UNIVERSIDADE FEDERAL RURAL DO RIO DE JANEIRO
_ INSTITUTO DE QUIMICA .
CURSO DE POS-GRADUACAO EM QUIMICA ORGANICA

SINTESE E CARACTERIZACAO ESTRUTURAL DE
N,N’-DIARILBENZAMIDINAS COM ATIVIDADE LESHMANICIDA

CLAUDIO EDUARDO RODRIGUES DOS SANTOS

Sob a orientagdo da Professora
Aurea Echevarria

Dissertacdo submetida como requisito
parcial para obtencdo do grau de
Magister Scientiae em  Quimica
Organica, Area de Concentracio em
Sintese

Seropédica, RJ
Maio de 2004



UNIVERSIDADE FEDERAL RURAL DO RIO DE JANEIRO
INSTITUTO DE QUIMICA

CURSO DE POS-GRADUACAO EM QUIMICA ORGANICA

CLAUDIO EDUARDO RODRIGUES DOS SANTOS

Dissertagao submetida ao Curso de Pds-Graduacdo em Quimica Organica, Area de

Concentragdo em Sintese, como requisito parcial para obten¢do do grau de Magister
Scientiae, em maio de 2004.

DISSERTACAO APROVADA EM: [/

Prof. Dr”. Aurea Echevarria — Dequim - UFRR]J - Orientadora

Prof. Dr. Carlos Mauricio R. Sant” Anna-Dequim - UFRRJ

Prof. Dr. Edson Ferreira da Silva - FIOCRUZ / RJ

Prof. Dr. Mario Geraldo de Carvalho - Dequim-UFRRJ

II



O tempo € um inimigo implacavel, ndo da trégua um segundo, mesmo no
momento que mais precisamos dele, porém, em determinadas situagdes, ele age como
um amigo, dando-nos tranqiiilidade para continuar o nosso percurso no universo.

Dedico este

trabalho a minha querida mde,
pessoa no qual sempre viverd
em meu coragdo

I



Meu obrigado a

professora e amiga Dra. Aurea Echevarria,
pessoa bonissima,

cuja orientagdo e paciéncia,

tornou possivel

a realizagdo deste trabalho.

IV



AGRADECIMENTOS

Aos meus irmaos e irmds por estarem sempre ao meu lado.

Ao corpo docente do programa de pds-graduacdo pela formacdo académica que
permitiu a elaboragdo deste trabalho.

Aos funciondrios técnico-administrativos.

Aos amigos e companheiros do laboratério: SILVANA, ALICE, GRAZIELLE,
ANA PAULA, ANA PAULA AMORIN, ADILSON, MYRTES, ANDRESSA,
AMANDA, KENIA, CAMILA e HELOISA.

As amigas do “tibé”: TATIANA e ANDREA ROSI.

Aos demais colegas de curso: CRISTINA, ARI, ILDOMAR, BAUER,
REGINA, LUCIANO, PIERRE, JULIO, JANAINA, MARLI, VIRGINIA, CLEBER,
ADRIANA, MARIO SERGIO e CRISTIAN, pelo agradavel convivio.

Ao grupo do Laboratério de Bioquimica de Tripanossamatideo, do
Departamento de Imunologia da Fundacdo Instituto Oswaldo Cruz (FIOCRUZ), pela
realizacdo dos ensaios biolégicos, em particular 3 GERZIA.

A Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro (UFRRI).

A UENF pela realizacio de alguns espectros.

A coordenacio do Curso de Pés-Graduagio em Quimica Orgénica, Instituto de
Quimica, UFRRJ.

Ao Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnolégico (CNPq) e
Fundag¢do de Amparo a Pesquisa do Estado do Rio de Janeiro (FAPERJ), pela bolsa
concedida.

A todos que contribuiram para a realizacdo deste trabalho, direto ou

indiretamente, citados ou nao citados.



SUMARIO

L.INTRODUGAO ..ot 01
1.1. Compostos amidinicos, caracteristicas € eStrutura ...........occeeeeveeerveersuveeniuneenns 01

L 110 ESTUUTA ettt s 02

1.1.2 Classificac@0 das amidinas ..........cccceeeriiieniieinieeeniie e 04

1.1.3. Propriedades eSpectrOSCOPICAS ....cccvvrervreenvreenrreenieeerireeeireeeveeesseeennns 05
1.1.3.1 Espectroscopia de infravermelho ...........ccccoecveeeiiieniiieniieeciiens 05

1.1.3.2. Espectroscopia de ressonincia magnética nuclear de 'H e Bc .05

L.1.4 TONIZAGAO w.neviiiiiieeiiee ettt ettt et ettt e s e e 06
1.1.4.1. Importancia da iI0NIZACAO ......eeevveeerreeeriieeiieeeieeeireeeieeeeireenns 06
1.1.4.2. Basicidade das amidinas ...........cccceeeveeeveenieiieeniieeneenieeeeneee 07

1.1.5. TAULOMETIISINO .....eeuiiiiieiiieeieeie ettt 08

1.1.6. ISOMETISMO ZEOMELIICO ..eevuvvieriieieriiieeriiieeiiieeriree et eeeieee e e e ebeeesbee e 11

1.2. Métodos de sintese das Amidinas.........coc.eereerieiniiniieiienieeee e 13

1.2.1. Sintese de amidinas a partir de Nitrilas .........cccccceeveveeerieeeniieeerieeeeeeene 14
1.2.1.1 Reacao de PINNET .........coouiiiiiiiiiiiiiieeieeeeeeee e 14
1.2.1.2. Obteng@o amidinas N-monossubstituidas a partir de nitrilas ....14
1.2.1.3. Reagdo de aminas com nitrilas em presenca de AlCl;................ 15
1.2.1.4. Reagao de GariPati ........cceeeeeueeerieeenieeenieeenieeeieeesireesveeesvneenns 15
1.2.1.5. Obteng¢do de amidinas a partir de nitrilas e cisteina .................. 16
1.2.1.6. Condensacdo de nitrilas a amidinas utilizando Sml; ................. 16

1.2.2. Sintese de amidinas a partir de acidos boricos, carboxilicos, diaminas

€ AMIAAS .eoneiiiitieiie ettt 17

1.2.2. Sintese a partir de 4CidOS DOTICOS ....ccvvveeriiieeiiieeiieeeiieeeiie e 17

1.2.3. Amidinas a partir de dcidos carboXilicos .........ccccceeeviuviiriienniueenns 17

1.2.4. Obtencdo de amidinas a partir de diaminas ...........ccecceeevveeenueenns 18

1.2.5. Sintese de amidinas a partir de amidas .........cccceeeveerireeeiieeniinennns 18

1.3. Atividade bioldgica das AmIdinas.........cceeveeriieenieiiieinienieeieeeeee e 19
1.3.1. Compostos amidinicos com atividade antitrombética .............cccecueeeneee. 19

1.3.2. Amidinas com atividades frente a Transcriptase reversa e

COM PREUMOCYSTIS CATIMIL «oneeveeeesiieeeeiieeeeeitee e ettt e e et e e sitee e e siaaeeesnasees 20
1.3.3. Compostos amidinicos com atividade anestésica ..........cceccueerruveerrreennne. 20
1.3.4. LeiShMANIOSE ..c...eevveiriiiiiieieeiieeeeeee ettt 21



1.3.4.1. Tratamento qUIMIOETAPICO ....eeeruveerrureerriieeniieeniieenieeesieeesieeenas 22

1.3.4.2. Substancias leishmanicidas em fase pré-clinica e em

desenVOIVIMENTO. ...c...eiiuiiiiiiiiieieeie ettt 22

2. 0OBJETIVOS ettt sttt ettt e s 25
3. PARTE EXPERIMENTAL ......ccooiiiiiiiiiiteeees ettt 26
3.1. Aparelhos € MAterialS ........ceeeviiieeriiiieniieeiiie ettt ettt e sttt e e sree e 26
3.1 1. APATCINOS eeeiieiiiiecte et e 26

3120 MALETIALS ..eeiueeiiiiieiieeiieet ettt ettt sttt et e eas 26
3.1.2.10 VIATATIAS et 26

3.1.2.2. Solventes utilizados .........ccocveeviieriiiiiiniiiieeeeeeen 26

3.1.2.3. REAZENLES ..eevvieiiiiiieeeeitee ettt e et e et e e e aaaee s 27

3.1.2.4. Purificagao dOS rEaZENLES .......cccveerrureeriieeriieenieeeireeeineeeaeeenns 27

3.2 STNEESES weeneviiniieiieeiieeet ettt ettt ettt st ettt ettt neenare e 28
3.2.1. Sintese do cloreto de p-metoxibenzofla ..........ccccccvveeeriiieeiiiiiieeeeieenn. 28

3.2.2. Sintese das anilidas .........ccoceeriiiiiiniiii e 29
3.2.2.1. Caracterizac@o das anilidas .........ccccceeevvierciieeniiieenieeeieeeieeenns 30

3.2.3. Sintese das amidinas ........cocceeveerviieniiriieinieneeeeee e 32
3.2.3.1. Método A: Em MEeI0 SECO ....eevurenuiiriiiniieeiienieeieenieeereeeee e 32

3.2.3.2. Método B: Em tolueno sob refluxo .........cccceeveeiiienicnneenicnnen. 33

3.2.3.4. Caracterizagc@0 das amidinas ..........cceevueeenieeeniieenieeeniieenieeenns 35

3.3. Determinagao dos PKa (S) ..eeeeruiiiriiiiniieiiieeiee et 39
3301, SOIUGOES ..ottt ettt et st be e 39
3.3.2. ProCedimento ....cooueieiieiiiiiiieniie ettt ettt 39
3.3.3. CAICUIOS oottt ettt st ettt 40

3.4. Modelagem mOIECUIAT ........c.cooviiiiiiiiiiiiieiieeeee ettt 42
3.4.1. Valores obtidos nos métodos Semi-empiriCoS .........ccevuveerruveeriueeeriueenne 43

3.5. Atividade anti-leishmania .........cc.cccooiiiiiiiiiiiiiiiie e 47
4. RESULTADOS E DISCUSSAO .......coooomirirrireineriineeiieseiesssessssssssssssens 48
A1 STNEESE ettt erees 48
4.1.1. Sintese das anilidas .......c.ccceceeriiiiiiniiiiiie e 49
4.1.2. Sintese das amidinas .........ccceevueerieniieiienieee e 50

4.2. ANAliSe €SPECITOMELIICA ..eevvuveeeirieeiiieeeiiieeeiieeeireeeieeesteeesereeessseessreeeseeessneens 56
4.2.1. ANIIAAS .ot 56



4.2.2. AMIAINAS oiiiiiiieiieeei ettt e e e e ettt aareseeseseeeaaaaaaseseeeeesasnnnns 59

4.2.2.1. Andlise espectrométrica dos derivados 85 e 89 .........cccceeee. 63

4.2.3. Espectrometria de massas das amidinas .........cccceevevveerveeenieenrveensneeennnes 70

4.3. Estudo de modelagem molecular e difracdo de raios-X .......cccccceevveeerveencnneens 74
4.4. Determinacdo dos pKa (s) das amidinas ..........cceeevveeeeriiennieennieeniieenieenieeene 78
4.5. Atividade anti-leishmania ...........cccccooveiiiiniiiiiiniecee e 80
5. CONCLUSOES ......ooooiiiiiriieiieeiee st 82
6. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS .........coooioiioieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeea. 83
ToANEXOS ettt et sttt ettt et 92

VIII



LISTA DE ABREVIATURAS

°C graus Celsius

CCF cromatografia em camada fina

CDCl4 cloroférmio deuterado

DMSO-d¢ dimetilsufoxido deuterado

d dubleto

t tripleto

sl singleto largo

PF ponto de fusao

) deslocamento quimico

Hg entalpia de formacgao

AHg variacdo de entalpia de formacao

g grama

v infravermelho

RMN "*C ressonancia magnética nuclear de carbono 13
RMN 'H ressonancia magnética nuclear de hidrogénio
EM espectrometria de massas

m/z razao massa carga

uM micro molar (1uM = 10° M)

n.o nao observado

mL mililitro

min minuto

J constante de acoplamento

Hz hertz

Clsg concentracdo que inibe 50% do crescimento
NOEDIFF efeito nuclear overhauser diferencial

H'xH'- COSY correlagio espectroscépica de hidrogénio
THF tetraidrofurano

TFA acido trifluoracético

IX



INDICE DE FIGURAS

Figura 01: Estruturas de ressonancia do grupamento amidinico ............cccccveerveennne 02
Figura 02: Estrutura cristalografica do composto § ........cccoooeviiiiiiiniiiinieeeieee 02
Figura 03: Estruturas dos compostos amidinicos 6, 7€ 8 .........cccceevvvveeviieenveeennenn. 03

Figura 04: Classificacdo das amidinas em fun¢io da substituicdo dos nitrogénios . 04

Figura 05: A ionizacdo de farmacos apds a biofase ........ccccecceveveiveeriieeenieeenieeenen. 06

Figura 06: Exemplos de cicloguanidinas com a atribui¢do dos deslocamentos

quimicos de RMIN PC ..o 08

Figura 07: Exemplo de tautomerismo das di-hidropirimidinas ..........cc.ccceceeveenen. 09

Figura 08: Exemplos de moléculas, derivados amidinicos, que apresentam

CAULOITIETISITIO «eeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e eeeeeeeeeeeaaeeeeeeeseeaeannaeeseeeeaeaennnaaeeeeeeeennnnnaaaaeaaees 10

Figura 09: Exemplos de iSomeriSmo gEOMELIiCO .......cceevveerueereeerieenieenieenieeiienneens 11

Figura 10: Grafico da correlagdo entre AHy e as conformagdes da glicoamidina .... 12

Figura 11: Reaco de PINNeTr .......c.ccoooiiiiiiiiiiieciieceeceeee e e 14
Figura 12: Reacdo para obten¢@o de amidinas N-monossubstituidas ..........c........... 14
Figura 13: Reacao de Garipati ........cccceeevvieeiiieeiieeeiieeeiieeeieeesieeesaeeeneveeessseesnneens 15

Figura 14: Estudo conformacional do derivado 85 EI utilizando os 3 43



hamiltONIANOS ......coviiiiiiiieiiee et
Figura 15: Estudo conformacional do derivado 85 EA utilizando os 3

NAMILEONIANOS ...eeeeeieeeieeee et et e e e e e e et e e aeeeeeeeeeaennaaaeeeeeeeeaannaaeaeaaees 43

Figura 16: Estudo conformacional do derivado 85 ZI utilizando os 3

RAMITEONIANOS ...oiviiiiieiieee ettt e e e ettt e e s e e ettt baaaeeseeeeesanaaaneseeaees 44

Figura 17: Estudo conformacional do derivado 85 ZA utilizando os 3

RAMIIEONIANOS ...oiiiiiiiiieeeee ettt e e ettt e e s e e ettt baaaeeeeeeeesssaneseeaees 44

Figura 18: Estudo conformacional do derivado 89 EI utilizando os 3

NAMILEONIANOS .. eeeeeieeieeeee et et e e e e et et e e e e e eeeeeeaanaaeeeeeeeeeaennaaeaeaaees 45

Figura 19: Estudo conformacional do derivado 89 EA utilizando os 3

NAMILEONIANOS ...eeeieieeiteee e ettt e e e e e e et e e aeeeeeeeeeaenaaaeeeeeeeeaannaaeaeaaees 45

Figura 20: Estudo conformacional do derivado 89 ZI utilizando os 3

RAMIIEONIANOS ...oieeiiiiiiieeee ettt e et ettt e e s e e ettt baasaeeseeeeesasananeseeaees 46

Figura 21: Estudo conformacional do derivado 89 ZA utilizando os 3

hamIltONIANOS ......coviiiiiiiieiie et 46
Figura 22: Retroandlise da sintese das amidinas..........cccccueevveieriiieeniieeenieeesieeennennn 48
Figura 23: Anilidas sintetizadas .........cccccooieiiieniiiiiinieneeeeeeeeeee e 49
Figura 24: Rotas alternativas da sintese da amidina 83 .............c..cccceeeviieecieeennnn. 51

Figura 25: Esquemas das rotas sintéticas utilizadas na etapa de formagdo da

AMMNIAINA . eeeeieieeee ettt e e e e e e e e et eeeeeeeeete e aeaeeeeeetaananaaaeeeeeeeanan—ns 54

Figura 26: Grafico Hf x coordenada da 1eaco .........ccceevveeviiiieniieeniee e 55

Figura 27: Semelhancas da regido aromdtica em funcdo do tautomerismo

XI



PTOLOLTOPICO teinviieeniiieeiieeetieeeteeeeteeeeteeesareeessseeesseeensaeesnsaeesnseeenssaeensseeensseeensseesnsseens 60

Figura 28: Equilibrio tautomérico do derivado 85 .........ccccoooiieiiieiiiiiiieeeeeen 63
Figura 29: Parte do espectro de RMN de >C do derivado 858 ........cccooveuveueevreeene. 64
Figura 30: Espectros de RMN de °C da amidina 85.............ooeveeveereeeereeeerreenann 65
Figura 31: Parte do espectro de RMN de *C da amidina 89...........ccccoeveuveueeveenene. 67
Figura 32: Espectros de RMN de "°C da amidina 89 € 895..........c.coocovveevviveeverennnn, 69

Figura 33: Proposta de fragmentacdo para as amidinas sem apresentar 0s

fragmentos que dependem dos grupos metoxila € NItro ........ccceeeveeeveeersiveersiveennnneen. 71

Figura 34: Proposta de fragmentagcdo para as amidinas envolvendo os grupos

ITIEEOXILA . eeeeieeniee ettt e e e e e e et e e e e e e e e e ee e e e e e e e et e ——aaeeeeeeraaan——_ 72

Figura 35: Fragmentos especificos do derivado 89 ..........ccooovveviiieniiiiniieeiieeen, 73

