o aumento obtido no rendimento da reagdo pode ser
explicado pelo aumento na intensidade do efeito gaiola proporcionado pelo n-

butanol”®

. A porcao apolar ou hidrofébica do n-butanol interage melhor com a
porcao terpénica do substrato quando comparado ao etanol, enquanto que a parte
hidrofilica ou polar interage com a porgao isotiocianica e aminica dos reagentes.
Esse efeito gaiola aumenta o tempo de permanéncia dos reagentes em regides
proximas apos colisdes que nao foram efetivas. Essa permanéncia prolongada
possibilita novas colisées entre os reagentes em orientagdes e estados de energia
distintos dos primeiros até que ocorra uma colisdo de forma efetiva através da
qual o produto sera formado.

Assim, pode-se concluir que a reacao é favorecida:

* Pelo excesso de base — catalisador;

* Ordem de adigao dos reagentes — competi¢cao entre os reagentes;

* Solvente anfipatico — efeito gaiola.

Um estudo cinético-termodinamico detalhado pode ser realizado
futuramente, assim como uma melhora na otimizacdo do processo de sintese,

uma vez conhecidos os parametros ideais.
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Tabela 2. Dados dos experimentos realizados para a obtengao de 45.

Experimento Experimento Experimento Experimento Experimento

1 2 3 4 5
Substrato 43
0,05-0,14 0,05-0,14 0,25-0,69 0,20 - 0,55 0,20 -0,55
(g - mmol)
Proporgao’ 1:1:2 1:1:2 1:2:5 1:2:5 1:2:5

NH;NH,.2HCI:NaHCO; 0,015:0,024 - 0,015:0,024 - 0,15:0,29 - 0,12:0,23 - 0,12:0,23 -

(g - mmol) 0,14:0,28 0,14:0,28 1,39:3,45 1,10:2,75 1,10:2,75
Solvente Etanol Etanol Etanol Etanol Butanol
Faixa de Temp. (°C) 60-70 90 - 100 90 - 100 90 - 100 90 - 100
Ordem de adigao
(A2 ou BY) A A A B B
Tempo (h) 24 22 3 6 6,5
Rend. de 45 (g - %) 0,014 - 26 0,018 - 33 0,16 - 59 0,16 -73 0,18 - 82
"Isotiocianato (43):NH,NH,.2CI:NaHCO,
2 A = Hidrazina ao Isotiocianato (43)
¥B = Isotiocianato (43) a Hidrazina
do Acido

4.2.3. Benzaldeido-tiossemicarbazonas Derivadas

Caurendico (46 a 56)

(46 a 56)

R= CH3, OCH3, OH, N(CH3)2, o N02,
m NO,, p NO,,0Cl,mCle p ClI

HiC' “cooH
18 19'

A preparacdo da série das tiossemicarbazonas foi realizada tendo por

base a metodologia descrita na literatura®*°?®, sendo estas obtidas com tempo de

reagao entre 2 e 12 horas e rendimentos satisfatorios variando de 60 a 96%,

Tabela 3.
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A série das tiossemicarbazonas foi sintetizada por meio da reagdo de
condensacgao entre a tiossemicarbazida (45) com o benzaldeido ou um dos seus
derivados substituidos, sob catalise acida (solugdo de acido cloridrico) e

aquecimento, Esquema 11.

S H B
)\\ _NH OH = )K
n NH . B ' 7
NH H30 N - -H0
H e — e —
He? %
R 3 COOH R
H ;/_\ H
CH, HQ CH,
S N\ H : B S H
. N——= R N | N—
o I/NH)KNH/ :OH, : = IINH)\.NH/ + H30+
o —_— A
~ H z H
R (46 - 56) R

HC™ TooH HC™ CooH

Esquema 11. Proposta para a formacao dos compostos 46 a 56.

A presencga de um grupo retirador de elétrons no anel aromatico aumenta
a reatividade do carbono carbonilico do aldeido frente ao nucledfilo (nesse caso,
tiossemicarbazida), enquanto que um grupo doador de elétrons diminui esta
reatividade, uma vez que a carbonila esta diretamente ligada ao anel aromatico e
fica susceptivel aos efeitos eletrdbnicos provocados pelos seus grupos substituintes.
Essa relagao é observada nas reagdes onde temos o grupo nitro nas posi¢des orto
e para no nitro-benzaldeido. A presencga do grupo nitro nessas posigdes provoca
diminuicdo de densidade eletrbnica, por efeito de ressonancia, no carbono do anel
que estad diretamente ligado a carbonila, tornando, por efeito indutivo, essa
carbonila mais reativa e, consequentemente, um maior rendimento do produto
(nitro-benzaldeido-tiossemicarbazona) é observado (96%), Figura 7. Quando o
grupo nitro esta na posicdo meta do nitro-benzaldeido, o rendimento € menor

(72%), pois o efeito retirador de elétrons desse grupo nessa posicado € menos
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eficiente, ndo diminuindo a densidade eletrénica do carbono ligado a carbonila de
maneira significativa. Com isso, ndo ocorre o aumento da reatividade do carbono

carbonilico, Figura 7.

:

N
&5-- 5 -
0 \O

Figura 7. Efeito sobre a reatividade da carbonila de acordo com a posigao do

substituinte nitro no nitro-benzaldeido.

Com excegao das reagdes com os aldeidos substituidos com grupo nitro,
nao foi possivel observar grande efeito ativador ou desativador para os demais
substituintes ja que os rendimentos dessas reagdes (60 a 76%) possuem a
mesma ordem de grandeza quando comparados ao do benzaldeido (65%).

Nao é possivel uma discussdo mais aprofundada quanto aos efeitos de
ativacdo ou desativacdo sobre a carbonila do aldeido porque os rendimentos
obtidos para cada reacdo n&do podem ser diretamente comparados ja que os
tempos de reacdo nao foram os mesmos. Os tempos de reacdo foram
determinados por monitoramento via CCDA e estas foram dadas como terminadas
quando ndo se observava alteragdes na formacado do produto e no consumo de
reagentes.

Também, foi verificado que a reagdo de adicdo dos aldeidos a
tiossemicarbazida (45) foi estereoespecifica, E-seletiva, uma vez que apenas um
esteroisbmero foi formado na reagdo, o esteroisbmero E. Essa discussdo sera
apresentada junto ao item 5.5, utilizando a benzaldeido-tiossemicarbazona (46)

como exemplo.
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Tabela 3. Dados dos experimentos realizados para a obtengao de 46 a 56.

45 - 0,51 mmol Aldeido - 0,51 mmol T.R.* Rend. Forma Fisica e
(9) (quantidade) (h) (9-%) cor
46 0,20 Benzaldeido -52 L 6 0,15-65 Solido Branco
47 0,20 p-CHs-benzaldeido - 60 pL 2 0,15-62,5 Sodlido Branco
48 0,20 p-OCHs-benzaldeido - 62 pL 2 0,18-72 Solido Amarelo claro
49 0,20 p-OH-benzaldeido - 0,06 g 4 0,15-62,5 Sélido Amarelo
50 0,20 p-N(CHs)2-benzaldeido - 0,08 g 3 0,19-76 Sélido Amarelo
51 0,20 0-NOgz-benzaldeido - 0,08 g 12 0,24 - 96 Sélido Amarelo
52 0,20 m-NO,-benzaldeido - 0,08 g 0,18 -72 Sélido Amarelo claro
53 0,20 p-NO2-benzaldeido - 0,08 g 0,24 - 96 Sdélido Amarelo
54 0,20 0-Cl-benzaldeido - 0,07 g 0,18 -72 Sdlido Branco
55 0,20 m-Cl-benzaldeido - 0,07 g 3,5 0,15 -60 Sdlido Branco
56 0,20 p-Cl-benzaldeido - 0,07 g 2,5 0,18 -72 Sdlido Branco
*T. R.: Tempo de Reagéo
4.3. Avaliacao biolégica: Atividade Anti-tripanossoma e Avaliagado
Citotoxica

O acido caurendico (1) e seus derivados sintetizados (43 a 56) neste

trabalho foram testados contra a forma epimastigota de Trypanosoma cruzi

(protozoario causador da Doenga de Chagas), além de serem testados em células

LLMCK:; para determinar suas atividades seletivas sobre o parasita. Os valores de

Clso para epimastigotas de T. cruzi, CCsp para células LLMCK; e seus respectivos

indices de seletividade (IS) estdo na Tabela 4.
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Tabela 4. Valores de CCsy para células LLMCK; e Clsy para forma

epimastigota de Trypanosoma cruzi e seus respectivos indices de seletividade (IS).

CHj

ey

R=NCS (43), SCN (44) LLMCK; Epimastigota IS*

e NHCSNHNH, (45) R CC50 CISO

R = H (46), CH; (47), OCHj (48), OH (49),
N(CHy), (50), 0-NO, (51), m-NO, (52), p-NO, (53),
0-Cl (54), m-CI (55) e p-ClI (56)
UM £ DP

1 Acido Caurenoico 59,5+0,1 101,7+00 0,6
43 Isotiocianato 52,0+0,3 58,2+0,2 0,9
44 Tiocianato 103,4+0,7 43,4 +5,6 2,4
45 Tiossemicarbazida 71,4+0,7 107,0+£130 0,7
46 Benzaldeido-tiossemicarbazona 31,1+1,0 68,2+ 11,2 0,5
47 p-CHs-benzaldeido-tiossemicarbazona 122,4+ 1,0 234+77 7,3
48 p-OCHj;-benzaldeido-tiossemicarbazona 78,2+0,0 16,0 +4,4 5,7
49 p-OH-benzaldeido-tiossemicarbazona 29,5+0,8 18,3 +4,0 1,9
50 p-N(CHjs),-benzaldeido-tiossemicarbazona 248,5+ 0,6 795+17,9 3,2
51 0-NO,-benzaldeido-tiossemicarbazona 17,1 +0,1 2,0+1,1 9,0
52 m-NO,-benzaldeido-tiossemicarbazona 104,8+ 0,4 19,0+£0,0 5,6
53 p-NO,-benzaldeido-tiossemicarbazona 15,2+0,0 116,6 + 12,8 0,1
54 0-Cl-benzaldeido-tiossemicarbazona 364,2 +11,3 39,4+14,3 8,4
55 m-Cl-benzaldeido-tiossemicarbazona 56,2 +0,4 235+7,0 3,2
56 p-Cl-benzaldeido-tiossemicarbazona 28,7 £1,1 14,9+0,3 2,0

* IS: CCso LLMCK; / Clso epimastigota

** DP: Desvio Padrao

Os resultados obtidos da avaliagdo anti-tripanossoma dos derivados
sintetizados (43 a 56) foram comparados com o resultado obtido para o acido
caurendico (1) e com as drogas de referéncia: benznidazol (Clsp = 7,4 uM) e
Nifurtimox® (Clso = 7,7 pM)"".

Com excegao da tiossemicarbazida (45) e da p-nitro-benzaldeido-
tiossemicarbazona (53) todos os demais derivados sintetizados foram mais ativos
que o acido caurendgico (1). A o-nitro-benzaldeido-tiossemicarbazona (51) destaca-
se como sendo a mais ativa de todas as substéncias testadas, tendo um Clso mais
baixo que o do acido caurendico e das drogas de referéncia citadas na literatura.
Portanto, estes resultados indicam que houve uma potencializagdo na atividade
anti-tripanossoma da maioria dos derivados sintetizados quando comparados ao

acido caurenoico (1).
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A incorporacdo de HSCN ao 4&acido caurendico (1), formando o
isotiocianato (43) e o tiocianato (44), aumentou em aproximadamente duas vezes
a atividade dos mesmos (58,4 e 43,7 uM, respectivamente). Com a adigdo da
hidrazina ao isotiocianato (43), gerando a tiossemicarbazida (45), houve
decréscimo da atividade para a ordem de atividade do acido caurendico (1) (107,0
MM). A condensagdo da tiossemicarbazida com o benzaldeido, gerando a
benzaldeido-tiossemicarbazona (46), acarretou um aumento da atividade para a
ordem de atividade do isotiocianato (43) (68,2 uM).

A presenca dos grupos metila, metoxila e hidroxila, doadores de
densidade eletrénica, na posigcdo para do anel benzénico das respectivas
tiossemicarbazonas (47), (48) e (49), aumentou cerca de trés vezes a atividade
destas (23,4; 16,0 e 18,3 yM) em relagao a benzaldeido-tiossemicarbazona (46).
Enquanto que a presenga do grupo dimetilamino, também doador de densidade
eletrbnica e na mesma posicdo do anel benzénico da tiossemicarbazona (50),
diminuiu a atividade desta para 79,5 uUM em relacdo a benzaldeido-
tiossemicarbazona (46), quando era esperado para este composto 50 um
incremento de atividade da mesma ordem dos demais derivados que continham
um grupo doador de densidade eletrbnica no anel benzénico.

Com o grupo nitro, retirador forte de densidade eletrénica, nas posi¢des
orto (51), meta (52) e para (53) observou-se um decréscimo da atividade com o
afastamento deste substituinte em relagdo ao nitrogénio iminico (2,0; 19,0 e 116,6
MM, respectivamente). Com o grupo cloro, retirador fraco de densidade eletrénica,
nas posicoes orto (54), meta (55) e para (56), foi observado que a atividade
aumentou com o afastamento deste substituinte com relagdo ao nitrogénio iminico
(39,4; 23,5 e 14,9 uM, respectivamente).

Estes resultados indicam que efeitos estéricos e conformacionais, além
dos efeitos eletrénicos, devem reger a potencialiagcdo da atividade bioldgica.
Estudos de correlacado estrutura-atividade devem ser realizados futuramente para
melhores esclarecimentos dos efeitos envolvidos e manifestados sobre a atividade

testada.
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A o-nitro-benzaldeido-tiossemicarbazona (51) foi a mais ativa das
benzaldeido-tiossemicarbazonas sintetizadas e vale ressaltar que a proposta
mecanistica de acédo das drogas que sao utilizadas comercialmente no tratamento
da doencga de Chagas, Nifurtimox® e Benzimidazol® (benznidazol) (Figura 8, a), se
da via reducdo do grupo nitro presente na estrutura quimica destas drogas’?>#183

(Figura 8, b).

(:QL/@%N\@ ”;\”JLN
: e

2 NO>
nfx bnz
(b) 2+
. Fe SOD in
OH* + OH -~ H202 —_— 02 02

A v = AL

1e

C

Nifurtimox Flavoprotein reductase nitro anion radical
Figura 8. Estruturas quimicas do nifurtimox (nfx) e benznidazol (bnz) (a) e

proposta do mecanismo de acgdo do nfx (b)"%.

* SOD, Superdxido Dismutase, enzima catalisadora®*.

Logo, propde-se que o mecanismo de agado da o-nitro-benzaldeido-
tiossemicarbazona (51) pode ocorrer de maneira analoga ao Nifurtimox®,
mostrado acima, o que explica sua 6tima atividade anti-tripanossoma.

Por meio da avaliacdo citotoxica, foi observado que a p-dimetilamino-
benzaldeido-tiossemicarbazona (50) e a o-cloro-benzaldeido-tiossemicarbazona
(54) apresentaram os menores efeitos toxicos as células LLMCKj, CCsy de 248,5 e
364,2 uM, respectivamente.

indice de seletividade (IS) representa o quanto um composto é mais
seletivo para o agente patolégico, neste caso o protozoario da familia
Trypanosomatidae, do que para a célula hospedeira, sendo, neste trabalho, as

células da linhagem LLMCKj,. De acordo com os dados obtidos para este indice,
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foi observado que os compostos sintetizados 44, 47, 48, 49, 50, 51, 52, 54, 55 e
56 obtiveram valores de IS maiores ou iguais a 1,9. Segundo dados da literatura,
estes derivados do acido caurendico (1) podem ser considerados potentes
agentes terapéuticos para a Doenga de Chagas ja que lzumi e colaboradores
(2008)% observaram que a substancia partenolideo, isolada da espécie
Tanacetum partenium, apresentou uma o6tima atividade quando analizada para o
mesmo modelo de estudo deste trabalho, e seu indice de selitividade foi 6,4. Além
disto, Porcal e colaboradores (2008)"" obtiveram um IS menor que 5,6, frente
formas epimastigotas de T. cruzi e macrofagos da linhagem J-774, para o
composto N4-fenilbenzofuroxano-5-carboxaldeido-tiossemicarbazona, uma fenil-
substituida-tiossemicarbazona que também apresentou um Clsy de 8,9 uM, sendo
esta considerada de excelente atividade, relatando que a presenga do grupo
aromatico tem relevancia na atividade anti-parasitica.

De outra forma, a alta citotoxicididade expressada por estes compostos
pode sugerir a analise de seu potencial anticancer, ja que esta atividade tem sido
estudada para tiossemicarbazonas****%-#_ Karali (2002)% testou uma série de 5-
nitro-1H-indol-2,3-diona-3-tiossemicarbazonas e de 1-morforlina/piperidinametil-5-
nitroindol-2,3-diona-3-tiossemicarbazonas contra 60 linhagens de células tumorais
humanas relatando que os altos valores de citotoxicidade da maioria destes
compostos esta relacionado com a atividade dos mesmos como agentes
anticancer por serem comparaveis aos da tioguanina e da 5-fluorouracil, drogas de

referéncia utilizadas no trabalho.
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5. ANALISE ESPECTRAL E CARACTERIZAGAO ESTRUTURAL

5.1. Acido Caurendico (1)

No espectro de RMN de 'H, E R 'H-1, foi observado sinais
caracteristicos de hidrogénios olefinicos em dy 4,74 (H17a, s) e o4 4,80 (H17b,
s); de grupos metila em &4 1,24 (H18, s) e 0,95 (H20, s) e de hidrogénio alilico
cabeca de ponte em &y 2,64 (H13, sl).

Através dos dados de RMN de "°C/DEPT, E R "C/DEPT-1, foram
identificados 20 carbonos, sendo 5 C, 3 CH, 10 CH; e 2 CHj3, dentre os quais
se destacam o carboxilico em &¢ 185,1 (C19), os olefinicos em d¢ 156,1 (C16)
e O¢c 103,2 (CH217) e os metilicos em 8¢ 29,2 (CH318) e ¢ 15,8 (CH320).

Os dados de RMN de '"H e "*C/DEPT observados para o composto 1,

Tabela 5, estdo de acordo com os descritos na literatura'#17:29:38.73.90-93

para o
acido caurendico.

