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RESUMO

LOPES, Natalia Drumond. Sintese e avaliacdo da atividade biol6gica de compostos
mesoidnicos da classe dos 1,3,4-tiadiazélio-2-arilaminidas. 2018. 176p Tese (Doutorado
em Quimica, Ciéncia exatas, sintese orgéanica). Instituto de quimica, Universidade Federal
Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2018.

O cancer é um problema de salde publica, sendo considerado a segunda maior causa de morte
no Brasil e no mundo. Atualmente, os métodos terapéuticos empregados contra o cancer
baseiam-se em cirurgia, radioterapia e quimioterapia. Embora a quimioterapia tenha avangado
recentemente, varios tipos de cénceres ainda ndo dispdem de tratamento sistémico e
adequado, como o melanoma e a leucemia linfoma de células T de adulto, tornando-se
necessario a procura de novos agentes antineoplasicos mais eficientes e menos toxicos para as
celulas sadias, a fim de aprimorar a eficicia de tratamento dessas doengas. Diante deste
panorama, compostos heterociclicos se mostram como substancias promissoras para a
atividade antitumoral, incluindo os compostos mesoionicos. Neste presente trabalho é
apresentado a sintese de 4 séries de compostos mesoidnicos da classe 1,3,4-tiadiazélio-2-
arilaminida, na forma de cloridratos, resultando em 24 compostos no total, sendo 20 inéditos.
A metodologia de sintese para a série | foi orientada a partir dos principios da Quimica Verde,
realizando reagdes em auséncia de solvente e uso de micro-ondas a partir de derivados do
piperonal e de tiossemicarbazidas substituidas em rendimentos entre 60 e 95%. Os compostos
das séries I, 11l e IV foram obtidos a partir dos cloretos de acidos cindmicos substituidos e
tiossemicarbazidas também substituidas em 1,4-dioxano sob refluxo em rendimentos
satisfatorios. Todos 0s compostos sintetizados foram caracterizados por técnicas
espectroscépicas de 1V, RMN *H e 3C confirmando as estruturas propostas. Os compostos da
série |1 foram avaliados quanto a inibicdo da enzima tirosinase, marcador bioldgico para
melanomas. Os resultados obtidos se mostraram promissores quanto a atividade inibitéria da
tirosinase para os derivados 16 (ICs;=124 umol L™) e 17 (1C5=358 umol L™). O estudo da
interacdo com a soro albumina humana, bem como, estudos de modelagem molecular, foram
realizados para esses compostos justificando os resultados obtidos in vitro. Os compostos da
série 1l foram avaliados quanto a atividade citotoxica frente a trés linhagens de leucemias
humanas (Jurkat, MT2 e K562) mostrando bons resultados para os compostos 18 e 22,
enguanto que os ensaios para 0s demais compostos estdo em andamento apresentando
resultados preliminares promissores. Os resultados obtidos neste trabalho de tese indicam que
0S compostos mesoidnicos podem ser utilizados como protétipos para novos agentes na
quimioterapia do cancer.

Palavras-chave: Cloridratos Mesoidnicos, Enzima Tirosinase, Atividade Citotdxica.



ABSTRACT

LOPES, Natalia Drumond. Synthesis and evaluation of the biological activity of mesoionic
compounds of the 1,3,4-thiadiazolium-2-arylaminides class. 2018. 176p Thesis (Doctorate
in Chemistry, Exact Sciences, organic synthesis). Institute of Chemistry, Federal Rural

University of Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2018.

Cancer is a public health problem, being considered the second largest cause of death in
Brazil. Currently, the therapeutic methods used against cancer are based on surgery,
radiotherapy and chemotherapy. Although chemotherapy has been being improved recently,
several types of cancer still do not have systemic and adequate treatment, such as melanoma
and leukemia adult T-cell lymphoma, making it necessary to find new, more efficient and less
toxic antineoplastic agents for healthy cells in order to improve the effectiveness of treatment
of these diseases. Considering this scenery, heterocyclic compounds are shown to be
promising substances for antitumor activity, including mesoionic compounds. In this work the
synthesis of 4 series of mesoionic compounds of the class 1,3,4-thiadiazolium-2-arylaminide
in the form of hydrochlorides is presented, resulting in 24 compounds in total, of which 20 are
unpublished. The synthesis methodology for the serie | was oriented from the principles of
Green Chemistry, performing reactions in absence of solvent and use of microwaves from
piperonal derivatives and substituted thiosemicarbazides in yields between 60 and 95%. The
compounds of series I, 11l and IV were obtained from chlorides of substituted cinnamic acids
and thiosemicarbazides also substituted in 1,4-dioxane under reflux in satisfactory yields. All
synthesized compounds were characterized by IR, *H and **C NMR spectroscopic techniques
confirming the proposed structures. The compounds of series | were evaluated for inhibition
of the enzyme tyrosinase, a biological marker for melanomas. The results obtained were
promising for tyrosinase inhibitory activity for derivatives 16 (ICso = 124 umol L™) and 17
(ICso = 358 umol L™). The study of interaction with human serum albumin, as well as
molecular modeling studies, were performed for these compounds justifying the results
obtained in vitro. The compounds of series Il were evaluated for cytotoxic activity against
three human leukemia lines (Jurkat, MT2 and K562) showing good results for compounds 18
and 22, whereas the assays for the other compounds are in progress with promising
preliminary results. The results obtained in this thesis indicate that mesoionic compounds can
be used as prototypes for new agents in cancer chemotherapy.

Keywords: Mesoionic Compounds, Tyrosinase Enzyme, Cytotoxic Activity.
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................................................................................................... Erro! Indicador nédo definido.
Espectro 18. Espectro de RMN **C da N-(4-metoxifenil)-2-fenil-hidrazinacarbotioamida 6.
................................................................................................... Erro! Indicador nédo definido.
Espectro 19. Espectro de IV do 6-nitro-1,3-benzodioxol-5-carboxaldeido 7 ...Erro! Indicador
nao definido.

Espectro 20. Espectro de RMN *H do 6-nitro-1,3-benzodioxol-5-carboxaldeido 7 .......... Erro!
Indicador néo definido.