Figura 36: H; (kcal/mol) x ® (H;¢-N;6-C:-C;) para composto 89, utilizando PM3 75

Figura 37: Conformagdes H-sin e H-anti das benzamidinas ............coceecevveveenenne. 76
Figura 38: Estrutura cristalografica do composto 84 ............ccccoeviiiiiiiinniienieen. 77
Figura 39: Valores de pKa das amidinas X 8 COU ........cceevevverierrerierieereerieeeieeeaennes 79
Figura 40: Atividade leishmanicida de amidinas em forma de sal .......................... 81

XII



INDICE DE TABELAS

Tabela 01: Comprimento e angulos de ligacdes aminicas € iminicas ...........c.ccveeeneee. 03
Tabela 02: Deslocamentos quimicos de carbono dos compostos 7€ 8 .........cccceeeneee. 05
Tabela 03: Tabela de valores de pKa para algumas benzamidinas ............ccccccuvenneee. 07

Tabela 04: Atividade antileishmania da  série  N,N’-difenil-p-X-

DENZAIMIAINA. c.ceeeeeteeeeeeeeeeeee e e e e e e e e e e et eeeeeeee et aeaanaeaeeeeeeeaeannaaaeseeeeeenannnas 24
Tabela 05: Rendimentos e pontos de fusdo das anilidas ...........cccceeevveeriieeenciieenveeennen. 29
Tabela 06: Rendimentos das amidinas .........eeeeeeeeeeiiiiiimmiieeeeeeeetiiiiieeeeeeeeereriae e eeees 33

Tabela 07: Valores dos pKa (s) determinados potenciometricamente e dados

utilizados para seus CAICUIOS ......occuiiiiiiiiiiiiiiiiiee e 41
Tabela 08: Rendimentos, pontos de fusdo e estiramentos Vc=o (cm'l) ....................... 49
Tabela 09: Pontos de fusdo das amidinas nas formas de sais € neutras ...................... 52
Tabela 10: Dados de Hy (kcal/mol) dos derivados salinos ............ccccevvveeeeeeeenicnnnnnenn.. 53
Tabela 11: Valores de absor¢ao (cm'l) de IV das anilidas .......cccccvveeieviiiiiiiiiieiieeeeen, 56
Tabela 12: Deslocamentos quimicos RMN de 'H para as anilidas ..............c..c.......... 57

Tabela 13: Deslocamentos quimicos de RMN de 'H para as anilidas calculadas a

partir da literatura (PRETSCH, 1980)......cc.eooiiiiiiiiiieiieeeee et 58

Tabela 14: Deslocamentos quimicos (8) de RMN de "°C das anilidas ....................... 58

Tabela 15: Deslocamentos quimicos de RMN de "°C para as anilidas calculadas a

partir do Kalinowski (1988) para a regido aromatica .........cccceeceeeveenieenieenienneeneeene. 59

XIII



Tabela 16: Valores de absorcdo de IV (cm™) das amidinas ...........ocoveeeeeeeeeeevrenennne. 59

Tabela 17: Deslocamentos quimicos de RMN de 'H para as amidinas ...................... 61
Tabela 18: Deslocamentos quimicos de RMN de °C das amidinas ......................... 62
Tabela 19: Assinalamentos dos hidrogénios do derivado 89 ..........c.cccccvvvvviiieiennnn. 68
Tabela 20: Principais fragmentos obtidos dos espectros de massas das amidinas ...... 70
Tabela 21: pKa (s) obtidos para as amidinas ...........ccceeeeueeerciieerciieeniieeeniee e e 78

Tabela 22: Valores das concentragdes inibitdrias dos derivados amidinicos contra

L. amazonensis (PrOMASTIZOTAS) ..ecuveeerureerrureeeiureeriteeeeitteesseeenseeesseeessseesssseesssseesssseennns 80

Tabela 23: Valores das concentracdes inibitdrias dos derivados amidinicos contra

L. braziliensis € L. chagasi (PromastiZOtas) .........ccueeeruveerriveeriiieeniieeenireesnreesnireesseeeeenne 81

XIV



Anexo 01

Anexo 02:

Anexo 03

Anexo 04:

Anexo 05

Anexo 06:

Anexo 07:

Anexo 08:

Anexo 09:

Anexo 10:

Anexo 11

Anexo 12:

Anexo 13:

Anexo 14:

Anexo 15:

INDICE DE ANEXOS

: Espectro de IV (KBr) do derivado 79........cccovvieeiiieeiiieeieeeieeeeee 93
Espectro de RMN 'H (DMSO-dg) do derivado 79.........oevvvvvevveerennnnnnnnee 94

: Espectro de RMN °C (DMSO-de) do derivado 79............ccccovveveevnnenn. 95
Espectro de IV (KBr) do derivado 80............ccccovviieiiiieiiiinniieeieeen. 96

: Espectro de RMN '"H (DMSO-dg) do derivado 80.............cccvvveeeennnnenen. 97
Espectro de RMN >C (DMSO-dg) do derivado 80..............ocoeveeveeenn... 98
Espectro IV (KBr) do derivado 81...........cooovieiiieeiiieieeeiee e 99
Espectro de RMN 'H (DMSO-dg) do derivado 81...........evvvvevvverennnnnnnnnee 100
Espectro de RMN *C (DMSO-dg) do derivado 81..........ccoeveveueeeeeeeane 101
Espectro IV (KBr) do derivado 82...........cooviieiiiiiiiiiiiieiieeieeeieee 102

: Espectro de RMN '"H (DMSO-dg) do derivado 82.........coooevvvvvvnvnnnnnnnnn.. 103
Espectro de RMN °C (DMSO-dg) do derivado 82...........cccovvervveveennne. 104
Espectro de IV (KBr) do derivado 83..........cccoveviiieniiieiiecieeeeeeeen, 105
Espectro de RMN de 'H (DMSO-dg) do derivado 83..........cooeeeeeveennnnne 106
Espectro de RMN de 'c (DMSO-dg) do derivado 83s........cccovvvvveeennnnn. 107

XV



Anexo 16:
Anexo 17:

Anexo 18:

Anexo 19:

Anexo 20:

Anexo 21:

Anexo 22:

Anexo 23:

Anexo 24:

Anexo 25:

Anexo 26:

Anexo 27:

Anexo 28:

Anexo 29:

Anexo 30:

Anexo 31:

Anexo 32:

EM do derivado 83S.......cocveiiiiiiiieiieeniceeeee e 108
IV (KBr ) do derivado 84...........ooooeiiiiiiiiiieeee et 109
RMN de 'H (DMSO —dg) do derivado 84............ccooovvvveeveereeeeeeernnn. 110
RMN de *C (DMSO-dg) do derivado 84s........cccccouvvveeeeeeeeeeiciiieeeeeeeen, 111
EM do derivado 84S.......cc.eoiiiiiiiiiiiiieeeee e 112
Espectro de IV (KBr) do derivado 85.........ccccoeiiiiiiiiiiiiiiiieeeieeen 113
Espectro de RMN de 'H (DMSO-dg) do derivado 85.........oooevvevviviinnnne 114
Espectro de RMN C (DMSO-dg) do derivado 85............cccoovrvvenenn 115
Espectro de RMN *C (DMSO-dg) do derivado 85..........cooveuveeeveeeeenne, 116
EM do derivado 85S.......couiiiiriiiiiiieeeceeeee e 117
Espectro de IV (KBr) do derivado 86............c.cccccvveeviieeniieeiieeiieeee, 118
Espectro de RMN 'H (DMSO-dg) derivado 86..............covveveeveveeeeeennnnnns 119
Espectro de RMN °C (DMSO-dg) do derivado 86s.............ccveveueenne. 120
EM do derivado 80..............cooiiiiiiiiiiiiiieeeceeeeeeee e 121
Espectro de IV (KBr) do derivado 87.........cccovveviiieniieeiiecieeeieeeen 122
Espectro de RMN 'H (DMSO-dg) do derivado 87.........oevvvveevvevrvnnnnnnnnee 123
Espectro de RMN °C (DMSO-dg) do derivado 87S........ccoveuveveeuerenane. 124

XVI



Anexo 33: MS do derivado 87S........cocoevuiiiiriiiiiiiniiceniesteeeese et 125
Anexo 34: Espectro de IV (KBr) do derivado 88...........cccoeiiiiiiiniiniiieieeee 126
Anexo 35: Espectro de RMN 'H (DMSO-dg) do derivado 88............ccoovvvvvnnnnnnnnn.. 127
Anexo 36: Espectro de RMN 3 C 0 derivado 88S.........c.eveveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeesees 128
Anexo 37: EM do derivado 895...........coiiiiiiiiiiiiiieeeeeeee e 129
Anexo 38: Espectro de IV (KBr) do derivado 89...........ccccoeiiiiiiiiiiniiiieeieeee 130
Anexo 39: Espectro de RMN 'H (DMSO-dg) do derivado 89............ccoovvvemvnnnnnnnnn.. 131
Anexo 40: Espectro de RMN "°C (DMSO-dg) do derivado 89s...........c.coovveeuen... 132
Anexo 41: Espectro de RMN B (DMSO-dg) do derivado 89...........ccoovvvvvernnnnnnenn. 133
Anexo 42: Espectro de NOEDIF (DMSO-dg) do derivado 89..........cccceeiieiiienennne. 134
Anexo 43: Espectro de RMN "Hx 'H (DMSO-dg) do derivado 89..............cceeunnene. 135
Anexo 44: EM do derivado 89S...........coeeiiiiiiiiiiniiiecicnecreeeeeeee e 136

XVII



RESUMO

Este trabalho relata a sintese de 14 derivados da classe das amidinas do tipo
N,N’-diarilbenzamidinas nas formas de sais e neutras, através de duas diferentes rotas
de obtengdo. As duas rotas de sintese envolveram basicamente os mesmos reagentes
sendo que uma delas foi realizada através de reacdes em meio sélido e a outra a refluxo.

A caracterizacdo das amidinas foi realizada por técnicas espectrométricas como
IV, Massas, RMN de 'H e Bc. A utilizacdo da técnica de NOEDIFF, além das outras
técnicas espectroscopicas, juntamente com o auxilio de cdlculos de modelagem
molecular, permitiu identificar a presenca da forma isomérica E e o tautobmero aminico
em relacdo ao grupo substituinte metoxila para o derivado N-(p-metoxi-fenil)-N’-
fenilbenzamidina e, a mistura E e Z com a forma iminica em relacdo ao grupo nitro para
o derivado N-(p-nitro-fenil)-N’-fenilbenzamidina. Foi realizada a determinac¢do dos
valores de pKa(s) utilizando o método potenciométrico para as amidinas sintetizadas, os
valores obtidos, correlacionaram-se linearmente com os deslocamentos quimicos dos
carbonos amidinicos, indicando a transmissdo dos efeitos eletronicos sobre a basicidade.

As novas amidinas obtidas foram submetidas a ensaios contra parasitas do
género Leishmania, especificamente, L. amazonensis, brasiliensis e chagasi, indicando
atividades bastante promissoras quando nas formas salinas. Os derivados dimetoxilados

e o nitro-substituido apresentaram as melhores atividades anti-leishmania.
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ABSTRACT

The synthesis of fourteen amidine derivatives of N,N’-diarylbenzamidine class
in the neutral and saline forms were realized by two methodologies. Basically, in both
synthetical methods the same starting reagents were utilized, but involving a solid
reaction and reflux conditions, respectively.

The structural characterization was realized by spectroscopic techniques such as
IR, MS, NMR 'H and "C. The NOEDIF experiment, further the traditional
spectrometric methods and molecular modeling calculations, allowed elucidate the E
stereoisomer in aminic tautomeric form related to methoxy moiety in N-(p-
methoxyphenyl)-N’-phenylbenzamidine and, E and Z mixture with iminic tautomeric
form related to nitro group in N-(p-nitrophenyl)-N’-phenylbenzamidine derivative. The
benzamidine pKa(s) values were determined by potentiometric method, and a linear
correlation with amidinic carbon chemical shifts was verified indicating an electronic
effect transmission over the basicity.

The new amidine derivatives were assayed against Leishmania genera parasites,
such as L. amazonensis, braziliensis and chagasi, showing a promising activity in the
saline forms. The di-methoxy and nitro-derivatives presented the best anti-leishmanial

activities.
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1. INTRODUCAO

O grupamento amidinico, com diferentes modelos de substitui¢do, ¢é
freqlientemente uma parte importante de substancias com atividade bioldgica
(KOMBER et al, 2002).

As amidinas sio amplamente empregadas como intermedidrios em sintese na
obtencdo de compostos aciclicos, mas em décadas recentes na sintese de compostos
heterociclicos como: aziridinas, pirréis (01), tiadiazéis (02), oxazdis (03), pirimidinas
(04), entre outros (ECHEVARRIA et al, 1996).

Na quimica de coordenagdo, tem crescido o nimero de trabalhos utilizando
amidinas como ligantes, fornecendo diversas estruturas de complexos com metais
(BARKER & KILNER, 1994), do mesmo modo acontecendo para os polimeros, sendo
que recentemente novas aplicagdes foram encontradas para estruturas poliméricas bem
definidas contendo um grande nimero de grupamentos amidinicos (KOMBER et al,
2002).

As amidinas possuem um amplo espectro de atividades bioldgicas (KUSTURIN
et al, 2002). O grupo funcional amidinico € encontrado em muitas moléculas que podem
atuar como: antitrombdticos, agentes anestésicos, antibidticos, anti-helminticos e
diuréticos, (XU et al, 2002). Além disso, derivados amidinicos estdo sendo utilizados no
tratamento de pacientes com AIDS (MENEZES et al, 2000) e no tratamento da
leishmaniose, doenca endémica no Brasil, causando mais de 30.000 casos por ano
(GEREZ et al, 2002), sendo que o fracasso quimioterdpico estd se tornando um

problema sério para esta moléstia (GENESTRA et al, 2003).
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1.1 Compostos amidinicos, caracteristicas e estrutura

1.1.1 Estrutura

As amidinas sdo interessantes isostéricos de dcidos carboxilicos e ésteres,
combinando uma liga¢cdo dupla C=N, como as azometinas, e uma ligacao simples C-N,
como as amidas, tendo um carater parcial de ligacao dupla (SHRINER et al, 1944). Este
carater se deve ao efeito de ressonancia envolvendo os grupamentos C-N e C=N, como

indicado na figura O1.

R R
h)\') R )\ R
NN e Y
Ry R, Ry R,

Figura 01: Estruturas de ressonancia do grupamento amidinico.

Estudos de cristalografia de raios-X demonstraram que o grupamento amidinico
tem uma certa planaridade e um efeito de conjugacdo eletronica n-[Jacentuado, figura
01 (COTTON et al, 1997). As estruturas de raios-X para as amidinas 5-8 (figura 02 e
03) permitiram observar um encurtamento da ligagdo aminica em relacdo a amida (C-N,
1,47 A) e alongamento da ligacdo iminica em relagdo a uma imina (C=N, 1,27 A).
Porém, esses feitos variam em fun¢do da substituicdo dos d&tomos de nitrogénio, efeitos
> tornam

estéricos, forcas cristalinas, como exemy

menos pronunciados como mostrado na ta

Figura 02: Estrutura cristalografica do composto 5.
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Figura 03: Estruturas dos compostos de compostos amidinicos 6, 7 e 8.

Os parametros geométricos obtidos a partir de modelagem molecular, utilizando
calculos ab initio, para algumas substancias contendo o grupamento amidinico (9 e 10)
tém fornecido boa concordancia com os valores de comprimento e angulos de ligacao

obtidos experimentalmente, como podemos ver na tabela 01 (REMKO et al, 2003).
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Tabela 01: Comprimento e angulos de ligacdes aminicas e iminicas

Compostos Comprimento de ligagao (A) Angulo de ligagio (A)
aminica (C-N;) iminica (C=N) N-C=N
5 1,368 1,283 127,3
6 1,344 1,298 -
7 1,359 1,299 1284
8 1,387 1,271 -
9 1,379 1,289 106,4
10 1,368 1,278 116,4




1.1.2 Classificacao das amidinas

Em func¢ao da distribuicdo e do nimero de substituintes nos dtomos de nitrogénio

do grupamento amidinico, as amidinas podem ser classificadas em cinco tipos, de

acordo com a figura 04 (SHRINER et al, 1944).

1) Ndo Substituidas:

2) N - Monossubstituida: ITI NH, — HlTI NH
R1 R1
R R
3) N, N’- Dissubstituida: 171/ NR,H —= HN~ SNR,
Rl Rl
4) N, N- Dissubstituida: R
RZITI ~NH
R,
R
5) N, N, N’- Trissubstituida: N)\ N° R3
| |
R R

Figura 04: Classificacao das amidinas em fun¢ao da substituicao dos nitrogénios.



1.1.3 Propriedades espectroscopicas
1.1.3.1 Espectroscopia de infravermelho

As bandas de absor¢do de IV do grupo amidinico sdo provenientes da
deformacdo axial da ligagdo de C=N, por volta de 1689-1471 cm™” e C-N em torno de
1400 cm’ (SILVERSTEIN, 1994). Porém, estes valores podem variar em func¢io dos
substituintes tanto no carbono amidinico ou nos dois nitrogénios que podem apresentar

efeito indutivo reduzindo a ordem de ligagdo C=N.
1.1.3.2 Espectroscopia de ressonincia magnética nuclear de 'H e B¢

Os valores de deslocamentos quimicos dos carbonos amidinicos sdo afetados
pela conjugacio ou efeito indutivo dos substituintes no carbono ou nos dois nitrogénios.
Os exemplos abaixo mostram claramente que substituintes doadores de elétrons blindam
o carbono amidinico, conseqiientemente tendo deslocamentos mais baixos (campo alto)
e retiradores de elétrons desblindam, apresentando deslocamentos mais altos (campo
baixo) (SILVERSTEIN, 1994). Além disso, podemos notar que os efeitos sdo mais
efetivos quando os substituintes estdo no nitrogénio iminico do que no carbono
amidinico comparando-se os deslocamentos quimicos de cada série na tabela 02

(SANTOS, 1993).

