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Resumo

Embora seja estimada como a nona maior causa de doengas infecciosas em individuos, a
leishmaniose é amplamente ignorada na discussdo das prioridades de doencas tropicais. Em
adicdo, os farmacos ja existentes apresentam elevada toxicidade ou teratogenicidade, além
de eficacia reduzida devido a emergéncia de cepas resistentes. A funcdo guanidina esta
presente em moléculas farmacos com as mais variadas atividades farmacoldgicas, e
apresenta fundamental importancia no processo de reconhecimento molecular devido as
variadas interacbes que pode realizar. Diversos derivados sintéticos contendo o grupo
guanidina também apresentam atividade leishmanicida. Neste trabalho, 18 analogos 2-
arilidenoaminoguanidinicos foram sintetizados em micro-ondas com tempos reacionais de
20 minutos e sua atividade antileishmania foi estimada in vitro. Dentre eles, os compostos
LQMO008, LQMO010 e LQMO13 apresentaram valores de Clso (0,49, 0,80 e 0,57 uM,
respectivamente) inferiores ao do padrao pentamidina (4,00 uM) e foram selecionadas para
realizar modificacdes em uma regido diferente da molécula para a obtencdo de uma nova
série de 15 andlogos 2-benzilidenoaminoguanidinicos N-substituidos. Estes foram
sintetizados em refluxo com rendimentos compreendidos entre 11 e 67%. Uma metodologia
foi desenvolvida para a sintese em micro-ondas cujos tempos reacionais foram reduzidos
para 40 minutos, com rendimentos compardveis ao do método por refluxo. A relacdo
estrutura-atividade mostrou que efeitos estéricos sdo importantes para a atividade de modo
gue substituintes volumosos promovem um incremento na atividade.



Abstract

Although it is estimated as the ninth leading cause of infectious diseases in subjects,
leishmaniasis is largely ignored in the discussion of priorities of tropical diseases . In addition,
existing drugs exhibit high toxicity or teratogenicity as well as reduced efficacy due to the
emergence of resistant strains. The guanidine function is present in drug molecules which
show different pharmacological activities, and it plays a fundamental role in molecular
recognition process as a result of the variety of interactions which can be performed by this
moiety. Several synthetic derivatives containing guanidine group also exhibit leishmanicidal
activity. In this study, 18 arilideneaminoguanidine derivatives were synthesized by using a
microwave-assisted procedure with reaction times of 20 minutes and their antileishmanial
activity was estimated in vitro. Out of them compounds LQMO008, LOMO010 and LQMO013
showed ICsg values (0.49, 0.80 and 0.57 uM, respectively) lower than standard compound,
pentamidine (4.00 uM) and were selected to carry out modifications in a different region of
the molecule to obtain a series of 15 N-substituted 2-benzilideneaminoguanidine analogs.
These were synthesized by conventional heating with yields ranging between 11 and 67%. A
microwave-assisted method was developed and reaction times were decreased to 40
minutes. The structure-activity relationship showed that steric effects play an important role
in the activity so that bulky substituents resulted in enhanced activity.
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1. Introducao

1.1. Aspectos quimicos e biolégicos da guanidina

A fungdao guanidina estd presente em moléculas farmacos com as mais variadas

atividades farmacoldgicas (ORNER; HAMILTON, 2001; HOFFMAN, 2003; LEMKE, 2008).

Cl
N No _NH H
NH2 N NH> o} NH,
o Cl
HN y—H Anticancer Antihipertensivo
) Foye, 1990 Hoffman, 2003
N
N\ H Cl
XN N _NH H H
N N
/NN b h
NO, NH
~ 2 N
S N NO; cl
Anticancer Antichagasico Antihipertensivo
Andreani, 2000 Messeder, 1995 Hoffman, 2003

Em termos bioldgicos, o grupo guanidina é de fundamental importancia no processo
de reconhecimento molecular de proteinas e enzimas, pois por meio desta funcdo se
efetuam interagdes eletrostaticas e ligagdes de hidrogénio (HANNON et al., 1993).

No campo da quimica organica, uma base é geralmente definida como um composto
capaz de se ligar a um préton para dar uma espécie cationica. A introdu¢do de uma imina (=
NH) sobre o carbono a de uma amina constitui uma amidina, outra espécie de amina ainda
mais bdsica. A guanidina, uma 2-aminoamidina, apresenta trés func¢des nitrogenadas e
mostra forte basicidade de acordo com Brgnsted (HAFELINGER et al., 1991). Deste modo, a
basicidade é proporcional ao nimero de 4tomos de nitrogénio, sendo comparavel aquela do

fon hidroxila (RACZYNSKA et al., 1994).
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Figura 1. Estruturas e valores de pka de derivados de aminas

Amina Amidina Guanidina
H NH MH
R MH;z I::} )k I::}
R MH RHM NHz
H
H 1086 MH 124 NH 136
E =M
e MHz

e MH MeHM NH2

H

A estabilizacdo adquirida pela deslocalizacdo dos elétrons m no cation guanidinico
aciclico planar lembra aquela gerada por aromaticidade. Uma vez os pares de elétrons nao
compartilhados heteronucleares entram em ressonancia, este ion apresenta uma
configuracdo com 6 elétrons m em orbitais de carater ligante, o que resulta em uma energia
de deslocalizagdo de 1,603, comparado com 2,08 do benzeno. No caso da guanidina, a
remocdo do proton ortogonal ao sistema w resulta em perturbacdo da simetria molecular e
promove perda de degeneracdo dos orbitais, mas garantindo ainda uma energia de
deslocalizagao de 1,20B3. Uma caracteristica quimica que demonstra a importancia de tal
estabilizacdo é a tendéncia da guanidina em reagir por substituicdo, ao invés de por adicdo

(GUND., 1972).

Figura 2. Configuragdo eletrdnica de trimetilenemetano (lll), ion guanidinio (Il), e guanidina (1)

NH, NH

CH, NH,
A L+

n,(’l”m, HN? SNH, H NJ\MI_.
111

[l |

DE = 1,468 DE =160 DE=120

Adaptado de Gund (1972).
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A protonacdo de guanidinas ocorre na posicao do nitrogénio iminico, o que conduz a
um cation estabilizado por conjugacdo (HAFELINGER et al., 1991). Os dois aminodcidos
basicos, lisina e arginina, possuem, respectivamente, os grupos amina primdria e guanidina,
e podem atuar como nucledfilos ou catalisadores alcalinos em processos bioldgicos
importantes, tais como reacdes enzimaticas nos organismos vivos, utilizando um par livre de
elétrons do nitrogénio (SCHILIPPE et al., 2005). Residuos de arginina sdo comumente
encontrados em sitios de interacdo de enzimas e proteinas (SUHS; KONIG, 2006). Um
terceiro aminodcido proteico que apresenta a regido amidina é a histidina, cujo nucleo
imidazélico constitui um exemplo de amidina heterociclica enddgena. A basicidade destes
derivados de aminas depende da deslocalizacdo eletronica que ocorre apds protonacao sob
condicOes reversiveis. A basicidade é incrementada com o aumento do nimero de formas
isoeletrbénicas. Isto compreende o motivo pelo qual a guanidina é mais basica que a amidina

(RACZYNSKA et al., 2003).

Figura 3. Deslocalizagdo eletronica dos ions amidinio e guanidinio

MH MHy NH,
J\ )\ ' - )«L
R MH 2 —— R NH2 R NH2
+
MH NHz MHz MH;
+
RHM MH - RHM MH; RHM N'H2 RHM MH

As interagBes que a guanidina pode realizar com uma proteina ou em um complexo
ligante-receptor sdao muito complexas. Até agora, sdo conhecidos cinco tipos de interagdes.
Em primeiro lugar, a guanidina pode efetuar uma interagao do tipo eletrostatica com uma
carga negativa de um carboxilato proveniente, por exemplo, de um residuo de aspartato ou
de glutamato. Esta interacdo é mostrada na Figura 4. A segunda interacdo consiste na

capacidade da guanidina em realizar liga¢cGes de hidrogénio (LANGE et al., 2003).
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Figura 4. Interagoes do tipo eletrostatica do grupo guanidina da arginina e outros residuos de aminoacidos

Ser195

HO™ ™
R

0
.
o HN 7 Ala190
S AN HNTSNH,
Gly216 ’
0.0
Asp188

Adaptado de Lange et al (2003).

O ion guanidinio apresenta um padrdo de interacdo peculiar com oxoanions devido
as interacOes eletrostaticas e ligacdes de hidrogénio que ocorrem simultaneamente com o
anion em questdo (SCHMIDTCHEN; BERGER, 1997). Este padrdo de interagdo, acrescido da
possibilidade de deslocalizacdo da carga, confere propriedades uUnicas em termos de
reconhecimento molecular e estd intimamente relacionado com o fato de a arginina
constituir um dos 20 aminoacidos basicos selecionados pela evolucdo (HAFELINGER et al.,

1991).

Figura 5. Padrao de ligacao de ions guanidinios com oxoanions

H R
\Ha b
A Can ! MGt
DR Vo
H oW H o H
l.'l_],_efflj D;—_;@;',D
C F'\
! §
R O O-R

Adaptado de Schmidtchen et al (1997).

O cation guanidinio pode, a partir da deslocalizacdo de sua carga positiva sobre os
trés atomos de nitrogénio, interagir com os orbitais ® de nucleos aromaticos em um

processo denominado de interacdo m-cation (Figura 6) (GALLIVAN et al, 1999).
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Figura 6. Interagdo m-cation entre a guanidina da arginina 79 e o anel indélico do tripofano 83 em uma a-
hélice

Adaptado de Gallivan et al (1999).

O grupo guanidinio de residuos de arginina também pode interagir com cadeias
laterais aromaticas (Figura 7) de aminoacidos adjacentes por meio de empilhamento =«

(WANG et al., 2008).

Figura 7. Empilhamento 7t entre o ion guanidinio e cadeias laterais aromaticas de residuos de aminoacidos

Adaptado de Wang et al (2007).

Por fim, a interacdo cation-cation (Figura 8) foi evidenciada por modelagem
molecular, particularmente no estudo sobre estruturas cristalinas de proteinas. Esta ultima
envolve duas fun¢bes guanidinas que se encontram a uma distancia relativamente curta,
menores que 5 A. E também importante notar que, no momento, estas intera¢des foram
observadas apenas em proteinas e ndo em complexos ligante-receptor. Por outro lado, elas
sdo possiveis gracas a presenca de um grande numero de moléculas de agua que formam
uma camada de solvatagdao em torno do complexo, permitindo, assim, sua estabilizacao do

complexo mediante uma rede de liga¢des de hidrogénio (MAGALHAES et al., 1994).



19

Figura 8. Interagdo cation-cation entre guanidinas de residuos de arginina de uma lisozima

Adaptado de Magalhaes et al (1994).

1.2. Métodos de obtencdo de guanidinas

Compostos guanidinicos sdo comumente obtidos a partir da reacdo de eletroéfilos
contendo um ou mais atomos de nitrogénio com aminas primarias ou secundarias. As
abordagens sintéticas envolvem tanto reacdes de guanilacido em solugdo (SUHS; KONIG,
2006), como em fase solida (BURGESS, et al., 2000). A Figura 9 ilustra os precursores

frequentemente utilizados para a obteng¢do de guanidinas.
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Figura 9. Precursores utilizados na obteng¢do de guanidinas
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Nf{/ | RHM MHR
Ci ida
Benzotriazol-1-carboxami dinio i / M "JIRN HR'
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1.2.1. Tioureias

A funcdo tioureia é comumente empregada como precursora de compostos
guanidinicos. A conversao da tioureia em guanidina requer uma etapa inicial de ativa¢do por
meio do emprego de regentes de acoplamento, a saber, N.N-dicicloexilcarbodiimida, 1-(3-
dimetilaminopropil)-3-etilcarbodiimidas, cloreto de mercurio(ll) e reagente de Mukayama

(SUHS; KONIG, 2006).
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Um método simples de obtencdo de guanidinas envolve a conversdo de tioureias em
presenca de um solvente adequado (tetraidrofurano, acetonitrila, cloroférmio) contendo
sulfato de cobre e silica gel em presenca de aminas tercidrias (Esquema 1). A reacdo procede
com a rapida formagao do intermediario carbodiimida, em que o sulfato de cobre atua como
agente dessulfurante devido ao carater aceptor de elétrons do metal. A silica gel e a amina
tercidria aceleram a etapa de dessulfuracdo. O procedimento permite a preparacdao de
guanidindas com padrées de substituicdo variados e rendimentos entre 78 e 90%

(RAMADAS; SRINIVASAN, 1995).