No mapa de contornos HMQC, E R HMQC-1, foi observado que os
hidrogénios H1, H2, H3, H14 e H17 sao heterotopicos entre si e os demais
hidrogénios sao homotdpicos. Pelo mapa de contornos HMBC, E R HMBC-1,
foram observadas correlagées dos carbonos C13 e C15 com os hidrogénios
olefinicos H17a e H17b, dos carbonos dos grupos metila, C18 e C20, com os
hidrogénios H3a e H1a, respectivamente, e do carbono carboxilico com os
hidrogénios H5 e H18.

No mapa de contornos COSY, E R COSY-1, foram observadas as
correlagdes constantes da Tabela 5, destacando-se a de H15 com H17a e
H17b. O mapa de contornos NOESY, E R NOESY-1, confirmou os dados

obtidos do COSY e forneceu informacdes de correlagbes espaciais de H1a com
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H5; H1b com H20; H5 com H18; H9 com H15; H11 com H20, H13 com H17b e
H15 com H17a.

— HMBC
— > NOESY

Figura 9. Principais correlagées de HMBC e NOESY para o composto 1.

A localizagdo do grupamento carboxilico em posi¢cdo axial, trans em
relacdo ao atomo de hidrogénio H5, foi baseada no deslocamento quimico do
carbono C5, &, 57,2. Quando a fungao carboxila ocupa a posi¢ao equatorial, cis
em relagdo ao H5, o deslocamento quimico de C5 aparece em torno de 6. 50,0
devido ao efeito de protecdo y exercido pelo atomo de oxigénio do grupo
carboxila®.

No espectro na regidao do infravermelho, E IV-1, foram observadas,
dentre outras, as bandas alargadas em sobreposi¢cdo entre 3400 e 2400 cm’”
tipicas das deformacgdes axiais de O-H de acido carboxilico; uma banda intensa
em 1690 cm™ tipica da deformagado axial da carbonila de acido carboxilico e
uma banda em 1656 cm™ proveniente da deformacdo axial da dupla ligagdo
nao conjugada’’%%.

O ponto de fusdo do composto isolado 1, determinado por DSC, foi de
177 °C, Tabela 20 e DSC-1, e esta de acordo com a literatura'”#*°",

O 9, determinado para o composto 1, Tabela 21, foi -105,20° (CHCls,
0,102 gmL") estando de acordo com a literatura'’?°, determinando que o
composto 1 possui configuragdo ent, pois os diterpenos que desviam a luz
polarizada para a esquerda, (-), possuem esta configuragao®®.

Os dados descritos confirmam que o composto isolado 1 é o acido ent-

cauran-16-en-19-6ico.
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Tabela 5. Dados de RMN de 'H, *C/DEPT, HMQC, HMBC, COSY e
NOESY (300,06 MHz para 'H e 75,45 MHz para '*C, CDCI3/TMS) para o

composto 1.
&¢c (DEPT) HMQC - Jcy HMBC - COSY - NOESY
H: 3y (mult, J=  Jch e 3Jcn .
Hz)
1 40,9 (CH,) H1a:0,70 - 0,86 (m) H1b e H2a H5
H1b: 1,78 - 1,92 (m) H1a H20
2 19,3 (CHy) H2a: 1,38 - 1,46 (m) H1a
H2b: 1,83 - 1,86 (m) —
3  38,0(CHy, H3a:0,90- 1,06 (m) H3b —
H1b e H18
H3b: 2,15 (dI, 14,4) H3a —
4  444(C) — — — —
5 57,2 (CH) H5: 1,07 (m) H1b, H7, H18 H6 Hlae
e H20 H18
6 22,0(CHy)  H6:1,74-1,86 (m) H5 H7 e H5 —
7 415(CHy)  H7:1,34-1,56 (m) — H6 —
8 44,1 (C) — — — —
9 55,3 (CH) H9: 1,04 (m) H14a e H15 H11 H15
10 39,9 (C) — H2a, H5 e — —
H11
1 18,6 (CHy) H11: 1,50 - 1,64 (m) H9 H9 e H12 H20
12 33,3 (CHy) H12: 1,36 - 1,64 (m) H9 e H14b H11 e H13 —
13 44,0 (CH) H13: 2,64 (sl) H12, H17ae H12 e H14a H17b
H17b
14 39,9 (CH,) H14a:1,06-1,18 (m) H13 e H14b —
H12 e H15
H14b: 1,90 - 2,04 (m) H14a —
15 49,1 (CH,) H15: 2,05 (m) H14b, H17a e H17a e H9 e
H17b H17b H17a
16  156,1 (C) — H14b, H15 e — —
H17a
17 103,2 (CH,) H17a: 4,74 (s) H15 e H17b H15
H15
H17b: 4,80 (s) H15 e H17a H13
18 29,2 (CHj) H18: 1,24 (s) H3a — H5
19  185,1(C) H5 e H18 — —
20 15,8 (CHs) H20: 0,95 (s) H1a — H1b e
H11
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E R "H-1. Espectro de RMN de "H (300,06 MHz, CDCl3/TMS) do composto 1.
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E R *C/DEPT-1. Espectro de RMN de ">*C/DEPT (75,45 MHz, CDCl3/TMS) do composto 1.
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E R HMQC-1. Mapa de contornos HMQC (300,06 MHz para 'H e 75,45MHz para '°C, CDCI3/TMS) do composto 1.
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E R HMQC-1 - Expansao. Mapa de contornos HMQC (300,06 MHz para 'H e 75,45MHz para °C, CDCI3/TMS) do composto 1.
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E R HMBC-1. Mapa de contornos HMBC (300,06 MHz para 'H e 75,45MHz para "*C, CDCl3/TMS) do composto 1.
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E R HMBC-1 - Expans&o. Mapa de contornos HMBC (300,06 MHz para 'H e 75,45 MHz para "*C, CDCIls/TMS) do composto 1.
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E R COSY-1. Mapa de contornos COSY (300,06 MHz, CDCI3/TMS) do composto 1.
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E R COSY-1 - Expansao. Mapa de contornos COSY (300,06 MHz, CDCI3/TMS) do composto 1.
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E R NOESY-1. Mapa de contornos de NOESY (300,06 MHz, CDCI3/TMS) do composto 1.
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DSC-1. Curva de DSC (10 °Cmin™', 50 mLmin™" N;) do composto 1.
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5.2. Isotiocianato Derivado do Acido Caurenéico (43)

(43)

No espectro de RMN de 'H, E R 'H-2, verificou-se a auséncia dos
sinais dos hidrogénios olefinicos em &y 4,74 (H17a, s) e d4 4,80 (H17b, s)
presentes em 1; incremento de mais um grupo metila através do sinal em oy
1,52 (H17, s), além daqueles ja integrantes de 1 em o4 1,24 (H18, s) e 0,94
(H20, s), e mudanca do deslocamento quimico do sinal do hidrogénio alilico
cabeca de ponte de oy 2,64 (H13, sl) para &4 2,18 (H13, sl), evidenciando
maior blindagem deste hidrogénio.

Na andlise do espectro de "*C/DEPT, E R "*C/DEPT-2, identificou-se
21 carbonos, sendo 6 C, 3 CH, 9 CH;, e 3 CH3, dentre os quais destacam-se o
carboxilico em 8¢ 185,0 (C19) como em 1, o do grupo isotiocianato em &¢
128,6 (C21), o ligado a nitrogénio em &¢ 69,2 (C16) e o metilico em &¢c 23,6
(CH317), indicando incremento do mesmo.

O mapa de contornos HMQC, E R HMQC-2, revelou principalmente
que os hidrogénios H7, H12 e H15 se tornaram heterotopicos e que H14 e H17
passaram a apresentar seus hidrogénios homotopicos. Pelo mapa de
contornos HMBC, E R HMBC-2, foi possivel a visualizagdo das correlagdes
entre os carbonos C13 e C15 com H17, confirmando a posigdo do novo grupo
metila, além de outras correlagdes ja visualizadas em 1.

No mapa de contornos COSY, E R COSY-2, foram verificadas apenas
as correlagdes coerentes com as de 1, Tabela 6. A interacdo espacial de H12b
e H13 com H17 observada no mapa de contornos NOESY, E R NOESY-2,
evidenciou a posi¢ao espacial do novo metila incorporado. Assim, ficou definido
que o grupo metila estd acima do plano do anel de cinco membros, posigao [3,

e, por consequéncia, 0 grupo isotiociano esta na posi¢ao a, Figura 10.
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— HMBC
— > NOESY

Figura 10. Principais correlacbées de HMBC e NOESY para o composto 43.

No espectro na regido do infravermelho, E IV-2, foram observadas,
principalmente, bandas alargadas em sobreposi¢gao entre 3400 e 2400 cm’’
provenientes das deformacodes axiais de O-H de acido carboxilico; uma banda
intensa em 1693 cm™ tipica da deformacdo axial da carbonila de &cido
carboxilico e uma banda alargada, em 2125 cm'1, caracteristica da dupla
ligacdo cumulada do grupo NCS®%894%9 Essas informacdes aliada & auséncia
de bandas de deformagdes de duplas ligagées confirmaram a incorporagéo do
HSCN a molécula de acido caurendico (1).

No espectro de massas, E M-1, o ion molecular foi observado em m/z
361, o fragmento correspondente a perda de NCS em m/z 303 e a perda de
NCS e COOH em m/z 257.

O ponto de fusdo do composto 43, determinado por DSC, foi de 174 °C,
Tabela 20, sendo observado que o mesmo sofre degradacado imediatamente
apods seu processo de fusdo, DSC-2.

O 9, determinado para o composto 43 foi -106,29° (CHCIs, 0,97 gmL™),
Tabela 21.

Assim, os dados descritos acima permitiram a identificacdo e
caracterizacao do composto sintetizado 43 como sendo o acido ent-cauran-

16a-isotiociano-16f-metil-19-6ico, C,1H31O2NS.
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Tabela 6. Dados de RMN de 'H, ®*C/DEPT, HMQC, HMBC, COSY e
NOESY (300,06 MHz para 'H e 75,45 MHz para '*C, CDCI3/TMS) para o

composto 43.

5¢ (DEPT) HMQC - "Jc HMBC - COSY -'Juy  NOESY
H: 34 (mult, Jem  %Jche
HZ) 3J(_:|-|
1 40,7 (CH,)  H1a: 0,70 - 0,82 (m) H1b e H2a H3a
H1b: 1,74 - 1,86 (m) H1a —
2 19,1 (CHy) H2a: 1,34 - 1,50 (m) H1a H3a
H2b: 1,83 - 1,90 (m) H3a e H3b —
3  37,8(CHy) H3a:0,92-1,06 (m) H2beH3b  Hla, H2ae
H18
H18
H3b: 2,16 (dI, 15,6) H2b e H3a —
4 45,5 (C) — — — —
5  568(CH)  H5:0,96-1,10 (m) H18 — H9
6 220(CH,  H6:1,70-1,89 (m) — — H18 e H20
7 416(CH,) H7a:1,30-1,45(m) H7b e H15b
H6 —
H7b: 1,60 - 1,70 (m) H7a
8 43,8 (C) — — — —
9 558(CH) H9:090-1,02(m) Hi5be H11 H5 e H12b
H20
10 39,8 (C) — H20 — —
11 18,3 (CHy)  H11:1,50 - 1,64 (m) — H9 —
12 38,4 (CH,) H12a:1,48-1,60(m) H12b e H13 —
H12b: 2,05 (dl, 12,3) H12a H9 e H17
13 48,5 (CH) H13: 2,18 (sl) H17 H12a H17
14 26,4 (CH,) H14:1,42-1,64 (m) — — —
15 56,5 (CH,) H15a:1,50-1,62 (m) H15b —
H17
H15b: 1,82 - 1,95 (m) H15a H7a
16 69,2(C) — H15b e — —
H17
17 23,6 (CH3) H17: 1,52 (s) — — H12b e H13
18 29,0 (CHs) H18: 1,24 (s) — — H3a e H6
19  185,0(C) — H18 — —
20 15,6 (CHs) H20: 0,94 (s) — — H6
21 1286 (C) — — — —
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E R "H-2. Espectro de RMN de "H (300,06 MHz, CDCIl3/TMS) do composto 43.

51



Analise Espectral e Caracterizagdo Estrutural - Isotiocianato (43)

ll|lllII!I\'I[YTIYII!!l|'|'ll|'[llll'r'l'll‘ITIII|IITYI||"I[|[YII

T LI | L LI ‘ LI
15I0 140 120 100 80 60 40 20 ppm

_ L

Tr T T
Ty rrr[rrrryrrrrryprrroroprrory t|lll||Ill1—]r|ll||1|l[l||||lIl1|||!r]’TI!l]11ll T T

T 1 LB
160 140 120 100 80 60 40 20 ppm

E R "*C/DEPT-2. Espectro de RMN de "*C/DEPT (75,45 MHz, CDCls/TMS) do composto 43.
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E R HMQC-2. Mapa de contornos HMQC (300,06 MHz para 'H e 75,45 MHz para '*C, CDCIl3/TMS) do composto 43.
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DSC-2. Curva de DSC (10 °Cmin™, 50 mLmin™ N;) do composto 43.
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5.3. Tiocianato Derivado do Acido Caurenéico (44)

(44)

No espectro de RMN de 'H, E R 'H-3, verificou-se auséncia dos sinais
dos hidrogénios olefinicos em &y 4,74 (H17a, s) e &4 4,80 (H17b, s) presentes
em 1 que foram modificados para um grupo metila em d4 1,80 (H17, s) e
mudanga do deslocamento quimico do hidrogénio alilico cabega de ponte de &y
2,64 (H13, sl) para 6y 2,27 (H13, m), evidenciando maior blindagem deste
hidrogénio, porém menos blindado que o isotiocianato (43) devido ao maior
volume do atomo de enxofre.

Na analise do espectro de RMN de "*C/DEPT, E R '*C/DEPT-3,
identificou-se 21 carbonos sendo eles de multiplicidade igual aos do
isotiocianato (43), destacando-se o do grupo tiocianato em &¢ 113,5 (C21), o
ligado ao enxofre em &¢ 63,9 (C16), e, o metilico em d¢c 25,6 (CH317), que
caracterizam um derivado diferente.

Pelas analises dos mapas de contornos HMQC, HMBC e COSY, E R
HMQC-3, E R HMBC-3 ¢ E R COSY-3, foram observadas informacdes
semelhantes com as do isotiocianato (43), Tabela 7, evidenciando que a unica
diferenca entre eles € a forma com a qual o grupo HSCN foi incorporado.

A interacao espacial de H11 com H17, Figura 11, observada no mapa
de contornos NOESY, E R NOESY-3, evidenciou a mesma estereoquimica

relativa sobre o C16 deste derivado em relagdo ao isotiocianato (43).
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——» HMEC N/

= NOESY

Figura 11. Principais correlacbes de HMBC e NOESY para composto 44.

No espectro na regidao do infravermelho, E IV-3, foi observada uma
banda intensa em 2144 cm™ caracteristica da dupla ligacdo cumulada do grupo
SCN®56694.9598.100 - Agsim como no isotiocianato (43), foram observadas as
bandas tipicas das deformacdes de C-H de ciclo-alcanos e alcanos normais e
de carbonila e OH de acido carboxilico, com igual auséncia de banda de
deformacgéo axial de duplas ligagdes confirmando também a incorporagdo do
HSCN a molécula de acido caurendico (1).

No espectro de massas, E M-2, o ion molecular foi observado em m/z
361, o fragmento correspondente a perda de HSCN em m/z 302 e a perda de
SCN e COOH em m/z 257.

O ponto de fusdo do composto 44, determinado por DSC, foi de 165°C,
Tabela 20, sendo também observado degradagdo do mesmo, apos seu
processo de fusao, DSC-3.

O 9% determinado para o composto 44 foi -72,45°, Tabela 21.

Portanto, os dados descritos acima permitiram a identificacdo e
caracterizacao do composto sintetizado 44 como sendo o acido ent-cauran-

16a-metil-16B-tiociano-19-6ico, C,1H3102NS.
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Tabela 7. Dados de RMN de 'H, *C/DEPT, HMQC, HMBC, COSY e
NOESY (300,06MHz para 'H e 75,45MHz para '*C, CDCIy/TMS) para o

composto 44.

5¢c HMQC - "Jcu HMBC - COSY-'Juu NOESY
(DEPT)  H: &y (mult., Jem 2Jche ®Jen
Hz)
1 40,7 (CH,) H1a: 0,70 - 0,80 (m) H1b e H2 H5
H20

H1b: 1,78 - 1,90 (m) H1a e H2 —

2 19,1 (CH;) H2:1,36-1,52 (m) — H1a, H1b, —
H3a e H3b
3  37,8(CH, H3a:0,90- 1,00 (m) H2 e H3b H18
H18

H3b: 2,16 (dl, 12,6) H2 e H3a —
4 46,3 (C) — H18 — —
5 568(CH) H5:1,00-1,08(m) H18eH20 H6 H1a
6 22,0(CHy, H6:1,78-1,88(m) — H5 e H7b H20
7  41,8(CHy) H7a:1,34-1,47 (m) H7b

H7b: 1,54 - 1,64 (m) H7a e H6
8 43,9 (C) — — — —
9  559(CH) H9:0,94-1,04 (m) - - H15
10 39,8 (C) — — — —
11 18,6 (CHy) H11:1,56- 1,67 (m) — — H17
12 38,9 (CH,) H12a: 1,66 - 1,76 (m) H12b e H13 —

H12b: 2,06 (dl, 12,3) H12a H20
13 47,3 (CH) H13: 2,27 (m) H17 H12a —
14 27,6 (CH,) H14:1,60-1,73 (m) — — —
15 54,5 (CH,) H15: 1,64 (s) H17 — H9
16 63,9 (C) H17 — —
17 25,6 (CHa,) H17: 1,80 (s) — — H11
18 29,1 (CHs) H18: 1,24 (s) — — H3a
19  184,7 (C) H18 — —
20 15,5 (CHs) H20: 0,95 (s) — — H6 e

H12b

21 113,5(C) - - - -
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E R "H-3. Espectro de RMN de "H (300,06 MHz, CDCls/TMS) do composto 44.
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E R *C/DEPT-3. Espectro de RMN de "*C/DEPT (75,45MHz, CDCIl3/TMS) do composto 44.
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Relative Abundance
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69



Analise Espectral e Caracterizagdo Estrutural - Tiocianato (44)

100

80 -

60 -

40 4

Transmitancia ( % )

20 4

0 L} l
4000 3500

T T T T T T
3000 2500 2000 1500 1000 500

Numero de onda (cm™)

E IV-3. Espectro na regido do Infravermelho (pastilha/KBr) do composto 44.