H N *
3%*// H\N A N/©
N
/
CH;
12
1

1

Tabela 02: Deslocamentos quimicos do carbono amidinico de 11 e 12.

substituinte O ¢+ do composto 12 d ¢+ do composto 11
X=H 154,74 155,2
X =CH; 154,44 158,8
X = OCH3; 154,20 157,9
X =Br 155,21 160,2




Os valores dos deslocamentos quimicos de hidrogénio podem ser afetados pelos
fatores acima citados, tipos de solvente ou pela formacdo de complexos, que possam vir
a fazer ligacdes de hidrog€nio entre a amidina ou cation amidinico e os aniOns
correspondentes. O exemplo abaixo mostra um sinal de NH em & 12,9 caracteristico de
uma forte ligacdo de hidrogénio entre o cdtion amidinico e o dcido benzéico (KRAFT et

al, 2002).
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1.1.4 Ionizacao
1.1.4.1 Importancia da ionizacao

A maioria dos farmacos apresenta caracteristicas dcidas ou bdsicas. A constante
de ionizacdo de um farmaco € capaz de expressar, dependendo de sua natureza quimica
e do pH do meio, a contribui¢do percentual relativa das espécies ionizadas (A" ou BH")
e ndo ionizadas correspondentes (HA ou B). Essa propriedade ¢ de fundamental
importancia na fase farmacocinética, uma vez que o grau de ioniza¢do € inversamente
proporcional a lipofilicidade (BARREIRO & FRAGA, 2001). A figura 05 ilustra o
comportamento de substincias ionizdveis frente a membrana lipidica.

(farmaco acido) (farmaco basico)

HA — H* + BHY —/—= HT" + B

(meio extracelular)

:+IIIII

(meio intracelular)
—— BH"'

Ht + A~ =—— HA HY + B =——

Figura 05: A ionizacdo de farmacos apds a biofase.



1.1.4.2 Basicidade das amidinas

As amidinas sdo bases fortes, influenciadas pela substituicio dos atomos de
carbono ou dos nitrogénios (OSZCZAPOWICZ & RACZYNSKA, 1984). Os efeitos
dos substituintes na basicidade dessas substincias, foi bastante estudado por Lorz e
colaboradores utilizando amidinas do tipo N,N-dissubstituidas, 15 (LORZ &
BALTZLY, 1949). Os autores surpreenderam-se ao substituir o grupo n-C4Hy pelo
grupamento fenila, pois esperavam uma queda acentuada de pKa, mas sua determinagao
mostrou uma diminui¢do de menos de 1 unidade de pKa. Hoje sabe-se que a queda dos
valores de pKa poderia ser mais brusca se o anel fenilico substituido estivesse no dtomo
do nitrogénio iminico. No entanto, os valores obtidos de pKa para os outros
substituintes no anel benzamidinico foi de acordo com que Lorz em 1949 esperava
(OSZCZAPOWICZ & RANCRNSKA, 1984). A tabela 03 ilustra os valores para os
pKa (s) obtidos por Lorz e colaboradores para algumas benzamidinas substituidas.

X

RR;N” >NH
15
Tabela 03: Tabela de valores de pKa para algumas benzamidinas (LORZ & BAHZLR,

1949).

X R R, pKa
- n-C4Hy n-C4Hy 11,27
- CeHg n-C4Hy 10,40
4-MeO n-C4Hy n-C4Hy 11,50
4-OH n-C4Hy n-C4Hy 12,50
3-Cl n-C4Ho n-C4Hy 10,68

Os valores obtidos de pKa para as amidinas ao longo do tempo tém fornecido
varias informagdes importantes como os parametros termodindmicos, e o percentual de
tautomeros (RACZYNSKA & OSZCZAPOWICZ, 1985). Estudos detalhados
permitiram verificar que os tautdbmeros iminicos sio favorecidos por grupos retiradores

de elétrons.



Raczynska, determinou os pKa(s) para uma série de N-metil-N,N’-
diarilacetamidinas (16) com diferentes substituintes nos anéis fenilicos. A partir desses
resultados foi possivel verificar a existéncia de boas correlagdes com as constantes dos
substituintes ([J°). Verificou-se assim, a influéncia dos substituintes em cada atomo de

nitrogénio (RACZYNSKA, 1985).
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1.1.5 Tautomerismo

O tautomerismo das amidinas ciclicas tem sido extensivamente estudado, desde
décadas passadas (JACKMAN & JEN, 1975). As formas estruturais das cicloguanidinas
eram expressas na maior parte dos trabalhos em sua forma aminica (17). Um exemplo
tipico € o agente anti-hipertensivo clonidina (17). Através da sintese dos andlogos da
clonidina, 17 e 18, observou-se que o sistema Ar-N=C-N- do composto 20 blindava
mais os atomos de carbono da posi¢do ipso e para, do que o sistema Ar-N-C=N- do
composto 19, realizando-se entdo, por analogia, a atribuicdo dos deslocamentos

quimicos de RMN Be para os outros andlogos (figura 06).

NQ Cl HN? Cl 61228
N —. N J
H -
Cl
Ql . 18

51283
Da wle D,
| |
/N N N
H;C 8 1225
’\ \_ 81222
Cl
Cl Cl
19 128,5 ppm u
20
d 136,1 5 1283 8 129,7

Figura 06: Exemplos de cicloguanidinas com a atribui¢ao dos deslocamentos quimicos

de RMN "C.



N3ao s6 as cicloguanidinas, como também as diidropirimidinas (22) consideradas
azo-andlogos de diidropiridinas, tem sido extensivamente estudadas, podendo ser
representadas por trés formas tautoméricas, como indicado na figura 07 (KASHIMA et

al, 1985).

1,6 diidro 1,4 diidro 4,5 diidro
22

Figura 07: Exemplo de tautomerismo das diidropirimidinas

Weis em 1985 relatou que a espectroscopia de IV foi uma boa ferramenta para
distinguir tautomeros do tipo di-hidropirimidinas. Observou que o grupo N=C-N-C=C
da 1,4 di-hidro absorveu préximo de 1690 cm™, enquanto que o grupamento N-C=N-
C=C da 1,6 dihidro absorveu préximo de 1650 cm™. Além disso, sugeriu que
tautomerismo mostrado na figura 07 € afetado pela concentracio de H,O no solvente,
microconcentragdo de dcidos em solucdo, impurezas paramagnéticas e teria também a

dependéncia direta da concentra¢do da amostra (WEIS, 1985).



A partir da década de 90 em diante, pelo menos para sistemas mais complexos, a
espectrometria de IV (KOMBER et al, 1997) tornou-se menos utilizada para dar lugar a
espectrometria de RMN IH, Bce 13N, seja em solucdo ou estado sélido, como foi no
caso das poliamidinas do tipo 23, ciclo-tris-piridilformanidina (24) (KOMBER et al,
2002) e perimidinas (25) (YAVARI et al, 2002).

A modelagem molecular também vem recentemente conquistando seu espago,
pois através da utilizacdo de métodos semi-emipiricos vem sendo realizada a previsao
das constantes tautoméricas em sistemas do tipo imidazdlico 26 (RACZINSKA, 1997).

A figura 08 ilustra com exemplos o tautomerismos para alguns derivados amidinicos.

CH;
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25

Figura 08: Exemplos de moléculas, derivados amidinicos, que apresentam

tautomerismo.
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1.1.6 Isomerismo geométrico

O processo de isomerizacdo para as olefinas sem a presenca de catalisadores
requer uma alta energia, pois esta é necessdria para romper o empareamento dos orbitais
p na ligacdo m, necessitando de temperaturas que iniciam em 200°C podendo chegar até
mais de 470°C (CURTIN et al, 1966). Mas, 0 mesmo ndo ocorre para as iminas (27),
oximas de éteres (28), haloiminas (29), e amidinas (30) JACKMAN & JEAN, 1975),
pois o mecanismo de inversao isomérica, podendo ser chamado de “mecanismo de
rotacdo intensa”, envolve a rotagdo da metade da molécula com a respectiva outra
metade, num eixo através da dupla ligacdo e do 4tomo de nitrogénio necessitando de
pouca energia (CURTIN et al, 1966).

A figura 09 mostra exemplos de amidinas que apresentam isomerismo

geométrico.

CH3 \Cl
27 28
1

O O CH3
0\
N\ -~ =N 3 N N\
CH3 QN ~ N CH3
Z
E 29 O B30 Q z

Figura 09: Exemplos de isomerismo geométrico para amidinas.
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Assim como na andlise de tautdmeros, a espectrometria de RMN de lH, Bce
>N vem sendo usada como Gtima ferramenta para elucidacdo de isdmeros geométricos
(KRAFT et al, 2002), e em particular as técnicas para detectar NOE. Como exemplo, a
série de glicoamidinas do tipo 31 foi estudada e observou-se que a irradiacdo efetuada
no grupo metila ligado ao carbono amidinico gerou NOE no hidrogénio H-1 e vice

versa, indicando o isdbmero E como predominante (AVALOS et al, 1996).

AcOH,C AcOH,C
CH;
A / AcO
Z(Z NN Ac N ~CH;
a0 1Y Ceny == AcO 1 Y
H  (q, H  No
31 CH3/ CHj;
8$-11 %

Recentemente, estudos tedéricos de modelagem molecular, sejam ab initio ou
semi-empiricos, vem auxiliando na determinacdo de isdomeros (REMEKO et al, 2003).
Avalos e colaboradores utilizaram o cdlculo semi-empirico com operador hamiltoniano
MNDO para verificar as diferencas de energia entre os isdmeros da amidina 31, onde

observou diferencgas significativas de acordo com o grafico da figura 10 (AVALQOS et

al, 1996).

e AcOH,C
g CH;,
£ AcO N 1\§
®° AcO X N
g . Ao | T ong
o= 3
3 o®
E
0.
AcOH,C ()
o
AcO
O Ny CH;
AcO Y
H "N
o T cns CHs
30 60 90 120 150 180 210 240 270 300 330 360 3
L AW VA

Figura 10: Grafico da correlacdo entre AHy e as conformagdes da glicoamidina.
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1.2 Métodos de sintese das amidinas

Devido a estes fatores mencionados, o nimero de métodos de sintese de
amidinas tem aumentando consideravelmente (YET, 2000), onde podemos citar a
sintese combinatéria, a qual permite convenientemente a obtenc¢do de diversas
moléculas (KEUNG et al, 2004). Mesmo ainda hoje, se tem pouca informagdo
relacionada diretamente com grupos protetores amidinicos. Destacam-se principalmente
os grupos protetores p-metoxibenzilcarbonil (32) (BAILER er al, 1999) e o agente de
guanidinagdo (33) (KUSTRVIN et al, 2002).

O

IS "
CH;0 COBHN NBOC
32 33
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1.2.1 Sintese de amidinas a partir de nitrilas

1.2.1.1 Reacao de Pinner

7z

A reacdo classica de Pinner, descoberta por Klein Pinner em 1800, ¢é
provavelmente o método mais comum de transformacao de nitrilas a amidinas (YET,
2000). Nitrilas (34) sdo levadas a intermedidrios de sais de ésteres imidicos (35) sob
condi¢des anidras, que reagem com aminas in situ, ou depois de isolados, levando a

amidina (36) correspondente, figura 11.

T NH
rcn  FtOH J\TZCI RIBNH

HCI R OFt R NR:R;
34 35 36

Figura 11: Reacdo de Pinner.
1.2.1.2 Obtencao amidinas N-monossubstituidas a partir de nitrilas

Amidinas N-monossubstituidas podem ser preparadas em bons rendimentos pelo
aquecimento equimolar de nitrilas e aminas primdrias com um equivalente de sédio ou
sodamida (COOPER & PARTRIDGE, 1953). Porém, este método é limitado nao
podendo ser utilizado para a preparacao de N,N-diaril e N-aril-N-aquil amidinas, pois a
presenca de dois substituintes no mesmo atomo de N ndo gera estrutura de estabilizacao

do tipo 37 (figura 12).

R
2Na )\
R-CN “NH, —» NaHN” SN

Figura 12: Reacdo para obten¢@o de amidinas N-monossubstituidas.
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1.2.1.3 Reacao de aminas com nitrilas em presenca de AICl;

Nesta metodologia os melhores rendimentos para a preparacdo de amidinas
foram obtidos usando 50% de excesso de anilina (39) e cloreto de aluminio em relagdo a
concentracdo de o-aminobenzonitrila (38). Os rendimentos dependeram da substitui¢do
do anel benzénico das aminas de partida. Substituintes fortemente retiradores de
elétrons baixaram o rendimento ou evitaram a formacdo de amidinas (40), devido a

baixa nucleofilicidade de grupo amino (SZCZEPANKICWIEZ et al 2000).

R
N
NH, + HzN@ _AlG, / @R
180° - 200°C
NH,
CN NH,

38 39 40

1.2.1.4 Reacao de Garipati

Garipati registrou que alquil e arilnitrilas eram eficientemente convertidas a
amidinas em uma unica etapa de reacdo com amideto de metil-cloro-aluminio, como
mostra a figura 13. O reagente de aluminio originalmente desenvolvido por Weneib
(MOSS et al, 1995) foi convencionalmente preparado a partir da adicdo de NH4Cl ao
triametilaluminio obtido comercialmente. O complexo formado, posteriormente, foi
hidrolisado na presenca de gel de silica, mostrando rendimento razodvel por volta de

70%, figura 13.

_AI(C)Me
MeAl(CI)NH N NH
R-CN  MeACDNH, | H0 |
tolueno - 80°C R” ONRyR, R NR;R;

Figura 13: Reacdo de Garipati.
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1.2.1.5 Obtencao de amidinas a partir de nitrilas e cisteina

Shafin empregou a N-acetilcisteina (42) para transformar nitrilas (41) a
intermedidrios tioamidas (43), que reagem com amonia dando sais de amonia (44), em

bons rendimentos (YET, 2000).

0
| m 8
R-CN + HS OH Metanol )\
———> | R S OH | NH;
HN
Y HNY 66-94 %
0 |
41 2 0

43

1.2.1.6. Condensacao de nitrilas a amidinas utilizando SmlI,

Recentemente tem sido explorada a utilizacdo de Sml, como catalisador para a
formacao de ligacao C-N (Xu et al, 2002). Investigacdes mostraram resultados de bons
a moderados na condensacio de aminas com nitrilas para preparacao de amidinas N,N’-
disubstituidos. Porém, o excesso de nitrila poderad formar triazinas em presenca de Sml,

levando a uma queda do rendimento.

i
R-CN + 2R,NH, 2> mol % Sml )\

> R CNHR,
R = alquil
R; - alquil, aril
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1.2.2 Sintese de amidinas a partir de acidos boricos, carboxilicos, diaminas e
amidas

1.2.2 Sintese a partir de acidos béricos

Um novo método tem sido empregado na sintese de amidinas utilizando acidos
boricos (45) e um reagente de guanilacio (46), permitindo gerar diversas benzamidinas
protegidas (47) em presenca de diversas funcdes do tipo: aldeido, cetona e éster. Os
rendimentos obtidos com a utilizacdo dessa metodologia estdo na faixa de 40-91%,
podendo ser facilmente desprotegidas em presenca de TFA e CH,Cl, ou dioxano

(KUSTURIN et al, 2002).

R
R
R
ij3 45
COBN~ ~NBOC CHLCl/ TFA
k ) B(OH), ,Chy
SiCH, OCBN~ ~NBOC ——
O/\/ 3 .—> . . H2N N NH
Cul tiofeno 2 carboxilato o /\/51CH3

46 60°-70°C . 43

1.2.3 Amidinas a partir de acidos carboxilicos

Kalkimoto mostrou a sintese a direta de amidinas a partir de dcidos carboxilicos
(49) e aminas via o intermediario 50, usando o éster trimetilsilano polifostérico (PPSE),
gerado in situ, a partir de pentéxido de fésforo e hexametildisiloxano, como agente de

condesacdo (Yet, 2000).

2 R;NH, NR,
R—COH > - 5
PPSE, CH,Cl,, 40° C R™  'NHR, 65-88% R NHR,
49 R = alquil, aril 50 51
Rl = aril
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1.2.4 Obtencao de amidinas a partir de diaminas

Amidinas ciclicas opticamente ativas sao compostos basicos que podem servir
como auxiliares em andlise de misturas enantioméricas por RMN. Wyberg sintetizou
amidinas ciclicas a partir de diaminas com trimetilortoformito e dcido férmico (Yet,

2000).

X
CH(OCH3;);, HCO,H, 100°C
HiC 5—NH, - . HQ —NH
X=H, ¢ /
H;C NH, Hs N

1.2.5 Sintese de amidinas a partir de amidas

A obten¢do de amidinas a partir de amidas (52) é conhecida desde longa data,
(MENDEEL & HILL, 1954), sendo considerada uma boa metodologia de sintese para
amidinas di-N,N’ e tri-N,N’substituidas. Assim, ainda hoje esse método € utilizado,
principalmente através do uso do intermedidrio, cloreto de imidoila 83 (FATHALLA et
al, 2001; FALLALHA & PAZDINA, 2002 & ECHEVARRIA, et al, 1996). O método
consiste em gerar um intermedidrio, cloreto de imidoila a partir da amida

correspondente, que posteriormente reage in situ com aminas.

i OH a NHR;
pas | L RNH,
R™ NHR, — pSNR e RTUNR] —— S,

52 53 54
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1.3 Atividade biologica da amidinas

Muitos derivados amidinicos possuem atividades bioldgicas, sendo sugerido que
em parte essas atividades sdo devido a semelhanca da funcdo amidinica com sistemas
bioldgicas importantes como pirimidinas e purinas (55 - 358), entre outros
(ECHEVARRIA et al, 1996). Em seguida, serdo apresentados alguns derivados
amidinicos com atividade biolégica em doencas do tipo AIDS, trombose e agindo como
agentes anestésicos, sendo tratado com mais detalhes a leishmaniose, um dos pontos de

estudo desta tese.