Espectro 21. Espectro de RMN **C do 6-nitro-1,3-benzodioxol-5-carboxaldeido 7 ........ Erro!
Indicador néo definido.

Espectro 22. Espectro de 1V do 6-bromo-1,3-benzodioxol-5-carboxaldeido 8.Erro! Indicador
nao definido.

Espectro 23. Espectro de RMN *H do 6-bromo-1,3-benzodioxol-5-carboxaldeido 8 ...... Erro!
Indicador néo definido.



Espectro 24. Espectro de RMN **C do 6-bromo-1,3-benzodioxol-5-carboxaldeido 8 ...... Erro!
Indicador néo definido.

Espectro 25. Espectro de 1V do &cido p-nitrocindmico 9.......... Erro! Indicador néo definido.
Espectro 26. Espectro de RMN *H do &cido p-nitro cindmico 9 (400 MHz, DMSO-d8)... Erro!
Indicador néo definido.

Espectro 27. Espectro de RMN **C do 4cido p-nitrocindmico 9 (100 MHz, DMSO-d6).. Erro!
Indicador néo definido.

Espectro 28. Espectro de 1V do acido p-fluorcinamico 10........ Erro! Indicador néo definido.
Espectro 29. Espectro de RMN *H do 4cido p-fluorcindmico 10 (400 MHZ, DMSO-d6). Erro!
Indicador néo definido.

Espectro 30. Espectro de RMN **C do 4cido p-fluorcinamico 10 (100 MHz, DMSO-d6).Erro!
Indicador néo definido.

Espectro 31. Espectro de 1V do acido 6-nitro-(3,4-metilenodioxi)-cindmico 11............... Erro!
Indicador néo definido.

Espectro 32. Espectro de RMN *H do 4cido 6-nitro-(3,4-metilenodioxi)-cinamico 11 (200

MHZ, CD30D).....cciiiieeciece e Erro! Indicador néo definido.
Espectro 33. Espectro de RMN **C do &cido 6-nitro-(3,4-metilenodioxi)-cinamico 11 (50
MHZ, CD30D). ..ottt Erro! Indicador néo definido.
Espectro 34. Espectro de IV do cloridrato de 5-(3,4-metilenodioxi-fenil)-1,3,4-tiadiaz6lio-2-
Fenilaming 12 ... Erro! Indicador néo definido.
Espectro 35. Espectro de RMN 'H do cloridrato de 5-(3,4-metilenodioxi-fenil)-1,3,4-
tiadiazolio-2-fenilamina 12 .........cccocvovevieieieice e, Erro! Indicador néo definido.
Espectro 36. Espectro de RMN *C do cloridrato de 5-(3,4-metilenodioxi-fenil)-1,3,4-
tiadiazolio-2-fenilamina 12 ..........ccccovviveienene e, Erro! Indicador néo definido.
Espectro 37. Espectro de IV do cloreto de 5-(3,4-metilenodioxi-6’-nitro-fenil)-1,3,4-
tiadiazélio-2-fenilamina 13 ..........ccccovvviivieiecr e, Erro! Indicador néo definido.
Espectro 38. Espectro de RMN *H do cloreto de 5-(3,4-metilenodioxi-6’-nitro-fenil)-1,3,4-
tiadiazélio-2-fenilamina 13 ..........ccccoovviiieiniere e, Erro! Indicador néo definido.
Espectro 39. Espectro de RMN 13C do cloreto de 5-(3,4-metilenodioxi-6’-nitro-fenil)-1,3,4-
tiadiazdlio-2-fenilamina 13 ..........ccccovvviieiniee e Erro! Indicador néo definido.
Espectro 40. Espectro de IV do cloreto de 5-(3,4-metilenodioxi-6’-bromo-fenil)-1,3,4-
tiadiazdlio-2-fenilamina 14 ..........ccccovvvvieieieiee e, Erro! Indicador néo definido.
Espectro 41. Espectro de RMN *H do Cloreto de 5-(3,4-metilenodioxi-6’-bromo-fenil)-1,3,4-
tiadiazolio-2-fenilamina 14 ..........cccccovvveieieiene e, Erro! Indicador néo definido.
Espectro 42. Espectro de RMN *3C do cloreto de 5-(3,4-metilenodioxi-6’-bromo-fenil)-1,3,4-
tiadiazolio-2-fenilamina 14 ..........ccccovvvieieienene e, Erro! Indicador néo definido.
Espectro 43. Espectro de 1V do cloreto de 5-(3,4-metilenodioxi-fenil)-1,3,4-tiadiaz6lio-2-(4’-
nitrofenil)amina 15 ... Erro! Indicador nédo definido.
Espectro 44. Espectro de RMN *H do Cloreto de 5-(3,4-metilenodioxi-fenil)-1,3,4-tiadiazdlio-
2-(4”-nitrofenil)amina 15...........ccccoviiiiciie e Erro! Indicador nédo definido.
Espectro 45. Espectro de RMN **C do cloreto de 5-(3,4-metilenodioxi-fenil)-1,3,4-tiadiazdlio-
2-(4”-nitrofenil)amina 15..........ccccevviiiiiie e Erro! Indicador nédo definido.
Espectro 46. Espectro de 1V do cloreto de 5-(3,4-metilenodioxi-fenil)-1,3,4-tiadiazolio-2-(4°’-
clorofeni)amina 16 .........cccccveiiiiiie i Erro! Indicador nédo definido.
Espectro 47. Espectro de RMN *H do cloreto de 5-(3,4-metilenodioxi-fenil)-1,3,4-tiadiazolio-
2-(4”’-clorofenil)amina 16...........cccecveiiieiie i Erro! Indicador nédo definido.
Espectro 48. Espectro de RMN **C do cloreto de 5-(3,4-metilenodioxi-fenil)-1,3,4-tiadiazdlio-
2-(4>’-clorofenil)aming 16. ........ccccceveriieieiiniiee e Erro! Indicador néo definido.

Espectro 49. Espectro de 1V do cloreto de 5-(3,4-metilenodioxi-fenil)-1,3,4-tiadiazolio-2-(4"’-
bromofenil)aming 17 ........cccooiiiiiiiieie e Erro! Indicador néo definido.