—— Tiocianato

"

Fluxo de Calor ( mW)

endo

165°C

N

T T T T T T T T
40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240

Temperatura ( °C)
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5.4. Tiossemicarbazida Derivada do Acido Caurenéico (45)

(45)

No espectro de RMN de 'H, E R 'H-4, foi possivel verificar alteracdes
nos deslocamentos quimicos do metila proxima ao grupo modificado de o4 1,52
(H17, s) para d4 1,62 (H17°, s) e do hidrogénio cabega de ponte de oy 2,18
(H13, sl) para 64 2,33 (H13’, sl), ambos mais desblindados devido a mudanga
introduzida. Além disso, foi possivel a visualizagdo do sinal caracteristico do
grupo NH; em &y 4,48 (Hn1, 2H, sl) e dos dois grupos NH em &y 7,45 (Hng,1H, )
e 0y 8,40 (Hng, 1H, sl).

No espectro de "*C/DEPT, E R "*C/IDEPT-4, verificou-se que o niimero
de carbonos se manteve constante, assim como suas multiplicidades. As
principais mudancas de deslocamento quimico foram do carbono em &¢ 128,6
(C21), tipico de isotiocianato, para 6¢ 179,6 (C3), tipico de tiocarbonila ligada a
nitrogénio, o sinal do carbono ligado a nitrogénio que se deslocou de &¢ 69,2
(C16) para &¢ 62,2 (C16’) e o do grupo metila antes em &¢ 23,6 (CH317) para
Oc 21,1 (CH317").

Nos mapas de contornos HMQC, HMBC e COSY, E R HMQC-4, E R
HMBC-4 ¢ E R COSY-4, ndo foram observadas mudangas significativas na
porcao terpénica do composto assim como nao foram observadas informacdes
discordantes ou significativas comparadas as do isotiocianato (43), Tabela 8,
evidenciando que a mudanga estrutural pretendida ocorreu apenas no grupo
funcional terminal, isotiociano.

No mapa de contorno NOESY, E R NOESY-4, foi verificado a
estereoquimica relativa sobre o C16’ por meio da interagao espacial de H9 e
H13 com H17 que, assim como em 43, possui o grupo metila acima do plano

do anel de cinco membros e o grupo tiossemicarbazida abaixo, Figura 12.
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— HMBC
» NOESY

Figura 12. Principais correlacbes de HMBC e NOESY para o composto 45.

No espectro na regido do infravermelho, E IV-4, foram observadas,
principalmente, varias bandas alargadas em sobreposicdo atribuidas as
deformacbes axiais de N-H de aminas primarias e secundarias entre 3320-
2930 cm™, uma banda intensa em 1531 cm™ de deformagdo angular de N-H
ligado & tiocarbonila e uma banda em 1251 cm™ da deformagdo axial de
tiocarbonila®®>%°1% N3zo foi observada a presenca da banda de deformacéo
axial de carbonila de acido carboxilico provavelmente por estar com baixa
intensidade.

No espectro de massas, E M-3, o ion molecular foi observado em m/z
393 para o composto 45 e o fragmento correspondente a perda de
NH2CSNHNH; e COOH em m/z 257.

Para a determinacao do ponto de fusdao do composto 45 foi necessario
uma analise de TGA, complementar a curva de DSC, DSC/TGA-4, em funcao
deste composto ter perdido uma consideravel porcentagem de massa até
aproximadamente 100°C. A curva de DSC apresentada no DSC/TGA-4 revelou
uma variagao da linha base tendo inicio em aproximadamente 40°C, que com o
auxilio da curva de TG, foi associada a um evento de variagdo de massa,
provavelmente devido a saida de agua do composto. Desta forma, a faixa do
processo de fusao de 117,5 a 167,5°C foi determinada pela sobreposi¢cao das
curvas de TG e DSC e o ponto de fusdo em 131°C, Tabela 20, no qual, ndo

houve variagdo de massa na curva de TG. Também ficou claro pela
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complementacao das analises de DSC e TGA que o composto 45, assim como
os outros derivados sintetizados, sofre degradacdo imediatamente apds seu
processo de fusao.

O o5 determinado para o composto 45 foi -66,67° (DMSO, 0,024 gmL™"),
Tabela 21.

Assim, o composto 45 foi identificado e caracterizado como sendo N4-

[acido ent-cauran-16’(B)-metil-19’-6ico]-tiossemicarbazida, C,1H3502N3S.
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Tabela 8. Dados de RMN de 'H, *C/DEPT, HMQC, HMBC, COSY e
NOESY (300,06 MHz para 'H e 75,45 MHz para "*C, DMSO-d¢/TMS) para o

composto 45.

5c (DEPT) N:54(n°deH,mult)e HMBC- COSY-"Jyy NOESY
HMQC - "Jcy 2Jen e *Jeu
H: &4 (mult., J em Hz)
1 — Hyi: 4,48 (2H, sl) — — —
2 — Hyez: 8,40 (1H, sl) — — —
3 179,6 (C) — — — —
4 Hya: 7,45 (1H, s) — — —
1  410(CH,)  H1a:0,62-0,74 (m) H2'
H1b’ 1,62 - 1,76 (m) —
2’ 19,5 (CH,) H2": 1,13 - 1,28 (m) — H1a' e H3b’ —
3 37,5(CH,  H3a:0,68-0,80 (m) H3b’
H18’ —
H3b’: 2,01 (dl, 12,0) H2 e H3a’
& 44,7 (C) — — — —
5 56,8 (CH) H5': 0,74 - 0,86 (m) H18’ H6a’ —
6’ 22,5 (CHy) H6a’: 1,60 - 1,74 (m) H5 e H7
H6b™: 1,74 - 1,86 (m) —
77 426(CH;)  H7:1,22-1,40 (m) H15b’ H6a’ H15b’
8’ 43,3 (C) — — — —
9° 557 (CH) H9'": 0,86 - 0,94 (m) H11’, H15b’ H11’ H17’
e H20’
100 39,8 (C) — H20’ — —
11°  18,2(CH,)  H11: 1,40 - 1,54 (m) — HY'
12> 39,1 (CH,) H12a" 1,14 - 1,26 (m) H13’
H12b™ 1,78 - 1,90 (m) —
13° 46,2 (CH) H13": 2,33 (sl) H17’ H12a' e H17’
H17’
14 26,3 (CH,) H14a:1,38-1,52 (m)
H14b™ 1,52 - 1,63 (m)
15 56,7 (CH,) H15a: 1,40 - 1,52 (m) H150’ —
H17
H15b’: 2,14 (dI, 14,7) H15a’ H7’
16 62,2 (C) — H15b’ e — —
H17
177 21,1 (CHs) H17": 1,62 (s) H15a’ H13’ HY' e
H13’
18’ 29,8 (CHs) H18": 0,98 (s) H3a' e H5' —
19  181,0 (C) — H18’ — —
20° 15,7 (CHs) H20': 0,92 (s) H1a’ — —
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E R "*C/DEPT-4. Espectro de RMN de "*C/DEPT (75,45MHz, DMSO-ds/TMS) do composto 45.
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E R HMBC-4. Mapa de contornos HMBC (300,06 MHz para 'H e 75,45 MHz para "*C, DMSO-ds/TMS) do composto 45.
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E R HMBC-4 - Expansao. Mapa de contornos HMBC (300,06 MHz para 'H e 75,45 MHz para "*C, DMSO-ds/TMS) do composto 45.
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5.5. Benzaldeido-tiossemicarbazona Derivada do Acido
Caurendico (46)

(46)

No espectro de RMN de 'H, E R 'H-5, observaram-se sinais do grupo
metila préximo ao grupo modificado que foi deslocado de &y 1,62 (H17’, s) para
ox 1,69 (H17’°, s), indicando uma pequena desblindagem dos hidrogénios com
relagdo aos da tiossemicarbazida, e do grupo tiossemicarbazona como os de
NH, um ligado a porcgéao terpénica em &y 7,51 (Hns, S) € outro a porgao iminica
em Oy 11,38 (Hn2, s) e o do hidrogénio iminico em &y 8,05 (H1”, s). Os sinais
dos hidrogénios do sistema aromatico sdo observados em &y 7,64 (H3”/H7”,
m), &y 7,34 - 7,48 (H4”/H5”/H6”, m) e em &y 7,34 - 7,48 (H5”, m). Também foi
verificado o sinal do hidrogénio do grupo carboxila em &4 11,95 (H19’, sl).

No espectro de "*C/DEPT, E R "*C/DEPT-5, verificou-se a existéncia de
28 sinais de carbonos, sendo 7 C, 9 CH, 9 CH, e 3 CHjs, destacando-se a
mudanca do sinal de carbono da tiocarbonila de &¢ 179,6 (C3) para &¢c 175,1
(C3). Verificou-se também a incorporagao do sinal de carbono iminico em &¢
141,4 (CH1”) e dos sinais dos carbonos do grupo fenil em &¢ 134,0 (C2”), &¢
127,0 (CH3”/CHT7”), 6¢c 128,9 (CH4”/CH6”) e &¢ 129,9 (CH5”), além do sinal do
carbono da carbonila em 8¢ 178,6 (C19’).

Nos mapas de contorno HMQC e HMBC, E R HMQC-5 e E R HMBC-5,
foram observadas as correlagdes dos carbonos C13 e C16’, da porgao
terpénica, com Hya, dos carbonos da tiocarbonila (C3) e iminico (C1”) com Hyg,
dos carbonos C1” com H3”/H7”, C2” com H4”/H5”/H6” e C5” com H3”/H7”.

No mapa de contorno COSY, E R COSY-5, foram observadas as
correlagdes dos hidrogénios do grupo fenil H3”/H7” com H4”/H5”/H6” e
H4”/H5”/H6” com H3”/H7”. No mapa de contornos NOESY, E R NOESY-5, foi
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verificada a interagdo espacial de H9’, H12a’ e H13’ com H17’, confirmando
que o grupo metila (17°) esta acima do plano do anel de cinco membros e o
grupo tiossemicarbazona abaixo. Além disso, foi verificada a interagdo de H1”
com H3”/H7” e Hno, com H1”, definindo a estereoquimica E sobre a ligagéo

iminica, Figura 13.

Figura 13. Principais correlagbes de HMBC e NOESY do composto 46.

A formagdo do produto 46 exclusivamente com configuragdo E é
explicada por meio do impedimento estérico que a porcao terpénica ligada ao
N4 introduziria ao grupo tiossemicarbazona se o hidrogénio iminico e o grupo

fenil estivessem distribuidos espacialmente com configuracao Z, Figura 14.

Figura 14. Isdmero com configuragdo Z do composto 46.
Ainda de acordo com as informagdes contidas no mapa de contornos

NOESY, E R NOESY-5, conclui-se que a porgao tiossemicarbazona do

composto 46 apresenta arranjo espacial onde o atomo de nitrogénio N1 se
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posiciona na forma sin em relacdo ao atomo de enxofre da tiocarbonila, Figura
15. A auséncia de formacao de isbmero com conformagdo anti pode ser
explicada pelo desfavorecimento causado por fatores estéricos e eletrénicos

entre os grupos substituintes de N1 e N4.

_______ Interagd@o de Hidrogénio

Figura 15. Isdmeros do composto 46 com arranjo estrutural anti entre a

tiocarbonila e N1 com configuragéo Z (acima) e E (abaixo).

Portanto, a reacdo de adicdo do aldeido a tiossemicarbazida 45 ¢é
estereoespecifica, uma vez que apenas um esteroisdbmero foi formado na
reacao.

No espectro na regido do infravermelho, E IV-5, foi verificado,
principalmente, a existéncia de varias bandas alargadas em sobreposi¢ao entre
3500 e 2840 cm™ provenientes das deformacdes axiais de O-H de acido
carboxilico e de N-H de aminas secundarias, de uma banda intensa em 1694
cm” de deformacdo axial de carbonila de acido carboxilico; bandas em
sobreposicao entre 1610 e 1480 cm™ provenientes das deformacdes axiais das
insaturagdes do sistema aromatico e de C=N; banda alargada entre 1250 e

1220 cm™ de deformacdo axial de tiocarbonila; duas bandas intensas em 755 e
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691 cm” de deformagdo angular fora do plano de sistema aromatico
monosubstituido®*°194.10%,

No espectro de massas, E M-4, o ion molecular foi observado em m/z
481 para o composto 46, o fragmento correspondente a perda de
NH2CSNHNCHQ em m/z 302 e a perda de NH,CSNHNCHQ e COOH em m/z
257.

O ponto de fusdo do composto 46, determinada por DSC, Tabela 20,
foi de 202 °C onde também foi observado degradagédo imediatamente apos o
processo de fusdo, DSC-5.

O o determinado para o composto 46 foi de -15,38° (DMSO, 0,026
gmL™"), Tabela 21.

Assim, de acordo com os dados descritos, o composto 46 foi
identificado e caracterizado como sendo o N1-(E)-fenil-N4-[acido ent-cauran-

16’(B)-metil-19’-6ico]-tiossemicarbazona, CysH3902N3S.
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Tabela 9. Dados de RMN de 'H, *C/DEPT, HMQC, HMBC, COSY e
NOESY (300,06 MHz para 'H e 75,45 MHz para "°C, DMSO-d¢/TMS) para o
composto 46.

5c (DEPT)  N: &y (n°de H, mult.) e HMBC - COSY - "Juy NOESY
HMQC - "Jey 2Jen e *Jen
H: &y (mult., J em Hz)
1 _ _ _ _ _
2 — Hn2: 11,38 (1H, s) — — H1”
3 175,1 (C) Hnz — —
4 — Hys: 7,51 (1H, S) — — —
1° 40,2 (CH,) H1a’: 0,72 - 0,80 (m) H1b’ H5’
H1b’: 1,66 - 1,80 (m) H1a’ —
2 18,8 (CHy) H2': 1,22 - 1,34 (m) — — —
3 37,6 (CHp) H3a": 0,82 - 0,92 (m) H3b’
H18’ —
H3b’: 1,99 (dI, 12,3) H3a’
4 44,6 (C) — — — —
5 558 (CH) H5": 0,99 (m) H18’ H6’ H1a’
6’ 21,9 (CHy) H6’: 1,60 - 1,72 (m) — H5 e H7 —
7 42,1 (CHyp) H7’: 1,30 - 1,42 (m) — H6’ —
8 42,8 (C) — — — —
9 553 (CH) H9": 0,99 (m) H15b’ e H20' H11’ H12a' e
H17’
100  39,1(C) — H20’ — —
11" 18,1 (CHy) H11’: 1,45 - 1,58 (m) — HY’ —
12’ 37,6 (CH,) H12a’: 1,24 - 1,32 (m) H12b’ e H13’ H9 e H17
H12b’: 1,89 (dI, 11,1) H12a’ —
13’ 46,5 (CH) H13: 2,43 (sl) Hng € H17’ H12a’ H17’
14 26,1 (CH,)  H14a:1,42-1,52(m)
H14b’: 1,58 - 1,66 (m)
15 557 (CH,)  H15a" 1,44 -1,52 (m) H15b’ —
H17’
H15b": 2,27 (dI, 15,0) H15a’ _
16’  63,2(C) — Hya, H15b" € — —
H17’
177 20,5 (CHs) H17": 1,69 (s) H15a’ — H9', H12a' e
H13’
18’ 28,6 (CHj) H18%: 1,07 (s) H3a’ — —
19°  178,6 (C) H19": 11,95 (sl) H18’ — —
20 15,2 (CHs) H20": 0,88 (s) H5’ — —
1”7  141,4 (CH) H1": 8,05 (s) Hyo € H3"/7” — Huo €
H3”/7”
2”  134,0 (C) — H1" e — —
H4”/5”/6”
3” 127,0 (CH) H3”: 7,64 (m) H1” e H4”/5”16” H1”
H4”/5”16”
4” 128,9 (CH) H4”: 7,34 - 7,48 (m) — H3”/7” —
5” 129,9 (CH) H5": 7,34 - 7,48 (m) H3”/7” H3”/7” —
6”’ 128,9 (CH) H6”: 7,34 - 7,48 (m) — H3”/7” —
7’ 127,0 (CH) H7”: 7,64 (m) H1” e H4”/5”16” H1”
H4”/5”/6”
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E R HMQC-5. Mapa de contornos HMQC (300,06 MHz para 'H e 75,45 MHz para "*C, DMSO-d¢/TMS) do composto 46.
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E R HMQC-5 - Expansio. Mapa de contornos HMQC (300,06 MHz para 'H e 75,45 MHz para '*C, DMSO-d¢/TMS) do composto
46.
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E R HMBC-5 - Expansio. Mapa de contornos (300,06 MHz para 'H e 75,45 MHz para "*C, DMSO-dg/TMS) do composto 46.
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E R COSY-5 - Expansao. Mapa de contornos COSY (300,06 MHz, DMSO-ds/TMS) do composto 46.
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E R NOESY-5. Mapa de contornos NOESY (300,06 MHz, DMSO-ds/TMS) do composto 46.
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E M-4. Espectro de massas (70 eV, TR = 2,51) do composto 46.
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5.6. Benzaldeido-tiossemicarbazonas Substituidas Derivadas do

Acido Caurenéico

Os dados espectroscépicos uni e bidimensionais e os espectros na
regido do infravermelho para as benzaldeido-tiossemicarbazonas substituidas
(47 a 56) séo similares aos da benzaldeido-tiossemicarbazona (46), exceto em
suas porcdes referente ao grupo fenil que variaram de acordo com o
substituinte e sua posicdo no anel, portanto, para estes compostos serdo
discutidos apenas os dados referentes aos seus respectivos sistemas

aromaticos.