,“.H
B OmemHO H N
a T
N—HuuNZ SN N H=N
N« LY Q )\@
N o
56 57 SSMJVW

1.3.1 Compostos amidinicos com atividade antitrombética

7z

Na terapia antitrombdtica, onde o principal alvo € a trombina, uma enzima
crucial na cascata de coagulacdo do sangue (LEE et al, 2002), diversas amidinas tém
sido avaliadas, como por exemplo, as moléculas 59 (SONG et al, 2003), 60 (LEE et al,
2002), 61 (Quan er al , 2003) e 62 ( JIM et al, 2002), mostrando 6timos resultados.
Porém, andlises posteriores mostraram que devido a alta basicidade das amidinas, estas

apresentam uma baixa biodisponibilidade.

HN._ _NH,

o

SO,NH N
N SNH LNH, = /4\
§)
59 O SON
60 H

CH;3

H;C

o0 o

0
/
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1.3.2 Amidinas com atividades frente a Transcriptase reversa e Pneumocystis

carinii

AIDS € uma doencga fatal, sendo que os tratamentos utilizados ainda ndo
alcancaram nenhum sucesso terapéutico completo. Pacientes que sofrem desta doenca
sdo também suscetiveis a pneumonia provocada por Pneumocystis carinii (PCP), a qual
conduz a razdo de 100% de mortes (MENEZES et al, 2000).

A pentamidina (63) € uma bisamidina altamente flexivel e vem sendo bastante
usada em pacientes com AIDS (MONTANARLI, et al, 1998) que apresentam PCP, e que
embora prolongue a vida dos pacientes, exibem vdrios efeitos colaterais. Um outro
exemplo de amidinas que apresentam atividade de inibi¢do in vitro frente a enzima
transciptase reversa foram os derivados da série N, N"-difenil-p-X-benzamidina, onde o
derivado cloro-substituido 64 mostrou a maior a atividade (ECHEVARRIA er al,
1996).

a
H,N NH
>—<: >—0/\/\/\0 < > 4 /@
/ H_
HN NH, N~ >N
63

1.3.3 Compostos amidinicos com atividade anestésica

Sabe-se desde décadas passadas (SINTOV, et al, 1949) que as formamidinas

(65), juntamente com a benzamidina 66, que é 7,4 vezes mais potente que a cocaina

(67), exibem atividade anestésica local (LORZ & BALTAZI, 1949).

L,
e
N CH
N P 1203
N @COOCH3
a
(0] (0]
6 o1 7

65 6
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1.3.4 Leishmaniose

Leishmaniose é uma infec¢do parasitdria, transmitida ao homem pela fémea
infectada de um inseto pertencente ao género fleb6tomo (CANTO-CAVALHEIRO et
al, 1997). Este parasita pode existir em duas formas: promastigotas encontrado em
vetores, ou amastigotas encontrada em mamiferos (CROFT & COOMBS, 2003).

A leishmaniose pode se manifestar de trés formas: cutdnea, mucocutanea e
visceral (CANTO-CAVALHEIRO et al, 1997). Em 2002 registrou-se 59.000 casos de
mortes causadas por leishmaniose e em 2003 estimou-se que 350.000 pessoas estavam
correndo risco de contaminacdo (CROFT & COOMBS, 2003).

A leishmania americana cutanea € endémica no Brasil (GEREZ et al, 2002) com
uma estimativa de 30.000 casos por ano. Existem pelo menos seis espécies do género
Leishmania dermatrépica no Brasil que afetam os homens, sendo que todas estdo
presentes na regido amazonica: Leishmania (Leishmania) amazonensis, Leishmania (V.)
brazilensis, Leishmania (V.) guyanesis, Leishmania (V.) lainsoni, Leishmania (V.) shawi
e Leishmania (V.) naifti. Entre elas a L. (L.) amazonensis tem uma importancia
particular, por ser uma das espécies mais freqlientemente encontrada nos homens
(GEREZ et al, 2002).

Por muito tempo a leishmaniose era associada a doenca ocupacional de
trabalhadores florestais, (PETERSON & SHAW, 2003), mas hoje ja se sabe que pode
ser transmitida em ambientes domésticos como acontece em muitos lugares da América
latina, onde as condi¢des de vida s@o precdrias. No vale do rio Jequitinhonha em Minas
Gerais, uma das dreas mais pobres do Brasil, hd freqiientes surtos de leishmaniose
(GONTUO et al, 2002). Mas, a leishmaniose consegue ultrapassar as fronteiras do pais,
e tem aumentado o nimero de pessoas infectadas que ndo habitam em area de risco,
como por exemplo, aquelas que vem para América latina fazer turismo e acabam sendo

infectadas (ZLOTOGORLSKI et al, 1998).
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1.3.4.1 Tratamento quimioterapico

A quimioterapia atualmente disponivel para o tratamento da leishmaniose esta

longe de ser satisfatéria (CROFT & COOMBS, 2003). Os farmacos de primeira linha de

tratamento sdo compostos antimoniais do tipo antimoniato de meglumina (Glucantima,

68), que sdo rapidamente excretadas pelo figado com praticamente nenhuma

acumulacdo no sangue, porém causam diarréias, nduseas, convulsdes e também

cardiotoxicidade (PITZER, et al, 1998). Os farmacos de segunda escolha sdo a

anfotericina B (69) e a pentamidina (63) que também apresentam sérios efeitos

colaterais, em particular a pentamidina, que € altamente toxica.

H,N NH OH
/> < > O/\/\/\ 0 < > </
HN NH, HCH3N )

OH OH Sb+

CHs

1.3.4.2 Substancias leishmanicidas em fase pré-clinica e em desenvolvimento

OH

Devido a ineficicia e/ou efeitos adversos dos farmacos utilizados na

quimioterapia de leishmaniose, novas substincias tem sido testadas. E o caso de 70, 71

e 72 que possuem atividade leishmanicida e se encontram em fase pré-clinica (CROFT

& COOMBS, 2003).

NH;
0.
NH,
N
N7 | \> NH, o % NH,
X N I + HO OH
\ < H3C(CHy)14—CHy—P—0—CHy—CHy— N(CHy);
o) —t
70 o o “oH
—n,
72 HNT s 7
HO"" ""NH,
HO
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A planta boliviana Peru benesis € usada na medicina popular no tratamento da
leishmaniose. Estudos demonstraram que o extrato cloroférmico dessa planta continha
as naftoquinonas 73, 74 e 75, que mostraram 6timos resultados quanto a atividade

leishmanicida, com especial destaque para o composto 73 (FOURNET et al, 1992).

OH O

A triflurina (76) um herbicida comercial usado nos Estados Unidos desde 1960,
juntamente com seu precursor cloralina (77) mostraram-se ativos contra Leishmania
amazonensis. O derivado 78, obtido a partir de cloralina também apresentou alta

atividade leishmanicida in vitro, porém nula in vivo (PITZER, et al, 1998).

\/\N/\/ a

(>
O:N NO, ON NO: o NO
2

CF3 CF;

CF3
77
76 78
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Nosso grupo de pesquisa em estudos anteriores (GOMES-CARDOSO et al,
1999; CANTO-CAVALHEIRO et al, 1997) relatou que alguns derivados do tipo N,N’-
difenil-p-X-benzamidinicos (08) apresentaram atividade contra Leshmania amazonensis
e Trypanossoma evansi nas formas evolutivas amastigota e promastigota, como mostra
o grafico na figura 14 (CANTO-CAVALHEIRO, 2000). A partir desses resultados
observou-se que o derivado p-metoxi-substituido apresentava uma atividade

antileishmania significativa e promissora nos ensaios realizados in vitro e in vivo

(TEMPORAL et al, 2002). X
N~ >N

12

Tabela 04: Atividade leishmanicida da série N,N -difenil-p-X-benzamidina.

Derivados Promastigotas Clso (LM) Amastigotas Clsy (LM)

Pentamidina’ 0,46 + 0,08 118 7,31
X=H 628 + 10 1183 +£19

X = OCHj; 14+14 280 +24

X =Br 22+ 14 341 £39

X =NO, 28+3 417+9
X=CN 263 £ 18 > 1700
X=Cl 41 £26 888 +9
X =CHj; 285 +£23 1277 £ 18

" Controle

Tendo em vista a relevancia dos resultados obtidos para o derivado N,N’-difenil-
p-metoxi-benzamidina, neste trabalho decidiu-se adicionar o grupo metoxila em outros

anéis aromaticos com intuito de elevar a atividade anti-leishmania.
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2. OBJETIVOS

Diante da importancia da busca de substancias com atividade anti-leishmania,

este trabalho tem como principais objetivos:

» Sintetizar novos derivados da série N,N’-diarilbenzamidinas p-metoxi-

substituidos nas formas neutras e salinas.

X
83 X=Y=72=H
Y 84 X=OCH3, Y=7Z=H
Q 85 X_Y H Z-OCH
NZON 86 X=Y=OCH;, Z=H
\

87 X=H, Y=Z=0CH,
88 X=Y=Z=0CHj;

V/

» Sintetizar o derivado N-(4-nitro-fenil),N’-fenilbenzamidina (89) para estudo de

tautomerismo

> Caracterizar os derivados por técnicas espectroscopicas de IV, RMN de °C e 'H

(1D 2D).

» Realizar um estudo do tautomerismo e isomerismo para os derivados 85 ¢ 89,

através de técnicas espectroscopicas RMN e modelagem molecular.

» Determinar os valores de pKa (s) para as amidinas sintetizadas.

> Avaliar a atividade in vitro frente de Leishmania amazonensis, Leishmania

braziliensis e Leishmania chagasi, na forma promastigota.
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3. PARTE EXPERIMENTAL

3.1 Equipamentos e Materiais
3.1.1 Equipamentos

Os espectros de ressondncia magnética nuclear de 'H e '’C foram obtidos em
espectrometro da Bruker, modelo AC 200 (200 MHz para 'H e 50,3 MHz para BCye
JEOL — 400 (400 MHz para 'H e 100 MHz para "°C) utilizando DMSO-ds ou CDCl;

como solventes.

Os espectros de infravermelho foram obtidos em espectrometro Nicolet, modelo FTIR-
740, em pastilhas de KBr.

Os pontos de fusdo foram determinados utilizando um aparelho da marca QUIMIS e

nao foram corrigidos.

Os célculos de modelagem molecular foram realizado em um microcomputador AMD-
ATLON 1,25 GHz.

Os pKa (s) foram determinados utilizado-se o potenciégrafo da Metrhom-Herisau
modelo E 536 acoplado a bureta automdtica Dosimatic 665 com agitador magnético E
549.

O microondas utilizado foi da marca Consul freqiiéncia de 2450 MHz.

Saturn CG/MS coluna de CP-SIL8CB (30m x 25 x 25mm) Temperatura 200°
C/10minutos —290 ° C/20minutos.

3.1.2 Materiais
3.1.2.1 Vidrarias

Baldes de fundo redondo
. Provetas . Béquer . Funis de vidro . Adaptadores

. Condensadores . Bastdes de vidro . Pipetas . Pipetas volumétricas
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3.1.2.2 Solventes utilizados
Os principais solventes utilizados foram: metanol, tolueno, acetona, cloroférmio e

piridina.

Todos os solventes utilizados foram de grau P. A. provenientes da Vetec ou do
grupo Quimica.
O tolueno foi purificado por destilacdo fracionada 2 pressdo normal a 110'C

(MORITA & ASSUMPCAO, 1972).

3.1.2.3 Reagentes

. NaOH (Vetec)

. Anilina (Aldrich)

. p-Metoxi-anilina (Aldrich)

. Acido anfsico (Aldrich)

. Cloreto de benzoila (Merck)
. Cloreto de tionila (Merck)

. PCls ( Merck )

3.1.2.4 Purificacao dos Reagentes
Cloreto de tionila
Foi purificado por destilagdo fracionada a pressdo normal a 78 ‘C (VOGEL,
1986).
Anilina

Anilina foi submetida a refluxo com Zn em pé por 2 horas, € posteriormente

destilada a pressdo normal, em 184 ‘C (VOGEL, 1986).
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3.2 Sinteses

3.2.1 Sintese do cloreto de p-metoxibenzoila

0
) SOCL, /0

CHj — >  CH; so.} + HO
OH  4h a

Misturam-se 0,07 mol de 4cido p-metoxibenzéico com 0,12 mol de cloreto de
tionila redestilado, sob refluxo com agitacdo magnética em banho de 6leo por 4 horas
(VOGEL, 1956), através de cromatografia em camada fina foi verificado o término da
reacdo, eluindo-se em hexano/acetato em uma proporcao de 6:4. A solucdo foi
submetida a destilacdo para retirada do excesso de cloreto de tionila, originando o

cheiro caracteristico de cloreto de acido. O rendimento obtido foi de 85%.
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3.2.2 Sintese das anilidas

e O Oy,

NaOH (10%)

79 X=Y=H

80 X=0CH; Y=H
81 X=H, Y =O0CH;
82 X =Y =OCH;

Dissolveram-se 0,06 mol de anilina recém destilada em 45 ml de solucdo de
hidréxido de s6dio a 10% (p/v). A esta solucdo, mantida sob agitagdo, adicionou-se aos
poucos 0,03 mol dos respectivos cloretos de &acido. Agitou-se a mistura em um
erlenmeyer fechado por cerca de 30-45 minutos, através do monitoramento em
cromatografia em camada fina foi verificado o término da reagdo, eluindo-se em
hexano/acetato em uma propor¢ao de 7:3. Apds este tempo o odor caracteristico ndo era
mais perceptivel. O precipitado foi filtrado e o produto recristalizado em metanol. Os

rendimentos e os pontos de fusdo obtidos estdao na tabela 05.

Tabela 05: Rendimentos e pontos de fusdo das anilidas.

Cdodigo Rendimento (%) Ponto de fuséo (OC)
79 89 163-166"
80 90 169-171
81 85 155-158
82 87 200-202

“VOGEL, (1951): 163 C.
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3.2.2.1 Caracterizagdo das anilidas

H
N-fenilbenzanilida (79) 8 Q?N
Rendimento: 89 % >°°_1© 4
PF: 163-166 C o A
IV (em™): 3342 (N-H); 1655 (C=0); 3047 (C-H, aromitico); 1529 (C-N); 750 ¢ 713 (C-
H, 5H vizinhos).
RMN 'H (DMSO-dg, 200 MHz, §): 7,92 (2H,; d; J = 6,46 Hz); 7,51 3Hs; t; J=7,16 ¢
7,18 Hz); 7,75 (2Hg; d; J = 7,88 Hz); 7,32 (2Hy; t; J = 7,54 ¢ 7,88 Hz); 7,06 (1Hg; t; J =
7,54 ¢ 7,88 Hz); 10,22 (1H; s; N-H).
RMN "C (DMSO-dg, 50,3 MHz, §): 135,05 (C)); 128,62 (C,); 128,38 (C3); 131,53
(Ca); 139,24 (Cs); 120,40 (C); 127,93 (C7); 123,68 (Cy); 165,62 (C1).

H
/
. . - o OCH
N-fenil- p-metoxibenzanilida (80) 7 /1 4 3
(0)

Rendimento: 90 % ?

PF: 169-170 'C

IV (em™): 3350 (N-H); 1655 (C=0); 3047 (C-H, aromitico); 1522 (C-N); 1601 (C-H,
aromatico); 1248 (C-O-C); 755 (C-H, 5H aromatico).

RMN 'H (DMSO-dg, 200 MHz, 8): 7,93 (2Hy; d; J = 8,3 Hz); 7,03 (2H3; d; J = 8,83
Hz); 7,74 (2He; d; J = 7,80 Hz); 7,31 (3H7,s; t; J = 7,58); 3,81 (3Ho; s); 10,07 (1H; s;
N-H).

RMN "*C (DMSO-ds, 50,3 MHz, §): 129,90 (C)); 128,63 (Cy); 113,65 (C3); 161,96
(Cy); 139,43 (Cs); 120,40 (Ce); 127,08 (C); 123,51 (Cg); 165,01 (Cpy); 55,43 (Co).
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N-p-metoxifenil- p-metoxibenzanilida (82)

1 H
CH3048®5—N o 0
Rendimento: 87 % 7 />—1©70CH3
PF: 200-202 'C ?
IV (em™): 3320 (N-H); 1646 (C=0); 3050 (C-H, aromético); 1605 (C-N); 1513 (C-H,
aromatico); 1248 (C-O-C); 1027 (C-O-C).
RMN 'H (DMSO-dg, 200 MHz, §): 7,91 (2H>; d; J = 8,34 Hz); 7,01 (2Hs; d; J = 8,34
Hz); 7,62 (2Hg; d; J = 8,36 Hz); 6,88 (2Hs; t; J = 8,34); 3,81 (3Ho; s); 3,79 (3H0; s);
9,94 (1H; s; N-H).
RMN C (DMSO-ds, 50,3 MHz, §): 127,10 (C)); 131,70 (Cy); 113,65 (Cs3); 161,80
(C4); 132,41 (Cs); 122,01 (Cg); 113,65 (Cq); 155,46 (Cg); 164,60 (Cr); 55,42 (Cy);
55,20 (Cp).

3

9 H
/
N-p-metoxifenilbenzanilida (81) ‘3H3O_s<j>s*1“j o C
1 4

Rendimento: 85 % ()/
PF: 155-158 'C

IV (em™): 3330 (N-H); 1647 (C=0); 3045 (C-H, aromético); 2960 (CHs); 1577 (C-N);
1518 (C-H, aromitico); 1247 (C-O-C); 1029 (C-0-C).

RMN 'H (DMSO-dg, 200 MHz, 3): 7,92 (2H,; d; J = 6,54 Hz); 7,51 (3Hs,4; d; J = 7,02
Hz); 7,65 (2Hg; d; J = 8,48 Hz); 6,90 (2Hy; t; J = 8,48 ); 3,72 (3H; s); 10,13 (1H; s; N-
H).