Espectro 50. Espectro de RMN *H do cloreto de 5-(3,4-metilenodioxi-fenil)-1,3,4-tiadiazolio-

2-(4>’-bromofenil)amina 17..........cccccevveieiiieii e Erro! Indicador nédo definido.
Espectro 51. Espectro de RMN *3C do cloreto de 5-(3,4-metilenodioxi-fenil)-1,3,4-tiadiazélio-
2-(4>’-bromofenil)amina 17.........cccocevveieiieie e Erro! Indicador néo definido.
Espectro 52. Espectro de IV do cloridrato de 4-fenil-5-(4-nitro-cinamoil)-1,3,4-tiadiazélio-2-
fenilaming 18 ..o Erro! Indicador n&o definido.
Espectro 53. Espectro de RMN 'H do cloridrato de 4-fenil-5-(4-nitro-cinamoil)-1,3,4-
tiadiazolio-2-fenilamina 18 ..........ccccccovivieiinen e, Erro! Indicador néo definido.
Espectro 54. Espectro de RMN *C do cloridrato de 4-fenil-5-(4-nitro-cinamoil)-1,3,4-
tiadiazdlio-2-fenilamina 18 ..........ccccoovviinieiene e, Erro! Indicador néo definido.
Espectro 55. Espectro de IV do cloridrato de 4-fenil-5-(4-nitro-cinamoil)-1,3,4-tiadiazélio-2-
(4-nitro-fenilaming) 19 ... e Erro! Indicador néo definido.
Espectro 56. Espectro de RMN 'H do cloridrato de 4-fenil-5-(4-nitro-cinamoil)-1,3,4-
tiadiazolio-2-(4-nitro-fenilamina) 19..........cccccevvvevviieciccieenen, Erro! Indicador nédo definido.
Espectro 57. Espectro de RMN *C do cloridrato de 4-fenil-5-(4-nitro-cinamoil)-1,3,4-
tiadiazolio-2-(4-nitro-fenilamina) 19..........ccccceevevveie e, Erro! Indicador néo definido.
Espectro 58. Espectro de IV do cloridrato de 4-fenil-5-(4-nitro-cinamoil)-1,3,4-tiadiazélio-2-
(4-cloro-fenilaming) 20 ........cccccevieiieieiecee e Erro! Indicador néo definido.
Espectro 59. Espectro de RMN 'H do cloridrato de 4-fenil-5-(4-nitro-cinamoil)-1,3,4-
tiadiazolio-2-(4-cloro-fenilamina) 20...........cccocevevveieciccieee, Erro! Indicador nédo definido.
Espectro 60. Espectro de RMN C do cloridrato de 4-fenil-5-(4-nitro-cinamoil)-1,3,4-
tiadiazolio-2-(4-cloro-fenilamina) 20...........cccocvvevveieciccieeee, Erro! Indicador nédo definido.
Espectro 61. Espectro de IV do cloridrato de 4-fenil-5-(4-nitro-cinamoil)-1,3,4-tiadiazélio-2-
(4-bromo-fenilamina) 21 ........ccccoeiiiiiii e Erro! Indicador nédo definido.
Espectro 62. Espectro de RMN 'H do cloridrato de 4-fenil-5-(4-nitro-cinamoil)-1,3,4-
tiadiazolio-2-(4-bromo-fenilamina) 21..........ccccccevveieiiciinennenn, Erro! Indicador nédo definido.
Espectro 63. Espectro de RMN C do cloridrato de 4-fenil-5-(4-nitro-cinamoil)-1,3,4-
tiadiazolio-2-(4-bromo-fenilamina) 21..........ccccccevveieiiciinennenn, Erro! Indicador nédo definido.
Espectro 64. Espectro de IV do cloridrato de 4-fenil-5-(4-nitro-cinamoil)-1,3,4-tiadiazélio-2-
(4-1oluilaming) 22........ooviiiieiiic e Erro! Indicador nédo definido.
Espectro 65. Espectro de RMN 'H do cloridrato de 4-fenil-5-(4-nitro-cinamoil)-1,3,4-
tiadiazolio-2-(4-toluilaming) 22 .........ccccceeveevevieie e, Erro! Indicador nédo definido.
Espectro 66. Espectro de RMN C do cloridrato de 4-fenil-5-(4-nitro-cinamoil)-1,3,4-
tiadiazolio-2-(4-toluilaming) 22 .........ccccovevvevieiieie e, Erro! Indicador nédo definido.
Espectro 67. Espectro de IV do cloridrato de 4-fenil-5-(4-nitro-cinamoil)-1,3,4-tiadiazélio-2-
(4-metdxi-fenilaming) 23..........cccoevieiiiieiee e Erro! Indicador nédo definido.
Espectro 68. Espectro de RMN 'H do cloridrato de 4-fenil-5-(4-nitro-cinamoil)-1,3,4-
tiadiazolio-2-(4-metoxi-fenilamina) 23 ..., Erro! Indicador nédo definido.
Espectro 69. Espectro de RMN C do cloridrato de 4-fenil-5-(4-nitro-cinamoil)-1,3,4-
tiadiazolio-2-(4-metoxi-fenilamina) 23 .........ccccceeveviiiccieennen, Erro! Indicador nédo definido.
Espectro 70. Espectro de 1V do cloridrato de 4-fenil-5-(4-fluor-cinamoil)-1,3,4-tiadiazolio-2-
Fenilaming 24 ... Erro! Indicador néo definido.
Espectro 71. Espectro de RMN 'H do cloridrato de 4-fenil-5-(4-fluor-cinamoil)-1,3,4-
tiadiazélio-2-fenilamina 24 ..........ccccocovveeieiei e, Erro! Indicador néo definido.
Espectro 72. Espectro de RMN *3C do cloridrato de 4-fenil-5-(4-fluor-cinamoil)-1,3,4-
tiadiazélio-2-fenilamina 24 ..........ccccoovvveieieien e, Erro! Indicador néo definido.
Espectro 73. Espectro de 1V do cloridrato de 4-fenil-5-(4-fluor-cinamoil)-1,3,4-tiadiazolio-2-
(nitrofenil)-amina 25 ... Erro! Indicador néo definido.