5.6.1. para metila (47), metoxila (48), hidroxila (49) e dimetilamino

(50) benzaldeido-tiossemicarbazonas Derivadas do Acido Caurendico

COOH R=-CH; (47) R=-OCHjs (48) R
19' R=-OH (49)  R=-N(CHy), (50) 8"

Nos espectros de RMN de 'H da série de benzaldeido-
tiossemicarbazonas substituidas em para (47 a 50), E R 'H-6 a E R 'H-9, foram
observados padrées de sinais semelhantes entre eles, tais como os dos
hidrogénios do grupo carboxila em &y 11,96 (H19’, sl), os de NH, ligados a
porcao terpénica entre oy 7,44 e 7,50 (Hna, S) € a porgao iminica entre oy 11,11
e 11,32 (Hng, s), dos hidrogénios iminicos entre &4 7,93 e 8,02 (H1”, s) e dos
sistemas aromaticos entre &y 7,45 e 7,60 (H3”/H7”, d) e entre &4 6,72 € 7,23
(H4”/H6”, d) todos indicativos de substituicdo para ja que os hidrogénios (3"/7”’)
acoplam com os hidrogénios (4”/6”) resultando em dois dupletos com
constantes de acoplamento (J) entre 8,1 e 9,0 Hz. As diferengas entre os

compostos (47 a 50) foram observadas apenas no grupo substituinte onde
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houve o surgimento de sinal de grupo metila em &4 2,32 (H8”, s) no 47, de
metoxila em &y 3,79 (H8”, s) no 48, de hidroxila em &y 9,93 (OH”, s) no 49 e de
metila ligado a N em &4 2,96 (97/10”, s) no 50.

Nos espectros de *C/DEPT, E R "*C/DEPT-6 a E R "*C/DEPT-9, foram
observados a existéncia de pelo menos 28 sinais de carbonos, sendo 8 C, 8
CH, 9 CH,; e 3 CHs, havendo variagcdo apenas no numero de carbonos do
grupo substituinte do anel fenil, onde foi observado a existéncia de mais um
sinal de CH3; para 47 e 48 e mais dois sinais de CHs para 50. Nestes,
destacam-se o0s sinais dos carbonos carboxilicos em &c 178,6 (C19),
tiocarbonilicos entre ¢ 174,4 e 175,0 (C3), iminicos entre &c 141,5 e 142,5
(CH1”) e fenilicos ligados a imina entre d¢c 121,2 e 131,2 (C2”), os metinicos
entre ¢ 127,0 e 128,7 (CH3”/CH7”) e entre &¢c 111,9 e 129,5 (CH4”/CHG”) e
os ligados ao substituinte do anel entre d¢c 139,8 e 160,7 (CH5”). Os sinais
observados para os substituintes foram em &¢ 21,1 (CH38”) no 47, &¢ 55,3
(CH38”) no 48 e em &¢ 38,0 (CH38”/ CH39”) no 50.

As interpretacdes dos espectros de RMN de 1H e 13C/DEPT foram
auxiliadas pelas analises dos mapas de contornos HMQC, E R HMQC-6 a E R
HMQC-9, Tabelas 10 a 13.

Nos mapas de contornos COSY dos compostos 47 a 50, E R COSY-6
a E R COSY-9, foram observados que os hidrogénios do grupo fenil H3”/H7”
correlacionam-se com H4”/ H6”.

Nos mapa de contornos NOESY dos compostos 47 a 50, E R NOESY-
6 a E R NOESY-9, foi verificado a interacdo espacial de H1” com Hy, e
H3”/H7” definindo que o grupo fenil e o grupo ligante ao N1 estdo em lados
opostos do plano da dupla ligagado da imina, configuragao E, assim como em 46.
Além disso, foram verificadas as interagbes espaciais dos substituintes metila
(H8”) de 47, metila do grupo metoxi (H8”) de 48 e dos metilas do grupo
dietilamino (H87/9”) de 50 com os seus hidrogénios metinicos H4"/H6”,
confirmando suas posigdes em para no grupo fenil, Figuras 16 a 19. Para o
composto 49, também foi verificada a interacdo espacial do hidrogénio do acido
carboxilico (H19’) com o hidrogénio da hidroxila (OH”), porém a distancia
espacial entre eles ndo permite que eles se correlacionem um com outro, logo
essa correlagao verificada pelo E R NOESY-8 pode ser explicada por meio de

interacao intermolecular, Figura 19.

103



Analise Espectral e Caracterizagdo Estrutural - p-substituidas-benzaldeido-tiossemicarbazonas (47, 48, 49 ¢ 50)

Figura 18. Principais correlagdes de NOESY do composto 49.
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Figura 19. Correlagdes de NOESY do composto 50.

Os espectros na regido do infravermelho, E IV-6 a E IV-9, foram
bastante similares a 46°*%. As diferencas significativas foram: uma banda
intensa em 1249 cm™ caracteristica da deformac&o axial assimétrica C-O-C do
grupo metdxi que esta em sobreposicdo com a banda de tiocarbonila no
composto 48; uma banda intensa em 1165 cm™ caracteristica da deformacao
axial assimétrica de C-O de fenol que acopla seu modo de vibracéo a vibracéo
de deformacéo axial do C-C adjacente no composto 49 e a existéncia de uma
banda intensa em 1365 cm™ caracteristica da deformacédo axial de C-N de
amina terciaria no composto 50. Além disso, foram observadas a existéncia das
bandas tipicas da deformagédo angular simétrica fora do plano de sistemas
aromaticos para substituidos em 814 cm™ no 47, em 830 cm™ no 48, em 834
cm' no 49 e em 813 cm™ no 50.

Nos espectros de massas, E M-5 a E M-8, o ion molecular foi
observado em m/z 495 para 47, em m/z 511 para 48, em m/z 497 para 49 e em
m/z 524 para 50.

Os pontos de fusdo dos compostos 47 a 50, determinados por DSC,

Tabela 20, foram de 223,0 °C no 47, 214,5 °C no 48, 191,5 °C no 49 e 231,0
°C no 50. Também foram observadas degradagdes imediatamente apds o
processo de fusdo, DSC-6 a DSC-9.

O o determinado para o composto 47 foi de -12,00° (DMSO, 0,025
gmL™), para o 48 foi -6,80° (DMSO, 0,025 gmL™"), para o 49 foi -6,15° (DMSO,
0,026 gmL™) e para o 50 foi -6,54° (DMSO, 0,026 gmL™"), Tabela 21.
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Assim, de acordo com os dados descritos, o composto 47 foi
identificado e caracterizado como sendo o N1-(E)-4-metil-fenil-N4-[acido ent-
cauran-16’(B)-metil-19’-6ico]-tiossemicarbazona (Cy9H41O,N3S); o 48 como
o} N1-(E)-4-metoxi-fenil-N4-[acido ent-cauran-16’(8)-metil-19’-6ico]-
tiossemicarbazona (Cy9H41O3N3S); 0 49 como o N1-(E)-4-hidroxi-fenil-N4-
[acido ent-cauran-16’(B)-metil-19’-6ico]-tiossemicarbazona (CsH3903N3S) e
0 50 como o N1-(E)-4-dimetilamino-fenil-N4-[acido ent-cauran-16’(B)-metil-

19’-6ico]-tiossemicarbazona (C3oH1402N4S).
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Tabela 10. Dados de RMN de 'H, "*C/DEPT, HMQC, COSY e NOESY
(300,06 MHz para 'H e 75,45 MHz para "*C, DMSO-d¢/TMS) para o composto
47.

&¢ (DEPT) N: &4 (n° de H, mult.) e COSY - 1JHH NOESY
HMQC - "Jcy
H: &4 (mult., J em Hz)
1 _ _ _ _
2 — Hyz: 11,32 (1H, s) — H1”
3 175,0 (C) — — —
4 — Hua: 7,50 (1H, s) — H13 e H17’
1 40,1 (CH,) H1a’: 0,72 - 0,80 (m) H1b’
H1b’: 1,70 - 1,82 (m) H1a’
2 18,8 (CH,) H2: 1,22 - 1,34 (m) — —
3 37,6 (CH,) H3a’: 0,86 - 0,96 (m) H3b’
H3b’: 2,00 (dI, 12,9) H3a’
4 44,6 (C) — — —
5 55,8 (CH) H5": 1,00 (m) H6’ —
6 21,9 (CHy) H6’: 1,58 - 1,76 (m) H5 e H7’ —
7 42,0 (CH,) H7’: 1,30 - 1,44 (m) H6’ —
8 42,8 (C) — — —
9 55,2 (CH) H9: 1,00 (m) H11’ —
10’ 39,1 (C) — — —
11’ 18,1 (CH,) H11’: 1,46 - 1,58 (m) HY’ —
12’ 37,6 (CH,) H12a": 1,22 - 1,34 (m) H12b’ e H13’
H12b’: 1,91 (dI, 11,7) H12a’
13’ 46,4 (CH) H13: 2,44 (sl) H12a’ Hia
14 26,0 (CH,) H14a': 1,42 - 1,55 (m)
H14b’: 1,58 - 1,66 (m)
15’ 55,8 (CH,) H15a’: 1,46 - 1,58 (m) H15b’
H15b’: 2,38 (dI, 15,0) H15a’
16’ 63,1 (C) — — —
17’ 20,5 (CHa) H17’: 1,70 (s) — Hna
18’ 28,6 (CHs) H18’: 1,09 (s) — —
19’ 178,6 (C) H19’: 11,96 (sl) — —
20° 15,2 (CH3) H20": 0,89 (s) — —
17 141,6 (CH) H1”: 8,02 (s) — Hyo € H3"/7”
27 131,2 (C) — — —
3” 127,0 (CH) H3": 7,55 (d, 8,0) H4"/6" H1"
47 129,5 (CH) H4": 7,23 (d, 8,0) H3"/7” H8”
5” 139,8 (C) — — —
6” 129,5 (CH) H6": 7,23 (d, 8,0) H3"/7" H8"
7’ 127,0 (CH) H7": 7,55 (d, 8,0) H4"/6” H1”
8” 21,1 (CH5) H8”: 2,32 (s) — H4”/6”
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E R "H-6. Espectro de RMN de 'H (300,06 MHz, DMSO-d¢/TMS) do composto 47.
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E R "*C/DEPT-6. Espectro de RMN de "*C/DEPT (75,45MHz, DMSO-ds/TMS) do composto 47.
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E R HMQC-6. Mapa de contornos HMQC (300,06 MHz para 'H e 75,45 MHz para ">C, DMSO-d¢/TMS) do composto 47.
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E R COSY-6. Mapa de contornos COSY (300,06 MHz, DMSO-ds/TMS) do composto 47.
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E R NOESY-6. Mapa de contornos NOESY (300,06 MHz, DMSO-ds/TMS) do composto 47.

112



Analise Espectral e Caracterizagdo Estrutural - p-metila-benzaldeido-tiossemicarbazona (47)

10.0+
10.5

11.0

— & .

- . e ey -
11.0 10.5 10.0 9.5 9.0 8.5 8.0 7.5
F1 (ppm)

E R NOESY-6 - Expansao 1. Mapa de contornos NOESY (300,06 MHz, DMSO-ds/TMS) do composto 47.
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E R NOESY-6 - Expansao 2. Mapa de contornos NOESY (300,06 MHz, DMSO-ds/TMS) do composto 47.
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E M-5. Espectro de massas (70 eV, TR = 3,39) do composto 47.
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E IV-6. Espectro na regido do Infravermelho (pastilha/KBr) do composto 47.
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DSC-6. Curva de DSC (10 °Cmin™', 50 mLmin™ Ny) do composto 47.
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Tabela 11. Dados de RMN de 'H, "*C/DEPT, HMQC, COSY e NOESY
(300,06 MHz para 'H e 75,45 MHz para "*C, DMSO-d¢/TMS) para o composto

48.
5¢ (DEPT) N: 84 (n° de H, mult.)e COSY - "Juu NOESY
HMQC - "Jcy
H: &4 (mult., J em Hz)
1 _ _ _ _
2 — Hn2: 11,26 (1H, s) — H1”
3 174,8 (C) — —
4 — Hua: 7,48 (1H, s) — H13 e H17’
1’ 40,1 (CH,) H1a": 0,68 - 0,84 (m) H1b’ —
H1b’: 1,70 - 1,82 (m) H1a’ H20’
2’ 18,8 (CH,) H2': 1,24 - 1,37 (m) _ _
3 37,6 (CH,) H3a": 0,86 - 0,92 (m) H3b’
H3b’: 2,00 (dI, 13,2) H3a’
4 44,6 (C) — — —
5 55,8 (CH) H5': 1,01 (m) H6’ _
6’ 21,9 (CH,) H6’: 1,60 - 1,76 (m) H5 e H7’ H20’
7 42,1 (CH,) H7’: 1,32 - 1,44 (m) H6’ —
8 42,8 (C) — — —
9’ 55,3 (CH) H9’: 1,01 (m) H11’ —
10’ 39,1 (C) — —
11’ 18,1 (CH,) H11’: 1,45 - 1,65 (m) HY’ —
12’ 37,6 (CHy) H12a’: 1,20 - 1,32 (m) H12b’ e H13’
H12b’: 1,91 (dI, 11,7) H12a’
13’ 46,5 (CH) H13" 2,45 (sl) H12a’ Hns € H17
14’ 26,1 (CHy) H14a’: 1,40 - 1,54 (m)
H14b’: 1,58 - 1,68 (m)
15’ 55,8 (CH,) H15a: 1,41 - 1,59 (m) H15b’ —
H15b’; 2,27 (dI, 15,0) H15a’ _
16’ 63,1 (C) — — —
17’ 20,6 (CHs) H17’: 1,70 (s) — Hns € H13
18’ 28,6 (CH53) H18: 1,09 (s) — —
19’ 178,6 (C) H19’: 11,96 (sl) — —
20’ 15,2 (CHa) H20: 0,90 (s) — H1b’ e HE’
1” 141,5 (CH) H1”: 8,00 (s) — Hno € H37/7”
2” 126,5 (C) — — —
3” 128,6 (CH) H3": 7,60 (d, 8,7) H4"/6” H1”
47 114,4 (CH) H4": 6,98 (d, 8,7) H3"/7” H8”
5” 160,7 (C) — — —
6” 114,4 (CH) H6": 6,98 (d, 8,7) H3"/7” H8”
7’ 128,6 (CH) H7”: 7,60 (d, 8,7) H4”/6” H1”
8” 55,3 (CH3) H8": 3,79 (s) — H4"/6”
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E R "H-7. Espectro de RMN de 'H (300,06 MHz, DMSO-d¢/TMS) do composto 48.
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E R "*C/DEPT-7. Espectro de RMN de "*C/DEPT (75,45MHz, DMSO-ds/TMS) do composto 48.
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E R HMQC-7. Mapa de contornos HMQC (300,06 MHz para 'H e 75,45 MHz para °C, DMSO-ds/TMS) do composto 48.
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E R COSY-7. Mapa de contornos COSY (300,06 MHz, DMSO-ds/TMS) do composto 48.
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E R NOESY-7. Mapa de contornos NOESY (300,06 MHz para 'H e 75,45 MHz para ">C, DMSO-d¢/TMS) do composto 48.
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E R NOESY-7 - Expansio 1. Mapa de contornos NOESY (300,06 MHz para 'H e 75,45 MHz para "*C, DMSO-ds/TMS) do
composto 48.
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Relative Abundance

100
95
90
85-

80
75

70
65
60—
55
50—
45
40
35
30
25
20

15

10-

50

76,96

10499 13399

100

300 |

n
[%.]
o

191,91

(2%
o
o

Relative Abundance

100 ' 437,18

50

422,25
- 396,30 405,76 450,74 466,75
161,01 P Wi i Jll 4507 - |
400 420 440 460 480
m/z

304,11

257,11

287,07 319.11
201,07 '

217,08
| 341,95 37725 4718 46675 511,12

150 200 250 300 350 400 450 500
m/z

E M-6. Espectro de massas (70 eV, TR = 2,79 - 2,83) do composto 48.

511,12

500,03

500 520

555,98 591,12
550 600

125



Analise Espectral e Caracterizagdo Estrutural - p-metoxila-benzaldeido-tiossemicarbazona (48)

90 4

80 4

70

60

Transmitancia ( % )

50 4

40 —
4000 3500

T T T T T T
3000 2500 2000 1500 1000 500

Numero de onda (ecm™)

E IV-7. Espectro na regido do infravermelho (pastilha/KBr) do composto 48.
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DSC-7. Curva de DSC (10 °Cmin™', 50 mLmin™ N3) do composto 48.
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Tabela 12. Dados de RMN de 'H, "*C/DEPT, HMQC, COSY e NOESY

(300,06 MHz para 'H e 75,45 MHz para "*C, DMSO-d¢/TMS) para o composto

49.
5¢ (DEPT) N: 4 (n° de H, mult.) e COSY - Uy NOESY
HMQC - "Jcy
H: &4 (mult., J em Hz)
1 I — I —
2 — Hnz: 11,18 (1H, s) — H1”
3 174,7 (C) — — —
4 — Hna: 7,44 (1H, s) — H12a’, H13 e H17
1 40,2 (CH,) H1a: 0,70 - 0,80 (m) H1b’ —
H1b’: 1,68 - 1,80 (m) H1a’ —
2 18,8 (CH,) H2’: 1,24 - 1,37 (m) — —
3 37,6 (CH,) H3a’: 0,88 - 0,98 (m) H3b’
H3b’: 2,09 (dI, 12,6) H3a’
4 44,6 (C) — — —
5 55,8 (CH) H5’: 1,00 (m) H6’ —
6’ 21,9 (CHy) H6’: 1,56 - 1,74 (m) H5 e H7’ —
7 42,1 (CH,) H7": 1,30 - 1,42 (m) H6’ —
8 42,8 (C) — — —
9’ 55,3 (CH) H9": 1,00 (m) H11’ —
10’ 39,1 (C) — — —
11’ 18,1 (CH,) H11’: 1,42 - 1,58 (m) HY’ —
12’ 37,6 (CH,) H12a": 1,20 - 1,32 (m) H12b’ e H13' Hna
H12b’: 1,91 (dI, 11,7) H12a’ —
13’ 46,5 (CH) H13": 2,43 (m) H12a’ Hya
14 26,1 (CH,) H14’: 1,40 - 1,66 (m) — —
15’ 55,8 (CH,) H15a’: 1,44 - 1,58 (m) H15b’
H15b’; 2,37 (dI, 15,0) H15a’
16’ 63,0 (C) — — —
17’ 20,6 (CHs) H17’: 1,70 (s) — Hna
18’ 28,6 (CHs) H18%: 1,09 (s) — —
19’ 178,6 (C) H19: 11,96 (sl) — OH”
20° 15,2 (CH3) H20": 0,89 (s) — —
17 142,0 (CH) H1": 7,96 (s) — Hno € H3"/7”
27 124,9 (C) — —
3” 128,7 (CH) H3": 7,48 (d, 8,5) H4"/6" H1"
4 115,8 (CH) H4": 6,80 (d, 8,5) H3"/7” —
5” 159,4 (C) — — —
6” 115,8 (CH) H6": 6,80 (d, 8,5) H3"/7" —
77 128,7 (CH) H7": 7,48 (d, 8,5) H4"/6” H1”
OH” — OH”: 9,93 (s) — H19’
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E R "H-8. Espectro de RMN de 'H (300,06 MHz, DMSO-ds/TMS) do composto 49.