RMN C (DMSO-ds, 50,3 MHz, §): 135,15 (C)); 128,45 (Cy); 127,66 (C3); 131,48
(C4); 132,30 (Cs); 122,17 (Ce); 113,83 (C7); 155,71 (Cg); 165,32 (C-); 55,21 (Co).

3
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3.2.3 Sintese das amidinas

3.2.3.1 Método A: Em meio seco

o)
PCls X
O Oy

83 X=Y=Z=H
ZO— NH, ? Y 84 X=OCH; Y=Z=H
= /©/ 85 X=Y= H, Z=OCH;,
“ | * NN 85 X=Z=H, Y=OCH;
— ITI+ cr \ 86 X=Y=OCH3, Z=H
N H H 87 X=H, Y=Z=OCH;
88 X=Y=Z=OCH;
89 X=Y=H,Z=NO,
zZ

Misturou-se 0,013 mol de pentacloreto de fésforo com 0,013 mol da anilida
correspondente, sob agita¢cdo magnética em banho de 6leo a temperatura de 110°C por
cerca de 45 minutos (SANTOS, 1993). Apés este tempo a temperatura foi elevada a
160°C por cerca 3 horas, até cessar a evolugido de HCI.

Adicionou-se lentamente a mistura, através de um funil de adi¢do, 0,013 mol de
anilina correspondente e 0,014 mol de piridina, também recém destilada. A mistura
continuou sendo aquecida até o desaparecimento da coloracdo vermelha. O sélido
obtido foi filtrado e tratado com solucdo de amodnia sob leve aquecimento e agitacdo
magnética por cerca de duas horas. Apds este tratamento o produto foi submetido a
lavagens sucessivas com a acetona (tabela 05), sendo verificado sua pureza por

cromatografia em camada fina utilizando hexano/acetado em uma propor¢ao de 7:3.
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3.2.3.2 Método B: Em tolueno sob refluxo

Uma mistura de benzanilida (0,5g, 2,25 mmol) e pentacloreto de fésforo (0,5g,
2,4 mmol) em tolueno seco foi refluxada por aproximadamente 8 horas sob atmosfera
inerte, dando um 6leo bruto de coloragdo castanha (FATHALLA & PAZDERA, 2002).
Este 6leo foi adicionado aos poucos a uma solu¢cdo contendo anilina, devidamente
substituida, em tolueno sob refluxo em atmosfera inerte onde permaneceram por 6
horas. Logo apés foi obtido um precipitado, sendo filtrado a vacuo.

A purificagdo do produto foi feita através de lavagens sucessivas com acetona,
sendo assim obtido o derivado purificado. Em seguida, o sélido foi submetido a
agitacdo magnética em meio de NaHCO; (10% p/v) por volta de 4 horas, com excecao
do produto 88 que permaneceu por aproximadamente 24 horas, sendo posteriormente

extraido com CH,Cl,. Os rendimentos obtidos encontram-se na tabela 06.

Tabela 06: Rendimentos das amidinas.

Cdédigo  Rendimento da metodologia B (%) Rendimento da metodologia A (%)

83 65 87
83 - 69
83 - 71°
83 - 88°
85 45 -
85¢ 89 -
84 92 -
87 60 63
86 65 -
88 70 -
89 82 -

* Com uso de SOCI, ao invés do PCls.
® Com uso de 2 mols de anilina.
¢ A mistura reacional da anilida com PCls permaneceu por 10 horas.

¢ Amidina obtida a partir da N-p-metoxi-fenilbenzanilida (81)
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3.2.3.3 Método C: Sintese das amidinas sob irradia¢ao de microndas

Juntou-se 0,2 g (1,3 mmol) de 81 com 0,12 ml (1,3 mmol) de anilina recém
destilada e gel de silica ativada (seca em estufa a mais ou menos 150° C por 3 horas) em
um becher. Tampou-se o becher com vidro de rel6gio, e em seguida foi colocado em
pirex com tampa, e levado ao microondas, deixando-se por um periodo de 15 minutos
(RODRIGUES-SANTOS et al, 2000).

A extracdo do produto foi feita com CH,Cl,. Em seguida, usou-se acetona e
depois, metanol, deixando por 2 horas em banho de ultra-som. A formacao do produto
foi observada através da comparacdo com o Rf de uma amostra pura, anteriormente

preparada, por cromatografia em camada fina.
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3.2.3.4 Caracterizacao das amidinas !
{ 8
N,N’-difenilbenzamidin: o /@
H
5

\N AN N 5
Rendimento: 87 % ©
PF: 138-140 C 3

IV (em™): 3293 (N-H); 1587 (C=N); 3055

(C-H, aromatico); 1531 (C-N); (CH3); 754 e 696 (5H vizinho).

RMN 'H (DMSO-dg, 400 MHz, §): 7.81 (2H,; sl); 7.32 (2Hj; sl); 6.62 (1Hy; sl); 7.30
(2He; sl); 7.13 (3Hy, 5; s1); 9.35 (N-H, s).

RMN "C (DMSO-ds, 50,3 MHz, §): 133,11 (C)); 131,59 (Cy); 128,80 (Cs); 130,50
(C4); 136,26 (Cs); 120,56 (Ce); 127,01 (Cy); 124,02 (Cyg); 161,07 (Ch).

EM (m/z): 272 (M™; 15%); 180 (100%); 77 (27%); 51 (15%).

N,N’-difenil-p-metoxibenzamidina (84) a ' /@
5

Rendimento: 87 %

PF: 133-134 C

IV (em™): 3312 (N-H); 2927 (CHs); 2835 (C-H, CH3) 1627 (C=N); 1591 (aromadtico);
1533 (C-N); 1252 (C-0O-C); 1030 (C-O-C) 789 (5H vizinho).

RMN 'H (DMSO-dq 200 MHz, §): 7,88 (2H,; sl); 6,76 (2Hs; sl); 7,23 (4Hz;sl); 7,0
(4H7. sl); 6,85 (2Hg; sl) 7; 3,68 (3H; s)

RMN "¢ (DMSO-dg, 50,3 MHz 9): 133,11 (Cy); 128,99 (Cy); 114,25 (C3); 160,43
(C4); 136,45 (Cs); 120,34 (Ce); 126,86 (C7); 124,38 (Cs); 163,50 (C) ; 55,81 (Co).

EM (m/z): 302 (M™; 13%); 286 (1%); 210 (100%); 77 (15%); 51 (9%).
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N-(p-metoxi-fenil)-N’-fenilbenzamidina (85) (/\;
nee!

Rendimento: 80 % 5

PF: 110-111 C ,

IV (em™): 2935 (CH3); 2839 (C-H, CHs) OCH,

1632 (C=N); 1513 (aromatico); 1242 (C-O-C); 1026 (C-O-C); 730 e 639 (5H vizinho).
RMN 'H (DMSO-dg, 400 MHz, d): 7,83 (2H; sl); 7,30 (2H3,); 6,74 (1Hy; sl); 7,30
(2He; s8); 6,57 (2H7; s); 7,02 (2H,0; 8); 6,86 (3Hj1, 12; sl); 3,70/3,63 (3H;3).

RMN C (DMSO-ds, 50,3 MHz, §): 133,08 (C)); 130,59 (Cy); 128,68 (Cs); 132,35
(Cy); 114,19 (Cy); 158,10 (Cy); 122,28 (Cp); 126,86 (Cyy); 125,01 (Cyp); 161,95 (Cr);
55,45 (Cy3).

EM (m/z): 302 (M™; 50%); 286 (1%); 210 (100%); 180 (75%); 77 (32%); 51 (16%).

4
N,N’-p-dimetoxidifenilbenzamidina (87) o i

10
: OCH;
H- N N N~ 5 7

5

Rendimento: 60 %

PF: 119-120 C

1A% (cm'l): 3352 (N-H); 3055 (C-H; aromatico);
2933 (C-H; CH3); 2834 (C-H, CHj3); 1625 (C=N); 1505 (C-H; aromadtico); 1241 (C-O-
C); 1032 (C-0O-C); 831 (C-H; 2H vizinho).

RMN 'H (DMSO-dg, 200 MHz, 3): 7,39 (2Hy; sl); 6,96 (3H,3, 4; sl); 7,28 (2Hs; d; J =
7,0 Hz); 6,76 (2H7; d; J = 7,56 Hz); 3,74 (6H;s).

RMN C (DMSO-ds, 50,3 MHz, §): 136,02 (C)); 128,65 (C); 126,83 (Cs); 130,32
(Cyq); 132,32 (Cs); 121,10 (Co); 113,97 (C7); 157,88 (Cse Cia); 162,46 (C) ;55,42 (Coe
Cio).

EM (m/z): 332 (M™; 33%); 210 (100%); 77 (10%); 51 (5%).

7

OCH;
9
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N-(p-metoxi-fenil )-N’-fenil-p-metoxibenzamidina (86) OCH3

14
OCH;
Rendimento: 65 % /O/
° N 2N N7s 7

PF: 45-50 C

v (cm'l): 3334 (N-H); 3037 (C-H; aromatico);

2950 (C-H; CHj3); 2833 (C-H, CH3); 1626 (C=N);

1592 (C-H; aromético); 1533 (C-N); 1505 (C-H, aromatico); 1244 (C-O-C); 1030 (C-O-
C); 832 (C-H; 2H vizinho).

RMN 'H (DMSO-dg, 200 MHz, §): 7,76 (2Ha; d; J = 6,06Hz); 6,53 (2H3; d; J = 5,36
Hz,): 7,18 (2Hg; d; J = 7,92 Hz); 6,82 (2H7; d; J = 8,16 Hz); 7,02 (2H)); 6,74 (3H11, 12;
sl); 3,69 (6H3. 14:8); 8,95 (N-H; s).

RMN “C (DMSO-dg, 50,3 MHz, 3): 130,57 (C)); 128,36 (C,); 113,62 (C3 e Cy);
159,59 (Cy); 121,23 (Cp); 154,41 (Cs); 119,56 (Cyp); 127,24 (Cyy); 122,23 (Cyp); 55,15
(Ci3e Ciy).

EM (m/z): 332 (M™; 47%); 240 (100%); 211 (90%); 77 (21%); 51 (11%).

OCH;

N,N’-p-dimetoxidifenil-p-metoxibenzamidina (88) ?
H-

OCH3;
N 9o
Rendimento: 70 %

PF:119-121 C ’

IV (cm™): 3414 (N-H), 3065 (C-H, aromético); o

2837 (C-H, CHs); 1606 (N=C); 1551 (N-C); 1512 (C-H, aromdtico); 1458 (C-
H,aromético); 1253 (C-O-C); 1027 (C-O-C).

RMN 'H (DMSO-dg, 200 MHz, §): 7,62 (2H,; d; J = 7.88Hz); 7,15 (4Hg; d; J = 8,82
Hz); 6.82 (4H7; d; J = 8,58 Hz); 6.69 (2H3; s).

RMN “C (DMSO-dg, 50,3 MHz, §): 126,65 (C)); 128,38 (Cy); 114,16 (C3); 161,95
(Cy); 132,71 (Cs); 119,89 (Ce); 114,16 (C7); 157,73 (Cs); 55,72 (Co); 55,42 (C1p).

EM (m/z): 362 (M*; 100%); 241 (100%); 226 (30%); 197 (10%); 123 (15%); 77
(27%).

37



N-(p-nitro-fenil )-N’-fenilbenzamidina (89)

Rendimento: 80 % ?3 2 ; s
PF: 185-187 'C o \NQ OZN@N?N/H
IV (em™): 3351 (N-H); 3059 ; ij
(C-H, aromatico); 1630 (C=N); 1528 (C-N); NO;
1491 (C-H; aromatico); 750 e 697 (5H vizinho).

RMN 'H (DMSO-dg, 200 MHz, d): 7,90 (2H7; d; J = 9,96 Hz); 6,72 (2Hg; d; J = 8,96
Hz); 7,31 (5Hy0,3,4;d; J=7,83 ¢ 10,45 Hz); 7,76 (2H»; d; J = 7,54 Hz); 7,02 (2H,;; d;
J=7,54 Hz); 6,60 (1H2; d; J = 7,54 Hz); 9,63 € 9,91 (1H; N-H).

RMN "C (DMSO-ds, 50,3 MHz, §): 133,87 (C)); 128,98 (Cy); 128,38 (Cs); 129,80
(Cy); 155,61 (Cs); 154,67 (Cs); 119, 04 (Ce); 118,70 (Ce); 124,68 (Cy); 124,47 (Cy);
149,61 (Cg); 147,58 (Cg'); 140,87 (Cy); 140,51 (Co); 120,16 (Cyp); 128,47 (Cly); 122,74
(C12); 122,01 (Cy2); 158,10 (Cn).

EM (m/z): 317 (M*; 12%); 302 (17%); 180 (73%); 77 (10%); 51 (6%).

g
12

3.3 Determinacao dos pKa (s)
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O método utilizado foi o potencidmetro. As solucdes preparadas com as
amidinas foram tituladas potenciometricamente, utilizando-se como titulante uma

solucdo padronizada de HCI, e a curva de titulacio foi obtida pelo potencidgrafo.

3.3.1 Solugoes

Foram preparadas solu¢des das amidinas em metanol grau P. A. na concentracao
de 0,0265 M, utilizando-se baldes volumétricos de 5 ml. A solu¢do de HCl como
titulante, foi padronizada potenciometricamente contra tetraborato de sédio deca-
hidratado como padrao primdrio. A molaridade obtida para o HCI foi de 0,0432 £ 0,001
M.

3.3.2 Procedimento

Foram pipetados 1 ml de solu¢do metandlica das amidinas com concentracdao
0,0265 M, e transferidos para os respectivos bechers, aos quais foram adicionados mais
20 ml de MeOH e 20 ml de H,O (utilizando pipetas volumétricas).

Estas novas solugdes foram tituladas potenciometricamnete com HCl e as curvas
registradas em potencidgrafo. Este procedimento foi repetido por trés vezes para cada
solucdo inicial das amidinas.

Através dos gréficos obtivemos os valores do pH (s) nos pontos de inflexdo das
curvas de titulacdo. Foram também lidos os volumes de HCl gastos nos pontos de
equivaléncia para cada solu¢do de amidina, com estes valores foram calculados os pKa

(s), mostrados na tabela 06.
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3.3.3 Calculos

Reacdo:

AMD . HCl =—= [AMD]

No ponto de equivaléncia temos:

EAMJFD] Gl = nAMD, - n AMD CI

Vit

nAMD, : nimero de mols incial da amidina

+ _
nAMD (Cl :nimero de mols do sal formado

|:A1\Z]):| C_l = concentra¢do molar de sal

Vit = volume total (volume inicial a ser titulado mais volume gasto de HCI)

Os pKa (s) foram calculados utilizando a seguinte a equagdo (OHLWILER, 1976):

+ —
pH =7 - 1 (pKy +log AMD] C1)
2

pH = pH no ponto de equivaléncia

pKa = 14 - pK,
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Tabela 07: Valores dos pKa (s) determinados potenciometricamente e dados utilizados

para os cdlculos.

Derivados V?® a1 (ml) pH® pKa
84 0,73 4,76 8,34+0,3
85 0,77 5,38 7,74 £ 0,06
87 0,72 5,78 8,41 £0,2
86 0,78 6,08 8,81+0,3
88 0,88 5,65 8,40 £ 0,04

*Vhuc1 = valor médio do volume gasto de HCI no ponto de equivaléncia (obtidos em
triplicata).

pr = valor médio do pH no ponto de equivaléncia (obtidos em triplicata).
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3.4 Modelagem molecular

Os célculos de modelagem molecular foram aplicados para a determinagdo do
AHg de tautdomeros e isdmeros geométricos dos derivados 85 e 89.

Este trabalho foi realizado em um micro computador pessoal ATHLON 1,25
GHz, sob o sistema operacional Windows 98. Os calculos foram realizados utilizando o
programa Mopac 6,02 (STEWART, 1989)

Os sistemas foram desenhados no programa Pc Model (programa de mecanica
molecular) e gravados como arquivos de extensdo .mop, sendo em seguida
transportados para a janela do programa Mopac versdo 6,0/ Windows 95 para serem
efetuados os célculos. Os métodos semi-empiricos utilizados foram MNDO, AMI1 e
PM3. As palavras chaves foram:

AM1 ou MNDO ou PM3 estes sdo os operadores hamiltonianos

POINT = n, define o nimero de pontos em um caminho de reagao.

STEP = n, define o incremento do caminho de uma reacao

BONDS, calcula as ordens de ligacao entre todos os pares de dtomos

VECTORS, para permitir a impressdo dos coeficientes dos orbitais

PRECISE, os critérios de otimizagdo da geometria sdo tornados mais estritos por um
fator de 100.

Apo6s as estruturas terem sido otimizadas pelo MOPAC, houve a criagdo de
arquivos de saida MNO e ARC, de onde foram retirados os dados. Os valores de AH¢
foram fornecidos pelo arquivo MNO. Todas as estruturas possiveis foram calculadas

utilizando os trés hamiltonianos, MNDO PM3 e AM1, como mostrado nos resultados.
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3.4.1 Valores obtidos nos métodos semi-empiricos

Para calcular a entalpia de formagdo de cada conformero foram realizados giros
de 30° variando de 0° a 360° entre o angulo diedro [/[H-N-C=N] para encontrar a
conformagdo de menor energia para cada tautdmero ou isdmero geométrico, utilizando
os hamiltonianos MNDO, PM3 e AM1.

Os graficos a seguir mostram e comparam os valores de AH; para as possiveis
estruturas utilizando os 3 hamiltonianos, que permitiram escolher o PM3 para a

discussao dos resultados.