Espectro 74. Espectro de RMN 'H do cloridrato de 4-fenil-5-(4-fluor-cinamoil)-1,3,4-
tiadiazélio-2-(nitrofenil)-amina 25..........cccooeveveiiieiieicenen, Erro! Indicador néo definido.



Espectro 75. Espectro de RMN *C do cloridrato de 4-fenil-5-(4-fluor-cinamoil)-1,3,4-

tiadiazolio-2-(nitrofenil)-amina 25.........cccccveveeeeve e, Erro! Indicador nédo definido.
Espectro 76. Espectro de 1V do cloridrato de 4-fenil-5-(4-fluor-cinamoil)-1,3,4-tiadiazdlio-2-
(clorofenil)-amina 26...........cccoevevieveeiece e Erro! Indicador néo definido.
Espectro 77. Espectro de RMN 'H do cloridrato de 4-fenil-5-(4-fluor-cinamoil)-1,3,4-
tiadiazolio-2-(clorofenil)-amina 26 ...........ccccceeveiv e e, Erro! Indicador néo definido.
Espectro 78. Espectro de RMN **C do cloridrato de 4-fenil-5-(4-fluor-cinamoil)-1,3,4-
tiadiazolio-2-(clorofenil)-amina 26 ...........ccccccevvevv e e, Erro! Indicador néo definido.
Espectro 79. Espectro de 1V do cloridrato de 4-fenil-5-(4-fluor-cinamoil)-1,3,4-tiadiazdlio-2-
(bromofenil)-amina 27..........ccooeiieiieieie e Erro! Indicador néo definido.
Espectro 80. Espectro de RMN 'H do cloridrato de 4-fenil-5-(4-fluor-cinamoil)-1,3,4-
tiadiazolio-2-(bromofenil)-amina 27 .........cccccoeeevevvece e, Erro! Indicador néo definido.
Espectro 81. Espectro de RMN **C do cloridrato de 4-fenil-5-(4-fluor-cinamoil)-1,3,4-
tiadiazolio-2-(bromofenil)-amina 27 .........cccccoeevvevvece e, Erro! Indicador néo definido.
Espectro 82. Espectro de 1V do cloridrato de 4-fenil-5-(4-fluor-cinamoil)-1,3,4-tiadiazdlio-2-
(tolUID)-amMINA 28 .......cveeie e Erro! Indicador néo definido.
Espectro 83. Espectro de RMN 'H do cloridrato de 4-fenil-5-(4-fluor-cinamoil)-1,3,4-
tiadiazolio-2-(toluil)-amina 28 ...........cccccevveieviccr e, Erro! Indicador néo definido.
Espectro 84. Espectro de RMN **C do cloridrato de 4-fenil-5-(4-fluor-cinamoil)-1,3,4-
tiadiazolio-2-(toluil)-amina 28 ...........cccccvevieieiicie e, Erro! Indicador nédo definido.
Espectro 85. Espectro de 1V do cloridrato de 4-fenil-5-(4-fluor-cinamoil)-1,3,4-tiadiazdlio-2-
(metoxi-fenil)-amina 29..........cccccoe i Erro! Indicador nédo definido.
Espectro 86. Espectro de RMN 'H do cloridrato de 4-fenil-5-(4-fluor-cinamoil)-1,3,4-
tiadiazolio-2-(metoxi-fenil)-amina 29...........ccccoe v, Erro! Indicador nédo definido.
Espectro 87. Espectro de RMN *C do cloridrato de 4-fenil-5-(4-fluor-cinamoil)-1,3,4-
tiadiazolio-2-(metoxi-fenil)-amina 29...........ccccoevv e, Erro! Indicador nédo definido.
Espectro 88. Espectro de IV do cloridrato de 4-fenil-5-[2-(6’-nitro-3",4’-metilenodioxifenil)-
(E)-etenil]-1,3,4-tiadiazolio-2 fenilamina 30 ...........cccccevevvennen Erro! Indicador nédo definido.

Espectro 89. Espectro de RMN 'H do cloridrato de 4-fenil-5-[2-(6’-nitro-3",4-
metilenodioxifenil)-(E)-etenil]-1,3,4-tiadiazolio-2 fenilamina 30Erro! Indicador nao
definido.

Espectro 90. Espectro de RMN **C do cloridrato de 4-fenil-5-[2-(6’-nitro-3",4’-
metilenodioxifenil)-(E)-etenil]-1,3,4-tiadiazolio-2 fenilamina 30Erro! Indicador nao
definido.

Espectro 91. Espectro de IV do cloridrato de 4-fenil-5-[2-(6’-nitro-3",4’-metilenodioxifenil)-
(E)-etenil]-1,3,4-tiadiazolio-2-(nitro-fenil)-amina 31 ............... Erro! Indicador nédo definido.
Espectro 92. Espectro de RMN 'H do cloridrato de 4-fenil-5-[2-(6’-nitro-3",4-
metilenodioxifenil)-(E)-etenil]-1,3,4-tiadiazolio-2-(nitro-fenil)-amina 31Erro! Indicador ndo
definido.

Espectro 93. Espectro de RMN *C do cloridrato de 4-fenil-5-[2-(6’-nitro-3",4’-
metilenodioxifenil)-(E)-etenil]-1,3,4-tiadiazolio-2-(nitro-fenil)-amina 31Erro! Indicador ndo
definido.

Espectro 94. Espectro de IV do cloridrato de 4-fenil-5-[2-(6-nitro-3’,4’-metilenodioxifenil)-
(E)-etenil]-1,3,4-tiadiazo6lio-2-(cloro-fenil)-amina 32............... Erro! Indicador nédo definido.
Espectro 95. Espectro de RMN 'H do cloridrato de 4-fenil-5-[2-(6’-nitro-3",4’-
metilenodioxifenil)-(E)-etenil]-1,3,4-tiadiaz6lio-2-(cloro-fenil)-amina 32Erro! Indicador
nao definido.

Espectro 96. Espectro de RMN *C do cloridrato de 4-fenil-5-[2-(6’-nitro-3",4’-
metilenodioxifenil)-(E)-etenil]-1,3,4-tiadiazolio-2-(cloro-fenil)-amina 32Erro! Indicador
nédo definido.