128



Analise Espectral e Caracterizacdo Estrutural - p-hidroxila-benzaldeido-tiossemicarbazona (49)
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E R "*C/DEPT-8. Espectro na de RMN de *C/DEPT (75,45MHz, DMSO-ds/TMS) do composto 49.
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Analise Espectral e Caracterizacdo Estrutural - p-hidroxila-benzaldeido-tiossemicarbazona (49)
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E R HMQC-8. Mapa de contornos HMQC (300,06 MHz para 'H e 75,45 MHz para '*C, DMSO-ds/TMS) do composto 49.
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Analise Espectral e Caracterizacdo Estrutural - p-hidroxila-benzaldeido-tiossemicarbazona (49)
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E R COSY-8. Mapa de contornos COSY (300,06 MHz, DMSO-ds/TMS) do composto 49.
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Analise Espectral e Caracterizacdo Estrutural - p-hidroxila-benzaldeido-tiossemicarbazona (49)
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E R NOESY-8. Mapa de contornos NOESY (300,06 MHz, DMSO-ds/TMS) do composto 49.
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E R NOESY-8 - Expansao. Mapa de contornos NOESY (300,06 MHz, DMSO-de¢/TMS) do composto 49.
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Analise Espectral e Caracterizacdo Estrutural - p-hidroxila-benzaldeido-tiossemicarbazona (49)

Relative Abundance
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Analise Espectral e Caracterizagdo Estrutural - p-hidroxila-benzaldeido-tiossemicarbazona (49)
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E IV-8. Espectro na regido do infravermelho (pastilha/KBr) do composto 49.
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DSC-8. Curva de DSC (10 °Cmin™", 50 mLmin™" N,) do composto 49.
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Analise Espectral e Caracterizagdo Estrutural - p-dimetilamino-benzaldeido-tiossemicarbazona (50)

Tabela 13. Dados de RMN de 'H, "*C/DEPT, HMQC, COSY e NOESY
(300,06 MHz para 'H e 75,45 MHz para '*C, DMSO-ds/TMS) para o composto 50.

o¢ (DEPT) N: &4 (n° de H, mult.) e COSY - Uy NOESY
HMQC - Jcy
H: &y (mult., J em Hz)
1 _ _ _ _
2 — Hne: 11,11 (1H, 8) — H1”
3 174,4 (C) — — —
4 — Hna: 7,44 (1H, s) — —
1 40,2 (CHy) H1a: 0,70 - 0,88 (m) H1b’ —
H1b’: 1,70 - 1,80 (m) H1a’ —
2 18,8 (CHy) H2’: 1,23 - 1,36 (m) — —
3 37,6 (CHy) H3a: 0,92 - 1,00 (m) H3b’
H3b’: 2,00 (dl, 12,9) H3a’
4 44,6 (C) — — —
5 55,8 (CH) H5’: 1,00 (m) HE’ —
6’ 21,9 (CHy) H6’: 1,60 - 1,74 (m) H5 e H7 —
7 42,1 (CHy) H7’: 1,30 - 1,46 (m) HE’ —
8’ 42,8 (C) — — —
9’ 55,3 (CH) H9’: 1,00 (m) H11 —
10’ 39,1 (C) — — —
11 18,1 (CHy) H11: 1,43 - 1,62 (m) HY’ —
12’ 37,6 (CHy) H12a’: 1,22 - 1,30 (m) H12b' e H13’
H12b’: 1,90 (dI, 11,4) H12a’
13’ 46,4 (CH) H13: 2,44 (sl) H12a’ —
14’ 26,1 (CHy) H14: 1,41 - 1,55 (m)
H14’: 1,57 - 1,68 (m)
15’ 56,0 (CHy) H15a’: 1,45 - 1,58 (m) H15b’
H15b’: 2,32 (dI, 15,0) H15a’
16’ 62,9 (C) — — —
17 20,7 (CH3) H17: 1,70 (s) — —
18’ 28,6 (CH3) H18’: 1,09 (s) — —
19’ 178,6 (C) H19: 11,96 (sl) — —
20 15,2 (CHs) H20’: 0,89 (s) — —
1” 142,5 (CH) H1”:7,93 (s) — Hne
27 121,2 (C) — — —
3” 128,3 (CH) H3”: 7,45 (d, 9,0) H4”/6” —
4” 111,9 (CH) H4”: 6,72 (d, 9,0) H3”/7” —
5” 151,4 (C) — — —
6” 111,9 (CH) H6”: 6,72 (d, 9,0) H3”/7” —
7’ 128,3 (CH) H7”: 7,45 (d, 9,0) H4”/6” —
8” 38,0 (CH3) H8": 2,96 (s) — H4”/H6”
9” 38,0 (CH3) H9”: 2,96 (s) — H4”/H6”
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Analise Espectral e Caracterizagdo Estrutural - p-dimetilamino-benzaldeido-tiossemicarbazona (50)
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E R "H-9. Espectro de RMN de 'H (300,06 MHz, DMSO-d¢/TMS) do composto 50.
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Analise Espectral e Caracterizagdo Estrutural - p-dimetilamino-benzaldeido-tiossemicarbazona (50)
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E R "*C/DEPT-9. Espectro de RMN de "*C/DEPT (300,06 MHz, DMSO-dg/TMS) do composto 50.
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Analise Espectral e Caracterizagdo Estrutural - p-dimetilamino-benzaldeido-tiossemicarbazona (50)
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E R HMQC-9. Mapa de contornos HMQC (300,06 MHz para 'H e 75,45 MHz para '*C, DMSO-ds/TMS) do composto 50.
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Analise Espectral e Caracterizagdo Estrutural - p-dimetilamino-benzaldeido-tiossemicarbazona (50)
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E R COSY-9. Mapa de contornos COSY (300,06 MHz, DMSO-ds/TMS) do composto 50.
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Analise Espectral e Caracterizagdo Estrutural - p-dimetilamino-benzaldeido-tiossemicarbazona (50)
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E R NOESY-9. Mapa de contornos NOESY (300,06 MHz, DMSO-ds/TMS) do composto 50.
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Analise Espectral e Caracterizagdo Estrutural - p-dimetilamino-benzaldeido-tiossemicarbazona (50)
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E R NOESY-9 - Expansao 1. Mapa de contornos NOESY (300,06 MHz, DMSO-ds/TMS) do composto 50.
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Analise Espectral e Caracterizagdo Estrutural - p-dimetilamino-benzaldeido-tiossemicarbazona (50)
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E R NOESY-9 - Expansao 2. Mapa de contornos NOESY (300,06 MHz, DMSO-ds/TMS) do composto 50.
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Analise Espectral e Caracterizagdo Estrutural - p-dimetilamino-benzaldeido-tiossemicarbazona (50)

Relative Abundance
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Analise Espectral e Caracterizagdo Estrutural - p-dimetilamino-benzaldeido-tiossemicarbazona (50)
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E IV-9. Espectro na regido do infravermelho (pastilha/KBr) do composto 50.
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DSC-9. Curva de DSC (10 °Cmin™", 50 mLmin™" N,) do composto 50.
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Analise Espectral e Caracterizagdo Estrutural - 0, m, p-nitro-benzaldeido-tiossemicarbazonas (51, 52 e 53)

5.6.2. orto (51), meta (52) e para (53) Nitro-benzaldeido-
tiossemicarbazonas Derivadas do Acido caurendico

' -NO, (51)
' .NO, (52)
' -NO, (53)

nonon
a R @

Nos espectros de RMN de 'H da série de benzaldeido-tiossemicarbazonas
substituidas com o grupo nitro (51 a 53), E R 'H-10 a E R 'H-12, foram
observados padrdes de sinais semelhantes entre eles, tais como dos hidrogénios
do grupo carboxila entre &4 11,95 e 11,97 (H19’, s), os de NH, ligados a porcao
terpénica entre o4 7,41 e 7,63 (Hn4, S) € a porgao iminica entre oy 11,59 e 11,67
(Hn2, s) € os dos hidrogénios iminicos entre &4 8,13 e 8,43 (H1”, s). As diferengas
entre os compostos 51 a 53 foram observadas apenas para os sinais de
hidrogénios no sistema aromatico de acordo com a posi¢gao do grupo nitro: para o
composto 51 foram observados sinais de (H4”) em &y 7,97 (dd, 8,0; 1,2), (H5”) em
on 7,51 (id, 8,0; 1,20), (H6”) em &y 7,61 (td, 8,0; 1,20) e (H7”) em &y 7,94 (dd, 8,0;
1,2) que sédo indicativos de substituicdo orto. Para o composto 52 foram
observados sinais de (H3”) em &4 8,14 (s), (H5”) em &4 8,21 (dd, 8,1; 2,4), (H6”)
em oy 7,70 (t, 8,1) (H7”) e em Oy 8,14 (dd, 8,1; 2,4) que s&o indicativos de
substituicdo meta. Ja para o composto 53 foram observados sinais de (H3"/H7”)
em 0y 8,24 (d, 9,0) e de (H4”/H6”) em &y 7,94 (d, 9,0) que sao indicativos de
substituicao para.

Nos espectros de *C/DEPT, E R "*C/DEPT-10 a E R "*C/DEPT-12, foi
verificado a existéncia de 28 sinais de carbonos, sendo 8 C, 8 CH, 9 CH, e 3 CHs.
Nestes, destacam-se os sinais dos carbonos carboxilicos em &¢ 178,6 (C19’), dos
tiocarbonilicos em &¢ 175,2 e 175,3 (C3) e iminicos entre ¢ 121,4 e 138,8 (CH1”).
As diferencas entre os compostos 51 a 53 foram observadas apenas para os

sinais dos carbonos do sistema aromatico de acordo com a posi¢ao do grupo nitro:
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Analise Espectral e Caracterizagdo Estrutural - 0, m, p-nitro-benzaldeido-tiossemicarbazonas (51, 52 e 53)

para o composto 51 os sinais dos carbonos né&o ligados a hidrogénio ocorrem em
Oc 127,3 (C2”) e em &¢c 147,9 (C3”) e os dos carbonos metinicos em &¢ 129,2
(CH4”), 6¢ 130,4 (CH5”), &¢ 133,0 (CH6”) e ¢ 124,1 (CH7”); para o composto 52
sinais dos carbonos nao ligados a hidrogénio em &¢c 136,0 (C2”) e em &¢ 148,3
(C4”) e os dos carbonos metinicos em 6¢ 139,0 (CH3”), 6¢ 124,0 (CHS”), &¢ 130,4
(CH6”) e d¢c 132,8 (CH7”) e para o composto 53 os sinais dos carbonos nao
ligados a hidrogénio surgem em &¢ 127,9 (C2”) e em &¢ 147,6 (CH5”) e os dos
carbonos metinicos em &¢ 127,9 (CH3” e CH7”) e 8¢ 124,0 (CH4” e CHE”).

As interpretagcdes dos espectros de RMN de 1H e 13C/DEPT foram
auxiliadas pelas analises dos mapas de contornos HMQC, E R HMQC-10 a E R
HMQC-12, Tabelas 14 a 16.

Nos mapas de contornos COSY, E R COSY-10 a E R COSY-12, foram
observadas as correlagcdes para o composto 51 de H4” com H5”, H5” com H6” e
de H6” com H7”; para o composto 52 de H5” com H6” e H6” com H7” e para o
composto 53 de H3”/H7” com H4”/HE”.

Nos mapas de contornos NOESY, E R NOESY-10 a E R NOESY-12,
foram observadas, principalmente, as interagcdes espaciais de H1” com Hyz e H7”,

configuragao E, Figuras 20 a 22.

» NOESY

Figura 20. Correlagbes de NOESY do composto 51.
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Analise Espectral e Caracterizagdo Estrutural - 0, m, p-nitro-benzaldeido-tiossemicarbazonas (51, 52 e 53)

> NOESY

Figura 22. Principais correlacdes de NOESY do composto 53.

Nos espectros na regido do infravermelho, E IV-10 a E IV-12, foi possivel
observar uma banda intensa entre 1342 e 1352 cm™ caracteristica da deformagao
axial simétrica de N-O e uma segunda banda entre 1150 e 1500 cm™
caracteristica da deformagao assimétrica do N-O em sobreposi¢gdo com as bandas
C=Cge C=N. Também foram observadas bandas tipicas da deformac&o angular
simétrica fora do plano de sistemas aromaticos substituidos em 784 cm™ (orto)
para o composto 51, em 836, 736 e 675 cm™' (meta) para o composto 52 e em 842
cm™' (para) para o composto 53%%.

Nos espectros de massas, E M-9 a E M-11, o ion molecular dos

compostos 51 a 53 foram observados em m/z 526.
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Analise Espectral e Caracterizagdo Estrutural - 0, m, p-nitro-benzaldeido-tiossemicarbazonas (51, 52 e 53)

Os pontos de fusdo dos compostos 51 a 53, determinados por DSC,
Tabela 20, foram de 211,0 °C para 51, 217,0 °C para 52, e 219,5 °C para 53.
Também foram observadas degradacbes imediatamente apds o processo de
fusdo, DSC-10 a DSC-12.

O o, determinado para o composto 51 foi de -16,80° (DMSO, 0,025 gmL™),
para o 52 foi -26,54° (DMSO, 0,026 gmL™"), e para o 53 foi -5,78° (DMSO, 0,026
gmL™), Tabela 21.

Assim, de acordo com os dados descritos, o composto 51 foi identificado e
caracterizado como sendo o N1-(E)-2-nitro-fenil-N4-[acido ent-cauran-16’(f)-
metil-19’-6ico]-tiossemicarbazona; o composto 52 como o N1-(E)-3-nitro-fenil-
N4-[acido ent-cauran-16’(B)-metil-19’-6ico]-tiossemicarbazona e o composto
53 como o N1-(E)-4-nitro-fenil-N4-[acido ent-cauran-16’(B8)-metil-19’-6ico]-

tiossemicarbazona, todos C,gH3304HN4S.
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Analise Espectral e Caracterizagdo Estrutural - 0-nitro-benzaldeido-tiossemicarbazona (51)

Tabela 14. Dados de RMN de 'H, "*C/DEPT, HMQC, COSY e NOESY
(300,06 MHz para 'H e 75,45 MHz para '*C, DMSO-ds/TMS) para o composto 51.

5c (DEPT) N: &4 (n° de H, mult.) e COSY - "Juu NOESY
HMQC - "Jcy
H: &4 (mult., J em Hz)
1 N N I N
2 — Hyz: 11,67 (1H, s) — H1”
3 175,2 (C) — — —
4 — Hya: 7,41 (1H, s) — H13 e H17’
1 40,2 (CH,) H1a’: 0,70 - 0,80 (m) H1b’ e H2’ —
H1b: 1,72 - 1,80 (m) H1a’ —
2 18,8 (CHy) H2': 1,24 - 1,36 (m) H1b’ —
3 37,6 (CHy) H3a’: 0,82 - 0,94 (m) H3b’ —
H3b’: 2,00 (dlI, 12,9) H3a’ H18’
& 445 (C) — — —
5’ 55,8 (CH) H5’: 1,00 (m) H6’ —
6’ 21,9 (CH,) H6': 1,58 - 1,72 (m) H5 e H7’ —
7 41,9 (CHy) H7': 1,30 - 1,48 (m) He’ —
8’ 42,8 (C) — — —
9 55,2 (CH) H9': 1,00 (m) H11’ —
10’ 39,1 (C) — — —
11’ 18,1 (CHy) H11’: 1,44 - 1,58 (m) HY' —
12’ 37,5 (CHy) H12a": 1,20 - 1,34 (m) H12b’ e H13’
H12b%: 1,90 (dI, 11,4) H12a’
13’ 46,2 (CH) H13": 2,47 (sl) H12a’ Hns € H17'
14° 26,0 (CH,) H14a’: 1,43 - 1,56 (m)
H14b’: 1,56 - 1,66 (m)
15° 55,5 (CHy) H15a": 1,45 - 1,58 (m) H15b’ —
H15b": 2,37 (dl, 15,0) H15a’ —
16’ 63,4 (C) — — —
17 20,3 (CH3) H17’: 1,69 (s) — Hys € H13'
18’ 28,6 (CHs) H18": 1,09 (s) — H3b’
19° 178,6 (C) H19’: 11,97 (s) — —
20’ 15,2 (CHs) H20’: 0,89 (s) — —
17 136,3 (CH) H1”: 8,30 (s) — Hyz € H7”
2” 127,3 (C) — — —
3” 147,9 (C) — — —
4” 129,2 (CH) H4”: 7,97 (dd, 8,0, 1,2) H5" —
5” 133,0 (CH) H5”: 7,61 (td, 8,0, 1,2) H4” e H6 —
6” 130,4 (CH) H6”: 7,51 (td, 8,0, 1,2) H5" e H7 —
7 124,1 (CH) H7”: 7,94 (dd, 8,0, 1,2) H6” H1
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Analise Espectral e Caracterizacdo Estrutural - 0-nitro-benzaldeido-tiossemicarbazona (51)
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E R "H-10. Espectro de RMN de 'H (300,06 MHz, DMSO-d¢/TMS) do composto 51.
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E R *C/DEPT-10. Espectro de RMN de "*C/DEPT (75,45MHz, DMSO-ds/TMS) do composto 51.
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Analise Espectral e Caracterizacdo Estrutural - 0-nitro-benzaldeido-tiossemicarbazona (51)
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E R HMQC-10. Mapa de contornos HMQC (300,06 MHz para 'H e 75,45 MHz para '>C, DMSO-d¢/TMS) do composto 51.
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Analise Espectral e Caracterizacdo Estrutural - 0-nitro-benzaldeido-tiossemicarbazona (51)
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E R COSY-10. Mapa de contornos COSY (300,06 MHz, DMSO-ds/TMS) do composto 51.
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Analise Espectral e Caracterizacdo Estrutural - 0-nitro-benzaldeido-tiossemicarbazona (51)
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E R COSY-10 - Expansao. Mapa de contornos COSY (300,06 MHz, DMSO-d¢/TMS) do composto 51.
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Analise Espectral e Caracterizacdo Estrutural - 0-nitro-benzaldeido-tiossemicarbazona (51)
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E R NOESY-10. Mapa de contornos NOESY (300,06 MHz, DMSO-ds/TMS) do composto 51.
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Analise Espectral e Caracterizacdo Estrutural - 0-nitro-benzaldeido-tiossemicarbazona (51)
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E R NOESY-10 - Expansao 1. Mapa de contornos NOESY (300,06 MHz, DMSO-ds/TMS) do composto 51.
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Analise Espectral e Caracterizacdo Estrutural - 0-nitro-benzaldeido-tiossemicarbazona (51)
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E R NOESY-10 - Expansao 2. Mapa de contornos NOESY (300,06 MHz, DMSO-d¢/TMS) do composto 51.
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Analise Espectral e Caracterizacdo Estrutural - 0-nitro-benzaldeido-tiossemicarbazona (51)

Relative Abundance
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E M-9. Espectro de massas (70 eV, TR = 2,38 - 2,44) do composto 51.
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Analise Espectral e Caracterizagdo Estrutural - 0-nitro-benzaldeido-tiossemicarbazona (51)
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E IV-10. Espectro na regiao do infravermelho (pastilha/KBr) do composto 51.
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DSC-10. Curva de DSC (10 °Cmin™", 50 mLmin™ N,) do composto 51.
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Analise Espectral e Caracterizagdo Estrutural - m-nitro-benzaldeido-tiossemicarbazona (52)

Tabela 15. Dados de RMN de 'H, "*C/DEPT, HMQC, COSY e NOESY
(300,06 MHz para 'H e 75,45 MHz para '*C, DMSO-ds/TMS) para o composto 52.