90 - — AMI

85 ~—— MNDO

80 /\/__/\-’\ T PM3

75 7 OCH3
o
65 H-NTSN

60 M

5 5 T T T 1
0 100 200 300 400

o ©)

AH; (kcal/mol)

Figura 14: Estudo conformacional do derivado 85 EI utilizando os 3 hamiltonianos

140 - —85 AMI

130 - — 8 MNDO

120 | 85 s
E 110 |
£ 100 |
2 %7 HonTSN
G 80 -
=
< 70

60

50

40 T T T 1 0CH3

0 100 200 300 400
0©

Figura 15: Estudo conformacional do derivado 85 EA utilizando os 3 hamiltonianos
Legenda:

E =1isomero E

A =forma aminica em relacdo ao substituinte

I = forma iminica em relacdo ao substituite
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W
|
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(@)

Figura 16: Estudo conformacional do derivado 85 ZI utilizando os 3 hamiltonianos

155 +
145 - - AMI
135 A ~ MNDO

N CH30
125 A PM3 \O\
115 -
Ny
H

105 ~
95 ~
85 A
75
65 -
55 T T T 1

AH; (kcal/mol)

Figura 17: Estudo conformacional do derivado 85 ZA utilizando os 3 hamiltonianos

Legenda:

Z =1is6mero Z
A = forma aminica em relac@o ao substituinte

I = forma iminica em relagdo ao substituite
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350 -

A300 8 — AMI
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250 A MNDO
% T pM3 NO2
< 200 -
= H- A
o~ N N
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<

100 -

50 T T T 1
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® (0)

Figura 18: Estudo conformacional do derivado 89 EI utilizando os 3 hamiltonianos
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Figura 19: Estudo conformacional do derivado 89 EA utilizando os 3 hamiltonianos

Legenda:

E =isomero E
I = forma iminica em relacdo ao substituite

A = forma aminica em relac@o ao substituinte
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Figura 20: Estudo conformacional do derivado 89 ZI utilizando os 3 hamiltonianos.

190 + — AMI

O2N
170 | ~ MNDO \©\
T NN

=150 - PMS3 ;

=) H

=130 - @
3]

2110 -

50 T T T 1
100 200 300 400

=)

Figura 21: Estudo conformacional do derivado 89 ZA utilizando os 3 hamiltonianos

Legenda:
Z =isdmero Z
A = forma aminica em relac@o ao substituinte

I = forma iminica em relagdo ao substituite
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3.5 Atividade anti-leishmania

Os ensaios para a avaliacdo da atividade anti-leishmania foram realizadas no
Laboratério de Bioquimica de Tripanossomatideos, Departamento de Imunologia do
Instituto de Oswaldo Cruz. Segue uma breve descricdio da metodologia utilizada
(GENESTRA et al, 2003).

Os derivados amidinicos foram ensaiados frente a Leishmania amazonensis, L.
chagasi e L. braziliensis na forma evolutiva de promastigotas, em cultura de meio
Sheneider em pH 7,2, suplementado com 20 % de soro fetal bovino. As culturas foram
incubadas a 32 °C, por 24 horas em atmosfera de 5% de CO,. Posteriormente, 0s
parasitas vivos foram contados em camara de Neubauer. Todos os derivados foram
ensaiados em triplicata.

A concentracdo que inibe em 50% do crescimento dos parasitas foi calculada
através da equacdo da reta obtida por regressdo linear dos valores de log da
concentracdo da substancia versus o percentual de parasitas vivos em cada faixa de

concentracao.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Sintese

Neste trabalho de tese foram sintetizadas 14 benzamidinas, sete em forma de sais
cloridratos (indicado com a letra s apds o nimero do composto) e sete neutras, sendo
duas ndo substituidas (83s - 83), dez N,N’-mono, di e trissubstituidas com grupos
metoxila (84 - 88 ¢ 84s - 88s) e duas delas N,N’-mono-nitro-substituidas (89s - 89),
onde trés delas (83, 84 e 85) ja descritas na literatura (ECHEVARRIA et al, 1996;
RACZYSNKA & OSZCZAPOWICZ, 1985). A escolha da natureza dos substituintes,
grupos metoxilas, ocorreu em funcdo dos resultados anteriores para a atividade anti-
leishmania, conforme apresentados na Introducao.

A retroandlise utilizada envolveu 4 etapas, figura 22. A seguir serdo detalhadas

as preparacoes dos intermedidrios, anilidas, e das correspondentes amidinas e seus sais.

| U
OOy = O

Figura 22: Retroandlise da sintese das amidinas.
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4.1.1 Sintese das anilidas

Foram sintetizadas quatro anilidas, com substituintes metoxila nos anéis
aromaéticos provenientes do dcido benzdico e da anilina correspondentes, como pode ser
verificado na figura 23. A metodologia utilizada foi a tradicional, ou seja, a partir dos

cloretos de 4cido e das anilinas correspondentes.

[0)

X 4
/
H

OH
X‘< >_<\ C
N Y

79 X=Y=H

80 X=0CH; Y=H
81 X =H, Y = OCHjs
82 X =Y =O0OCH;

Figura 23: Anilidas sintetizadas.

As anilidas foram obtidas em altos rendimentos (87-90%), como mostra a tabela
08 e recristalizadas em metanol. Os produtos apresentaram-se como cristais em forma
de escamas e caracterizados devidamente por ponto de fusdo e técnicas espectrométricas

de IV e RMN de PCe IH, apresentados no item 4.2.

Tabela 08: Rendimentos, pontos de fusdo e estiramentos Vc=o (cm'l).

Cadigo Rendimento (%) Pontos de fusdo ( C) Veoo (cm™)
79 89 163-166* 1655
80 90 169-171 1655
81 85 155-158 1647
82 87 200-202 1646

VOGEL, (1951): 163 C.

49



4.1.2 Sintese das amidinas

As amidinas foram preparadas através de duas metodologias, utilizando-se
reacOes em fase s6lida (metodologia A) e em refluxo (metodologia B).

Inicialmente foi preparado o derivado N,N’-difenilbenzamidina (83), onde foram
testadas varias condicdes de reacdo utilizando a metodologia A, objetivando encontrar
as melhores condi¢des de sintese.

A metodologia A envolveu a reacdao em fase s6lida entre a anilida e PCls a 110
OC, fornecendo o intermediario cloreto de imidoila. Posteriormente, adicionou-se a
anilina convenientemente substituida ao meio reacional, contendo o intermedidrio para
gerar a amidina correspondente. Essa metodologia mostrou-se bons rendimentos brutos,
porém a purificacdo das amidinas foi bastante dificil, levando a perda dréstica de
produto puro.

Com o intuito de otimizar o processo de obtencdo das amidinas na metodologia
A, decidiu-se fazer a substitui¢do do agente halogenante (PCls) por SOCl,, na etapa de
formacdo do cloreto de imidoila para preparacdo do derivado 83. O resultado foi
interessante, obtendo-se um rendimento de 70 % para a amidina, havendo, no entanto,
uma diminui¢do no rendimento em relacdo ao uso de PCls (87%), mas ainda levando a
grande perda na purificagdo.

Foi também utilizado ainda na metodologia A, excesso de 2 mols de anilina para
a reacdo com cloreto de imidoila. O rendimento apds essa modificacdo foi de 70 %,
similar ao obtido quando utilizado SOCI,, apresentando as mesmas dificuldades de
purificacdo do produto final.

Como a amidina na metodologia A, foi gerada em meio seco (sem solvente),
resolveu-se utilizar o forno de microondas, pois com isso seria eliminada a etapa de

halogenacdo de acordo com a figura 24.
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agente halogenante: SOCL ou
PCls

Figura 24: Rotas alternativas da sintese da amidina 83.

Misturaram-se os regentes em auséncia de solvente, a anilina, a anilida 79 e
silica gel (ativada) como suporte solido, levando-se a irradiacio em forno de
microondas. A reacdo foi monitorada por cromatografia em camada fina, utilizando
hexano/acetato 7:3 como eluente, sendo verificado o aparecimento do produto esperado.
Observou-se que a amidina 83 estava sendo formada em pequena propor¢do em relagdo
ao desaparecimento dos reagentes. Assim, foram feitas variagdes do tempo de reacio na
tentativa de otimizacdo dos resultados. O produto obtido apds 15 minutos de reacdo sob
irradiagdo de microondas, foi extraido com CH,Cl,, seguido por acetona e metanol. A
pureza do produto foi verificada por cromatografia em camada fina onde se confirmou
sua formacao, através da comparacdo do Ry com a amostra anteriormente preparada e
caracterizada.

O método sob irradiacio de microondas nao foi eficiente, pois apesar da

formagdo do produto em menor rendimento, houve dificuldades em sua extragdo do

suporte solido utilizado, tendo sido tentado também o uso de banho de ultra-som.
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O método B consistiu-se na reacdo das anilidas e o reagente halogenante em
refluxo na presencga de solvente. O intermediario cloreto de imidoila foi gerado a partir
da anilida correspondente com leve excesso de PCls, utilizando tolueno seco como
solvente em refluxo por 8 horas em atmosfera inerte de N, Logo apds, o meio reacional
contendo o cloreto de imidoila foi adicionada a uma solug@o da anilina correspondente
em tolueno seco sob atmosfera de N,, sendo refluxada por mais 6 horas.

E interessante destacar que apés 40 minutos da adicdo da anilina sobre a
mistura reacional contendo o cloreto de imidoila pré formado, observou-se o inicio da
precipitacdo do produto em forma de sal.

As amidinas na forma de cloridratos foram obtidas em bons rendimentos na
faixa de 60 a 92 %. A purificacdo foi realizada através de lavagens sucessivas em
acetona, devido a grande insolubilidade desses sais nesse solvente. Assim, as
benzamidinas 83s — 89s na forma de sais, apresentaram-se como pds amorfos de cor
branca e foram caracterizadas por técnicas espectroscépicas de IV, RMN de 'H e °C
apresentadas no item 4.2. As correspondentes benzamidinas e suas formas neutras
foram obtidas pela desprotonagdo, realizada em presenca de uma solucdo de NaHCOs3
(10% p/v) em agitacdo por volta de 4 horas, seguida de uma extragdo por CH,Cl,. Apds
a evaporacio do CH,Cl, a temperatura ambiente, foram obtidas as benzamidinas neutras
em forma de p6 de cor amarelo palido. Essas substancias foram caracterizadas por ponto
de fusdio e RMN de 'H. A tabela 09 mostra os pontos de fusdo obtidos para as

benzamidinas nas formas de sais e neutras.

Tabela 09: Pontos de fusdo das amidinas nas formas de sais e neutras.

Amidinas P.F (°C) Amidinas P.F (°C)
83s - 83 138 -140
84s - 84 133 -134
85s 236-237 85 110-111
86s 244-245 86 45 - 60
87s 236-238 87 119 - 120
88s 248-249 88 120 -122
89s 245-247 89 185-187
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Para o derivado 88s, trimetoxilado, as condi¢des de desprotonacgdo citadas ndao
foram eficazes, utilizando-se entdo uma solu¢ao de NH4OH (10% p/v), por ser uma base
mais forte, porém houve a formagao de uma resina apés a extracdo. Entdo, voltou-se ao
uso da solu¢do de NaHCO; (10% p/v) deixando-se por 24 horas sob agitacdo, sendo
possivel fazer a extracdo do produto em sua forma neutra.

Com o objetivo de compreender a facilidade da desprotonacdo dos derivados 83s
— 87s quando comparado com o 88s, realizou-se um estudo de modelagem molecular
utilizando o método semi-empirico com o operador hamiltoniano MNDO. Os resultados
obtidos para os valores de AH¢, considerando a equacdo abaixo, tabela 10, nao mostrou
nenhuma diferenca significativa de desprotonacdo do 88s. Sugerindo-se entdo que a

dificuldade de desprotonacao poderia vir do efeito estérico causado pelas trés metoxilas.

_|_

+
AMIDINA—H + HO H3;O0 + AMIDINA

Tabela 10: Dados de AHy (kcal/mol) de desprotonagdo dos derivados salinos.

Amidinas AHy (kcal/mol)
83s-83 59,36

84s - 84 56,84

85s - 85 59,05

86s — 86 56,59

87s - 87 59,96

88s — 88 59,95

53



O derivado 85, monometoxilado no anel derivado da anilina, foi obtido partindo-
se de duas diferentes anilidas (figura 26), para verificar-se a rota de melhor rendimento.

Partindo-se da anilida 79 (ndo substituida) gerou-se o cloreto de imidoila nao
substituido (91) adicionando-se posteriormente a p-metoxianilina, fornecendo o 85 em
rendimento de 45 %. Utilizando-se a anilida 81, seguindo a mesma metodologia B,
adicionou-se apds a formacao do cloreto de imidoila correspondente (90) a anilina, para
fornecer a mesma amidina 85 em 89 % de rendimento. A figura 25 mostra o esquema

das reacOes envolvidas.

OH OH
81 79
PCls PCls
caminho A caminho B
< > </ 7
Cl Cl
90 91
89 % 45%
: OCH;
NH § :
2 H,N

Figura 25: Esquemas das rotas sintéticas utilizadas na etapa de formagao da amidina.
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Neste caso, também foram utilizados os valores de AHy, obtidos por modelagem
molecular usando o hamiltoniano PM3, para tentar justificar as diferencas de
rendimentos obtidos entre os caminho A e B para a obten¢do da amidina 85. A figura 26
ilustra as diferencas de AH; para os dois caminhos de obtencdo da amidina.

Como podemos ver na figura 27, o caminho B precisa de 36,02 kcal/mol para
obter a amidina 85, ja no caminho A existe uma libera¢do de —39,44 kcal/mol para obter
a mesma amidina. Assim, pdde ser sugerido que o caminho A levaria ao produto como
maior facilidade, devido a liberacdo de energia (reacdo exotérmica) para chegar a

amidina, o que foi confirmado experimentalmente devido ao seu alto rendimento.

caminho A

O O

Cl \

90 AHf = -39,44

H\N \NQ

85

CH3OO NH, OCHj;

AH; = 36,02

a =<
/
Cl o1
caminho B

Figura 26: Valores de 4H; para as diferentes rotas de obten¢do do derivado 85.
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4.2 Analise espectrométrica

4.2.1 Anilidas

A caracterizacdo das anilidas foi feita através da andlise dos espectros de
infravermelho e RMN de 'H e °C.

Os espectros na regiao do infravermelho para as anilidas mostraram absor¢des
caracteristicas dos grupamentos amida na faixa de 1655 a 1646 cm™, em funcdo do
efeito eletronico exercido pelo grupo metoxila sobre a natureza da ligacdo amidica. As

demais absor¢des ocorreram de acordo com os valores esperados, tabela 11.

Tabela 11: Valores de absor¢ao (cm'l) de IV das anilidas.

Vet /0 N- 0°C=0 v C-H? 8°C-C! vC- v,/ v C-O- 6 C-H® v, /v, CH;

H N C
79 3342 1655 3047 1598 1529 - 750/71 -
3

80 3350 1655 - 1601 1522 1248 755

81 3330 1646 3045 1577 1518 1247/ 824 2960 /
1029 2836

82 3320 1646 3050 1605 1513 1230/ 822 2954/
1027 2834

Vs = deformacdo assimétrica; Usb = deformagdo simétrica; “v = deformacao; daromz’ltico;

°d = deformacéo angular

Os espectros de RMN de 'H permitiram caracterizar os hidrogénios ligados aos
carbonos do anel aromatico de todas as anilidas, onde pdde ser verificado um maior
deslocamento quimico para os hidrogénios ligados ao C, devido ao efeito de
desblindagem causado pela carbonila. O mesmo efeito ocorreu com os hidrogénios
ligados ao Cg, devido ao cardter positivo do nitrogénio em func@o da ressonancia deste

com o grupo carbonila.

o o
7 6 7
H

\
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As demais atribuigdes foram realizadas com base nas constantes de
acoplamento, valores de integragdes e nos célculos de deslocamento quimico, tabela 13
(PRETSCH, 1980). Os valores dos deslocamentos quimicos RMN de 'H para as

anilidas estdo na tabela 12.

H
Y N/
@T a
7 6 1 4 X

/
0 3

79 X=Y=H
80 X=0CH; Y=H
81 X=H,Y=0CH;
82 X=Y=0CH;

Tabela 12: Deslocamentos quimicos de RMN de 'H para as anilidas.

6 H (Jem Hz)

H 79 80 81 82

2 7,92 (2H; d; J = 6,46) 7,93 (2H; d; J =8,3) 7,92 (2Hy; d; J=6,54) 7,91 (2H; d; J =8,34)

3 751 3H;t; J=7,16e7,18) 7,03 (2H; d; J=8,83) 7,51 3H; d; J =7,02) 7,01 (2H;d; J= 8,34)

4 7,51 BH; t; J=7,16 ¢ 7,18) - 7,51 3H; d; J=7,02) -

6 7,75 (2H; d; J =17,88) 7,74 2H; d; J =17,80) 7,65 (2H; d; J=8,48) 7,01 (2H; d; J=8,34)

7 7,32 2H; t; J =7,54; 7,88) 7,31 BH; t; J = 7,58) 6,90 (2H; t; J = 8,48) 6,88 (2H; t; J = 8,34)

8 7,06 (1H; t; J =7,54; 7,88) 7,31 BH; t; J= 7,58) - -

9 - 3,81 (3H; s) - 3,79 (3H; s)

10 - - 3,72 (3H; s) 3,81 (3H; s)
N-H 10,22 (1H; s) 10,07 (1H; s) 10,13 (1H; s) 9,94 (1H; s)
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Tabela 13: Deslocamentos quimicos de RMN de 'H para as anilidas calculados a partir

da literatura (PRETSCH, 1980).

OH

H 79 80 81 82
2 7,87 7,78 7,87 7,18
3 7,36 6,88 7,36 6,88
4 7,43 - 7,43 -

6 7,38 7,38 7,29 7,29
7 7,19 7,19 6,71 6,71
8 6,98 6,98 - -

As andlises dos espectros de RMN de "°C das anilidas, da mesma forma que para
os de "H, mostraram deslocamentos quimicos para os carbonos dependentes dos efeitos
eletronicos. A tabela 14 apresenta os valores dos deslocamentos para os carbonos nos
espectros de RMN "°C.