Espectro 97. Espectro de IV do cloridrato de 4-fenil-5-[2-(6-nitro-3’,4’-metilenodioxifenil)-

(E)-etenil]-1,3,4-tiadiazolio-2-(bromo-fenil)-amina 33 ............ Erro! Indicador nédo definido.
Espectro 98. Espectro de RMN 'H do cloridrato de 4-fenil-5-[2-(6’-nitro-3",4-
metilenodioxifenil)-(E)-etenil]-1,3,4-tiadiazolio-2-(bromo-fenil)-amina 33Erro!  Indicador
nao definido.

Espectro 99. Espectro de RMN ™C do cloridrato de 4-fenil-5-[2-(6’-nitro-3",4’-
metilenodioxifenil)-(E)-etenil]-1,3,4-tiadiazolio-2-(bromo-fenil)-amina 33Erro!  Indicador
nao definido.

Espectro 100. Espectro de IV do cloridrato de 4-fenil-5-[2-(6’-nitro-3",4’-metilenodioxifenil)-
(E)-etenil]-1,3,4-tiadiazo6lio-2-(toluil)-amina 34 ....................... Erro! Indicador nédo definido.
Espectro 101. Espectro de RMN 'H do cloridrato de 4-fenil-5-[2-(6’-nitro-3°,4’-
metilenodioxifenil)-(E)-etenil]-1,3,4-tiadiazolio-2-(toluil)-amina 34Erro!  Indicador néo
definido.

Espectro 102. Espectro de RMN **C do cloridrato de 4-fenil-5-[2-(6’-nitro-3",4’-
metilenodioxifenil)-(E)-etenil]-1,3,4-tiadiazolio-2-(toluil)-amina 34Erro!  Indicador né&o
definido.

Espectro 103. Espectro de IV do cloridrato de 4-fenil-5-[2-(6’-nitro-3",4’-metilenodioxifenil)-
(E)-etenil]-1,3,4-tiadiazo6lio-2-(metoxi-fenil)-amina 35............ Erro! Indicador néo definido.
Espectro 104. Espectro de RMN 'H do cloridrato de 4-fenil-5-[2-(6’-nitro-3°,4’-
metilenodioxifenil)-(E)-etenil]-1,3,4-tiadiazolio-2-(metoxi-fenil)-amina 35Erro!  Indicador
nao definido.

Espectro 105. Espectro de RMN *C do cloridrato de 4-fenil-5-[2-(6’-nitro-3",4’-
metilenodioxifenil)-(E)-etenil]-1,3,4-tiadiaz6lio-2-(metoxi-fenil)-amina 35Erro!  Indicador
nao definido.
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1. INTRODUCAO

O céancer é um problema de salde publica inquestionavel, especialmente entre os
paises em desenvolvimento, onde é esperado que seu impacto na populacdo corresponde a
80% dos mais de 20 milhdes de casos novos estimados para 2025, segundo o documento
World Cancer Report 2014 da International Agency for Research on Cancer (IARC), da
Organizagdo Mundial da Satde (OMS) (STEWART & WILD, 2014).

No Brasil, 0 cancer € a segunda maior causa de morte, e a estimativa para o biénio
2016-2017, apontava a ocorréncia de cerca de 600 mil casos novos, sendo aproximadamente,
180 mil casos novos de cancer de pele ndao melanoma (INCA, 2016).

Atualmente, os métodos terapéuticos empregados contra o cancer baseiam-se em
cirurgia, radioterapia e quimioterapia. Nos Ultimos tempos, a quimioterapia apresentou um
avanco significativo, com a descoberta de farmacos que apresentam eficacia parcial ou total
contra alguns tipos de tumores. Entretanto, varios tumores ainda ndo dispdem de tratamento
sistémico e adequado, tornando-se necessario a procura de novos agentes antitumorais mais
eficientes e menos toxicos para as células sadias, para melhorar a eficacia de tratamento
dessas doencas.

Diante deste panorama, compostos heterociclicos se mostram como uma classe de
substancias promissoras para a atividade antitumoral, principalmente no que diz respeito aos
compostos da classe dos 1,3,4-tiadiazdlio, incluindo os compostos mesoidnicos.

Neste presente trabalho é apresentado a sintese de 4 séries de compostos mesoiénicos
da classe 1,3,4-tiadiazolio-2-arilaminida, na forma de cloridratos, resultando em 24
compostos no total, sendo 20 inéditos. Posteriormente, avaliou-se a atividade citootoxica
frente a trés linhagens de leucemias humanas e quanto a inibicdo da enzima tirosinase,
relacionada com o melanoma. Além disso foram realizados estudos de interacdo com a soro
albumina humana e estudos de modelagem molecular, confirmando os resultados obtidos in
vitro.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. O Cancer

Céncer é um termo genérico para um conjunto de mais de 100 doengas que sao
caracterizadas pelo crescimento desordenado de células que invadem os tecidos e 6rgaos.
Estas células dividem-se rapidamente e de maneira incontrolavel, determinando a formagéo
de tumores, que é o acimulo de células cancerosas, ou neoplasias malignas. O cancer pode
afetar quase qualquer parte do corpo e possui muitos subtipos anatdmicos e moleculares que
correspondem aos Varios tipos de células do corpo, a velocidade de multiplicacdo das mesmas
e a capacidade de invadir tecidos e oOrgdos vizinhos ou distantes, chamado de metéstase
(INCA, 2016).

Em 2015, o cancer representou 8,8 milhdes de mortes no mundo, sendo considerado a
segunda principal causa de morte no mundo. Alguns tipos de cancer, como o de pulmao,
prostata, colorretal, estomacal e hepéatico sdo os mais comuns nos homens, enquanto 0S
canceres mamarios, colorretais, pulmonares, colo do Gtero e estomacais sdo 0s mais comuns
entre as mulheres (WHO, 2018).

A proliferacdo celular das células cancerosas é diferente do crescimento das celulas
normais. As células cancerosas continuam crescendo incontrolavelmente, formando outras
novas células anormais. Dividem-se de forma rapida, agressiva e incontrolavel, espalhando-se
para outras regides do corpo — acarretando transtornos funcionais. Na Figura 1 podemos
observar o crescimento celular das células normais e cancerigenas.