5¢ (DEPT) N: &4 (n° de H, mult.)e COSY - Uy NOESY
HMQC - "Jcu

H: &4 (mult., J em Hz)
1 N N N N
2 — Hyz: 11,59 (1H, s) — H1”
3 175,3 (C) — — —
4 — Hya: 7,61 (1H, s) — —
1 40,2 (CH,) H1: 1,72 - 1,82 (m) — —
2 18,8 (CHy) H2': 1,26 - 1,38 (m) — —
3 37,6 (CH,) H3': 2,00 (dI, 13,5) — —
& 44,5 (C) — — —
5’ 55,8 (CH) H5: 1,00 (m) He' —
6’ 21,9 (CH,) H6': 1,62 - 1,76 (m) H5' e H7’ —
7 42,0 (CH,) H7: 1,42 (m) He’ —
8’ 42,8 (C) — — —
9’ 55,2 (CH) H9': 1,00 (m) H11’ —
10’ 39,1 (C) — — —
11’ 18,1 (CH,) H11’: 1,48 - 1,60 (m) HY' —
12’ 37,6 (CH,) H12a": 1,26 - 1,34 (m) H12b’ e H13’

H12b’: 1,90 (dI, 11,4) H12a’
13’ 46,1 (CH) H13’: 2,46 - 2,54 (m) H12a’ —
14 26,0 (CH,) H14’: 1,46 - 1,56 (m)

H14": 1,58 - 1,60 (m)
15’ 55,8 (CH,) H15a": 1,48 - 1,59 (m) H15b’ —

H15b": 2,38 (dl, 15,0) H15a’ —
16’ 63,4 (C) — — —
17 20,4 (CHs3) H17": 1,70 (s) — —
18’ 28,6 (CHs) H18": 1,08 (s) — —
19’ 178,6 (C) H19': 11,95 (s) — —
20° 15,2 (CHs) H20’: 0,89 (s) — —
17 121,4 (CH) H1": 8,43 (s) — Hyz € H7”
2” 136,0 (C) — — —
3” 139,0 (CH) H3": 8,14 (s) — —
4” 148,3 (C) — — —
5” 124,0 (CH) H5": 8,21 (dd, 8,1, 2,4) H6” —
6” 130,4 (CH) H6”: 7,70 (t, 8,1) H5” e H7” —
7” 132,8 (CH) H7”: 8,15 (dd, 8,1, 2,4) H6” H1”
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Analise Espectral e Caracterizagdo Estrutural - m-nitro-benzaldeido-tiossemicarbazona (52)
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E R "H-11. Espectro de RMN de 'H (300,06 MHz, DMSO-d¢/TMS) do composto 52.
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Analise Espectral e Caracterizacdo Estrutural - m-nitro-benzaldeido-tiossemicarbazona (52)
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E R "*C/DEPT-11. Espectro de RMN de "*C/DEPT (75,45MHz, DMSO-ds/TMS) do composto 52.
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Analise Espectral e Caracterizacdo Estrutural - m-nitro-benzaldeido-tiossemicarbazona (52)
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E R HMQC-11. Mapa de contornos HMQC (300,06 MHz para 'H e 75,45 MHz para "*C, DMSO-d¢/TMS) do composto 52.
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Analise Espectral e Caracterizagdo Estrutural - m-nitro-benzaldeido-tiossemicarbazona (52)
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E R COSY-11. Mapa de contornos COSY (300,06 MHz, DMSO-ds/TMS) do composto 52.
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Analise Espectral e Caracterizagdo Estrutural - m-nitro-benzaldeido-tiossemicarbazona (52)
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E R COSY-11 - Expansao. Mapa de contornos COSY (300,06 MHz, DMSO-ds/TMS) do composto 52.
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Analise Espectral e Caracterizagdo Estrutural - m-nitro-benzaldeido-tiossemicarbazona (52)
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E R NOESY-11. Mapa de contornos NOESY (300,06 MHz, DMSO-ds/TMS) do composto 52.
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Analise Espectral e Caracterizagdo Estrutural - m-nitro-benzaldeido-tiossemicarbazona (52)
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E R NOESY-11 - Expansao 1. Mapa de contornos NOESY (300,06 MHz, DMSO-ds/TMS) do composto 52.
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Analise Espectral e Caracterizagdo Estrutural - m-nitro-benzaldeido-tiossemicarbazona (52)

10.0

a@

10.5

11.

-
=
a

LI‘IIIl!I\

g
"

9.5 9.0 8.5 8.0
F1 (ppm)

[
[y
(4]
[y
-
o 4
N
(=)
1]
[+
]
(-]

E R NOESY-11 - Expansao 2. Mapa de contornos NOESY (300,06 MHz, DMSO-ds/TMS) do composto 52.
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Analise Espectral e Caracterizagdo Estrutural - m-nitro-benzaldeido-tiossemicarbazona (52)

Relative Abundance
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E M-10. Espectro de massas (70 eV, TR = 2,72 - 2,79) do composto 52.
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Analise Espectral e Caracterizacdo Estrutural - m-nitro-benzaldeido-tiossemicarbazona (52)
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E IV-11. Espectro na regido do infravermelho (pastilha/KBr) do composto 52.
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DSC-11. Curva de DSC (10 °Cmin™", 50 mLmin™ N,) do composto 52.
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Analise Espectral e Caracterizagdo Estrutural - p-nitro-benzaldeido-tiossemicarbazona (53)

Tabela 16. Dados de RMN de 'H, "*C/DEPT, HMQC, COSY e NOESY
(300,06 MHz para 'H e 75,45 MHz para '*C, DMSO-ds/TMS) para o composto 53.

&c (DEPT) N: 84 (n° de H, mult.)e COSY - "Jun NOESY
HMQC - "Jcu

H: &4 (mult., J em Hz)
1 _ _ _ _
2 — Hnz: 11,66 (1H, s) — H1
3 175,3 (C) — — —
4 — Hns: 7,63 (1H, s) — —
1 40,1 (CHy) H1a: 0,72 - 0,82 (m) H1b’ —

H1b’: 1,70 - 1,82 (m) H1a’ —
2 18,8 (CHy) H2: 1,22 - 1,36 (m) — —
3 37,6 (CHy) H3a’: 0,90 - 1,02 (m) H3b

H3b’: 2,00 (dI, 12,6) H3a’
4 44,6 (C) — — —
5 55,8 (CH) H5’: 1,01 (m) H6’ —
6’ 21,9 (CHy) H6’: 1,59 - 1,74 (m) H5 e H7’ H20
I 42,0 (CHy) H7: 1,41 (m) H6’ —
8’ 42,8 (C) — — —
9’ 55,2 (CH) H9’: 1,01 (m) H11 —
10° 39,1 (C) — — —
11° 18,1 (CHy) H11’: 1,44 - 1,58 (m) HY' —
12’ 37,6 (CH,) H12a: 1,22 - 1,34 (m) H12b’ e H13’

H12b’: 1,91 (dl, 11,4) H12a’
13’ 46,3 (CH) H13’: 2,40 - 2,52 (m) H12a’ H17’
14’ 26,0 (CHy) H14’: 1,46 - 1,56 (m)

H14’: 1,58 - 1,60 (m)
15’ 55,5 (CHy) H15a’: 1,44 - 1,57 (m) H15b’

H15b’: 2,43 (dI, 14,7) H15a’
16’ 63,5 (C) — — —
17 20,3 (CHs) H17’: 1,70 (s) — H13’
18’ 28,6 (CHs3) H18: 1,09 (s) — —
19 178,6 (C) H19: 11,96 (s) — —
20’ 15,2 (CH3) H20: 0,89 (s) — HE’
17 138,8 (CH) H1”: 8,13 (s) — Hno € H37/HT7”
27 140,5 (C) — — —
3” 127,9 (CH) H3”:7,94 (d, 9,0) H4”/H6” H1”
4” 124,0 (CH) H4: 8,24 (d, 9,0) H3”/H7” —
5” 147,6 (C) — — —
6” 124,0 (CH) H6”: 8,24 (d, 9,0) H3”/H7” —
7" 127,9 (CH) H7”:7,94 (d, 9,0) H4”/H6” H1”
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Analise Espectral e Caracterizacdo Estrutural - p-nitro-benzaldeido-tiossemicarbazona (53)
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E R "H-12. Espectro de RMN de 'H (300,06 MHz, DMSO-d¢/TMS) do composto 53.
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Analise Espectral e Caracterizacdo Estrutural - p-nitro-benzaldeido-tiossemicarbazona (53)
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E R "*C/DEPT-12. Espectro de RMN de "*C/DEPT (75,45MHz, DMSO-ds/TMS) do composto 53.
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Analise Espectral e Caracterizacdo Estrutural - p-nitro-benzaldeido-tiossemicarbazona (53)
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E R HMQC-12. Mapa de contornos HMQC (300,06 MHz para 'H e 75,45 MHz para '>C, DMSO-d¢/TMS) do composto 53.
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Analise Espectral e Caracterizacdo Estrutural - p-nitro-benzaldeido-tiossemicarbazona (53)
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E R COSY-12. Mapa de contornos COSY (300,06 MHz, DMSO-des/TMS) do composto 53.
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Analise Espectral e Caracterizacdo Estrutural - p-nitro-benzaldeido-tiossemicarbazona (53)
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E R NOESY-12. Mapa de contornos NOESY (300,06 MHz, DMSO-ds/TMS) do composto 53.
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Analise Espectral e Caracterizacdo Estrutural - p-nitro-benzaldeido-tiossemicarbazona (53)
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E R NOESY-12 - Expansao. Mapa de contornos NOESY (300,06 MHz, DMSO-ds/TMS) do composto 53.
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Analise Espectral e Caracterizacdo Estrutural - p-nitro-benzaldeido-tiossemicarbazona (53)

Relative Abundance
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E M-11. Espectro de massas (70 eV, TR = 2,14 - 2,19) do composto 53.
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Analise Espectral e Caracterizagdo Estrutural - p-nitro-benzaldeido-tiossemicarbazona (53)
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E IV-12. Espectro na regido do infravermelho (pastilha/KBr) do composto 53.
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DSC-12. Curva de DSC (10 °Cmin™", 50 mLmin™ N,) do composto 53.
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Analise Espectral e Caracterizagdo Estrutural - 0, m, p-cloro-benzaldeido-tiossemicarbazonas (54, 55 ¢ 56)

5.6.3. orto (54), meta (55) e para (56) cloro-benzaldeido-
tiossemicarbazonas Derivadas do Acido Caurendico

R = 3" -CI (54)
3 R = 4" -Cl (55)
COOH R = 5" -CI (56)

Nos espectros de RMN de 'H da série de benzaldeido-tiossemicarbazonas
substituidas com o grupo cloro (54 a 56), E R 'H-13 a E R 'H-15, foram
observados padrbes de sinais semelhantes entre eles, tais como os dos
hidrogénios do grupo carboxila em &4 11,96 (H19’, s), os de NH, ligados a porgao
terpénica entre 6y 7,53 e 7,58 (Hn4, S) € @ porgao iminica entre &4 11,43 e 11,58
(Hn2, s) € os dos hidrogénios iminicos entre &4 8,02 e 8,44 (H1”, s). As diferengas
entre os compostos 54 a 56 foram observadas apenas para os sinais dos
hidrogénios do sistema aromatico de acordo com a posi¢cao do grupo cloro: para o
composto 54 foram observados sinais de (H4”) em &4 7,50 (m), (H5”/H6”) em &4
7,41 (m) e (H7”) em &4 7,97 (m); para o composto 55 foram observados sinais de
(H3”/H6”) em &y 7,45 (m), (H5”) em Oy 7,62 (M) e (H7”) em &y 7,76 (M) e para o
composto 56 foram observados sinais de (H3”/H7”) em &4 7,70 (d, 8,5) e de (H4”/
H6”) em &y 7,48 (d, 8,5) que sao indicativos de substituicao para.

Nos espectros de *C/DEPT, E R "*C/DEPT-13 a E R "*C/DEPT-15, foi
verificado a existéncia de 28 sinais de carbonos, sendo 8 C, 8 CH, 9 CH, e 3 CHs.
Nestes, destacam-se os sinais dos carbonos carboxilicos em d¢ 178,6 (C19’), dos
tiocarbonilicos entre ¢ 175,1 e 175,2 (C3) e dos iminicos entre d¢c 137,5 e 140,1
(CH1”). As diferencgas entre os compostos 54 a 56 foram observadas apenas para
os sinais dos carbonos do sistema aromatico de acordo com a posi¢gao do grupo
cloro: para o composto 54 os sinais dos carbonos nao ligados a hidrogénio em ¢
131,4 (C2”) e em &¢ 133,0 (C3”) e os dos carbonos metinicos em &¢ 130,0 (CH4™),
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Oc 131,2 (CH5”), &¢c 127,7 (CH6E”) e &¢c 127,2 (CH7”); para o composto 55 os
sinais dos carbonos nao ligados a hidrogénio em &¢ 136,3 (C2”) e em &¢ 133,7
(C4”) e os carbonos metinicos em &¢c 129,5 (CH3”), ¢ 125,7 (CH5”), &¢ 130,7
(CHB”) e 8¢ 126,3 (CH7”) e para o composto 56 os sinais dos carbonos nao
ligados a hidrogénio em &¢ 133,0 (C2”) e em &¢ 134,3 (CH5”) e os dos carbonos
metinicos em &¢ 128,9 (CH3”/CH7”) e 8¢ 128,6 (CH4”/CHE™).

Nos mapas de contornos HMQC e HMBC do composto 54, E R HMQC-13
e E R HMBC-6, Tabela 17, foi possivel identificar as correlagées do C2” com o
hidrogénio iminico H1” e com H5”/H6”, sinais em sobreposi¢do, do C3” com o
hidrogénio iminico H1”, do C5” com H7”, do C6” com H4” e do C7” com H1”,
portanto, estas informacdes confirmam padrao de substituicido orto; para o
composto 55, E R HMQC-14 e E R HMBC-7, Tabela 18, foram observadas as
correlagbes do C2” com o hidrogénio iminico H1”, H3” e H6”, do C3” com H5” e
H7”, do C4” com H3” e H6”, do C5” com H7” e do C7” com H1” e, portanto, estas
informacgdes confirmam padrao de substituicdo meta. Para o composto 56 n&o foi
necessario o uso do mapa de contornos HMBC, bastando as interpretacbes dos
espectros de RMN de '"H e "*C/DEPT serem auxiliadas pelo mapa de contornos
HMQC, E R HMQC-15, Tabela 19.

Nos mapas de contornos COSY, E R COSY-13 a E R COSY-15, foram
observadas as correlacbes para o composto 54 de H4” com H5”/H6” e H5”/H6”
com H7”; para o composto 55 de H5” e H7” com H3”/H6” e para o composto 56
de H3”/H7” com H4”/H6".

Nos mapas de contornos NOESY, E R NOESY-13 a E R NOESY-15,
foram observadas, principalmente, as interagcdes espaciais de H1” com Hy, e H7”,

configuragao E, Figuras 23 a 25.
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= NOESY

Figura 25. Principais correlagdes de NOESY do composto 56.
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Nos espectros na regido do infravermelho, E IV-13 a E IV-15, foi
observada uma banda alargada entre 1075 e 1095 cm™ caracteristica da
deformacao axial de C-Cl aromatico. Ainda foram observadas bandas tipicas da
deformacgdo angular simétrica fora do plano de sistemas aromatico substituidos
em 756 cm™ (orto) para o composto 54, em 896, 784 e 683 cm™ (meta) para o
composto 55 e em 824 cm™ (para) para o composto 56%*%.

Nos espectros de massas, E M-12 a E M-14, o ion molecular dos
compostos 54 a 56 foi observado em m/z 515.

Os pontos de fusdo dos compostos 54 a 56, determinados por DSC,
Tabela 20, foram de 202,5 °C no 54, 207,0 °C no 55, e 223,5 °C no 56. Também
foram observadas degradagdes imediatamente apds o processo de fusdo, DSC-13
a DSC-15.

O o, determinado para o composto 54 foi de -21,20° (DMSO, 0,025 gmL™),
para 55 -8,08° (DMSO, 0,026 gmL") e para 56 -8,00° (DMSO, 0,025 gmL™"),
Tabela 21.