Esquema 1. Sintese de guanidinas a partir de tioureias em presenca de sulfato de cobre e silica gel

5 y MR,R;
CuS04, 510z EtV o FiR:aMH
Riw P - R = " —*" P S P
N M THF. ta. : t.a. M N
H H H

A insercdo de grupos protetores eletrorretirados na tioureia resulta em maior
reatividade do intermediario carbodiimida. O emprego do reagente de Mukayama (iodeto
de 1-metil-2-cloropiridinio) como ativador procede com a reacdo entre a tioureia protegida e
aminas primarias ou secundarias quando DMF ou diclorometano é utilizado como solvente
(Esquema 2). O incremento no rendimento observado para aminas menos reativas ou
dotadas de impedimento estérico, quando diclorometano é empregado como solvente
deriva da instabilidade dos intermediarios carbodiimidas. Quando o ataque nucleofilico por
uma amina é lento, a decomposi¢do competitiva da carbodiimida ocorre. Em diclorometano,
as reacdes sao heterogéneas por causa da menor solubilidade da tioureia protegida e o
resultado é a producdo mais lenta do intermediario e, por conseguinte, consumo mais
eficiente da tioureia pelas aminas menos reativas. Por este método, foram obtidas as
guanidinas correspondentes com rendimentos compreendidos entre 21 a 92% (YONG et al.,

1997).
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Esquema 2. Sintese de guanidinas diprotegidas com reagente de Mukayama

[
s
= Y NRqR;
J\ CH;z
Boc Boc + RENH s Boc S Boc
KH H”f DME ou CE:Cl: KH N

Tioureias substituidas com o grupo etoxicarbonila também foram utilizadas na
obtencdo de guanidinas. Este grupo protetor oferece a vantagem de menor impedimento
estérico quando comparados com outros carbamatos utilizados como grupos protetores
(Boc, Fmoc e Cbz). O deslocamento de enxofre em presenca de 1-Etil-3-(3-
dimetilaminopropil)carbodiimida (EDCI) ocorre em 48 horas sem a formacdo de produtos
colaterais. O procedimento geral envolve a rea¢do do tiocianato de potdssio com um
eletréfilo para formar o tiocianato protegido. Em seguida, a adicdo da amina ao tiocianato
protegido resulta na obtencdo da tioureia, a qual pode ser condensada com uma amina em

presenca do reagente de acoplamento (Esquema 3) (MANIMALA; ANSLYN, 2002)..

Esquema 3. Sintese de guanidinas a partir de tioureias e EDCI

5 o
CH:Clx EDCLEGN
. BINH: ————3 + BRNH @ —
NCS OEt R4HN N ot CELL
MH R o MHR
MesSiBr /l\
—-
R4HHN N CEt D:‘dl:_: ref luxo R4HHN NH

Tioureias protegidas com di-tert-butoxicarbonilas podem ser convertidas em
guanidinas pela reacdo com aminas em presenca de cloreto de mercurio(ll) ou de cobre(ll) e
trietilamina. O emprego do sal favorece a dessulfuragao via formagdo de um complexo com

o atomo de enxofre da tioureia (KIM; QIAN, 1993).
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Esquema 4. Sintese de guanidinas com tioureias e haletos de metais tiofilicos

HeCl: ou CuCl
Elach /EI::-: + BENH e EEK e fEI::c

N EtN, DMNF N N

O cloreto mercurico também foi utilizado para a obtencdo de guanidinas a partir de
tioureias cuja protecdo é realizada em apenas um dos grupamentos amina (N-boc-N'-
monossubstituidas). Em contraste com as tioureias com di-tert-butoxicarbonilas, que
permitem apenas a obtencdo de guanidinas terminais, este método permite a formacdo de

guanidinas internas, apds a desprotecdo com 4acido trifluoroacético (LEVAUET et al., 1997).

Esquema 5. Sintese de guanidinas com tioureias e cloreto de mercurio(ll)

5 MRzR3 MR:Rs
HeCl TFA. DCM
Ri )L X 7 RR:NH ————= R T ® —_— Riw.
KH rq’/ E&N, DMVF N N ta. i NH

X = gmpo protetor

O emprego de isotiocianatos para a obtencdo de guanidinas foi explorado. Estes
reagentes fornecem um grupo protetor por toda a sintese. Em adi¢do, o carbamato aumenta
a reatividade do isotiocianato, o que permite a reagdo com aminas estericamente
impedidas. A segunda etapa procede com a reagao de uma segunda amina com a
carbamoiltioureia para formar uma guanidina multissubstituida por meio do emprego de
EDCI. Este método apresenta como vantagem adicional, a possibilidade da sintese em uma

Unica etapa (LINTON et al., 2000).

Esquema 6. Sintese de guanidinas a partir de carbamoiltioureias

o NRR

o O 5
. )J\ =5 RENH . )L )‘\ RR:NH . J\ )\
4 C —_— 1 —_— 1
1.\-\.\-\.\-\-\-C:l N‘//x \D H K‘D

DCM, THF MRzR3 EDCL, DCM N MRaR

N-hidroxiguanidinas foram preparadas a partir da 1-benziloxi-3-Cbz-tioureia em um
processo que possibilita a remogao simultanea dos grupos benziloxi e Cbz. O uso de cloreto

mercurico permite a dessulfuracdo da tioureia (JIRGENSONS et al., 1997).
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Esquema 7. Sintese de N-hidroxiguanidinas com cloreto de mercurio(ll)

1 = . K
C CBn + RENH w Cho . _.OBn
o M N EtN, DMF T N

A sintese de acilguanidindas pode ser realizada em uma Unica etapa a partir de
amidas, isotiocianatos e aminas, com o auxilio de um agente ativador (ZHANG et al., 2002).
O intermediario i6nico aciltiourénio formado pela reacdo de um anion de amida primaria
com um tiocianato, fornece a acilguanidina N,N’-dissubstituida pela abstracdo de enxofre

por um reagente tiofilico.

Esquema 8. Obtencao de acilguanidinas dissubstituidas com reagentes de acoplamento

- Na*+
1} NaH, DMF R—=

A=HeCl
E =EDCI, DMAP, E&N
C = reagente de Mukavama

o

1.2.2. Isotioureias

Uma estratégia frequente na obtencdo de guanidinas envolve a S-alquilagdo de
tioureias para obter o sal de isotiourénio correspondente. Comumente, iodometano é
utilizado como agente alquilante. A reagdao de uma amina primaria ou secunddria com um sal
de S-alquilisotiourénio para formar guanidinas monossubtstituidas é conhecida como

procedimento de Rathke.

O mecanismo para esta reacdo envolve o ataque nucleofilico da amina sobre o
tioéter por meio de uma rota de adicdao-elimina¢dao. A guanilacdo é acompanhada pela
liberacdo do gds nocivo metanotiol. Nao obstante, este processo continua sendo um dos
mais utilizados para a obtencdo de guanidinas devido a facilidade de preparacao,
rendimentos elevados e variedade de aminas primaria e secundarias que podem ser usadas

(RATHKE, 1884).
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Guanidinas foram preparadas a partir de N-arilsulfonil-S-metilisotioureias. O
composto 4-metoxi-2,3,6-trimetilfenilsulfonil foi reagido com piperidina ou anilina em
presenca de trietilamina e perclorato mercurico ou perclorato de prata em refluxo de THF

para formar guanidinas monoprotegidas (KENT et al., 1996).

Esquema 9. Sintese de guanidinas monoprotegidas a partir de N-arilsulfonil-S-metilisotioureia

o o
RiEzNH
NHz

MH
)J\
R
m&)\ ,:"L\ 1“&_N N,.a-* e
| H

Rz

Compostos heterociclicos com anéis pequenos sdo suscetiveis a abertura de anel
devido a tensdo anelar. Isto foi explorado quando guanidinas foram sintetizadas a partir da
conversao de tioureias em tiazetidinas pela acdo do diiodometano. Este método possibilita a
formacdo de derivados tri e tetrassubstituidos com rendimentos satisfatorios (OKAJIMA;

OKADA, 1991).

Esquema 10. Obtencao de guanidinas a partir de tiazetidinas

MRz

=
)}\ CH:Iz 5 /D R:R4H
R1HN NKH: —_— 1-HHN,/' M —_— R _F _R2
H H

E&N M M

Guanidinoureia foram preparadas a partir da reacdao de acil-ureido-S-
metilisotioureias N,N’-protegidas com grupos benziloxicarbonil e aminas primarias ou
secunddrias. Na reagdao com butilamina, um produto colateral triazinadiona foi formado, mas
em todos os outros casos o método forneceu exclusivamente guanidinas. A remoc¢ao do

grupo Cbz ocorre por hidrogendlise catalisada por paladio (YUAN; WILLIAMS, 1996).

Esquema 11. Método de preparagdo de guanidinoureias

MRRy MR4Rz

RJ\A TN U N W

MCbz D\iF EeN NCBz  20%Pd(OHD2C MM
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A reagao entre di-Boc-S-metilisotioureias comercialmente disponiveis e aminas em
presenca de cloreto mercurico a baixas temperaturas resultou em guanidinas diversas. Os
produtos obtidos ilustram a aplicabilidade da reacdo, uma vez que a sintese pode ser
empregada com aminas estericamente impedidas e aminas aromaticas. Anilinas com grupos
eletrorretiradores reagem mais lentamente do que aquelas com grupos eletrodoadores

(GUO et al., 2000).

Esquema 12. Obtencdo de guanidinas a partir de di-Boc-S-metilisotioureias e cloreto de mercurio(ll)

MR R,

)\ RIRNH BCE )\ e
m . “‘xw,,f

D‘Lﬂ:— Ei:N H

Guanidinoglicosideos foram preparados pela ciclizagdo intramolecular de f-amino-N-
Fmoc-acilisotioureias. Quantidades cataliticas de DBU sdo utilizadas para que a reacdo

ocorra em menos de uma hora (PEISHAN et al., 2003).

Esquema 13. Formacao de guanidinoglicosideos por meio de ciclizagdao intramolecular de acilisotioureias
protegidas

Ry Do

DEU, THF

N NHF moc HM N
- el =
La.
HIN \I

o Rs

Rz
Cianoguanidinas foram preparadas a partir de sais de S-metilisotiouronio
previamente obtidos pela reacdo entre aminas e isotiocianatos diversos, seguida de uma
etapa de metilagdo com iodometano. Os sais foram submetidos a reacao com cianamida em
presenca de quantidades cataliticas de 1,4-diazabiciclo[2.2.2]octano em refluxo de butanol.

Os rendimentos variaram de 67 a 77% (NOVAK et al., 1999).
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Esquema 14. Sintese de cianoguanidinas a partir de S-metilisotiourdnio

\..-N
HI
" 1 NE:CN, DAEBCO "
'H"H _.-"’ Rz 1‘“«.,_\_\ ____.-' Rz —— 13_\_\_\_‘ Rz

Acstona BuOH, refluxo

O ditiobiureto foi empregado como produto de partida para a sintese de guanidinas.
Por acdo do iodometano em THF, o sal de S-metilisotiourénio correspondente foi obtido.
Este ultimo, por sua vez, foi submetido a reacdo com aminas em refluxo de isopropanol para

formar as guaniltioureias monossubstituidas (REITER et al. 1996).