Célula geneticamente
alterada

Hiperplasia Displasia Cancer in situ Cancer invasivo

Figura 1. Crescimento celular em células normais e cancerosas (INCA, 2012).
Fonte: llustracdo de Mariana F. Teles.

As causas de cancer sdo diversas, podendo ser externas ou internas ao organismo. As
causas externas correspondem a cerca de 80 a 90% de todos 0s casos e estédo relacionadas com
0 meio ambiente e habitos do meio social. As causas internas correspondem a 10% do total de
casos e estdo relacionadas com questdes genéticas de um individuo e a capacidade do
organismo de se defender das agressbes externas. O tratamento do cancer pode ser feito
através de cirurgia, radioterapia, quimioterapia ou transplante de medula éssea. Em muitos
casos, é necessario combinar mais de uma modalidade (INCA, 2018).



2.1.1. A leucemia/linfoma de células T do adulto e o HTLV

Dentre os diversos tipos de cancer, a leucemia ¢ uma doenca maligna dos leucdcitos,
geralmente, de origem desconhecida. A caracteristica principal é o acimulo de células jovens
anormais na medula 6ssea, que substituem as células sanguineas normais. Existem diversos
tipos de leucemias, sendo um deles a leucemia/linfoma de células T do adulto LLcTA (INCA,
2018).

Em 1980 foi descoberto o virus linfotropico para células T humanas tipo | (Human T-
cell lymphotropic virus — HTLV-I), sendo isolado de células derivadas de paciente com
linfoma cutaneo e, relacionado a leucemia/linfoma de células T do adulto (adult T-cell
leukemia/lymphoma — LLcTA). Pouco depois da descoberta do HTLV-I, foi isolado outro
retrovirus, o HTLV-II, que tem semelhanca com o HTLV-l em 66% das sequéncias
gendmicas (GONCALVES et.al., 2010; BITTENCOURT et.al., 2006).

Estima-se que haja no mundo cerca de 5 a 10 milhdes de portadores de HTLV-I, sendo
considerado endémico, porém as taxas de soroprevaléncia diferem em diferentes regibes
(GESSAIN & CASSAR, 2012). O HTLV-I pode ser transmitido ao individuo por: via
vertical, através da amamentacdo ou através de relacdo sexual; por via parenteral, através de
transfusdo sanguinea ou pelo uso compartilhado de instrumentos perfurocortantes
contaminados (BITTENCOURT et.al., 2007). O HTLV-l pode infectar diversos tipos
celulares como linfocitos B, linfocitos T, fibroblastos e mondcitos, possuindo tropismo
especial por células T CD4+. A transmissao do HTLV-I no organismo ocorre, principalmente,
célula a célula, havendo transferéncia do material viral de célula infectada para célula ndo
infectada (BANGHAM, 2003).

Embora a maioria dos portadores do HTLV-I ndo desenvolva doencas associadas,
alguns deles podem manifestar enfermidades de dificil controle, como a leucemia/linfoma de
células T do adulto (LLcTA), a paraparesia espastica tropical/mielopatia associada ao HTLV-
I (HTLV-I — associated myelopathy/tropical spasticparaparesis— HAM/TSP), que envolve a
medula espinhal, considerada uma doenca incapacitante e, a dermatite infecciosa, que é um
tipo de eczema infantil (BITTENCOURT et.al., 2006; KAMOI & MOCHIZUKI, 2012). O
HTLV-1 age lentamente dentro do organismo, portanto, as doengas causadas pelo virus
podem emergir na idade adulta mesmo quando a infecgdo ocorreu no inicio da vida (TAJIMA
& HINUMA, 1992). Os portadores de HTLV-1 tornam-se mais propensos a desenvolver
outras doencas infecciosas, devido a desregulacdo do sistema imunoldgico, causando
linfoproliferagdo espontanea e aumento da ativacéo das células T (CARVALHO et.al., 2001).

O diagnostico de infecgdo pelo HTLV-1 é realizado através da determinagdo de
anticorpos contra o virus pelo método ELISA e a confirmacao pelo Western Blot (WB), este
ultimo, esta em processo de incorporagio no Sistema Unico de Saude (SUS) (MINISTERIO
DA SAUDE, 2014).

As formas clinicas do LLCTA podem ser classificadas em quatro subtipos: leucémico
agudo, linfoma, crénico e smoldering (indolente). Além destes subtipos bem definidos, existe
ainda um estado limitrofe entre individuos assintomaticos e LLCTA, que € denominado como
fase pré-LLcTA, quando existe a presenca de linfdcitos atipicos circulantes que podem
desaparecer espontaneamente (SILVA et.al., 2002).

A leucemia/linfoma de células T do adulto quando apresentado nas formas clinicas
mais agressivas (linfoma e aguda) € uma doenca que possui baixa resposta ao tratamento por
guimioterapia, sendo considerada de alta letalidade. Estima-se uma sobrevida de no méaximo
12 meses, mesmo sob tratamento (BITTENCOURT et.al., 2007).



2.1.2. O melanoma e a enzima tirosinase

Segundo informacdes obtidas no site do Instituto Nacional do Céncer (INCA), o
melanoma cutaneo € um tipo de cancer de pele que tem origem nos melandcitos e tem
predominancia em adultos brancos. Embora o cancer de pele seja 0 mais frequente no Brasil e
corresponda a 25% de todos os tumores malignos registrados no Pais, 0 melanoma representa
apenas 4% das neoplasias malignas do 6rgédo, apesar de ser o mais grave devido a sua alta
possibilidade de metastase. Dados de 2013 apontam 1.547 casos de melanoma que
culminaram em @bitos. A estimativa € que aumente 0 numero de casos deste tipo de cancer a
cada ano no Brasil (INCA, 2016).