Assim, de acordo com os dados descritos, 0 composto 54 foi identificado e
caracterizado como sendo o N1-(E)-2-cloro-fenil-N4-[acido ent-cauran-16’(f)-
metil-19’-6ico]-tiossemicarbazona, o composto 55 como o N1-(E)-3-cloro-fenil-
N4-[acido ent-cauran-16’(B)-metil-19’-6ico]-tiossemicarbazona e o composto
56 como o N1-(E)-4-cloro-fenil-N4-[acido ent-cauran-16’(B)-metil-19’-6ico]-

tiossemicarbazona, todos C,gH330>N3CIS.
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Tabela 17. Dados de RMN de 'H, *C/DEPT, HMQC, HMBC, COSY e
NOESY (300,06 MHz para 'H e 75,45 MHz para "*C, DMSO-d¢/TMS) para o

composto 54.

5¢ (DEPT) N: 84 (n° de H, mult.) e HMBC - COSY - "Jun NOESY
HMQC - "Jeu 2Jen e Jen
H: &4 (mult., J em Hz)
1 _ _ _ _ _
2 — Hno: 11,58 (1H, s) — — H1”
3 175,2 (C) — Hno — —
4 — Hns: 7,58 (1H, s) — — H13 e H17’
1’ 40,2 (CHy) H1a: 0,76 - 0,82 (m) H1b’ —
H1b’: 1,70 - 1,80 (m) H1a’ _
2 18,8 (CH,) H2a": 1,22 - 1,37 (m)
H2b’: 1,71 - 1,84 (m)
3 37,6 (CH,) H3a’: 0,86 - 0,98 (m) H3b’
H18’ —
H3b’: 2,00 (dI, 12,6) H3a’
4 44,6 (C) — — — —
5 55,8 (CH) H5": 1,00 (m) H18' H6’ —
6’ 21,9 (CH,) H6’: 1,58 - 1,75 (m) — H5' e H7’ —
7 42,0 (CH,) H7": 1,28 - 1,44 (m) H5' e H6’ H6’ —
8 42,8 (C) — — — —
9’ 55,2 (CH) H9’: 1,00 (m) H20’ H11’ —
10’ 39,1 (C) — H20’ — —
11’ 18,1 (CH,) H11: 1,43 - 1,62 (m) — HY’ —
12’ 37,6 (CH,) H12a" 1,20 - 1,32 (m) H12b' e H13’
H12b’: 1,90 (dl, 11,4) H12a’
13’ 46,4 (CH) H13': 2,46 (sl) H17’ H12a’ Hnse € H17?
14’ 26,0 (CH,) H14’: 1,40 - 1,67 (m) — — —
15’ 55,6 (CH,) H15a’: 1,46 - 1,68 (M) H15b’
H17’ —
H15b’: 2,39 (dl, 14,7) H15a’
16’ 63,3 (C) — H17’ — —
17 20,4 (CHs) H17’: 1,70 (s) H15a’ — His € H13’
18’ 28,6 (CH3) H18": 1,09 (s) H3a’ — —
19’ 178,6 (C) H19': 11,96 (s) H18’ — —
20° 15,2 (CH3) H20': 0,89 (s) H1b’ — —
17 137,5 (CH) H1": 8,44 (s) Hiz — Hno € H7”
2”7 131,4 (C) — H1" e — —
H5”/H6”
3” 133,0 (C) — H1” — —
47 130,0 (CH) H4": 7,50 (m) — H5"/H6" —
5" 131,2 (CH) H5": 7,41 (m) H7 H4’e H7” —
6” 127,7 (CH) H6": 7,41 (m) H4 H4"e H7"
7’ 127,2 (CH) H7’: 7,97 (m) H1’ H5”/H6” H1
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E R "H-13. Espectro de RMN de 'H (300,06 MHz, DMSO-d¢/TMS) do composto 54.
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E R *C/DEPT-13. Espectro de RMN de "*C/DEPT (75,45MHz, DMSO-ds/TMS) do composto 54.
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E R HMQC-13. Mapa de contornos HMQC (300,06 MHz para 'H e 75,45 MHz para '°C, DMSO-ds/TMS) do composto 54.
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E R HMQC-13 - Expansao. Mapa de contornos HMQC (300,06 MHz para 'H e 75,45 MHz para *C, DMSO-ds/TMS) do
composto 54.
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E R HMBC-6. Mapa de contornos HMBC (300,06 MHz para 'H e 75,45 MHz para "*C, DMSO-ds/TMS) do composto 54.
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E R HMBC-6 - Expansio. Mapa de contornos HMBC (300,06 MHz para 'H e 75,45 MHz para '*C, DMSO-dg/TMS) do
composto 54.
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E R COSY-13. Mapa de contornos COSY (300,06 MHz, DMSO-ds/TMS) do composto 54.
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E R COSY-13 - Expansao. Mapa de contornos COSY (300,06 MHz, DMSO-ds/TMS) do composto 54.
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E R NOESY-13. Mapa de contornos NOESY (300,06 MHz, DMSO-ds/TMS) do composto 54.
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E R NOESY-13 - Expansao 1. Mapa de contornos NOESY (300,06 MHz, DMSO-ds/TMS) do composto 54.
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E R NOESY-13 - Expansao 2. Mapa de contornos NOESY (300,06 MHz, DMSO-ds/TMS) do composto 54.
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E M-12. Espectro de massas (70 eV, TR = 1,37 - 1,44) do composto 54.
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E IV-13. Espectro na regido do infravermelho (pastilha/KBr) do composto 54.
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DSC-13. Curva de DSC (10 °Cmin™", 50 mLmin™ N,) do composto 54.

198



Analise Espectral e Caracterizagdo Estrutural - m-cloro-benzaldeido-tiossemicarbazona (55)

Tabela 18. Dados de RMN de 'H, *C/DEPT, HMQC, HMBC, COSY e
NOESY (300,06 MHz para 'H e 75,45 MHz para *C, DMSO-d¢/TMS) para o
composto 55.

5¢ (DEPT) N: 84 (n° de H, mult.) e HMBC - COSY - "Jun NOESY
HMQC - "Jeu 2Jen € *Jden
H: &4 (mult., J em Hz)
1 _ _ _ _ _
2 — Hnz: 11,46 (1H, s) — — H1”
3 175,2 (C) Hne — —
4 — Hya: 7,56 (1H, s) — — H13’
1’ 40,2 (CHy) H1a’: 0,74 - 0,84 (m) H1b’ —
H20’
H1b’: 1,70 - 1,80 (m) H1a’ _
2 18,8 (CH,) H2a’: 1,26 - 1,36 (m)
H2b: 1,72 - 1,80 (m)
3 37,6 (CH,) H3a’: 0,92 - 1,00 (m) H3b’
H18’ —
H3b’: 2,00 (dI, 12,6) H3a’
4 445 (C) — — — —
5’ 55,8 (CH) H5": 1,00 (m) H18’ H6’ —
6 21,9 (CH,) H6’: 1,58 - 1,75 (m) — H5 e H7’ —
7 42,0 (CH,) H7": 1,34 - 1,44 (m) — H6’ —
8 42,8 (C) — HY’ — —
9 55,2 (CH) H9’: 1,00 (m) H20’ H11’ —
10’ 39,1 (C) — H20’ — —
11’ 18,1 (CHy) H11’: 1,49 - 1,62 (m) H9’ H9 e H12b’ —
12’ 37,6 (CH,) H12a" 1,24 - 1,34 (m) H12b’ e H13’
H12b’: 1,90 (dl, 11,4) H12a’ e H11’
13’ 46,2 (CH) H13: 2,41 - 2,48 (m) H17’ H12a’ Hnge € H17?
14’ 26,0 (CHy) H14a’: 1,44 - 1,55 (m) —
H14b: 1,60 - 1,68 (m)
15’ 55,7 (CH,) H15a’: 1,48 - 1,56 (m) H15b’
H17’ —
H15b’: 2,42 (dI, 15,0) H15a’
16’ 63,3 (C) — H15b' e — —
H17’
17’ 20,4 (CHs) H17’: 1,70 (s) — — H13’
18’ 28,6 (CH3) H18": 1,09 (s) H5’ — —
19’ 178,6 (C) H19’: 11,96 (s) H18’ — —
20° 15,2 (CHs) H20': 0,89 (s) H5’ — —
1” 139,8 (CH) H1”: 8,02 (s) Hno € H7” — Hno, H3” €
H7”
2” 136,3 (C) — H1” e — —
H3"/H6”
3” 129,5 (CH) H3”: 7,45 (m) H5” e H7” — H1”
4 133,7 (C) H3”/H6” — —
5” 125,7 (CH) H5”: 7,62 (m) H7” H3”/H6” —
6” 130,7 (CH) H6": 7,45 (m) — H5" e H7” —
7’ 126,3 (CH) H7”: 7,76 (m) H1” H3”/HB” H1”
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E R "H-14. Espectro de RMN de 1H (300,06 MHz, DMSO-ds/TMS) do composto 55.
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E R "*C/DEPT-14. Espectro de RMN de 13C/DEPT (75,45MHz, DMSO-d¢/TMS) do composto 55.
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E R HMQC-14. Mapa de contornos HMQC (300,06 MHz para 'H e 75,45 MHz para "*C, DMSO-d¢/TMS) do composto 55.
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E R HMQC-14 - Expansao. Mapa de contornos HMQC (300,06 MHz para 'H e 75,45 MHz para '°C, DMSO-ds/TMS) do
composto 55.
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E R HMBC-7. Mapa de contornos HMBC (300,06 MHz para 'H e 75,45 MHz para *C, DMSO-ds/TMS) do composto 55.

204



Analise Espectral e Caracterizagdo Estrutural - m-cloro-benzaldeido-tiossemicarbazona (55)

lF2 ]
[ppmg
7.4 S
7.5
7.5% ﬁ;:#gz'
7.74
| = — e
7.8+

7.9
8.0~ e
8.1
8.2
8.3
R B A A R R e e —
140 138 136 134 132 130 128 126 124
F1 (ppm)

E R HMBC-7 - Expansio. Mapa de contornos HMBC (300,06 MHz para 'H e 75,45 MHz para '*C, DMSO-dg/TMS) do
composto 55.
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E R COSY-14. Mapa de contornos COSY (300,06 MHz, DMSO-ds/TMS) do composto 55.
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E R NOESY-14. Mapa de contornos NOESY (300,06 MHz, DMSO-ds/TMS) do composto 55.
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E R NOESY-14 - Expansao 1. Mapa de contornos NOESY (300,06 MHz, DMSO-ds/TMS) do composto 55.
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E R NOESY-14 - Expansao 2. Mapa de contornos NOESY (300,06 MHz, DMSO-ds/TMS) do composto 55.
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E M-13. Espectro de massas (70 eV, TR = 2,05) do composto 55.
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E IV-14. Espectro na regido do infravermelho (pastilha/KBr) do composto (55).
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DSC-14. Curva de DSC (10 °Cmin™", 50 mLmin™ N,) do composto 55.
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Tabela 19. Dados de RMN de 'H, "*C/DEPT, HMQC, COSY e NOESY
(300,06 MHz para 'H e 75,45 MHz para '*C, DMSO-ds/TMS) para o composto 56.

5c (DEPT) N: &4 (n° de H, mult.) e COSY - U NOESY
HMQC - "Jcy
H: &4 (mult., J em Hz)
1 I N N N
2 — Hyz: 11,43 (1H, s) — H1”
3 175,1 (C) — — —
4 Hya: 7,53 (1H, s) — H13 e H17’
1 40,2 (CH,) H1a’: 0,68 - 0,78 (m) H1b’ —
H1b’: 1,68 - 1,81 (m) H1a’ —
2 18,8 (CH,) H2a’: 1,24 - 1,36 (m)
H2b’: 1,70 - 1,82 (m)
3 37,6 (CHy) H3a’: 0,80 - 0,98 (m) H3b’ —
H3b’: 2,00 (dl, 12,9) H3a’ H18’
& 44,6 (C) — — —
5’ 55,8 (CH) H5: 1,00 (m) H6' —
6’ 21,9 (CHy) H6’: 1,60 - 1,75 (m) H5' e H7’ —
7 42,0 (CH,) H7’: 1,30 - 1,44 (m) He’ —
8’ 42,8 (C) — — —
9’ 55,2 (CH) H9': 1,00 (m) H11’ —
10’ 39,1 (C) — — —
11’ 18,1 (CH,) H11’: 1,46 - 1,62 (m) HY' —
12’ 37,6 (CHy) H12a’: 1,20 - 1,30 (m) H12b’ e H13’
H12b’: 1,90 (dI, 11,7) H12a’
13’ 46,4 (CH) H13: 2,46 (sl) H12a’ Hys € H17°
14° 26,0 (CHy) H14’: 1,42 - 1,68 (m) — —
15’ 55,6 (CHy) H15a: 1,45 - 1,57 (m) H15b’
H15b": 2,41 (dl, 15,0) H15a’
16’ 63,3 (C) — — —
17’ 20,5 (CHs) H17": 1,70 (s) — Hys € H13'
18’ 28,6 (CHs) H18" 1,09 (s) — H3b’
19’ 178,6 (C) H19: 11,96 (s) — —
20’ 15,2 (CHs) H20": 0,89 (s) — —
17 140,1 (CH) H1": 8,04 (s) — Hyz € H3"/H7”
2” 133,0 (C) — — —
3” 128,9 (CH) H3": 7,70 (d, 8,5) H4"/H6" H1”
4” 128,6 (CH) H4”: 7,48 (d, 8,5) H3"/H7” —
5” 134,3 (C) — — —
6” 128,6 (CH) H6”: 7,48 (d, 8,5) H3"/H7” —
7 128,9 (CH) H7”: 7,70 (d, 8,5) H4"/H6” H1”
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E R "H-15. Espectro de RMN de 'H (300,06 MHz, DMSO-d¢/TMS) do composto 56.
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E R "*C/DEPT-15. Espectro de RMN de "*C/DEPT (75,45MHz, DMSO-de¢/TMS) do composto 56.
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E R HMQC-15. Mapa de contornos HMQC (300,06 MHz para 'H e 75,45 MHz para '>C, DMSO-d¢/TMS) do composto 56.
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E R COSY-15. Mapa de contornos COSY (300,06 MHz, DMSO-ds/TMS) do composto 56.

217



Analise Espectral e Caracterizacdo Estrutural - p-cloro-benzaldeido-tiossemicarbazona (56)

i

L

™~
an
°

=3
|y

nN

W

/-] [+ ] ~N -] n &
IR AN AAEE FRETE FER N R
l*-.-.—_..

-
(-]

[
[=Y

lllLJI]II\\]ll!I[IJlI]IllI

s ot
[y
n

| AL S N .5 PRS0 .G T, S, I B L it T e

F1 (ppm)

E R NOESY-15. Mapa de contornos NOESY (300,06 MHz, DMSO-ds/TMS) do composto 56.
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E R NOESY-15 - Expansao 1. Mapa de contornos NOESY (300,06 MHz, DMSO-ds/TMS) do composto 56.
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E R NOESY-15 - Expansao 2. Mapa de contornos NOESY (300,06 MHz, DMSO-ds/TMS) do composto 56.
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E M-14. Espectro de massas (70 eV, TR = 2,73) do composto 56.
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E IV-15. Espectro na regido do infravermelho (pastilha/KBr) do composto 56.
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DSC-15. Curva de DSC (10 °Cmin™", 50 mLmin™ N,) do composto 56.
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Conclusoes

6. CONCLUSOES

Neste trabalho foi apresentada a utilizacdo do acido caurendico como
substrato para a obtencdo de novas tiossemicarbazonas derivadas de produtos
naturais diterpénicos.

Foram sintetizados com sucesso o isotiocianato (43), o tiocianato (44), a
tiossemicarbazida (45) e onze benzaldeido-tiossemicarbazonas (46 a 76), todos
derivados inéditos do acido caurendico (1).

Por meio da avaliagdo anti-tripanossoma, frente a forma epimastigota de
Trypanosoma cruzi, dos compostos sintetizados foi verificado que sete
benzaldeido-tiossemicarbazonas (47, 48, 49, 51, 52, 55 e 56) apresentaram Cls
menores que 24 uM, destacando-se a o-nitro-benzaldeido-tiossemicarbazona (51)
como a mais ativa (Clsp = 2 uM).

Por meio da avaliagao citotoxica frente as células LLMCK; foi observado
que todos os derivados sintetizados expressaram significante toxicidade para as
células testadas.

Por meio dos indices de seletividade foi observado que os compostos
sintetizados 44, 47, 48, 49, 50, 51, 52, 54, 55 e 56 obtiveram valores de IS maior
ou igual a 1,9 e a comparagao destes com dados da literatura indicam que estes
sao seletivos para o Trypanosoma cruzi frente as células LLMCKG.

Concluindo, as benzaldeido-tiossemicarbazonas derivadas do acido
caurendico apresentaram uma potencializagdo da atividade anti-tripanossoma
quando comparada a do acido caurendico (1), sem diminui¢do significante dos
seus valores citotdxicos frente as células testadas. Porém, as elevadas
citotoxicidades expressadas pelas mesmas podem ser indicios destas serem
potenciais agentes anticancer. No entanto, mais estudos estdo sendo realizados

neste laboratério para a confirmacao destes dados.
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7. PARTE EXPERIMENTAL
7.1. Instrumentacao e Material Cromatografico

Os espectros de absor¢ao na regido do infravermelho foram registrados
em um espectrdometro BOMEM®, modelo MB-100, em pastilha de KBr, na regido
de 400 a 4000 cm™.

Os espectros de RMN de 'H e de "*C foram obtidos em um espectrometro
VARIAN®, modelo Mercury Plus, operando a 300,06 MHz para 'H e 75,45 MHz
para '°C tendo como referéncia interna o tetrametilsilano (TMS). Os
deslocamentos quimicos (8) foram dados em ppm e os solventes utilizados foram
CDCI; e DMSO-ds. A interpretacdo dos dados foi auxiliada pelas técnicas de
DEPT 135 e 90, HMBC, HMQC, COSY e NOESY.

As medidas de desvio do plano da luz plano polarizada, %5, foram obtidas
em um polarimetro Perkin Elmer®, modelo 343, a 20 °C e 589 nm, em tubo de
comprimento 10,00 mm.

Os espectros de massas de baixa resolugdo foram obtidos em um
espectrdmetro SHIMADZU®, modelo CG/MS - QP 2000A, com uso de um feixe
eletrénico de energia 70 eV equipado com uma sonda para solidos.

As curvas de determinagédo do ponto de fusdo foram obtidas em um
calorimetro diferencial de varredura (DSC) SHIMADZU®, modelo DSC-50, em
atmosfera dinamica de nitrogénio com fluxo de 50 mLmin”, com razdo de
aquecimento de 10 °Cmin™', em capsula de aluminio.