Esquema 15. Sintese de guaniltioureias monossubstituidas

A = )\)UH—. )\)k

Ha i-PrOH, refluxo Hat

1.2.3 Carbodiimidas e cianamidas

N-ariliminofosforanos foram convertidos em N'N?N*-triarilguanidinas por reacdo
com isocianatos, seguida pelo tratamento dos intermediarios N, N*-diarilcarbodiimidas com
aminas aromadticas em presenca de TBAF. O TBAF pode conduzir a formagdo de um
intermedidrio altamente reativo fluoroformamida ou, ainda, pode atuar como uma base
forte, levando a um incremento na reatividade do nucledfilo nitrogenado (MOLINA et al.,

2003).

Esquema 16. Sintese de guanidinas a partir de N-ariliminofosforanos

[k
e
N
THF AnNH:, TBAF . | N
Ar——MN=—FFh; * Ar, Co Ary N=—C—— Ary —_———— A T ,-"’nr:
ta THE, ta. + N

Cianamidas também servem como produtos de partida para a obtengdo de

guanidinas. N,N’-Diarilguanidinas foram preparadas por meio da reacao entre cloridratos de
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aminas aromaticas e arilcianamidas previamente formadas a partir de brometo de

cianogénio e anilinas. (REDDY et al., 1998).

Esquema 17. Sintese de N,N'-diarilguanidinas por meio de cianamidas

NH-HC1
NH, O/
| T BrCN | \H/
Ry | — R |
L EcO - EtOH, Rnﬂuxo

1.2.4. Pirazol-1-carboximidamidas

Estes compostos sdo frequentemente utilizados para a preparacdo de guanidinas. Em
1953, a reacdao entre 2,4-dimetilpirazol-1-carboximidamida e aminas foi considerada
anormal porque o intuito inicial era substituir o grupo amino em analogia a ureias e

compostos relacionados (KATRITZKY; ROGOVOY, 2005).

Esquema 18. Formacgao de guanidinas via pirazol-1-carboximidamidas

HN
- HNCe
NH
" MH;

FaRaNH R - HNC:
—_— T~
N refluxo rT NH;
Rz

A presenga de grupos eletrorretiradores no anel pirazélico ou nos nitrogénios da
carboximidamida conduz a um aumento da eletrofilicidade, uma vez que as rea¢des em que
o pirazol apresenta grupamento nitro na posicdo 4 do anel forneceram as guanidinas
protegidas derivadas de aminas estericamente impedidas ou aminas de baixa

nucleofilicidade (YONG et al., 1999).

Esquema 19. Obtencao de guanidinas a partir de derivados pirazélicos N,N’-protegidos

Bodd
NBoc
/ N NHBoc RiR:NH o
W —— 1%,_%
o DLE M NHBocz
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A reacdo de aminas primarias com N-Boc-N'-tosilpirazol-1-carboximidamida resulta
na obtencdo de guanidindas protegidas com sulfonamida. O método foi empregado com
sucesso para sintese de peptideos em solucdo e com suporte sélido. Os rendimentos foram
guantitativos, exceto quando piperidina ou p-nitroanilina sdo empregadas (GHOSH et al.,

2001).

Esquema 20. N-Boc-N'-tosilpirazol-1-carboximidamida na obten¢do de guanidinas

£ LN

M
NTs

BocHN NTs
RINE " T MHBg
z
THE, ta. H

Guanidinas monossubstituidas foram preparadas a partir da reacdo entre varias
aminas e di-Boc-pirazol-1-carboximidamida. Varios aminoacidos foram adicionalmente
convertidos em guanidinoacidos a partir deste procedimento. Apesar da baixa solubilidade
dos aminoacidos em solventes organicos, as reacdes puderam ser realizadas, de modo geral,
em acetonitrila, devido a natureza polar aproética e a facilidade de remocgdo deste solvente

em etapas de purificagdo (DRAKE et al., 1994).
Esquema 21. Sintese de guanidinas monossubstituidas a partir de derivados pirazélicos diprotegidos

/ NBoc

i FaR:NH
—— Ry -
. M MHBoz
BocHM MBoc CELCN
=

L

1.2.4. Triflilguanidinas

N,N’-di-Boc-N’-triflilguanidinas e N,N’-di-Cbz-N’-triflilguanidinas foram descritas como

produtos de partida para reacdes de guanilacdo em 1998 (FEICHTINGER; SINGS; et al., 1998)
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(FEICHTINGER; ZAPF; et al., 1998). Guanidinas monossubstituidas foram obtidas a partir de

aminas primarias e secunddrias com rendimentos elevados.

Esquema 22. Formagao de derivados guanidinicos a partir de trifliiguanidinas protegidas

NTF MR4Rz
GF . RiR:NH -
HHMN N KCP CPHN H&H IE :
H H CHLC L ou CHCL: H
GP=Boc, Chz

1.2.5. Acidos aminoiminometanosulfdnicos

Os acidos aminoiminometanosulfénicos e aminoiminometanosulfinicos sao utilizados
como precursores de guanidinas. Os intermedidrios sulfénicos sdo termicamente estaveis a
temperatura ambiente e, portanto, sdo os intermediarios preferidos (MARYANOFF et al.,

1986).

Os acidos aminoiminosulfonicos sdo obtidos pela oxidacdo de tioureias com perdxido
de hidrogénio em presenca do catalisador molibdato de sddio. A segunda etapa na
sequéncia envolve o deslocamento do enxofre oxidado por aminas nucleofilicas para

fornecer as guanidinas via mecanismo de adi¢ao-eliminagao.

Esquema 23. Obtencao de guanidinas via dcidos aminoiminometanosulfonicos

SOsH NRzF:

5
. H:0z NaMbO: )\ RaRsNH )\
1-HN)1\NHA F{1“ /,-' - F{1“ .___,-"
N 2

M MH3
H:O

A formacdo de guanidinas foi realizada por acdo de diversas aminas alifaticas e
aromaticas em meio aquoso sobre derivados aminoiminometanosulfénicos gerados in situ
com auxilio de clorito de sédio ou metaperiodato de sédio. A adicao de trietilamina se fez
necessdria para acelerar a velocidade de oxidacdo dos derivados alifaticos (RAMADAS et al.,

1997).
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Esquema 24. Oxidacdo de tioureias e formagdo de guanidinas
MRzRs

5
R Ry MNalO4 on NaClOz R R
1x‘“‘r«l)J\N’f - 1HN;/- NH 1
H H R:FsMNH, DWVE H:O

A sintese de guanidinas em uma uUnica etapa foi realizada em presenca de
permanganato de benziltrietilamonio cujo emprego, diferentemente do permanganato de
potassio, ndo estd restrito ao uso de meio aquoso no qual os substratos apresentam baixa

solubilidade (SRINIVASAN; RAMADAS, 2001).

Esquema 25. Sintese de guanidinas em uma tnica etapa com permanganato de benziltrietilamonio
MRsRs

5
R Ry PhCHEN[C:H:) 0T R R
1HN)LNH! - 1H“fo e 1
H H FaF:NH, THF

1.2.6. Benzotriazois

Uma abordagem diferente consiste no emprego de tosilato de benzotriazol-1-
carboxamidamidinio para formar guanidinas substituidas a partir de aminas. O intermediario
foi obtido a partir da reacao entre benzotriazol e cianamida em refluxo de dioxano.com
acido p-toluenosulfonico. A etapa de formagdo da guanidina é realizada em DMF ou
acetonitrila, uma vez que o produto precipita durante a reagdao nestes solventes, o que

facilita o processo de purificacao (KATRITZKY et al., 1995).

Esquema 26. Sintese de guanidinas por meio de benzotriazol-1-carboxamidinio

HN' T=0
)\ /H\ 4 =
N TN NHz TsO
HeN )J\

i N Ts0H RiR:NH
2 — N — = . ™ Hy NRR;

. 1.4-Dioxano DMF
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A introducdo dos grupos protetores eletrorretiradores tert-butiloxicarbonilicos na
regido amidinica e de grupos nitro ou cloro na regido do anel benzotriazélico favorece este

ultimo como grupo abandonador para formar a guanidina (MUSIOL; MORODER, 2001).

Di-(benzotriazolil)carboximidamidas foram utilizadas na sintese de guanidinas tri e
tetrassubstituidas. A condensacdo sequencial de duas aminas com a carboximidamida nao
depende de efeitos estéricos ou eletrénicos, o que permite o uso de uma ampla variedade
de aminas e guanidinas como bases livres, incluindo aminas estericamente impedidas

(KATRITZKY et al., 2000).

Esquema 27. Obtencdo de guanidinas via di-(benzotriazolil)carboximidamidas

N MH NH NH NH
i BiCN RRNH R:R4NH
Mo R * e Iﬂh
N Bt{ Bty Bty B THE. ta Bt NR1R2 - feruRe RyR3N NR R
Bti= r{h
-‘}""/ N
r
Bh= ==
\\4 -~ H““x

1.3. Atividades Bioldgicas de Guanidinas

Devidos as varias formas de interagdo que o grupo guanidina pode realizar com
macromoléculas biolégicas, derivados guanidinicos apresentam um amplo espectro de
atividades. As propriedades farmacoldgicas de algumas guanidinas de origem sintética foram
revisadas em artigo de revisdo (BERLINCK et al., 2010) e algumas atividades sdao mostradas

na Tabela 1.



Tabela 1. Atividades biolégicas de guanidinas sintéticas

Entrada

1

Composto

@/Uv

NH2

N
o ™~ “hH
CF,
H
H
cl HN!NHH}NHE
NH
cl
H
H
F.C s _N_ _NH,
N
NH
cl
4ZHIHHHO\/
'_
N
MNH

A

Atividade

Inibidor de NPFF1 e
NPFF2

Inibidor de NPFF1 e
NPFF2

Inibidor de NPFF1 e
NPFF2

Anti-hiperglicémico

Referéncia

(GAUBERT et al., 2009).

(GAUBERT et al., 2009).

(GAUBERT et al., 2009).

(TASSONI et al., 2008).
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Tabela 1. Continuagéio

5 |
Dﬁ
N
o, A NHFmoc
Ny
0 D-Arg HCI
6
Q::kﬂ o N,»'L;
H Fa H
7
MH e n HM
NisereM
N H
8

Atividade contra
Staphylococcus
aureus

Antitripanosoma in
vitro

Antiplasmédio in
vitro

Antidiabético

(BOYLE et al., 2008).

(RODRIGUEZ et al., 2008).

(RODRIGUEZ et al., 2008).

(HUTTUNEN et al., 2009).
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Tabela 1. Continuagéio

9 Antitripanosoma
MH
PN
[ K N
NH - HN A
“NH  HN
v
10 H Antifungico
N -MNH
-~ ""*ff'
HN._-0
1 H H
E‘\ f’”N“‘v"’W’N“ N
A ¢

(REID et al., 2008).

(MANETTI et al., 2009).
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1.4. Consideragdes Gerais sobre a Leishmaniose

Embora seja estimada como a nona maior causa de doencgas infecciosas em
individuos, a leishmaniose é amplamente ignorada na discussdo das prioridades de doencas
tropicais. Esta entrega ao esquecimento critico resulta de sua complexa ecologia e
epidemiologia, da falta de ferramentas simples e de facil aplicacdo para administrar os casos,
além da escassez de dados atualizados sobre incidéncia. Todos esses fatores agrupados
resultam frequentemente na falha, por parte dos gestores politicos, em reconhecer a

importancia desta doenca (ALVAR et al., 2012).