Os carbonos carbonilicos tiveram deslocamentos quimicos na faixa de & 164,59
a 165,65, enquanto que os carbonos dos anéis aromaticos apresentaram os valores
esperados de acordo com os efeitos eletronicos dos grupos substituintes OCH3 e amida

secundaria.

Tabela 14: Deslocamentos quimicos (8) de RMN de 13 das anilidas.

C &) G Cy Cs Cs C; Cs Cq & Cio

79 135,05 128,38 127,93 131,51 139,24 120,56 128,62 123,68 165,65 - -

80 127,04 129,82 113,55 161,91 139,36 120,40 12852 123,40 164,98 5536 -

82 127,10 129,38 113,67 161,80 132,41 122,01 113,67 15546 164,59 55,20 55,42

81 132,30 12845 127,66 131,48 135,15 122,17 113,83 155,771 16532 - 55,21
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Tabela 15: Deslocamentos quimicos de RMN de '°C para as anilidas calculadas a partir

do Kalinowski (1988) para a regido aromatica.

C C, G, Cy Cs Ce C; Cs
79 133,5 129,7 128.,6 1319 138,2 120,4 128,7 124,1
80 125,8 129,7 114,1 159,9 138,2 120,4 128,7 1241
81 133,5 129,7 128,6 131,9 131,0 1214 114,3 155,5
82 125,8 129,7 11412 159.9 131 1214 114,3 155,5

4.2.2 Amidinas

As andlises dos espectros de infravermelho foram bastante informativas, devido

ao desaparecimento da banda C=O por volta de 1646 cm™ oriunda das anilidas e, o

aparecimento da banda C=N na faixa de 1587 a 1632 cm™" caracteristica do grupamento

amidinico (tabela 16).

Tabela 16: Valores de absorcio de IV (cm™) das amidinas

Vit /v N-H  v°C=N v*C-H' &8 C-C' vCN v, /v,C-0-C 3C-H' v,/v,CH;
83 3293 1587 3055 - 1531 - 7517696 -
84 3312 1627 - 1591 1533 1252/1030 789 2927 /2835
85 - 1632 - - 1513 1242/1026 730/639 2935/2839
86 3334 1626 3037 1592 1533 1244/1030 832 2950 /2833
87 3352 1625 3055 1505 - 1241 /1032 831 2933 /2834
88 3414 1606 3065 1551 1512 1253/1027 - -
89 3351 1630 3059 1491 1528 - - -

~ . . b ~ T . ~ d .
V.5 = deformag@o assimétrica; vy’ = deformag@o simétrica; “v = deformag@o; “aromatico;

°d = deformacéo angular
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Os espectros de RMN foram obtidos para as amidinas na forma neutra em
fun¢do da melhor resolucdo dos mesmos.

Os assinalamentos, dos deslocamentos quimicos de RMN 'H e 13C, foram
realizados com base nos espectros das anilidas correspondentes. Ao contrario das
anilidas, alguns espectros de RMN 'H ndo permitiram a atribuicdo dos deslocamentos
de cada hidrogénio na regiao de absor¢ao dos arométicos, pois estes apresentaram-se em
multipletos, tabela 17. No entanto, a integracdo dos sinais na regiao dos hidrogénios
arométicos forneceu a quantidade de hidrog€nios presentes, apoiando as estruturas
propostas. As amidinas, conforme mencionado na Introduc¢do, apresentam tautomerismo
e os derivados 83, 84, 87, 88 tiveram suas atribui¢des realizadas considerando-se os
tautomeros equivalentes. A figura 27 mostra as semelhancas dos hidrogénios e carbonos

da regido aromatica oriunda do tautomerismo prototrépico.

; 83 X=Y=2=H
NN ©/ 84 X=OCH; Y=Z=H

87 X=H, Y=Z=0OCH,
© © 88 X=Y=Z=0CH;

Figura 27: Semelhancas da regido aromética em fungdo do tautomerismo prototrépico.
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Tabela 17: Deslocamentos quimicos de RMN de 'H para as amidinas.

oH
H 83 84 86 87 88
2 7.81 (2H; sl) 7,88 (2H; sl) 7,76 (2H; d; J = 6,06Hz) 7,39 (2H; sl) 7.62 (2H; d; J = 7.88Hz);
3 7.32(2H;sl) 6,76 QH,m) 6,53 (2H; d; J=5,36 Hz) 6,96 (3H; sl) 6.69 (2H; sl)
4 6.62 (1H; sl) - - 6,96 (3H; sl) -

6  7.30 (2H; D) 7,23 (4H, m) 7,18 2H;d; J=792Hz) 728 2Hd;J=7,0Hz) 7,15 (4H;d; J=8.82 Hz)
7 7.13 (3H; sl) 7,00 (4H, m) 6,82 (2H;d; J=8,16 Hz) 6,76 (2H;d; J=7,56 Hz); 6.82 (4H; d; J = 8,58 Hz)

8 7.13 (3H; sl) 6,85 (2H, m) - - -

10 7,02 (2H; sl)

11 6,74 (3H; sl)

12 6,74 (3H; sl)

13 - 3,68 (3H; s) (6H; s) 3,74 (6H; s).

14 - - (6H; s); 3,74 (6H; s).
N-H 9.35 (s). 9,11 8,95 (s)

Os assinalamentos dos deslocamentos de RMN de '°C para as amidinas foram
realizados com base nos respectivos valores para os carbonos das anilidas
correspondentes, da mesma forma que para os hidrogé€nios. A tabela 18 mostra os
valores atribuidos para os deslocamentos quimicos das amidinas 83-88.

Observou-se que o efeito eletronico do grupamento amidinico sobre os carbonos
do anel aromético foi menos intenso quando comparado com o grupo amidico levando a
menores deslocamentos quimicos do que nas respectivas anilidas. Além disso, os
carbonos amidinicos (C-) tornou-se mais blindado (8 161,07 — 163,5) quando

comparado com os carbonilicos ou amidicos das anilidas correspondentes (8 164,59 —

165,65).
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f - H
Z 7 86 7

84 XOCH, ¥=7 -1

87 X=H, Y=Z=OCH;

88 X=Y=Z=0OCHj
Tabela 18: Deslocamentos quimicos de RMN de "°C das amidinas

oC

C 83 84 86 87 88
1 133,11 133,11 130,57 136,02 n.o*
2 131,59 128,99 128,36 128,65 128,38
3 128,80 114,25 113,62 126,83 114,16
4 130,5 160,43 159,9 130,32 161,95
5 136,26 136,45 n.o* 132,2 132,71
6 120,56 120,34 121,23 121,10 119,89
7 127,01 126,86 113,62 113,97 114,16
8 124,02 124,38 154,41 157,88 157,73
9 - - n.o" -
10 - - 119,56 -
11 - - 127,24 -
12 - - 122,23 -
13 - 55,81 55,10 - 55,72
14 - - 55,10 55,42 55,42
15 - - - 55,42 55,42
0 161,07 163,5 n.o* 161,46 n.o*

n.0. = ndo observado.



4.2.2.1 Analise espectrométrica dos derivados 85 ¢ 89

As amidinas 85 e 89, mono-metoxi € mono-nitro-substituidas, respectivamente,
foram escolhidas para andlise mais detalhada, com objetivo de avaliar o possivel efeito
de tautomerismo prototrépico e isomerismo geométrico.

Os trabalhos de Raczynska e colaboradores (RACZYNSKA &
OSZCZAPOWICZ, 1985) mostraram que benzamidinas substituidas com grupos
retiradores de elétrons apresentam no equilibrio tautomérico maior propor¢do do
tautdmero iminico (/) substituido. Assim, assumindo que o contrério estaria ocorrendo,
ou seja, no caso da presenga de grupos doadores de elétrons o tautomero aminico (A)
substituido seria o mais abundante. A figura 28 mostra o equilibrio prototrépico para 85.

Inicialmente, a amidina 85 teve seus espectros de RMN de 3C obtidos nas
formas neutra e salina, figura 29 e 30.

Além disso, sugeriu-se que o isomerismo geométrico observado poderia
corresponder ao diastereoisdmero E, em fun¢do dos resultados obtidos por modelagem

molecular que serdo melhor discutidos no item 4.3 de modelagem molecular.

4 4
g\j OCH; 12
1 /©/ ©\ 1
H 9
—
\N AN~ 5 7 - N a N’H
9 5

85

12
OCH;

FA EI

Figura 28: Equilibrio tautomérico do derivado 85.
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Os espectros de RMN de 'H foram obtidos para 85 na forma neutra e salina,
apresentando-se com baixa resolucdo, indicando a presenca de apenas um isOmero
geométrico e um tautdmero.

A amidina 85 teve seus espectros de RMN de '>C obtidos na forma neutra e

salina, figura 29.

5 158,10 (8)

8 114,19 (7)

’4

5 161,95 (o)

Figura 29: Parte do espectro de RMN de °C do derivado 85s.

De maneira geral, o espectro do derivado em forma de sal apresentou-se com
baixa resolucdo na regido aromadtica. Este fato pode ser devido a auséncia de
ressonancia do par de elétrons do 4tomo de nitrogénio para dentro do anel aromatico.

O composto 85 em sua forma neutra mostrou um espectro de °C com maior
resolucdo, indicando também a presenga de apenas um isomero geométrico (E) e um
tautbmero que corresponderia ao aminico metoxi-substituido. A atribuicdo do
deslocamentos quimicos dos carbonos [ e aromdticos foi realizada por partes da
molécula comparadas com estruturas similares (ECHEVARRIA er al, 1985, 1999) e
valores tabelados da literatura (KALINOWISKY, 1988).

A atribui¢do dos deslocamentos quimicos dos carbonos permitiu o assinalamento
do tautdmero aminico metoxi-substituido, sendo que muitos dos carbonos aromaticos
nao puderam ser assinalados inequivocamente devido a grande similaridade entre os
sinais. A figura 30 mostra o espectro de RMN de "°C e as estruturas utilizadas para a

atribui¢do dos sinais.
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ApO6s comparar as partes similares da estrutura da amidina 85, pudemos observar
que o deslocamento & 150,52 foi fundamental para a atribuicio da forma aminica (A),

atribuido ao Cq devido a similaridade com a unidade A.

4N 512548 5 158,55
2 N
¢ j B §$o
H H

i N 51500 OCH;

5151,82 C
ﬂ) & 144,96

OCHj3;

5 146,0

5150,52

5 154,73

7 5154,19
n.o

OCH;

5113,58 (7)
5150,52 (9) 1

| /
. AN

8 154,73 (o)

Figura 30: Espectros de RMN de "°C da amidina 85 na forma neutra.
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O espectro de BC da amidina 89s (forma de sal) mostrou, assim como no
espectro do 85s, baixa resolu¢do em comparacdo com sua forma neutra, sendo que
sinais de C quaterndrios também desapareceram devido ao tempo de relaxacdo ser
maior. Pudemos observar que o espectro desprotonado apresentou deslocamento
quimico para o C- em & 158,10, indicando uma blindagem, devido ao efeito de
ressonancia do dtomo de N em comparagédo com & 160,39 para o C;na forma de sal.
Além disso, pode ser observado no espectro de 89 na forma neutra, o aparecimento de
sinais duplos indicando a presenca de dois tautobmeros ou dois isdmeros geométricos.

Considerando os trabalhos de Raczynska (RACZYNSKA & OSZCZAPOWICZ,
1985) admitiu-se a predominancia do tautdmero iminico nitro-substutuido, por ser um
grupo retirador de elétrons. Assim, assumindo-se a forma iminica como nitro-
substituida, realizou-se a atribuicdo por partes da molécula utilizando-se a comparagdo
com valores calculados para estruturas similares da literatura (ECHEVARRIA et al,
1985, 1999), valores tabelados (KALINOWISKY, 1988) e com o auxilio de espectros
utilizando técnicas bidimensionais (2D) de RMN de 'H.

Apds a observacdo de sinais dobrados para cada carbono com valores de
deslocamentos quimicos proximos e considerando-se a presenca da forma iminica,
realizou-se um estudo de modelagem molecular que permitiu sugerir a presenca dos
esterioisomeros E e Z (detalhado no item 4.3).

A figura 31 mostra as estruturas utilizadas como referéncia para a atribui¢do dos
deslocamenotos quimicos dos principais carbonos, permitiu assinalar o tautdmero

iminico nitro-substituido.
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Os sinais que apareceram dobrados de maior intensidade foram atribuidos ao
tautoméro iminico (/) na forma isomérica E, pois a auséncia do tautomero aminico foi
confirmada pelo ndo aparecimento de sinais em torno de 6 144, como € visto no modelo
B, e o surgimento dos sinais em & 149,01 e 147,59, de acordo com o modelo C. A forma
diastereoisomérica E foi confirmada pela técnica especial de NOEDIF, como veremos a

seguir e, apoiado com modelagem molecular (item 4.3).

N 5125,48 5 147,02
2 N
5\( ¢
H H
NO;
¥
5151,82 ~ 5144 5163.64
f\ﬁ«N
o
NO;,
A ~ 3144 C
B
3 3
.
7 [
1 NO, s |
H\N oSN 1\‘1 o~ N
9 H S
11 7
NOZ
EI 71
8 155,61 (5) 5 140,87 (9)
3 154,67 (5)
4 140,51 (97)
5 158,10 (o)

8 149,01 (8)

N

\ $ 147,59 (8")

/ §133.8(1)
/

Figura 31: Parte do espectro de RMN de "°C da amidina 89 em sua forma neutra.
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Os espectros de RMN 'H para 89 também foram obtidos em forma de sal e
neutra, sendo que na forma neutra apresentou melhor resolu¢do. O espectro de
hidrogénio mostrou claramente dois sinais referentes a N-H em 6 9,63 e 9,91 com
integracdo relativa de 66 e 34% respectivamente. Os hidrogénios aromaticos puderam
ser atribuidos de acordo com sua constante de acoplamento e espectro H'xH'-COSY,

tabela 19.

3 3
NO, 12
9o kI
9
H\N N N 5 7 llq ~ N
9 H 5'
7'
12
NO,

Tabela 19: Assinalamentos dos hidrogénios do derivado 89.

H SH 'H x 'H-COSY NOE

2 7,76 2H; d; J =7,54 Hz) 3 -

3 7,31 (6H; d; J =7,83 Hz) 4 -

4 7,31 (6H; d; J = 7,83 Hz) 3 -

6 6,72 (2H; d; J = 8,96 Hz) 7 -

7 7,90 (2H; d; J = 8,96 Hz) 6 -

10 7,31 (6H; d; J = 7,83 Hz) 11 -

11 7,02 (2H; d; J = 7,54 Hz) 10/ 12 -

12 6,60 (2H; d; J = 7,54 Hz) 11 -
N-H 9,63 - 2/10
N-H 9,91 - 27100 /6
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A anilise dos espectros de RMN de 'H obtidos com irradiacio dupla e diferenca
de espectros permitiu confirmar o tautbmero iminico (/) da unidade contendo o grupo
nitro. A irradiagdo na frequénica do N-H em & 9,91 (34%) gerou NOE em H2’, H10’ e
em H6’, sugerindo o distereoisémero Z. J4 a irradiagdo em 6 9,63 (66%) gerou NOE em
H2 e H10 confirmando o isémero E. A auséncia do NOE efetivo no sistema AA’BB’

reforca a idéia de apenas um tautomero.

3 3
NO, 12 '
ge! %
H\N NS 7 ITI SN
9 H s
7'
2
NO,
K1 7.
irradiacdo
2 10
\ g s s i S i ..,.*..m-m—«-an——“’\__—A____,..___M
")
1
¥ 1D
2’ 10° 6’
e " PFVENEY N L AP
Wr
Z
10/10°3/34/4
2/2
717 11/11 6/6’
V/ 1D 12/12°

— Y] — Ty | BN Meme e (e S e e Seee nemes S s e Ea B -
5

Figura 32: Espectros de RMN de 'H e NOEDIF da amidina 89 sua forma neutra.
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4.2.3 Espectrometria de massas das amidinas

Foram obtidos os espectros de CG-MS para as amidinas 83s — 89s, mostrando
picos correspondentes ao ion molecular em abundancia relativa que variou de 8 a 50%.

A tabela 20 mostra os principais picos registrados nos espectros de massas dos
derivados sintetizados neste trabalho. Podemos observar que os fragmentos m/z = 241,
240 210 e 180 sdo fragmentos estdveis devido a sua alta percentagem registrada no
espectro, ganhando destaque o fragmento m/z = 210 para os derivados 88s, 85s e 87s os
quais foram computados como pico base. Podemos observar que o fragmento m/z = 167
estd presente em todos os fragmentogramas, exceto para a amidina 88. De forma geral,
podemos verificar um perfil de fragmentacdo semelhante, destacando-se a presenca do

fon m/z 77 em todos os espectros.

Tabela 20: Principais picos registrados nos espectros de massas das amidinas.

m/z (%) 83 84 85 86 87 88 89
M*(%) 272(8) 302 (13) 302 (50) 332(47) 332(32) 362(20) 317 (12)
1 317 - - - )

271 - - - - - - (1)

241 - - - - - (100)

240 - - - (100)

226 - - - - - (8)

225 - - - - - - (20)

211 - - - (90)

210 - (100) (100) (25) (100)

197 - - - (8) - 3)

195 (D (D (5) - (3)

180  (100) - (75) - - (73)

167 (1) (4) (5) (3) (5) (3)

123

122 - - (H (3 3) (3

92 - - %) %) %) 4)

77 (27) (15) (33) Q1) (10) (1) (10)

65 (6) (5) (6) (®)

51 (15) ) (16) (11) (5) - (6)
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A figura 33 mostra o esquema proposto para fragmentacdo das amidinas,
podendo ser observado que os fragmentos gerados independem dos grupos: nitro e

metoxila que estdo presentes praticamente em todos os derivados sintetizados, exceto

para o derivado 83.