A curva de variagao de massa em fungdo da decomposicao térmica para a
tiossemicarbazida (45) foi obtida em um analisador termogravimétrico (TGA)
SHIMADZU®, modelo TGA-50, em atmosfera dinamica de nitrogénio com fluxo de
50 mLmin™", com razdo de aquecimento de 10 °Cmin™", em capsula de platina.

As cromatografias em coluna (CC) empregadas na separacao de
compostos foram preparadas utilizando colunas de vidro e silica gel 60 (0,063-

0,200 mm, Merck®) como fase estacionaria.
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Para o acompanhamento das CC e sinteses foram realizadas
cromatografias em camada delgada analitica (CCDA), em placas de vidro de
5,0x20,0 cm com espessura da camada de silica-gel (silica-gel 60G e 60GF254 —
1:1, Merck®) de aproximadamente 0,25 mm. As revelacdes destas foram obtidas
por irradiacdo com lampada de ultravioleta em 254 e 366 nm, exposi¢cao a iodo
ressublimado, utilizagdo de solu¢cao de H,SO4/MeOH (1:1) ou do revelador para
terpenos (anisaldeido, MeOH, H2SOq4, 1:1:1).

Na avaliacdo anti-tripanossoma, a densidade celular foi analisada
utilizando cdmara hematocitrométrica (Improved Double Neubauer Chamber) em
um microscépico optico OIympus®, modelo CX 31 e na avaliagdo citotoxica, a
absorbancia foi lida em um espectrofotdmetro de microplaca Bio-Tek®, modelo
Power Wave XS.

7.2. Solventes e Reagentes

Os solventes utilizados foram hexano P.A. (Chemco®), diclorometano
P.A-A.C.S. (Dinamica®, 99,5%), acetato de etila P.A.-A.C.S. (Dinamica®),
cloroférmio P.A.-A.C.S. estabilizado com amileno (Nuclear®, 99,8%), alcool etilico
P.A-A.C.S. (Dinamica® 95%), alcool metilico P.A.-A.C.S. (Nuclear®, 99,8%),
alcool (n) butilico P.A-A.C.S. (Labsynth®, 99,4%) e acetona P.A.-A.C.S.
(Labsynth®, 99,5%). Estes foram empregados apds terem sido previamente
evaporados sob pressao reduzida e destilados.

Os reagentes empregados nas sinteses foram bissulfato de potassio P.A.
(VETEC®), tiocianato de potassio P.A. (VETEC®, 99%), dicloridrato de hidrazina
(Carlos Erba®, 99%), bicarbonato de sédio P.A. (Labsynth®, 99,7-100,3%), cloreto
de sddio P.A.-A.C.S. (Labsynth®, 99%), benzaldeido (Acros Organics®, 99%), 4-
aldeido anisico P.S. (VETEC®, 98%), p-tolualdeido (Acros Organics®, 99+%), p-
hidroxi-benzaldeido (Acros Organics®, 99%), p-dimetilamino-benzaldeido (Merck®,
98,5%), 2-cloro-benzaldeido (Acros Organics®, 99%), 3-cloro-benzaldeido (Acros

Organics®, 99%), 4-cloro-benzaldeido (Acros Organics®, 98,5+%), 2-nitro-
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benzaldeido (Acros Organics®, 99+%), 3-nitro-benzaldeido (Acros Organics®,
99%), 4-nitro-benzaldeido (Acros Organics®, 99%) e acido cloridrico R.P.E.-A.C.S.
(Carlos Erba®, 37%).

Os reagentes, solventes e meios de cultura empregados nas avaliagdes
biolégicas foram LIT - Liver infusion tryptose broth (Gibco Invitrogen Corporation®),
SFB - soro fetal bovino (Gibco Invitrogen Corporation®), DMSO P.A.-A.C.S.
(Sigma®, 99,5%), Benznidazole (Roche Pharmaceuticals®), DMEM - Dulbecco’s
Modified Eagle’s Medium (Gibco Invitrogen Corporation®), acido tricloroacético
(Merck®, 99,5%), sulforrodamina B (Sigma®, 99%) e 4cido acético (Sigma®, 99%).

7.3. Extragao e Isolamento do Acido Caurenéico

7.3.1. Coleta e Secagem da Planta

Uma amostra da planta e as cascas da espécie Croton floribundus
(Euphorbiaceae) utilizadas neste estudo foram coletadas em Maringa, na margem
esquerda da rodovia PR 323, altura do Km 02, no dia 16 de agosto de 2006.

A planta foi identificada por comparagdo da amostra coletada com uma
exsicata que se encontra depositada no herbario dessa universidade sob registro
HUM 8.406.

As cascas coletadas foram previamente separadas em cascas externas e
internas. As cascas internas foram secas em estufa de ar circulante, 35 °C, por
sete dias e, posteriormente, foram moidas em moinho de facas, rendendo 5,5 kg

de material.
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7.3.2. Preparagdo do Extrato das Cascas e Isolamento do Acido

Caurenodico

As cascas, apos secas e moidas (5,5 kg), foram extraidas em aparelho de
Soxhlet com hexano, em porgbes de, aproximadamente, 200 g por 12 h. Os
extratos brutos foram agrupados e concentrados em evaporador rotativo a 40 °C.
O extrato bruto foi entdo cromatografado, em CC, utilizando inicialmente, hexano
como eluente e depois uma mistura de hexano-diclorometano 5%. As fracdes
obtidas desta coluna foram monitoradas através de CCDA utilizando o padréo de
acido caurenoico anteriormente isolado por nosso grupo de pesquisa’.

As fracbes que continham acido caurendico foram reunidas resultando em
uma fracdo de interesse, codificada como CF-SH-AC, posteriormente
recristalizada em metanol a frio, resultando em 27,03 g de acido caurendico puro
(1).

Para a identificacdo e caracterizagdo do acido caurendico foram usadas
as técnicas de FTIR e RMN de 'H, ™®C, "*C/DEPT, COSY, HMQC, HMBC e

NOESY, Tabela 5, e comparagao com destes dados com os descritos na literatura.

7.4. Sintese do Isotiocianato Derivado do Acido caurendico

7.4.1. Preparagao do Acido Isotiocianico

HCl
KSCN + KHSO, _CHC _ hsen+ K,SO,

Tiocianato de potassio (KSCN) e bissulfato de potassio (KHSO4), 1:1,
foram triturados por aproximadamente 5 min. Em seguida, foi adicionado
cloroférmio (CHCI3), 30 mL em 3x10 mL, a mistura para a extragdo do acido
isotiocianico (HSCN), gerando uma solugao rosea-amarelada.

Apds a decantacdo dos sais, para cada porcado de CHCI; adicionado, a

solugdo de HSCN-CHCI; foi filtrada sobre algodao e utilizada imediatamente.
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7.4.2. Reagao do Acido Caurenéico com Acido Isotiocianico.

CHj3

“SCN

g ~ H
HC' ooH H:C™ cooH

) (43) (44)

Em um baldo equipado com agitador magnético, protegido da exposic¢ao a
luz, foi adicionado acido caurendico (1) e, em seguida, a solugao de HSCN-CHCls,
preparada como descrito acima.

O progresso da reacao foi acompanhado por CCDA utilizando hexano-
acetato de etila 20% como eluente.

Apos o término da reagdo, o produto bruto foi concentrado sob pressao
reduzida e na sequéncia os produtos da reagao foram separados por CC usando
inicialmente hexano como eluente e posteriormente misturas de hexano-acetato
de etila com aumento gradativo da polaridade.

O isotiocianato (43) foi obtido na eluicdo de hexano-acetato de etila 12% e
o tiocianato (44) na eluicdo de hexano-acetato de etila 15%, ambos na forma fisica
de solido branco.

Os dados dos seis experimentos realizados para a otimizacdo da
obtencéao de (43) estdo na Tabela 1.

Os produtos da reagao foram identificados e caracterizados por meio das
técnicas de FTIR e de RMN de 'H, "*C/DEPT, COSY, HMQC, HMBC e NOESY,
Tabelas 6 e 7.
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7.5. Procedimento Geral para a Sintese da Tiossemicarbazida
Derivada do Acido Caurenéico

7.5.1. Preparacao da Hidrazina

NHoNH, 2HCI 4+ 2 NaHCO; — 29 L NH,NH, 4+ 2NaCl + 2H,0 + 2CO,

Dicloridrato de hidrazina (NH2NH>.2HCI) foi tratado com bicarbonato de
sédio (NaHCO3) em 15 mL de agua para a formacgao de hidrazina (NH2NHz). A

solucgao foi utilizada imediatamente.

7.5.2. Reacdo do Isotiocianato Derivado do Acido Caurendico (43)
com Hidrazina,
CH,

“NCS  NH,NH,
Alcool

~ H

A c/ H
HsC' Coon H:C' "cooH

(43) (45)

Em um baldo equipado com agitagdo magnética e sistema de refluxo
foram adicionados o isotiocianato (43) solubilizado em 40 mL de alcool e a solugao
de hidrazina preparada anteriormente

O progresso da reagao foi acompanhado por CCDA utilizando hexano-
acetato de etila 50% como eluente.

Apods o término da reacdo, o conteudo reacional foi submetido a particao
de n-butanol-agua/salmoura. Posteriormente, a fase organica foi evaporada sob
pressao reduzida. Ao solido remanescente no baldo foi adicionado CHCI; e este
foi levado para agitagdo, com auxilio de agitador magnético, por 10 min. Decorrido

este tempo, essa solugdo heterogénea foi submetido a baixa temperatura por
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algumas horas sendo, na sequéncia, filtrada. O so6lido obtido foi lavado com varias
porcbes de CHCI; frio, resultando na tiossemicarbazida derivada do acido
caurenoico (45) pura, na forma fisica de um soélido branco.

Os dados dos cinco experimentos realizados para a otimizacao da
obtencgao de (45) estdo na Tabela 2.

O produto sintetizado foi identificado por meio das técnicas de FTIR e de
RMN de 'H, "*C/DEPT, COSY, HMQC, HMBC e NOESY, Tabela 8.

7.6. Procedimento Geral para a Sintese das Benzaldeido-

tiossemicarbazonas Derivadas do Acido Caurenéico (46 a 56)

NH,
RPhCHO

T
H , BuOH

HsC' “cooH R

R =H, CH3, OCH3, OH, N(CH3),, 0 NO,,
m NO,, pNO,,0Cl,mClepCl
(46 - 56)

Em um baldo equipado com agitador magnético e sistema de refluxo foi
adicionado a tiossemicarbazida (45) solubilizada a quente, entre 90 e 100 °C, em
25 mL de butanol e o benzaldeido ou um dos seus derivados substituidos também
ja solubilizado anteriormente em butanol. Em seguida, o meio reacional foi
acidificado com aproximadamente 1,0 mL de HCI aquoso — solugao 1:19, v:v,
HCI:H0.

O progresso da reagao foi acompanhado por CCDA utilizando hexano-
acetato de etila 50% como eluente.

Apods o término de cada uma das reagdes, os conteudos reacionais foram
submetidos a particdo de butanol-agua/salmoura. Posteriormente, as fases
organicas foram evaporadas sob pressao reduzida. Cada produto remanescente
no baldo foi solubilizado em acetona e precipitado com adicdo de hexano. Em

seguida, cada uma dessas solugdes heterogéneas foram submetidas a baixa
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temperatura por algumas horas. Apos filtradas, cada sélido obtido foi lavado com
varias porcdes de hexano frio, resultando nas benzaldeido-tiossemicarbazonas
derivadas do acido caurendico puras (46 a 56).

Os dados dos experimentos realizados para as obtengcbes dos compostos
46 a 56 estdo na Tabela 3.

As tiossemicarbazonas sintetizadas foram identificadas por meio das
técnicas de FTIR e de RMN de 'H, "*C/DEPT, COSY, HMQC e NOESY e algumas
das identificagdes, compostos 46, 54 e 55, foram auxiliadas pela técnica de RMN -
HMBC, Tabelas 9 a 19.

7.7. Determinagao do Ponto de Fusao dos Compostos 1 e 43 a 56

O é&acido caurendico e todos os seus derivados sintetizados foram
liofilizados e, aproximadamente 6,0 mg de cada composto foi pastilhado em uma
capsula de aluminio e levado para analise de DSC.

Para a tiossemicarbazida foi necessario a analise complementar de TGA,
onde, aproximadamente 8,5 mg deste composto foi colocado em uma capsula de
platina e levado para analise.

Os dados obtidos estdo na Tabela 20.
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Tabela 20. Ponto de fusdo do acido caurendico (1) e seus derivados (43 a

56).
Faixa de Fusao (°C) Ponto de fusao (°C)
1 165 — 189 177
43 151 -178 174
44 146 — 170 165
45 117,5-167,5 131
46 182 - 210 202
47 215,5-227 223
48 204,5-222,5 214,5
49 179 — 197 191,5
50 224 - 239 231
51 200 -214,5 211
52 202 - 223 217
53 209 - 223,5 219,5
54 188 — 206 202,5
55 194 — 211 207
56 209 - 229 223,5

7.8. Determinacgao do o5 dos Compostos 1 e 43 a 56

O acido caurendico e todos os seus derivados sintetizados foram

liofilizados e para cada composto foi preparada uma solugido de concentracao

conhecida e estas foram levadas para analise em um polarimetro, com caminho

otico de comprimento 0,10 dm.

Para determinacéo do o foi utilizada a Equacao 1, abaixo.

20 Rotagdo Observada
Comprimento (dm) x Concentragdo {gmL 1)

Os dados obtidos estdo na Tabela 21.
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20
Tabela 21. %o do acido caurendico (1) e seus derivados (43 a 56).

Concentragéo Solvente Rotagdo Observada a; (Eq. 1)
(gmL™) (°+0,05) (° + 0,05)
1 0,102 CHCl, -1,073 -105,20
43 0,097 CHCl; -1,031 -106,29
44 0,102 CHCl; -0,739 -72,45
45 0,024 DMSO -0,160 -66,67
46 0,026 DMSO -0,040 -15,38
47 0,025 DMSO -0,030 -12,00
48 0,025 DMSO -0,017 -6,80
49 0,026 DMSO -0,016 -6,15
50 0,026 DMSO -0,017 -6,54
51 0,025 DMSO -0,042 -16,80
52 0,026 DMSO -0,069 -26,54
53 0,026 DMSO -0,015 -5,78
54 0,025 DMSO -0,053 -21,20
55 0,026 DMSO -0,073 -28,08
56 0,025 DMSO -0,020 -8,00
7.9. Avaliacao biolégica: Atividade Anti-tripanossoma e Avaliagao
Citotoxica

Os ensaios bioldgicos foram realizados pelo Departamento de Analises

Clinicas da UEM, sob a responsabilidade do Prof. Dr. Celso Vataru Nakamura.

7.9.1. Microorganismos e Condi¢coes de Crescimento para Atividade

Anti-tripanossoma

Os ensaios microbioldgicos foram realizados com formas epimastigota de

Trypanosoma cruzi, cepa Y, cultivadas em meio LIT (Liver infusion tryptose broth)
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enriquecido com 10% soro fetal bovino (SFB) a 28 °C. Nos experimentos foram

utilizados protozoarios em fase exponencial de crescimento (96 h).

7.9.1.2. Avaliagao da Atividade Anti-tripanossoma in vitro

Para a avaliagédo de inibicdo de crescimento de formas epimastigotas de T.
cruzi, cepa Y, foram utilizados os compostos sintetizados 43 a 56 além do acido
caurendico (1). Para os ensaios, foram feitos solugdes estoque dos mesmos em
DMSO 10%, com concentragao final ndo excedendo 1% para os testes.

Para os testes, os parasitas foram cultivados em sua fase exponencial de
crescimento, ressuspendidos em meio LIT suplementado com 10% SFB e
plaqueados em placas de 24 pocos a uma concentragdo de 1x10° célulasmL™. Em
cada poco foi incluido diferentes concentragdes dos compostos (100 a 1 uygmL") e
incubados por 96 h a 28 °C. A densidade celular foi analisada contando-se os
parasitas em camara hematocitrométrica em um microscopico Optico.
Benznidazole (N-benzyl-2-nitro-1-imidazolacetamide) foi utilizado como droga de
referéncia. Todos os experimentos foram realizados trés vezes em duplicata.

Na tabela 4, encontram-se os dados referentes a concentracao inibitéria
de 50% das células (Clso).

7.9.2. Avaliagao Citotéxica

A avaliacao da atividade citotoxica dos compostos sintetizados 43 a 56,
incluindo o acido caurendico (1), foi realizada contra células da linhagem LLMCK;
(células de rim de macaco mulato) crescidas em monocamada com meio DMEM
(Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium) suplementado com 10% de SFB a 37 °C
em tensdo de 5% de CO,. Este método se baseia na afinidade do corante
sulforrodamina B pelas proteinas celulares propiciando uma avaliagao

colorimétrica diretamente proporcional ao numero de células viaveis.
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Uma suspensao de 2,5x10* células foi plaqueada em placas de 96 pogos,
para a formagao de monocamada por 24 h a 37 °C com tensdo de 5% de CO..
Apés este periodo foram acrescentadas diferentes concentragdes (10 a 1000
ngmL") dos compostos (1, 43 a 56) e incubadas por 96 h sob as condigdes
citadas acima. As células foram fixadas com acido tricloroacético 10% a 4 °C por 1
h, lavadas com agua destilada secas a temperatura ambiente. Em seguida, uma
solucao de sulforrodamina B (0,4% p/v em acido acético 1%) foi acrescentada em
cada poco e a placa foi mantida ao abrigo da luz por 30 min a 4 °C. O corante em
excesso foi removido lavando os pogos quatro vezes com solugédo de 1% de acido
acético e uma aliquota de 150 uL de tris-base a 10 mM foi adicionada a cada pogo
e homogeneizada por 15 min. A absorbancia foi lida a 530 nm em
espectrofotbmetro de microplaca. A concentracao citotdxica de 50% das células
(CCs0) foi definida como a concentragdo que inibiu 50% da densidade O6ptica
(ODs3p) das células tratadas comparadas a células sem tratamento, Tabela 4.

De posse dos valores estimados de CCsp e Clsg, foi calculado o indice de
seletividade (IS= CCsy/Clso), 0 qual permite a avaliagao da eficacia relativa de um

potencial agente terapéutico, Tabela 4.
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