Figura 10. Ciclo biolégico de espécies de Leishmania
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Traduzido de http://www.cdc.gov/parasites/leishmaniasis/biology.html

A transmissdo de leishmaniose ocorre através vetores hematdfagos do género
Phlebotomus e Lutzomyia. Os parasitas se multiplicam no trato digestivo do vetor, e sao
transmitidos para o hospedeiro mamifero durante alimentagdo. Nos vetores, as espécies de

Leishmania estdao sob as formas de promastigotas, que sdao alongadas e extracelulares. No
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hospedeiro vertebrado, o parasita se multiplica dentro dos macréfagos como amastigotas,
gue sdo esféricas, com um flagelo internalizado. O protozodrio é capaz de sobreviver a
condicbes de estresse, destroem os macréfagos, e sdao fagocitados por nova célula

hospedeira (MONZOTE, 2009).

A leishmaniose é prevalente em 98 paises e em 5 continentes. Aproximadamente 1,3
milhdo de casos ocorrem anualmente, dos quais 1 milhdo sdo cutaneos ou mucocutaneos.
Mais de 90% dos casos de leishmaniose visceral ocorrem em seis paises, a saber,
Bangladesh, Brasil, Etidpia, india, Suddo do Sul e Sud3o (Figura 11). A leishmaniose cutanea,
por sua vez, ocorre principalmente em Afeganistdo, Algéria, Ardbia Saudita , Brasil,
Colombia, Ird, Paquistdo, , Siria e Tunisia (Figura 12). Em contraste, a leishmaniose
mucocutanea ocorre quase que exclusivamente na América Latina, com aproximadamente

90% dos casos incindindo em Bolivia, Brasil e Peru.

E estimado que cerca de 20.000 a 40.000 individuos s3o mortos pela leishmaniose
visceral anualmente. Na Africa Oriental, particularmente no Suddo do SUl e Sudio,

epidemias da doenga visceral sdo frequentes.

Figura 11. Estado mundial da endemicidade de leishmaniose visceral em 2012.
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Adaptaptado de http://gamapserver.who.int/mapLibrary/Files/Maps/Leishmaniasis_VL 2013.png
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Figura 12. Estado mundial da endemicidade de leishmaniose cutianea em 2012.
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No Brasil, segundo dados fornecidos pela Secretaria de Vigilancia em Saude do
Ministério da Saude com base no Sistema de Informac¢ao de Agravos de Notificagdo, a maior
taxa de incidéncia de leishmaniose visceral ocorre no estado de Tocantins, com 23,77 novos
casos por 100.000 habitantes (Tabela 2). Com relagdo a leishmaniose cutanea, as maiores
taxas de incidéncia também se concentram na regido Norte do pais, com destaque Acre e
Amapa, que apresentam taxas de incidéncia de 144,31 e 100,06 por 100.000 habitantes,

respectivamente.

Tabela 2. Taxas de incidéncia de leishmaniose visceral e cuténa em estados brasileiros em 2012

Estado Taxa de Incidéncia® Taxa de Incidéncia®

(Leishmaniose visceral) (Leishmaniose cutanea)

Rondobnia 0,13 71,01
Acre - 144,31
Amazonas 0,03 62,66

Roraima 2,13 95,20



Para
Tabela 2. Continuagdo
Amapa
Tocantins
Maranhdo
Piaui
Ceara
Rio Grande do Norte
Paraiba
Pernambuco
Alagoas
Sergipe
Bahia
Minas Gerais
Espirito Santo
Rio de Janeiro
S3do Paulo
Parand
Santa Catarina
Rio Grande do Sul
Mato Grosso do Sul
Mato Grosso
Goids

Distrito Federal

Adaptado de Ministério da Saude, Secretaria de Vigilancia

http://tabnet.datasus.gov.br/

®Taxa de incidéncia: nimero de casos por 100.000 habitantes

3,21

23,77
4,99
5,79
4,23
2,97
1,02
0,72
1,11
2,51
2,05
1,85
0,03
0,03
0,53
0,03

0,03

11,86
1,86
0,47

0,42

39

50,13

100,06
31,18
35,39
3,13
10,69
0,15
1,70
3,72
2,21
0,38
29,97
4,73
2,91
0,28
0,62
3,86
0,19
0,06
5,63
84,58
5,09

1,28

em Saude. Dados disponiveis em
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Ja que vacinas ainda estdo em desenvolvimento, as estratégias atuais de controle da
leishmaniose dependem do gerenciamento de casos, o que envolve tanto o diagndstico
precoce, como o acompanhamento do paciente durante a farmacoterapia para garantir ndo
haja abandono durante o tratamento, além do controle de vetores e de reservatérios
naturais. Atencdo tem sido dada principalmente as estratégias de prevencdo da
leishmaniose visceral, a forma com a mais alta taxa de mortalidade. Ndo obstante, as
estratégias de prevencdo também devem ser consideradas para a leishmaniose cutanea, que
é também um grande encargo para determinadas areas, com efeitos psicossociais graves

(DAWIT et al., 2013).

A leishmaniose visceral, causada por L. donovani, L. infantum e L. chagasi, apresenta
sintomas caracteristicos como hepato-esplenomegalia e pancitopenia, o que resulta da
infeccdo de macrofagos no sistema reticulo endotelial, pele, e mucosas nasal e oral. A
infeccdo pode levar a morte em 90 % dos casos quando ndo é tratada. No presente, esta
doencga é combatida com complexos de antimdnio pentavalente e/ou sais de pentamidina,

bem como o antifungico anfotericina B (MANSON-BAHR, 1982).

Entretanto, como para a maioria das doencas infecciosas, custo, toxicidade e
resisténcia sdo obstaculos constantes de tratamento em massa. De modo geral, o
tratamento tem sido centrado em antimoniais pentavalentes. No entanto, tem ocorrido um
crescente aumento da resisténcia contra os antimoniais e, por conseguinte, a anfotericina B
tornou-se o farmaco de escolha em regides com alta prevaléncia de cepas resistentes aos
complexos de antimdnio. Apesar do indice de cura de cerca de 100%, este tratamento
requer um acompanhamento minucioso, uma vez que inclui o risco de graves, e até mesmo
fatais, efeitos colaterais, o que o torna invidvel para muitos paises subdesenvolvidos ou

comunidades empobrecidas (MACMORRIS-ADIX, 2008)..



Figura 13. Estruturas quimicas dos farmacos antileishmaniais
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Miltefosina

Outros farmacos cujo emprego foi mais recente para controle da leishmaniose,

miltefosina e paromomicina, ainda ndao apresentaram resisténcia clinica descrita. Por outro

lado, ambos exibem limitagdes que comprometem sua eficacia terapéutica. A miltefosina foi

originalmente desenvolvida como agente antineoplasico e foi o primeiro farmaco a ser

administrado por via oral para quimioterapia da leishmaniose visceral. O farmaco tem uma

meia-vida longa, de aproximadamente 152 horas, o que poderia resultar no surgimento de

resisténcia clinica. Além disso, tem acdo teratogénica e, portanto, seu uso é limitado durante
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a gestacdo. A paromomicina, por sua vez, tem ac¢do nas formas cutdnea e visceral da doenca,
mas tem sua disponibilidade limitada, o que a torna pouco acessivel em areas endémicas

(SINGH et al., 2012).

Nos ultimos anos, grandes avancos foram realizados no que concerne a compreensao
da biologia do protozoario, pois os genomas de varias espécies de Leishmania foram
sequenciados, enquanto que a analise pds-gendbmica destes parasitas e da resposta do
hospedeiro passou a progredir mais rapidamente. Em adicdo, recombinacdo sexual entre
parasitas foi demonstrada, e os pormenores do ciclo no interior do vetor e da transmissao

natural tém sido aprofundados (KAYE; SCOTT, 2011).

Figura 14. Compostos com atividade leishmanicida
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Com relagdo ao desenvolvimento de novos farmacos, varios produtos de origem
sintética apresentam potencial atividade contra espécies de Leishmania. Por exemplo,
azasterdis sdo inibidores de 24-metiltransferase e mostraram atividade contra
promastigotas de L. donovani e amastigotas de L. amazonensis. Os compostos edelfosina e
ilmofosina, novos derivados alquil-lisofosfolipidicos exibiram elevada atividade in vitro

contra promastigotas e amastigotas de L. donovani. A N-acetilcisteina, precursor da
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glutationa, mostrou atividade in vivo contra L. amazonensis em camundongos BALB/c,
enguanto que quinolinas 3-substituidas atuaram como potenciais ativadores de macréfagos,
além de apresentar atividade in vitro contra promastigotas e amastigotas de L. chagasi

(PATIL et al., 2012).

1.5. Guanidinas e Leishmania

Algumas moléculas sintéticas descritas na literatura com atividade antileishmania
apresentam o grupo guanidina em suas estruturas. Em algumas delas, este grupo esta
incorporado em esqueletos rigidos, como nos casos de derivados pirimidinicos e

guinazolinicos.

A pentamidina (Figura 10) apresenta dois centros catidnicos, que correspondem aos
grupos amidinicos. Com base nesta particularidade estrutural, diversos derivados
diamidinicos tém sido desenvolvidos, visando a maior eficicia e menor toxicidade em
comparagdo com o composto prototipo. A troca do grupo amidina por guanidina conduz
igualmente a obtencdo de espécies dicatibnicas. Com base nesta premissa, uma série de
compostos diguanidinicos foi sintetizada e seus efeitos sobre Leishamania donovani foram
avaliados in vitro. O composto mais potente da série apresentou Clsg igual a 3,3 uM contra
amastigotas da espécie citada, em comparagao com 2,6 uM mostrada pela pentamidina

(STEPHENS et al., 2003).

Figura 15. Estrutura dos andlogos diguanidinicos
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O composto y-guanidinoxipropilamina foi testado contra cepas selvagens e

superexpressoras de ornitina descarboxilase de L. donovani. Os resultados mostraram que
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este derivado é capaz de mimetizar o estado protonado da putrescina e inibir o transporte

desta ultima (SINGH et al., 2008).

Figura 16. Estrutura quimica da y-guanidinoxipropilamina
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A partir do alcaloide policiclico isolado de Batzella spp., batzelanina K, foram
elaborados 50 andlogos triciclicos com o grupo guanidina. Os candidatos mais promissores
contra L. donovani foram aqueles com grupos nonilas como substituintes dos anéis, cujo
valor de Clsp correspondeu a 2,34 mM contra amastigotas, em comparagao com 2,94 uM da

pentamidina (AHMED et al., 2012).

Figura 17. Estrutura dos andlogos guanidinicos triciclicos
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Com base em modelagem molecular, 12 compostos foram planejados como
inibidores da enzima pteridina redutase 1, um alvo molecular para o desenvolvimento de
novos farmacos. Dentre eles, os efeitos de uma pirimido[1,2-a]pirimidin-2-ona sobre L.
donovani foram investigados. Os resultados do ensaio revelaram uma Clsp igual a 3 uM para

amastigotas, enquanto que para promastigotas o valor foi igual a 29 uM (KAUR et al., 2011).
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Figura 18. Estrutura do derivado pirimido[1,2-a]pirimidin-2-ona com atividade antileishmania
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Derivados quinazolinicos diversamente substituidos foram sintetizados e a atividade
destes compostos contra L. donovani foi determinada. Todos os derivados
tetraidroquinazolinicos (B) mostraram inibicdes préximas a 100% contra promastigotas,
enqguanto que os analogos diidroquinazolinicos (A) mostraram atividade inferior. Os
compostos com grupo 1-piridin-2-il-piperazina em Rs apresentaram as menores atividades
na série. Em adicdo, quando o substituinte em R; é um atomo de cloro, outro grupo
eletrorretirador na posicdo orto (R,) resulta em substancias mais ativas, em comparacao
com os analogos ndo substituidos. Na auséncia de um substituinte na posicdo orto, os
compostos destituidos de um substituinte em posicdo para foram mais ativos do que
aqueles com grupos eletreorretiradores nesta mesma posicao, o que demonstra sua

importancia para a atividade (AGARWAL et al., 2009).