Nos ultimos anos, houve uma grande melhora na sobrevida dos pacientes com
melanoma, principalmente devido a deteccao precoce do tumor, pois é fato que o progndstico
desse tipo de cancer € considerado bom, se detectado nos estagios iniciais. Portanto, estudos
sobre a biologia molecular do melanoma cutaneo buscando a identificacdo de marcadores
moleculares séo interessantes na previsao do diagnostico e na melhoria do prognéstico dos
individuos com essa doenca. Marcadores imuno-histoquimicos (Mel-CAM), enzimaticos
(tirosinase), protéicos (integrinas; ICAM-1; ciclina D1) e genéticos (CDKN2A; p53; p21)
podem ser utilizados para esse fim. Devido a isso, foi observado um grande avanco nos
estudos do desenvolvimento dos mecanismos patogénicos do melanoma maligno
(FIGUEIREDO et. al., 2003).

Alguns estudos realizados identificaram a presenca da enzima tirosinase em todos 0s
melanomas estudados, além de detectar a reatividade de 100% dos melanomas para o
anticorpo HMB-45, que é um anticorpo monoclonal que reage com uma proteina chamada
gp100 localizada dentro dos melanossomas. Tanto HMB-45, como 0s anticorpos contra
tirosinase, sdo usados como marcadores imuno-histoquimicos no diagnostico diferencial do
melanoma maligno (FIGUEIREDO et. al., 2003).

A enzima tirosinase (E.C.1.14.18.1) também conhecida como fenoloxidase, é uma
metaloenzima contendo cobre, amplamente distribuida em plantas, microorganismos e
animais (Figura 2) (SEO et.al., 2003). E considerada como sendo uma enzima essencial para
a biossintese da melanina no processo de melaniza¢do (WU et. al., 2015). Nos mamiferos, ela
esta envolvida na transformacdo da L-tirosina para dopaquinona através de duas etapas, sendo
uma hidroxilagéo seguida de uma oxidagdo. A dopaquinona sera transformada posteriormente
através de varias reacBes para produzir a melanina, pigmento responsavel ndo apenas em
definir importantes caracteristicas fenotipicas humanas, mas principalmente na acdo de
fotoprotecdo devido a sua capacidade de absorver a radiacdo ultravioleta (VIDEIRA et al.,
2013).
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Figura 2. Representacédo da enzima tirosinase (Fonte: http://www.ac.uni-
kiel.de/de/tuczek/forschungsgebiete/sauerstoffaktivierung)



A acdo inibidora sobre a atividade da tirosinase € um objetivo importante no
tratamento de distarbios relacionados com pigmentacdo e no desenvolvimento de agentes de
branqueamento ou agentes quimioterapicos (WU et. al., 2015). Varios compostos naturais ou
sintéticos sdo relatados na literatura como inibidores da tirosinase (BRANDAO et al., 2010;
WANG et al., 2014; CHAN et al., 2014). Os inibidores mais populares foram a arbutina e o
acido kojico que, apos a descoberta de efeitos secundarios graves, levou a limitacdo do seu
uso humano, estimulando a procura de novos inibidores de tirosinase, sejam naturais ou
sintéticos (SILVERIO; CASTRO; MIRANDA, 2013).

2.2. Os avancos na quimioterapia da leucemia/linfoma de células T do adulto (LLCTA) e
do melanoma

2.2.1. Quimioterapia para LLCTA

Embora a quimioterapia para o tratamento de diversos tipos de cancer tenha avangado
ao longo dos anos, o tratamento da LLCTA esta aquéem do ideal. Os fatores que estdo
associados a faléncia do tratamento, geralmente, sdo:

Resisténcia a quimioterapia convencional,

Aumento de proteinas responsaveis pela resisténcia a multiplas drogas (MDR),

Disfuncdes hepaticas ou renais,

Estado de imunodeficiéncia levando a infec¢fes bacterianas, parasitarias e fingicas no
decorrer do tratamento quimioterapico (MINISTERIO DA SAUDE, 2014).

Na literatura estdo descritas diversas formas de tratamento e a estratégia mais utilizada
é 0 uso de CHOP, podendo vir seguido do uso de etoposideo, vindesina, ranimustina e
mitoxantrona com fator estimulador de crescimento de col6nias de granulécitos (GCSF)
(TAGUCHI et al., 1996; KATO & AKASHI, 2015). O CHOP (Figura 3) é um coquetel
utilizado para tratar as formas linfomatosa e aguda da LLcTA. Consiste em:

(C) ciclofosfamida: um agente de alquilacdo que danifica 0 DNA por ligacdo a ele e
provoca a formacao de ligagdes cruzadas.

(H) hidroxildaunorrubicina (adriamicina): um agente de intercalacio de DNA
(danifica inserindo-se entre as bases de DNA).

(O) oncovin (vincristina), que impede que as células de duplicacdo atraves da ligacdo a
proteina tubulina

(P) prednisona, que € um corticoide que age nas citocinas (processo inflamatorio).

Oncovin/vincristina
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Figura 3. Estruturas quimicas dos farmacos que compdem o coquetel CHOP utilizado na
guimioterapia de LLCTA.

Aqueles que apresentaram remissdo completa (RC) ou parcial (RP) recebiam
etoposideo (50 mg/m?) como tratamento de manutencdo. As principais toxicidades deste
esquema foram pancitopenia, neurite periférica e alopecia. No entanto, apesar da introducao
de etoposideo, a taxa de sobrevida mediana ndo ultrapassou nove meses para grande maioria
dos casos e de 3 anos para 13% dos casos (TAGUCHI et al., 1996).

O tratamento mais utilizado no momento para LLCTA, principalmente nos casos
menos agressivos da doenca, é o uso de antivirais como a zidovudina (AZT) e interferon alfa
(aINF-2b) (Figura 4) devido a sua baixa toxicidade e aos bons efeitos em causar remissao e
prolongar a sobrevida. Embora o verdadeiro mecanismo de ac¢do ndo seja completamente
esclarecido, sugere-se que haja um efeito imunoldgico do aINF associado ao efeito citostatico
do AZT nas células linfoides. Em pacientes que apresentam LLCTA agressivo, geralmente o
tratamento é realizado com quimioterapia, antivirais e / ou transplante de medula dssea
(TSUKASAKI et al., 2009). Para esses casos, 0 curso clinico é lento, até ocorrer a progressao
da doenca para forma aguda e ndo existem evidéncias de que o tratamento quimioterapico
evitara essa transformacdo. O tratamento ainda podera aumentar a morbidade, devido a
imunodeficiéncia, levando a episédios de infecccbes e resiténcia aos quimioterapicos.
Portanto, é recomendado o tratamento preventivo antifungico, antiparasitario e antiviral.