.
H\N/§N/©

m/z=195

_|+ —I';' +
O o R @i
4'\
N '% H-N">N m/z=93 m/z=65
H .
m/z=180 N- @ CH=N
@ ‘% N=CH
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Figura 33: Proposta de fragmentac¢do para as amidinas sem apresentar os fragmentos

que dependem dos grupos metoxila e nitro.
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A figura 34 mostra a proposta de fragmentagdo para as amidinas que dependem
do grupo metoxila para gerar os fragmentos. Pdde ser verificado que todos os
fragmentos contém o grupamento metoxila, exceto para o de m/z = 197. Porém, houve a
dependéncia do grupo, pois sugeriu-se a migracao de um hidrogénio da metoxila para o
anel aromadtico quebrando a aromaticidade, conseqiientemente gerando um cdition e

saindo o radical O:Cﬁl' .

@
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Figura 34: Proposta de fragmentacao para as amidinas envolvendo os grupos metoxila .
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A figura 35 mostra dois fragmentos especificos observados no espectro de

massas do derivado 89.

JORRSS |
Yd  Pe
@“ YO

m/z = 225

Figura 35: Fragmentos especificos do derivado 89.
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4.3 Estudo de modelagem molecular e difracdo de raios-X.

Foi realizado um estudo de modelagem molecular utilizando o método semi-
empirico com os operadores hamiltonianos MNDO, PM3 e AMI1. A partir do angulo
diedro estabelecido entre os atomos ® (H;¢-N1c-C-C;) para os derivado 85 e 89, foi
realizada uma varredura de 13 pontos com incrementos de 30°, para encontrar os
minimos de energias locais. Pode-se observar que de um modo geral, entre os trés
hamiltonianos utilizados, o0 MNDO forneceu energias mais altas e o PM3 as mais
baixas, conforme indicado graficamente na Parte Experimental.

Avalos e colaboradores (1996) mostraram diferencas de energia significativas
em isOmeros geométricos para glicoamidinas utilizando o método semi-empirico
MNDO.

Porém, neste trabalho para derivados do tipo N,N’-diarilbenzamidinas nao foi

observada uma diferenca significativa utilizando o mesmo hamiltoniano.

3

1 @
H\N N N~ 5 7
9
X =NO,
X =OCH;
12

O método AM1 ndo conseguiu fornecer diferencas significativas de energias
entre isOmeros ou tautomeros, j4 o PM3 forneceu pequenas diferencas de energias entre
isdmeros geométricos para o composto 89 em sua forma iminica em relagdo ao grupo
nitro. Este resultado mostra-se com boa concordincia com nossos resultados
espectrométricos € com a literatura (RACYNSKA & OSZCZAPOWICZ, 1985) que
relata, como mencionado na determinacdo estrutural, a presenca de grupos retiradores
de elétrons favorecem as formas iminicas, mostrando ainda que o de menor energia

correspondendo ao isomero E.

74



Analisando o grifico da figura 36 observa-se o perfil de energia para os
estereoisomeros E e Z do derivado 89 quando realizados giros de 30° na faixa de 0°-
180°. Considerando-se a faixa de 0°- 180° observa-se o mesmo perfil de variagdo de
energia, para ambos os isOmeros geométricos.

Comparando-se os minimos de energia para os estereoisomeros E e Z, na forma
iminica (/), observa-se que ocorrem em 150°, sendo a variagdo entre eles de AHy = 8,32

kj/mol, e os maiores valores de energia correspondem a conformag¢do préoximo de 180°.

—— 89 PEI
96 ——89 PZI
3 94 A
£
< 92 |
)
= 90
88 |
86 T T T 1
0 100 200 300 400

@ ()
Figura 36 : H; (kcal/mol) x ® (H;6-N;6-C-C,) para composto 89, utilizando PM3.

Os resultados da modelagem molecular mostraram-se coerentes com oS

. . 2 o 1 13 4
experimentais, uma vez que através da espectroscopica de RMN de H e “C também
foram observados os estereoisoméros E e Z na forma iminica (/), sendo o primeiro mais

abundante e de menor energia pelos célculos tedricos.

O mesmo ndo ocorreu para o derivado 85, onde ndao foram observados
significativas diferencas de energias para os estereoisomeros E e Z metoxi-substituidos.
De fato, a andlise espectroscépica por RMN 'H e ">C também ndo mostrou a presenga

dos dois estereoisomeéros.
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A partir de cristais transparentes € bem formados da amidina 84 foi obtido o
espectro de raios-X, onde pode ser observada também uma boa concordincia com a
pratica.

A estrutura cristalografica obtida (figura 38), mostrou uma conformagio que
pode ser chamada de H-anti, correspondendo no estudo de modelagem molecular a
conformagdo em 0° em relacdo ao diedro H;¢-Ny6-C-C; (figura 29). Como mostrado na
figura 36 as maiores energias ficaram proximos a 180° que corresponderia a
conformagdo oposta chamada de H-sin. Pode ser sugerido que o aumento de energia
para a conformacao H-sin resultaria da maior interag@o entre os anéis aromaticos, como,

por exemplo, o anel B com o A, figura 37.

H-anti H-sin

Figura 37: Conformacdes H-sin e H-anti das benzamidinas.
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De acordo com os dados fornecidos pela estrutura cristalogréfica obtida para a
amidina 84, podemos verificar que o comprimento da ligagdo C=N ¢é de 1,283 AeCN
é de 1,372 A, observando-se que hd um alongamento da ligacdo dupla e um
encurtamento da ligacao simples. Este fato é devido ao carater de ressonancia do grupo
amidinico de acordo com a literatura (SHRINER et al, 1954; COTTON et al, 1997,
REMKO et al, 2003).

Outro fato que podemos notar na estrutura cristalografica e a conformacao
preferencial H-anti que foi citado anteriormente. Esta conformacdo impede a formacao

de dimeros ciclicos, pois haveria forte interacio de natureza estérica entre os anéis

aromaticos.

Figura 38: Estrutura cristalografica do composto 84.

Assim, conseqiientemente, estes derivados ndo fazem auto associagcdo do tipo B
para formar dimeros ciclicos como as formamidinas A (BUREIKO &

CHERNYSHOVA, 1991), N,N’-trietil benzamidina (KRAFT et al, 2002) entre outros.

1O
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/7

T
H

77



4.4 Determinacao dos pKa (s) das amidinas

A determinacdo do pKa (s) foi realizada utilizando o método potenciometrico,
com uma solucdo padronizada de HCl, para as amidinas 84 — 88. Os valores dos pKa (s)

foram calculados através das equagdes citadas na Parte Experimental, e mostrados na

tabela 21.

Tabela 21: pKa (s) obtidos para as amidinas

Derivados pKa
84 8,34+0,3
85 7,74 £ 0,06
87 8,41+0,2
86 8,81 10,3
88 8,40 £ 0,04

RACZYNSKA & OSZCZAPOWICZ, (1985) determinaram valores de pKa para
uma série de benzamidinas substituidas visando posteriores estudos de tautomerismo.
Assim, o derivado 85, também estudado pelos referidos pesquisadores, apresentou valor
de pKa = 6,78 em condi¢cdes experimentais diferentes (em etanol 96% v/v) das
utilizadas neste trabalho, tendo sido obtido pKa = 7,56 em solucdo de metanol/dgua
50:50.

Os valores dos pKa(s) obtidos foram correlacionados com os deslocamentos
quimicos dos carbonos amidinicos. O resultado obtido mostrou uma razoével correlagao
(r = 0,9113) indicando uma linearidade na transmissdo dos efeitos eletronicos dos
substituintes sobre o carbono amidinico. A figura 39 mostra o grifico e a equacdo

obtida.
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y=0,7549 8 C, - 114,39
6 R*=0,9113

pka

3 T T T T T 1
160,5 161 161,5 162 1625 163 163,5

8C

Figura 39: Valores de pKa das amidinas x d Ca.

Como pode ser notado, quanto maior o pKa, mais desblindado o carbono
amidinico, em outras palavras, quando a amidina estd sob a forma de sal, mais

desblindado o seu carbono amidinico.
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4.5 Atividade anti-leishmania

As benzamidinas preparadas neste trabalho foram ensaiadas frente a diferentes
espécies de parasitas do género Leishmania. Os ensaios foram realizados com as
amidinas na forma de sal e neutra, sendo que os resultados para os ensaios frente a
Leishmania amazonensis mostram atividade significativa para os derivados na forma de
sal. A tabela 22 mostra os resultados obtidos. As amidinas dimetdxi-substituidas
apresentaram as maiores atividades, 87s (Clsp = 42 uM) e 86s (Clsgp = 49,2 uM),
indicando a importancia da presenca de mais um grupo metoxila, independente do anel

substituido. No entanto, o derivado trimetoxilado mostrou-se com menor atividade.

Tabela 22: Valores das concentragdes inibitdrias dos derivados amidinicos contra L.
amazonensis (promastigotas)

Derivado (sal) Clso (OM) Derivado (neutra) Clso (OM)
84s 80,2 84 n.t*
85s 103,8 £ 15,0 85 636,9 + 60,8
86s 49,2+ 0,9 86 645 19,6
87s 42+ 11,1 87 1773t 11,4
88s 364,0+7,7 88 n.t
89s 492+ 64 89 n.t
Pentamidina” 0,46 £ 0,08 - -

“ ndo testado  ° Controle

Os ensaios frente a Leishmania braziliensis e L. chagasi foram realizados, até a
presente data, com apenas parte dos derivados sintetizados.

Os resultados obtidos mostraram que as amidinas ensaiadas frente a L. chagasi
apresentaram menor atividade, ou seja, os valores de Clso (UM) foram acima de 100

UM.
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No entanto, os resultados para a Leishmania brazilensis mostraram-se mais
interessantes, sendo que o derivado 86 na forma neutra e salina (86s), apresentou a
maior atividade com Clsy (UM) 33,71 e 26,6 uM, respectivamente. A tabela 23 indica os

resultados obtidos.

Tabela 23: Valores das concentragdes inibitdrias dos derivados amidinicos contra L.
braziliensis e L. chagasi (promastigotas)

L. chagasi L. amazonensis
CI 5o (UM) CI 5o (UM)
85s 144,3+7.3 86 33,71+ 6,8
86s 111,6 8,9 86s 26,6 £9,7
88 326,79 £ 27,2 85 65,51 £5,0
87 1773+ 11,4

De acordo com o nosso objetivo da preparacdo de derivados metoxilados
benzamidinicos visando a busca de novas substincias anti-leishmania e de maior
solubilidade em 4gua, pudemos comparar os valores obtidos de Clsy (WM) frente a L.
amazonesis incluindo o derivado na forma de sal (84s) que motivou este estudo. A
figura 40 mostra o grafico da comparacdo entre os valores de Clso (UM) para as
amidinas na forma
400 -
350 |
300 -
250 A
200 -

150 -
100 -

50 ~
‘Al e alln
84s 85s 86s 87s 8

8s 89s

Clso (uM)

Amidinas

Figura 40: Atividade leishmanicida de amidinas em forma de sal frente a L.

amazonensis (promastigotas).
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5. CONCLUSOES

1. A sintese de todas as amidinas propostas, mostrou-se mais eficiente através da

metodologia B levando a produtos com alto grau de pureza e bons rendimentos.

2. A caracterizacao dos derivados amidinicos por técnicas espectroscopicas de rotina foi
coerente com as estruturas propostas. A utilizacdo da experiéncia de NOEDIF
juntamente com as outras técnicas espectroscOpicas mostrou a existéncia de isomeros
geométricos para o derivado nitro-substituido, indicando o isomero E como

predominante.

3. O estudo de modelagem molecular contribuiu para a compreensdao dos diferentes
rendimentos obtidos nas diferentes rotas na metodologia B, e auxiliou na determinacao
dos isdmeros E/Z, indicando o tautdmero iminico em relagdo ao grupo nitro-substiuido

como predominante.

4. Os novos derivados metoxilados obtidos apresentaram interessante atividade anti-
leishmania, particularmente na forma salina, ganhando destaque os derivados di-

metoxilados.

5. A determinacdo dos valores de pKa (s) utilizando o método potenciométrico para as
amidinas sintetizadas, verificou-se uma correlacdo linear com os valores dos

deslocamentos quimicos dos carbonos amidinicos.
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7. ANEXOS
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3342.6,3109.2,3047.2,1655.3,1698.2,1529.4,1437.1,1319.7=
1265.4,1171.7,1111.1,1073.1,1025.4,909.5,884.0,788.7=
750.0,713.8,688.3,647.5,580.3,505.6,438.8=
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Anexo 01: Espectro de IV (KBr) do derivado 79.
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3336.7,3088.5,3049.1,3017.8,2957.8,2933.1,2838.0,1939.6,1882.3=
1655.2,1599.3,1527.5,15@6.5,1434.5,1322.6,1246.0,1179.4,1106.2=
1026.8,913.7,886.5,846.7,786.6,753.6,690.7,655,.2=
625.6,3578.6,519.5,455.4,439.5,409. 1=

Claudin KB 7194 Op.Eld UFRF!..L

el 44_% i ' If 1
=T . «_f“"“;' l iE g
LR e ; _.__,--'—o-“"ﬂ"— i ﬂ f‘i“‘
d ik ke i ot 1
LA bl A
by | i JEE R I
Lji  h g ;';{‘HH( i i It
] » [}
‘l h /H , I“ ln’; I 1}’ { ‘,'!i Il r}‘i
s =N, 9 il | ”' wn I Ud‘
i /1 7 OCHs M NI
; 0 4 i l I !
v ’il ”
41 i i
" | I
2, o84 , : | ’
e et 3H00 cpan 108 il

Anexo 04: Espectro de IV (KBr) do derivado 80.
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3330.3,3120.8,3047.6,3006.1,2939.8,2837.7,1884.2,1727.3, 1647 .4=

1608.6,1378.2,1321.5,1450.6,1410.6,1325.4,1304.2,1249.2=

1182,3,111.1,1873.9, 1031.8,928,5,900. 1, 864..6,824.1, 760, 3=
7L3.4,491.5,650,8,555.9,524.5,439.7, 413, 1=
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Anexo 07: Espectro IV (KBr) do derivado 81.
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Anexo 09: Espectro de RMN Bc (DMSO-dg) do derivado 81.
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3324.9,3123.0,3050.6,3009.2,2954.1,2834,9, 2045 .8, 1881 . 6=
1646.3,1605.7,1513.9,1463.3,1410,7,1303.8,1230.5, 1175.9=
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Anexo 10: Espectro IV (KBr) do derivado 82.
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Anexo 11: Espectro de RMN 'H (DMSO-dg) do derivado 82.
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Anexo 13: Espectro de IV (KBr) do derivado 83.
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3312.8,3124.6,3051.1,2963.3,2927.9,2835.9,1627.9,1590.4=
1533.6,1489.7,1439.3,1331.8,1252.5,1223.7,1177.0,1104.7=
1072.5,1030.5,920.0,900.3,855.3,806.8,759.0,697.4,615.7=
545.8,519.6,439.7,407 .6=
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Anexo 17: IV (KBr ) do derivado 84.
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Anexo 18: RMN de 'H (DMSO —dg) do derivado 84.
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2835.0,2839.2,2097.4,1884.9,1632.4,1575.5,1613.9, 1465.0=
1394.6,1242.1,1178.9,1118.7,1061.7,1026.7,972.4,837.5=
826.9,730.9.639.5.520.1,427.8=
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Anexo 21: Espectro de IV (KBr) do derivado 85.
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Anexo 22: Espectro de RMN de '"H (DMSO-dg) do derivado 85.
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Anexo 23: Espectro de RMN °C (DMSO-dg) do derivado 85s.
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Anexo 24: Espectro de RMN Be (DMSO-dg) do derivado 85.
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3334.7,3117.6,3037.5,2950.3,2833.5,2045.4,1871.5,1626.5=

1592.2,1533.3,1505.7,1466.1,1439.7,1331.5,1297.5,1244.6=

1176.7,1104.7,1030.3,922.1,832.8,754.1,694.6,618.2,524.9=
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Anexo 26: Espectro de IV (KBr) do derivado 86.
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Anexo 28: Espectro de RMN Be (DMSO-dg) do derivado 86s.
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3352.2,3055.5,3002.5,2933.5,2834.1,1625.2,1505.6,1463.5=
1412,2,1337.8,1283.7,1241.6,1177.7,1105.2,1032.8,923.4=
831.3,785.2,738.9,704.3,537.2,437.5=
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Anexo 30: Espectro de IV (KBr) do derivado 87.
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Anexo 31: Espectro de RMN 'H (DMSO-dg) do derivado 87.
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Anexo 32: Espectro de RMN Be (DMSO-dg) do derivado 87s.
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Anexo 33: EM do derivado 87s.
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Anexo 34: Espectro de IV (KBr) do derivado 88.
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Anexo 35: Espectro de RMN 'H (DMSO-dg) do derivado 88.

127



S o e N N M 0 Bal AN
D N &~ D X \© O v o el
N 0 S n NN M S [N S
N 8 8mMexk 3 3 S
N N el A D o0 ~ o .
) < M mAaQ N ~ I 9 I a D il
~ ~ ~ ~ O~~~ ~ ~ "o ~a N ~ Ual

N % =~ N

a D \o ~ e

RG] N N ~

~ 0~ ~ ~ ~

)
b3
©
£
Q
~

—————
130 125 120 115
(ppm)

.

T
165 160 155 150 145 140 135 130 125 120 115 110 105 100 95 90 8 8 75 70 65 60 55 50
(ppm)

Anexo 36: Espectro de RMN " C do derivado 88s.
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Anexo 37: EM do derivado 88s.
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Anexo 38: Espectro de IV (KBr) do derivado 89.
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Anexo 39: Espectro de RMN 'H (DMSO-dg) do derivado 89.
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Anexo 40: Espectro de RMN Be (DMSO-dg) do derivado 89s.
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Anexo 41: Espectro de RMN Be (DMSO-dg) do derivado 89.
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Anexo 42: Espectro de NOEDIF (DMSO-dg) do derivado 89.
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Anexo 43: Espectro de RMN "Hx 'H (DMSO-dg) do derivado 89.
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Anexo 44: EM do derivado 89s.
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