Figura 19. Estuturas dos analogos (A) diidroquinazolinicos e (B) tetraidroquinazolinicos
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Uma série de derivados quinazolindnicos foi sintetizada a partir de hibridizacdo
molecular visando a atividade antileishmania. Com base em esqueletos de produtos naturais
ativos contra os parasitas, os hibridos quinazolinénicos foram obtidos por meio da
introducdo de sistemas heterociclicos pirimidinico e triazinico. O protdtipo mais potente
apresentou valor de Clso iguais a 0,65 puM contra amastigotas e 1,75 puM contra

promastigotas de L. donovani (SHARMA et al., 2013).

Figura 20. Esturuturas dos hibridos quinazolindnicos
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Ensaios in vitro também demonstraram que uma série de 2,4-diaminipirimidinas
apresenta atividade contra amastigotas de L. donovani, além de inibir a enzima diidrofolato
redutase. O composto mais potente exibiu valor de Clsg correspontente a 3,7 uM (PEZ et al.,

2003).

Figura 21. Esturuturas dos analogos de 2,4-diaminopiridina
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Com base no que foi exposto, é evidente a necessidade de buscar novos protétipos
de farmacos antileishmaniais. Apesar de ser uma parasitose de ocorréncia frequente, a
leishmaniose é uma doenca negligenciada, uma vez que sua incidéncia predomina em paises
tropicais subdesenvolvidos. Em adicdao, os farmacos ja existentes apresentam elevada
toxicidade ou teratogenicidade, além de eficacia reduzida devido a emergéncia de cepas

resistentes. O grupo guanidina também esta presente em moléculas ativas contra as
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espécies de Leishmania. Com base nestas premissas, este trabalho visa a obtencdo de

derivados novos guanidinicos com atividade leishmanicida.
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2. Objetivos

2.1. Geral

Sintetizar derivados 2-arilidenoaminoguanidinicos e 2-benzilidenoaminoguanidinicos

N-substituidos com atividade leishmanicida.

2.2. Especificos

e Otimizar os tempos reacionais para obtencdo de derivados 2-
arilidenoaminoguanidinicos;

e Sintetizar derivados 2-benzilidenoaminoguanidinicos N-substituidos;

e Avaliar o efeito leishmanicida dos derivados 2-arilidenoaminoguanidinicos sobre
promastigotas de Leishmania braziliensis;

e Realizar estudo de relagdo estrutura-atividade qualitativa dos derivados 2-

arilidenoaminoguanidinicos.
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3. Moléculas planejadas

Os derivados foram planejados com base em alteracdes realizadas em diferentes
regioes da molécula da arilidenoaminoguanidina para que se possa realizar um estudo de

relacdo estrutura-atividade. Com isso, devera ser estudada a influéncia:

1. Da substituicdo do anel aromatico, o posicionamento da fenila e a substituicdo da
fenila por alguns heterociclos.

2. Da substituicdo da amina o da regido guanidinica.

Figura 22. ModificagGes estruturais planejadas para a sintese de derivados aminoguanidinicos
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A acdo do cloridrato de aminoguanidina sobre os aldeidos mostrados no Esquema 28

conduz aos analogos de 2-arilidenoaminoguanidinas.



Esquema 28. Rota sintética e aldeidos utilizados na sintese dos derivados com variagao da regido 1.
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Este estudo tem como objetivo avaliar a importancia dos substituintes arila na
atividade contra promastigotas de L. brazilliensis. Por isso, a modificagdo do padrao de

substuicdo do anel aromatico e/ou substituicdo por outros heterociclos foi estudada.

Com base nos valores de Clsy dos analogos 8, 10 e 13 (0,49, 0,80 e 0,57 uM,
respectivamente), que foram inferiores ao da pentamidina (4,70 uM), novos derivados
foram preparados pela introducdo de substituintes na amina ®, de modo a obter uma série

de 2-benzilidenoaminoguanidinas N-substituidas.

Esquema 29. Rota sintética e aminas utilizadas na sintese dos derivados com varia¢do da regiao 2.
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4. Sintese e Mecanismos

A sintese das substancias LQMO001- LQMO018 encontra-se descrita em Epifanio
(2011). No presente trabalho, a preparacdo dos mesmos compostos foi realizada com
metodologia adaptada para micro-ondas, conforme informacdes da literatura (MARTINS,

2004), com a finalidade de melhorar os tempos reacionais para a obtencao destes andlogos.

Tabela 3. Comparagao entre os rendimentos reacionais das 2-arilidenoaminoguanidinas por micro-ondas e
refluxo

Substancia Rendimento em micro-ondas(%)? | Rendimento em refluxo (%)I°
1 83 89
2 94 95
3 94 93
4 98 92
5 88 98
6 92 81
7 90 85
8 93 89
9 91 71
10 92 91
11 96 92
12 80 89
13 94 83
14 90 71
15 85 92
16 85 90
17 90 71
18 85 91

@ Tempo reacional igual a 20 minutos; b Tempos reacionais maiores que 19 horas, conforme Epifanio (2011)
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E possivel perceber que a sintese em micro-ondas possibilita a obtencdo das
substancias com rendimentos compardveis aqueles obtidos por meio de refluxo, estando
compreendidos entre 83 e 98%. A vantagem do método reside na consideravel diminuicdo
dos tempos reacionais, uma vez que a técnica em refluxo demonstra tempos superiores a 19
horas para que as reacdes sejam concluidas, enquanto que os mesmos produtos podem ser

preparados em apenas 20 minutos apds irradiacdo do meio reacional com micro-ondas.

O mecanismo reacional é semelhante ao de formacdo de iminas. Inicia-se com a
protonacdo do grupo carbonila seguida da adicdo da aminoguanidina a este grupo para
formar um intermediario dipolar tetraédrico, seguida da transferéncia intermolecular do
proton do nitrogénio para o oxigénio, produzindo um aminoalcool. A reacdo avanca com a
protonacdo do oxigénio, o que produz um bom grupo abandonador. A perda de uma
molécula de dgua leva ao ion iminio, ocorrendo, por fim, a perda de um préton para a 4gua e

formando a guanilidrazona (EPIFANIO, 2011).

Com base nos andlogos da primeira etapa cujos valores de Clsg foram calculados
(compostos LQMO008, LQM010 e LQMO013 com valores de Clsq iguais a 0,49, 0,80 e 0,57 uM,
respectivamente) como inferiores ao da pentamidina (4,70 uM), novos derivados foram
planejados realizando-se a introducdo de substituintes na amina . Esta etapa visa ao

estudo dos efeitos estéricos provocados por substituintes volumosos sobre a atividade.

As aminoguanidinas ®-substituidas foram obtidas por meio de aminas que
apresentem um anel aromatico, para avaliar adicionalmente o efeito do aumento da
distancia entre o substituinte aromdtico e o grupo guanidina. Para tanto, anilina,

benzilamina, feniletilamina, 3-fenil-1-propilamina e N-fenilpiperazina foram empregadas.



Esquema 30. Mecanismo reacional para formagdo de guanilidrazonas

+
: .
NP
+*  HN
= H
R/ C=0H2
X N
/ \ NH NH
L \
H HN
NH,
_Hzo
H H
j‘//—\
N NH \
\ ( H,O:
— HN ~
\ NH,
X _/

Adaptado de EPIFANIO, 2011

:OH
R
= X\ 3
-~ NH
a0 — H H\N
H
—N NH
A
— HN *
\ NH,
X_/
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NH

NH

NH,

Inicialmente a rota sintética utilizada para a preparagdao das aminoguanidinas

consistiu na preparagao do iodidrato de S-metilisotiossemicarbazida, seguida pela etapa de

guanidinilagdo da amina e a subsequente condensacdo das aminoguanidinas com os

aldeidos aromaticos, conforme ilustra o esque

Esquema 31. Rota sintética inicial para as 2-benzilidenoaminoguanidinasguanidinas N-substituidas

H
M NRLFy,
i S, Sy o o
R
Sl
= MH

H H
N =3 N =3
e CH:l e \n/ ™. NHRR:
z —_—w - HI —
DMF i-PrOH H

MH;

ma.

o
MR1Rz R:,:_Q)LH

H —

EtCH

N
N -

NH
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Este procedimento foi escolhido para que se pudesse utilizar intermediarios comuns
na obtencdo dos produtos finais. Além disso, uma vez que existe equilibrio tautomérico em
isotiosemicarbazonas e ocorre a predominancia da forma amino ao invés da imino
(YAMAZAKI, 1975), a condensagao com o aldeido previamente a guanidinilagdo resulta em
menor eletrofilicidade do carbono da isotioureia, jd que este passa a receber densidade

eletronica do anel por conjugacao.
Figura 23. Formas tautoméricas das isotiossemicarbazonas

H
N SCH; "“xxh N
H-\M\mm - =t N -
——

MH MH

SCH;

Forma amino Forma imino

No entanto, este método ndo forneceu resultados satisfatdrios, pois durante a etapa
de guanidinilacdo da amina foram notados diversos produtos colaterais que dificultavam a
purificacdo. Estes contaminantes podem consistir em guanidinas N,N’-substituidas, N,N’,N"’-
substituidas e tetrazinas, conforme informacGes de autores que realizaram procedimentos

reacionais semelhantes (DURANT et al., 1966; MCKAY et al., 1963; SCOTT et al., 1954).

Dessa forma, a rota foi modificada de modo a evitar a formacdo dos produtos
colaterais. Foi obtida primeiramente a tiossemicarbazona correspondente a cada aldeido por
meio de condensacao deste Ultimo com tiossemicarbazida. Em seguida, procedeu-se com a
etapa de metilagdo, para formar o sal de S-metilisotiossemicarbazona. Por fim, foi realizada

a guanidinilagdo da amina, para formar a 2-benzilidenoaminoguanidina N-substituida.

Esquema 32. Rota sintética final para a obtenc¢ao dos derivados aminoguanidinicos

o]
H H
Ty N 5 N 5
t s Q)L | T e CEEL | T SRy N NHR. Rz
. -~ — R —_— A — HI —_—=
HaM | | i-PrOH
EtOH DME NH,

L NH, e 2

NH;z

NR1 Ry

H
M
| HI
BT

/ MNH
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O ataque nucleofilico da tiossemicarbazona sobre o iodometano leva a formagao do
sal de S-metilisotiossemicarbazona via mecanismo de substituicdo nucleofilica bimolecular

(BUTLER, 1975).

Esquema 33. Formacao do sal de S-metilisotiossemicarbazona por substituigdao nucleofilica

_ %

T
L=
Sl

-
P!
|

v
:
:

}H;’
~z

T —0

/J\m

]

o

o

Por acdo de aminas primdrias e secunddrias, o sal formado a partir da
tiossemicarbazida é convertido nas guanidinas correspondentes por meio de mecanismo de
adicdo-eliminacdo. A reacdo procede com ataque nucleofilico da amina sobre o carbono
eletrofilico da S-metilisotioussemicarbazida, com formacdo do intermediario tetraédrico,

seguido pela eliminacdo de metanotiol (MARYANOFF et al., 1986).

Esquema 34. Formagao da guanidina via mecanismo de adi¢ao-eliminagao

L

Ry

il

inf’,N :

H

NR4R MHR Rz
+ HS—CH;

Os rendimentos para as 2-benzilidenoaminoguanidinas N-substituidas obtidas por

este método sdo mostrados na Tabela 4.
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Tabela 4. Rendimentos reacionais das 2-benzilinedoaminoguanidinas N-substituidas

Substancia Rendimento Substancia Rendimento Substancia Rendimento

(%)° (%) (%)° (%) (%)°
LQM021 35 LQMO026 d LQMO031 53
LQMO022 48 LQM027 44 LQMO032 34
LQMO023 20 LQMO028 30 LQMO033 34
LQMO024 48 LQM029 11 LQM034 51
LQMO025 67 LQMO030 48 LQMO035 d

a . b . . .
Tempo reacional menor 15 horas; ° Tempo reacional menor que 20 horas; ¢ Tempo reacional maior

d ~ . , . . . .
que 24 horas; N3o foi possivel calcular rendimento, pois o produto apresentava impurezas apos

cromatografia.

Os rendimentos obtidos estdo proximos aqueles descritos na literatura para
substancias similares. Rasmussen et al (1988) realizaram a sintese de 99 guanidinas N,N,N"’-
trissubstituidas (Esquema 35) utilizando o iodidrato de S-metilisotiourénio como produto de
partida. A introdugdo de substituintes aromaticos em R; prolonga os tempos reacionais dos
compostos sintetizados, ja que a conjugacdao diminui a eletrofilicidade do carbono da
isotioureia. A presencga de substituintes eletrorretiradores no anel aumenta a reatividade do
sal de S-metilisotiourdnio, ja que removem densidade eletronica, o que resulta em maior

carater eletrofilico no atomo de carbono desta regido.

Esquema 35. Metodologia utilizada por Rasmussen et al (1988)

. H- N 5 HzM MR4R;
Hz M YS CH:I = \H/ ey NHE:E: = \H/ e
e—— H —- HIi
MeOH +=PrOH
NHRz MHR, MHRz

Na série de 2-benzilidenoaminoguanidinas N-substituidas abordadas no presente
trabalho, foram observados menores tempos reacionais para os derivados contendo o grupo

ciano na posicao 4 ou cloro na posicao 3 do anel aromatico. Estes grupos apresentam fortes
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efeitos indutivos eletrorretiradores, o que explica os menores tempos reacionais, gracas a
um aumento do cardter eletrofilico do carbono da tioureia, favorecendo o ataque
nucleofilico por parte da amina. Por outro lado, os derivados contendo bromo na posicao 4
do anel, apresentaram tempos reacionais mais longos, provavelmente por causa do efeito
mesomeérico de carater eletrodoador dos halogénios.

E interessante notar que, apesar do reduzido carater nuleofilico da anilina, foi
possivel obter os derivados correspondentes a partir da metodologia empregada no
presente trabalho. A anilina, em virtude da ressonancia do par de elétrons livre do dtomo de
nitrogénio com o anel aromdtico, se apresenta como a amina de menor nucleofilicidade,

sendo esperados tempos reacionais mais longos ou até mesmo a auséncia de reacdo.

Esquema 36.Deslocalizagao do par de elétrons livre da anilina

- +
CNHE MNHz FIHQ F‘in

Visando a reducdo dos tempos reacionais, a etapa de guanidinilacdo foi adaptada
para micro-ondas. A mistura reacional contendo 1 equivalente do iodidrato de
isotiossemicarbazona e 1 equivalente de benzilamina em acetonitrila foi irradiada a 160
graus Celsius durante 40 minutos. Os rendimentos para dois compostos oriundos de

produtos de partida diferentes sao mostrados na seguinte Tabela 5.

Esquema 37. Sintese dos derivados 2-benzilidenoaminoguanidinicos em micro-ondas

H
N NR R
I N \"‘N/ I-H\\ NHR:R: Sy Y
= r cm:\' 160°C
/ NH 2 -\D
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Tabela 5. Rendimentos reacionais de 2-benzilidenoaminoguanidinas N-substituidas obtidas por meio de
micro-ondas

Composto Rendimento
(%)
33
H H
\N/H TI:I
NH
45
\N/N [_;[
NH
Cl

O procedimento de micro-ondas utilizado foi baseado no método empregado
por Sandin et al (2003). Em investigacGes sobre a obtencdo de guanidinas ciclicas, tempos de
reacOes superiores a trés dias eram necessarios para formar os produtos almejados em
refluxo. Visando a reducdo dos tempos reacionais, uma metodologia foi desenvolvida para
sintese em micro-ondas. Entretanto, os autores observaram que a reagao entre aminas e o
iodidrato de S-metilisotiouronio resultava na tioureia, ao invés da guanidina correspondente.
Isto se deve ao ataque nucleofilico do ion iodeto sobre o grupo metila da isotioureia para
gerar o iodeto de metila, que reage prontamente com a amina e desloca o equilibrio quimico
no sentido da formacao da tioureia. Uma possivel solu¢do para este problema consiste na
conversao do iodidrato em um sal cujo contraion apresente menor carater nucleofilico

como, por exemplo, trifluoroacetato.

Com este resultado, fica evidente que a sintese em micro-ondas proporciona
um método alternativo para a obtencdo das 2-benzilidenoaminoguanidinas N-substituidas,
cuja grande vantagem consiste na reducdo dos tempos reacionais, além de manter

rendimentos comparaveis com a sintese em refluxo.



5. Elucidagdo Estrutural
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A partir da analise do RMN *H de 2-arilidenoaminoguanidinas, pode-se verificar um

singleto de hidrogénio desblindado referente ao hidrogénio da posicdo iminica, a qual

presente em todas as substancias. Este sinal aparece em torno de 6 8,0. Os sinais que

correspondem aos hidrogénios aromaticos e ndo aromaticos de cada molécula encontram-se

na Tabela 6. Os deslocamentos quimicos, bem como os desdobramentos de sinais dos

hidrogénios estdo em acordo com aqueles descritos por Epifanio (2011).

Tabela 6. Dados de RMN ‘H (400 MHz) em DMSO-d¢das arilidenoaminoguanidinas

Composto

LQMo001

LQM002

LQMO003

LQvo004

LQMO05

LQMO006

Estrutura
'H
iminico
s H 4 8,19
N NH
5 7 N YHCI (SI]'H)
4 2 NH,
3
s B 8,06
5 ~N NF s, 1H,
NS (s 1H)
2 NH,
HO 3
o 2 H 8,04
7 HCl (I )
6 NH;
HO c
S Mm%
5 -
\O 2 NH»
OH
S 8,09
5 ~N NH (s 1H
7 N HCl (I )
~o 2 NH,
O\

8,07

H
2 H
$ P 61
o 6 NH,
5

RMN *H
'H arométicos (J em Hz)

3-5: 7,43 (m, 3H);
2e6:7,84 (m, 2H)

3e5:6,83(d, 2H, J= 8,5)
2 e 6:7,66 (d, 2H, J=8,5)

2:7,50(d, 1,8, 1H)
16,83 (d, 1H, J=8,0)
6:7,13 (dd, 1H, J=8,0 e 1,8)

u

2:7,33 (d, 1H, J=2,0)
5:5,95(d, 1H, J=8,3)
6:7,18 (dd, 1H, J=8,3 e 2,0)

2:7,54 (s, 1H)
:6,97 (d, 1H, J=7,9)
6:7,23 (d, 1H, J=7,9)

(92

2:7,64 (d, 1H, J=1,6)
16,94 (d, 1H, J=8,0)
:7,17 (dd, 1H, J=8,0 e 1,6)

a

Demais *H

H3COZ
3,81 (s,
3H)

H3COS
3,79 (s,
3H)

2 H5CO:
3,30 (s,
3H)
3,77 (s,
3H)

CH,: 6,05
(s, 2H);



Tabela 6. Continuagdo

LQM007 s H
N NF
"N THe
2 NH,,
HO
LQM008 s H
5 2N oNH
HCI
2 NH,
NC 3
LQMO009 6
5 e N NH
HCI
2 NH,
Cl 3
LQMO010 s 1
_N<__~NH
° TN YHCI
4 2 NH,
al
LQMO011 ¢ o H \H
° 7N YHCI
a 2 NH,
cl
LQM012 oy
5 NN H
HCl
4 NH>
7 c
LQMO13 s H
5 ~N NH
7N HCl
Br 3 2 NHa
LQMO14 s M
5 NN NH
HCl
2 NH,
HooC™
LQMO015

8,09

(s, 1H).

8,24
(s, 1H)

8,15
(s, 1H)

8,17
(s, 1H)

8,16
(s, 1H)

8,42
(s, 1H)

8,17
(s, 1H)

8,20
(s, 1H)

8,25
(s, 1H)

63

2e6:7,50 (s, 2H) 6 CHs:
1,38 (s,

18H)

2 e 6: 8,04 (d, 2H, J=8,5)
3e5:7,87(d, 2H, J=8,5)

2 e6:7,85 (d, 2H, J=8,5)
3e5: 7,45 (d, 2H, J=8,5)

4e5:7,47 (m, 2H)
6: 7,74 (dl, 1H, J=8,0)
2: 8,06 (s)

5:7,68 (d, 1H, J=8,4)
6: 7,79 (dd, 1H, J=8,4 e 2,0)
2: 8,24 (d, 1H, J=2,0)

4:7,45 (m, 1H);
3e5:7,57(d, 2H, J=7,9);

3e5:7,63(d, 2H, J=8,5)
2 e6:7,81(d, 2H, J=8,5)

2,3,5e6:7,90 (s, 4H)

2,3,5e6:7,98 (s, 4H) CH;0:
3,84 (s,

3H)



Tabela 6. Continuagdo

LQMO016 8,24
(s, 1H)
LQMmo17 . H 8,36
6[ Ij4 ?i N l_li\l(l:—: (s, 1H)
7 ONE: NH,
8 H
LQMO018 6 5 9,05
LB oy B9
X -
| N HCl
N._~3 NH;

Adaptado de EPIFANIO, 2011.
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2’-6’: 7,47 (m, 5H)
2e6:7,74(d, 2H, J=8,4)
3e5:7,94(d, 2H, J=8,4)

17,8 (s, 1H)

:7,45 (d, 1H, J=7,2)
:7,12 (t, 1H, J=7,2)

:7,19 (t, 1H, J=7,7)

: 8,28 (d, 1H, J=7,2)
:7,72 (t, 1H, J=7,5);
:7,84 (t, 1H, J=7,5);
: 8,09 (d, 1H, J=8,2);
: 8,40 (d, 1H, J=8,2);
:8,18 (d, 1H, J=4,3);
: 8,98 (d, 1H, J=4,3);

N WUOON®MOOONOUN

Os valores de deslocamento quimico dos hidrogénios das tiossemicarbazonas,

utilizadas como produtos de partida para a sintese das 2-benzilidenoaminoguanidinas N-

substituidas, sdo mostrados na tabela abaixo. O aparecimento do sinal da posi¢ao iminica

em torno de & 8,0 ppm em combinagao com os sinais dos hidrogénios aromaticos indica a

formacado da tiossemicarbazona, além do padrao de substituicdo do anel aromatico.
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Tabela 7. Dados de RMN *H (400 MHz) em DMSO-dgdas tiossemicarbazonas

Substancias

RMN *H

'H 'H arométicos (J em Hz)
iminico
g g 3e5:7,85(d, 2H, J=8,3);
5 = \r?S 8,05 2 e6:8,01(d, 2H, J=8,3)
e 2 NH; (s, 1H)
3
g | 8,00 3e5:7,74(d, 2H, J= 8,0)
5 N jﬁs (s,1H,) 2e6:7,57(d, 2H, J=8,0)
Br g 2 NHz
s H oy 8,04  2:8,00(s, 1H)
5 N NS (s,1H) 4e6:7,41(m, 2H)
4 2 MH, 5:7,63 (m, 1H)
Cl
s H oy 8,044  3-5:7,39 (m, 3H);
5 N NS (s,1H) 2e6:7,78 (m, 2H)
4 2 NH;
3
L B 8,01 2e6:6,97 (d, 2H, J=8,4)
5 e e ® (s,1H) 3e5:7,54(d, 1H, J=8,4)
2 MNH-
izl 3

As tiossemicarbazonas podem coexistir na forma tiona ou tiol em equilibrio

tautomérico. A deslocalizagao eletrénica resulta em carater pacialmente duplo da ligagao C-

N e pode ser evidenciado nos espectros obtidos. Os hidrogénios do NH, da carbotioamida

apresenta dois sinais ndao equivalentes, em virtude da rotagao restrita da ligagdao C-NH, por

causa da dupla ligagdo parcial que resulta em hidrogénios diastereotépicos (TENORIO et al,

2005).



Esquema 38. Equilibrio tautomérico das formas tiona e tiol de tiossemicarbazonas

H S

SH
i M—H -
M M—-H
/ 4 / /
A i Ar H
Forma Tiona Forma Tiol
Ar=Aril
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A metilacdo da tiona conduz as isotiossemicarbazonas, cujo espectro de RMN 'H

mostra adicionalmente a presenca de um singleto intenso em torno de § 2,72 ppm e que se

refere aos hidrogénios do grupo S-metil. Nos espectros de RMN *3C é possivel visualizar o

carbono do da metila em torno de 6 14 ppm, o carbono iminico ao redor de 6 151 ppm, e o

carbono da guanidina em cerca de 6 166 ppm.

Tabela 8. Dados de RMN *H (400 MHz) em DMSO-dgdas isotiossemicarbazonas

Substancias RMN *H
4 'H arométicos (J em Hz) Demais *H
iminico
g oy 3e5:8,15 (d, 2H, J=8,4); 8:2,75 (s, 3H)
5 PS8 836 2e6:7,95(d,2H,/-84)
s, 1H
e g2 I M (s, 1H)
s By 8,29 3e5:7,9(d, 2H, J=8,0) 8:2,72 (s, 3H)
5 ;NfNTSxB (s,1H,) 2e6:7,69(d,2H, J=8,0)
B ™% 2  H NH
L Y 8,31 2:8,16 (s, 1H) 8:2,71 (s, 3H)
5 -,..“NfNTSxE (s,1H)  4e6:7,55(m, 2H)
4 5 H NH 5:7,83 (m, 1H)
Cl
L 8,33 3-5: 7,50 (m, 3H); 8:2,72 (s, 3H)
5©%<“NfNT5xE (s,1H)  2e6:7,95(m, 2H)
4 2 H  NH
3

H 8,31

] H
ﬁ AL
HI
ol : 2 MH

2e6:7,56(d, 2H, J=8,5)
3e5:7,98(d, 2H, J=8,5)

8:2,73 (s, 3H)
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Os valores dos deslocamentos quimicos dos hidrogénios relevantes para a elucidacao
estrutural das aminoguanidinas obtidas sdo mostrados na Tabela 6. A analise dos resultados
confirma o desaparecimento do singleto referente a metila da isotiossemicarbazida e o
padrdo de substituicdo do anel aromatico. Os hidrogénios metilénicos, quando existentes,

aparecem regides de maior fequéncia como singletos ou multipletos.

Tabela 9. Dados de RMN ‘H (400 MHz) em DMSO-d; das 2-benzilidenoaminoguanidinas N-substituidas

Substancia RMN *H

'H 'H aromaticos (J em Hz) Demais *H
iminico

T 3e5:7,96 (d, 2H, J=7,8)
5 7y 11 2e6:7,76 (d, 2H, J=7,8)
2 NH 8'24 .
NG 8 10 9-13: 7,51 (s base larga,

’ (s, 1H) 2H); 7,29 (s base larga, 2H);
LQm021 6,98 (s base larga, 1H)
| - 7 8,26 3e5:8,10(d, 2H, J=7,8) 14: 4,59 (s,2H)
. ;N,HTH\/@m (s,1H) 2e6:7,89(d, 2H, J=7,8)
2 TR 9-13: 7,35 (m, 5H)
MC 3
LQM022
AL R 2 8,07  3e5:7,84 (s, 2H) 14: 2,80 (m, 2H)
"
NC@:?L TE I (s, 1) 2e6:7,75(s, 2H) 15: 3,41 (m, 2H)
3 12 9-13: 7,26 (m, 5H)
LQmo023
Sy oy s L 8,05 3e5:7,83 (s base larga, 2H) 14:2,60 (m, 2H)
j@/‘ﬁy“\m“w e (s,1H) 2e#6:7,73 (s base larga, 2H) 15:1,77 (m, 2H)
ne” 2 M 9-13: 7,24 (m, 5H) 16: 3,17 (m, 2H)
LQMO024
10 8,28 3e5:8,01 (s baselarga,2H) 14 e 17: 3,31 (s base
g g/@j; (s,1H) 2 e6:7,80 (s base larga, 2H) larga, 4H)
8 ' H N©4 13 9-13: 7,22 (s base larga, 15 e 16: 3,23 (s base
Nc@fN T 2H); larga, 4H)
LQMO025 6,96 (s base larga, 2H); 6,83

(s base larga, 1H)

\ﬁn 8,02 3e5:7,68 (s base larga, 2H) 14:4,40 (s, 2H)
H

5 2 ?xN,HTN 12 (s, 1H) 2e6:7,53 (s base larga, 2H)
2 np 14 9-13: 7,32 (s base larga,
Br

3 4H), 7,23 (s base larga, 1 H)
LQMO026
2 LM H s 2. 803 3e5770(d 2H,J=8]) 14: 2,81 (m, 2H)
J@f VULE TOTT (sAH)  2e6:7,55(d,2H,J=81)  15:3,41(m, 2H)
o 2 9-13: 7,28 (m, 5H)

LQMo027
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Tabela 9. Continuagdo

10

T TS 7,99 3e5:7,63(d, 2H, J=8,2) 14: 2,60 (s base larga, 2H)
j@/ﬁ'“\,{“w o g 12 (s, 1H) 2e6:7,50(d, 2H, J=8,2) 15: 1,76 (s base larga, 2H)
B 2 NH 9-13: 7,21 (m, 5H) 16: 3,14 (s base larga, 2H)
LQMV028
0 8,24 3eb5:7,79 (s base larga, 2H) 14 e 17: 3,64 (s base
15(\{(@@ (s, 1H) 2e6:7,58 (s base larga, 2H) larga, 4H)
5 NJm 9-13: 7,22 (s base larga, 15 e 16: 3,32 (s base
Br/©j\ NH 2H); larga, 4H)
3 6,96 (s base larga, 2H); 6,82
LQM029 (s base larga, 1H)
8,20 2:7,97 (s, 1H)
@ (s, 1H) 5:7,68 (s base larga, 1H)
2 NH 4 e 6:7,50 (s base larga, 2H)
9-13: 7,36 (m, 5H)
LQMO030
y o 1 8,02 2: 7,83 (s base larga, 1H) 14: 4,40 (s, 2H)
E@N,H H\/gm (s,1H)  5:7,58 (s base larga, 1H)
N T aRT 4,6,9-13: 7,31 (m, 7H)
cl
LQMO031
8,17 2: 8,08 (s base larga, 1H) 14: 2,87 (s base larga, 2H)
. B Hx LN (s, 1H) 5:7,77 (s base larga, 1H) 15: 3,39 (s base larga,2H)
4@“ \LrH \15/1\3©H 4¢e6:7,48 (s base larga, 1H)
I8 12 9,10, 12, 13: 7,31 (s base
LQMO032 larga, 4H)
11: 7,23 (s base larga, 1H):

oo \)S\ﬁu 8,17 2: 8,08 (s base larga, 1H) 14: 2,65 (s base larga, 2H)
5©/$N-HTH = N 12 (s, 1H) 5:7,75 (s base larga, 1H) 15: 1,84 (s base larga, 2H)
42 NH 4e6:7,47 (s base larga, 2H)  16: 3,32 (s base larga, 2H)

c LQM033 9-13: 7,24 (m, 5H)

. Hji}jn 820  3e5:7,94(d, 2H, J=8,4) 14:4,55 (s, 2H)
ﬁN’NT . (s,1H) 2e6:7,53(d, 2H, J=8,4)
5 NH 14 13
Cl 3
LQVI034
y o 10 1 8,21 2e6:7,89 (s base larga, 2H) 14: 4,56 (s base larga, 2H)
5 ?EN,H Hv@m (s, 1H)  3-5:7,45 (s base larga, 3H)
4@? ‘LFH 413 9-13: 7,35 (m, 5H)
3
LQMO035

Os espectros de RMN **C mostram que é possivel observar o sinal referente

ao carbono iminico em torno de 6 145 ppm, enquanto que o do carbono da guanidina varia
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entre & 155 ppm a & 160 ppm. Os carbonos das moléculas que apresentam metileno

aparecen em maior frequéncia, ocorrendo entre § 34 ppm e 6 44 ppm.
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6. Avaliacdo da atividade leishmanicida

A Tabela 10 traz a concentracdo inibitéria de 50% (Clsg) e o efeito maximo (EM) dos
derivados. Nela é possivel observar que os derivados LQMO008, LQMO010, e LQMO013
mostraram uma poténcia na mesma ordem de grandeza da pentamidina, o fdrmaco padrao
utilizado, destacando-se o composto LQMO013 que apresentou uma Clso de 0,57 + 0,03 uM
(Clso pentamidina = 4,70 + 0,49 uM) e um efeito maximo de 90,19 * 0,18, compardvel ao da

pentamidina que foi de 92,20 + 4,13.

Tabela 10. Efeito leishmanicida dos derivados de aminoguanidina contra promastigotas de Leishmania
braziliensis ap6s 48 horas de tratamento.

Tratamento Leishmania brazilliensis
Clso’ (uM) EM" (M)

Pentamidina 4,70 £ 0,49 92,20 + 4,13***
LQVI001 <0,1 -
LQMVI002 <0,1 -
LQMO003 >100 NA
LQMV004 >100 NA
LQMO005 <0,1 -
LQMO006 4,00 £ 0,67 85,81 + 1,69***
LQM007 <0,1 -
LQMO008 0,49 +0,03 67,60 + 0,46***
LQMO009 5,6-+ 0,55 85,46 + 0,46***
LQM010 0,80 + 0,06 79,68 + 0,70***
LQMO011 82,13 +1,56 62,17 +1,32%**
LQVI012 <0,1 -
LQMo013 0,57 +0,03 90,19 + 0,18***
LQvI014 <0,1 -
LQV015 <0,1 -
LQMO016 <0,1 -
LQmv017 <0,1 -
LQMO018 <0,1 -

Concentracéo letal de 50 (Clso) calculada através de curvas concentragdo-resposta téxica e expressa
como média * erro padrdao da média; ®Efeito maximo (EM) que é expresso como média do citotoxicidade
maxima * erro padrdo da média em triplicatas de um experimento representativo. Os valores de EM foram
considerados significativos quando **p < 0,05, ***p < 0,01 em relacdo ao grupo DMSO 0,1%; "“Substancia n3o
apresenta atividade letal significativa para promastigotas de L. braziliensis até a concentra¢do de 100 uM em

relacdo ao grupo DMSO; Nao foi possivel calcular a Clsp, sendo necessario diminuir a concentragao.
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E importante ressaltar que os compostos LQM001, LQM002, LQMO005, LQMO007,
LQMO0012, LQMO0014, LQMO0015, LQMO0016, LQMO0017 e LQMO0018 nas concentracdes
empregadas provocaram a morte de mais de 50% das promastigotas de L. braziliensis, o que

indica a possibilidade de andlogos com valores de Clsg inferiores a 0,1 uM.
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7. Relagao Estrutura-Atividade

Varios substituintes do anel aromatico foram utilizados, permitindo correlacionar, de
modo qualitativo, os efeitos biolégicos com as caracteristicas eletrénicas e estéricas destes
substituintes. Partindo da observacdo de que as substancias mais potentes foram aquelas
cuja Clsp deve ser obtida com concentragdes menores que 0,1 uM, é possivel obter

informacgdes sobre a relagao estrutura-atividade.

Figura 24. Valores de Cls, e estruturas dos analogos 2-arilidenoaminoguanidinicos

Substancia Ar Clsg (pew) Substdncia Ar Clsg fpew) Substdncia Ar Clso fpea)
LM 001 r-mx_ - 0,1 LM 007 0,1 Lamo13 = 0,57+ 0,03
| T I
S Br e
Lamoo2 S 20,1 LOM 008 I e 049 £ 0,03 LOMO14 S 0,1
| e HO O

HO = £ \rﬂ, .
N=
LaMO003 0 ﬁ/ >100 LOMO09 560,55 LaMO15 S <0,1
I 1
e Cl :Ix "

Qe
LamM 004 = >100 Lamo10o = 0,80 + 0,06 LaMO16 i <0,1
o | = ! o i, J'!-’J
| s
[ e [55]
LamM D05 <0,1 Lamoll i = B2,13% 1,56 Lamol7 <0,1
I
0 /Q/ cl - !
| H
(o]

LOMODG D 4,00 +0,67 LOMO12 G <0,1 LOMO13
<c @/ e [;Hj <0,1

“\-«’:5 Cl

i

Pentamidina 4,70 £ 0,49 <0,1

O composto protdtipo LQMO01, cujo anel ndo apresenta substituintes, mostra-se
ativo contra as promastigotas do parasita, e até a concentragao de 0,1 uM promoveu a
morte de mais de 50% das células leishmaniais. O composto LQMO002, com hidroxila na
posicdo 4, também foi foi capaz de matar mais de 50% das promastigotas até a menor
concentragado utilizada, 0,1 uM. Entretanto, a introdugao de um segundo grupo eletrodoador

em combinacdo com a hidroxila, nas posicdes 3 ou 4, resulta em menor poténcia, mesmo
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gue este segundo grupo seja um doador relativamente mais fraco como a metoxila, tal qual
pode ser observado para os andlogos LQMO003 e LQMO004, com valores de Clsg superiores a
100 pM. Ja a introdugdao de duas metoxilas resulta em um composto potente, embora a
presenca de um grupo metilenodioxi no anel resulte em uma substancia com atividade
semelhante a da pentamidina, com Clso igual a 4 uM. Por outro lado, a presenca de dois
grupos volumosos tert-butila adjacentes a hidroxila da posicdo 4, como em LQMOO07,

também resulta em composto cuja Clsg ndo possivel determinar até 0,1 uM.

A introducdo de halogénios ndo é tdo bem tolerada, ja que dentre os cinco analogos
halogenados, apenas um tende a apresentar valor de Clsg inferior a 0,1 uM. O analogo com
cloro na posicao 3 (LQMO010) apresenta valor de Clso inferior a pentamidina (0,8 uM, em
comparagao com 4,70 uM da pentamidina), mas o mesmo ndo ocorre para o derivado com
cloro em posi¢do 4 (LQMO009), cujo valor de Cls, foi de 5,6 uM. E interessante notar que a
substituicdo do cloro por bromo na posicao 4 em LQMO013 conduz a uma melhoria da

atividade ndo apenas em termos de Clso (0,57 uM).

A presenca de substituintes eletrorretiradores na posicdo 4, como nos analogos
LQMO008, LQMO014 e LQMO015, resulta em compostos ativos, de modo que o composto
LQMO008 apresenta Clso igual a 0,49 uM, enquanto que para os andlogos LQM014 e LQMO015
os valores de Clsp ndo puderam ser calculados até a menor concentragao utilizada, que foi de
0,1 uM. J3 a introdugdo de um segundo anel fenila ou substituigdo por um anel
heteroaromatico nos compostos LQMO016, LQMO017 e LQMO018, também conduz a
compostos cujos valores de Clsgp ndo foram obtidos até a menor concentragdo empregada
(0,1 uM) e mostram que grupos volumosos contribuem para uma melhor atividade.

Portanto, efeitos estéricos podem estar implicados na acdao destes analogos.
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8. Experimental

Os reagentes utilizados foram adquiridos da Sigma-Aldrich e solventes de grau P.A. foram

empregados nos procedimentos reacionais e de purificacdo.
8.1 Procedimento geral para a obteng¢ao das arilidenoaminoguanidinas

A uma solucdo contendo 250 mg de aldeido em 3 mL de etanol, foi adicionado 1
equivalente de cloridrato de aminoguanidina e a mistura reacional foi irradiada com micro-
ondas a 120 oC por 20 minutos. Apds arrefecimento do meio reacional, o solvente foi
removido sob pressao reduzida. O material resultante foi suspendido em acetato de etila, foi
filtrado, e lavado com este mesmo solvente. O material foi seco a vacuo, para obter o

produto sob a forma de um sdlido.

8.2 Procedimento geral para a obtenc¢do das 2-benzilidenoaminoguanidinas N-substituidas

A uma suspensao contendo 250 mg de iodidrato de @S-
metilisotiossemicarbazona em 2-propanol foi adicionado 1,5 equivalente da amina
correspondente. A mistura reacional foi submetida a aguecimento a 80 graus Celsius. Apds o
completo consumo da isotiossemicarbazona, o solvente foi removido sob pressdo reduzida e
o material resultante foi tratado com excesso de uma solugao saturada de bicarbonato de
sodio. A fase aquosa foi lavada com acetato de etila e a fase organica obtida foi seca sob
pressao reduzida para formar um dleo viscoso, que foi purificado por cromatografia flash em

silica gel com gradiente de acetato de etila em hexano.

8.3. Avaliacao da atividade leishmanicida

8.3.1. Manuten¢ao da linhagem macroéfagos e infec¢ao

Macréfagos da linhagem J774 foram mantidos em garrafas de cultura em 5 mL de
meio DMEM suplementado com 10% de SFB, 2 mM de L-glutamina, 2 mM de piruvato e 2

mM de aminoacidos ndo-essenciais. No momento do uso, as células foram contadas,
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ajustadas em meio DMEM suplementado com 10% de SFB na concentracdo de 3 x 10°
células/mL, e 1 mL dessa suspensdo foi distribuida em pocos de placa de 24 pogos. Os
macrofagos foram infectados com formas promastigotas de Leishmania na fase estacionaria
de crescimento, numa proporcao de 10 parasitas: 1 macréfago. A placa foi incubada por 4
horas em estufa a 372C com atmosfera Umida contendo 5% de CO,. Apds 4 horas de
infeccdo, os macrofagos foram lavados com DMEM sem soro, para remocao dos parasitas
nao interiorizados. Os macroéfagos foram cultivados com DMEM suplementado com 2 mM
de L-glutamina, 2 mM de piruvato e 2 mM de aminoacidos nao-essenciais, e foram mantidos
em estufa a 37 2C com atmosfera umida contendo 5% de CO, por 3 dias. Apds esse periodo,
0s pocgos contendo os macrofagos infectados foram lavados com DMEM sem soro, seguido
pelo acréscimo de meio de Schneider suplementado com 10% de soro fetal bovino, 2% de
urina humana, 2 mM de L-glutamina e 2 mM de aminoacidos ndo-essenciais. A placa foi
mantida em estufa BOD a 27 2C por 3-4 dias para que fosse possivel a saida de novas formas
promastigotas de Leishmania dos macréfagos. A manutencdo dessas novas formas
promastigotas foi feita em garrafas de cultura com 5 mL de meio de Schneider
suplementado com 10% de soro fetal bovino, 2% de urina humana e 2 mM de L-glutamina e

2 mM de aminoacidos ndo-essenciais.

8.3.2. Ensaio de toxicidade sobre formas promastigotas

Formas promastigotas de diferentes espécies de Leishmania foram cultivadas em
triplicatas em placa de 96 pogos com meio de Scnheider suplementado com 10% de SFB, 2
mM de L-glutamina, 2% de urina humana numa concentragdo de 1x10° parasitos/pogo num
volume de 100uL. Foram adicionadas aos pogos contendo as promastigotas diferentes
concentragdes dos compostos e a placa foi incubada em estufa tipo BOD a 27 2C por 48
horas. Apds esse periodo, os parasitos foram homogeneizados e 50uL da suspensdo serdo
transferidos para um tubo contendo 5 mL de isoton e o numero de parasitos foi

determinado em contador automatico de células.
8.4. Andlise de Ressonancia Magnética Nuclear

Os espectros de RMN (*H: 400 MHz; *C: 100 MHz) foram obtidos em espectrémetros
da BRUKER DPX-500 (ETTLINGER, ALEMANHA), no Laboratério Ressondncia Magnética
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Nuclear da UFAL. Sinal residual do solvente ndo deuterado foi utilizado como referéncia

interna.

8.5. Purificagdao por cromatografia flash

As separacOes cromatograficas foram feitas em aparelho de cromatografia flash da
marca AIT France. A coluna utilizada para a purificacdo foi de silica gel com granulometria de
20-40 pM, do modelo Simply Connect BP-SUP e produzida pelo mesmo fabricante. A vazado

utilizada foi de 12 mL/min e foram coletadas fracdes de 28 mL.
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9. Conclusdes e Perspectivas

De acordo com os resultados obtidos conclui-se que a metodologia utilizada para a
sintese das arilidenoaminoguanidinas em micro-ondas permitiu a diminuicdo consideravel
dos tempos reacionais para a obtencdo dessas substdncias, mantendo ao mesmo tempo, os
rendimentos elevados do método em refluxo. Aliado a esta vantagem estd o menor
consumo de solvente, uma vez que a irradiacdo em micro-ondas permite alcancar
temperaturas acima do ponto de ebulicio do solvente, enquanto que em procedimentos
baseados em refluxo a temperatura do meio reacional é limitada pela ponto de ebulicdo do

solvente, sendo necessario maiores volumes para solubilizar os produtos de partida.

Os protdtipos LQMO08, LQMO010 e LQMO13 2-arilidenoaminoguanidinicos
apresentaram poténcias comparaveis a da pentamidina contra promastigotas de L.
braziliensis, com valores de Clso iguais a 0,49, 0,80 e 0,57 uM, respectivamente. Nao
obstante a necessidade de utilizar menores concentracdes para determinar a Clsg de varios
dos prototipos sintetizados, ai reside a possibilidade de se obter substancias mais potentes

que a pentamidina.

As modificacOes que resultaram na preparacdo das 2-benzilidenoaminoguanidinas N-
substituidas visam avaliar o efeito da introdu¢dao de um segundo anel aromatico sobre a
atividade, ja que muitas das substancias descritas na literatura apresentam aneis benzénicos
ou equivalentes heterociclcicos. Portanto, espera-se avaliar o efeito dessa nova série de
andlogos sobre espécies de leishmania e estabelecer a relagdo estrutura-atividade desses

compostos.
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Espectro 20. RMN 'H (400MHz) ampliado em DMSO-ds do composto LQM021
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Espectro 48. RMN "C (400MHz) em DMSO-ds do composto LQMO027
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Espectro 49. RMN "H (400MHz) em DMSO-ds do composto LQM028
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Espectro 50. RMN 'H (400MHz) ampliado em DMSO-ds do composto LQM028
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Espectro 51. RMN "*C (400MHz) em DMSO-ds do composto LQMO028
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Espectro 52. RMN "H (400MHz) em DMSO-ds do composto LQM029
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Espectro 54. RMN **C (400MHz) em DMSO-ds do composto LQM029
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Espectro 56. RMN "H (400MHz) ampliado em DMSO-ds do composto LQM034



Espectro 57. RMN *H (400MHz) em DMSO-ds do composto LQMO035
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Espectro 58. RMN "H (400MHz) ampliado em DMSO-ds do composto LQMO035
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