CHa
o
/
HO o N\"/NH
\\Sj/ I
N=N=N

Zidovudina/azidotimidina

Figura 4. Estruturas do Interferon alfa (alFN) (Fonte: RCSB Protein Data Bank) e da zidovudina
(AZT).

Estudos realizados por Hodson e colaboradores (2011), demonstaram que a incluséo
de AZT / alFN quando combinado com o tratamento quimioterdpico convencional (CHOP),
apresentou uma sobrevida melhor em comparagdo com a quimioterapia isolada. Em LLCTA
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aguda, e a taxa de resposta para quimioterapia com AZT foi de 58%, com uma taxa de
remissdo completa (RC) de 42%. A quimioterapia isolada era inferior, com uma taxa de
remissdo completa de 31% (BAZARBACHI et al., 2010; HODSON et al., 2011).

Atualmente, outros agentes quimioterapicos tém sido utilizados como possibilidade
terapéutica paraa LLCTA, como por exemplo, o acido trans-retindico (ATRA) (Figura 5) que
inibe o crescimento das células da LLCTA in vitro e induz apoptose suprimindo a atividade de
transcricdo da proteina NF-kB no ciclo celular (MAEDA et.al., 2000; NAWATA et.al., 2001).
Outro modificador biol6gico é o trioxido de arsénico (extremamente tdxico), que inibe o
crescimento e induz apoptose das células infectadas pelo HTLV-I através da ativacdo da via
das caspases e pela inativacdo da via NF-kB. Esta substancia deve ser utilizada em associacao
com aoINF ou ATRA, pois estudos sugerem que seu uso isoladamente poderia aumentar a
producdo viral e 0 nimero de células infectadas (MAEHIEUX et al., 2001).

HsC CH, CH,

CH,

Acido transretinéico (ATRA)

Figura 5. Estrutura quimica do &cido trans-retindico (ATRA).

2.2.2. Quimioterapia para melanoma

O tratamento clinico aplicdvel para o melanoma é uma cirurgia combinada com
radiacdo e quimioterapia. A cirurgia € a escolha de tratamento para melanoma cutaneo
localizado (BATUS, et.al., 2013). Alguns dos quimioterapicos para melanoma maligno
incluem dacarbazina (DTIC), temozolomida (TMZ), paclitaxel e compostos de platina. As
estruturas quimicas desses compostos podem ser observados nas Figuras 6 e 7. No entanto, a
taxa de resposta para um unico quimioterapico € inferior a 20%, e esses farmacos possuem
muitos efeitos colaterais (MOUAWAD et.al., 2010). A resisténcia a quimioterapia também é
um desafio no tratamento de melanoma maligno, portanto, uma orientacdo mais adequada
para o tratamento e o controle da resisténcia a quimioterapia sdo importantes para melhorar a
eficacia global (MARKMAN et.al., 2013; KAPSE-MISTRY et.al., 2014).



Ox_ _NH, o)

st HN

N
N AN N
\N/N\ N ~
|\
N CH, N
H
NH,

Dacarbazina (DTIC)
Temozolomida (TMZ)

H,N NH
2 \P{ 2
NH
2 O/ \O
C|—F|>t—NH2
Cl O (0]

Cisplatina e carboplatina

Figura 6. Estruturas quimicas de compostos aplicaveis ao tratamento do melanoma.

Paclitaxel

Figura 7. Estrutura quimica do Paclitaxel.

Uma revisdo elaborada por Tang e colaboradores (2017) relata as diversas aplicagdes
antitumorais da nanomedicina, incluindo a quimioterapia, interferéncia de RNA, terapia
fototérmica e terapia fotodindmica. Neste trabalho, o autor aponta que a nanomedicina
permite que existam estruturas efetoras no local do tumor através de uma segmentacdo
passiva ou ativa, permitindo maior especificidade terapéutica e reducdo dos efeitos colaterais
(TANG etal., 2017).

De acordo com o trabalho descrito por Larkin e colaboradores (2015), a combinagéo
de ipilimumab e nivolumab é promissor como um tratamento ndo s6 para melanoma
metastatico mas tambeém para outros tipos de cancer. A taxa de resposta de 50% em pacientes
com doenga avangada é consideravelmente superior ao alcangado com qualquer outro tipo de
terapias até agora. Embora os agentes quimioterdpicos atinjam diferentes caminhos
moleculares, 0s mecanismos que eles usam para reforcar a atividade antitumoral das células T
contra esses canceres mortais estdo intimamente relacionados.

O ipilimumab, aprovado para o tratamento do melanoma em 2011, representa um dos
avangos mais significativos no tratamento de melanoma avancado nos ultimos 30 anos. O
mecanismo de acdo consiste em bloguear o antigeno citotoxico de linfocitos T 4 (CTLA-4)
proteina, o que retarda a ativacédo das células T (Figura 8) (WEBER et al., 2016; FDA, 2011).



Figura 8. Estrutura do inibidor Ipilimumab ligado ao CTLA-4 humano (Fonte: RCSB Protein Data
Bank).

O nivolumab é um anticorpo monoclonal de imunoglobulina G4 (IgG4) cujo
mecanismo de ag¢ao consiste em se ligar ao receptor de morte programada 1 (PD-1) (Figura 9)
e bloqueia sua interacdo com PD-L1 e PD-L2, potencializando as respostas das células T,
incluindo respostas antitumorais. Este farmaco pertence a classe dos imunoterapicos que foi
aprovado pela ANVISA em 2016 para uso em casos de cancer de pulmdo e melanoma que
ndo pode ser extraido por cirurgia ou que ja possua metastase (ANVISA, 2016).

Figura 9. Estrutura do complexo de PD-1 e nivolumab-Fab (Fonte: RCSB Protein Data Bank).

O melanoma ainda é dificil de curar e as taxas de incidéncia aumentaram mais
rapidamente nos Gltimos anos. E necessario a busca de novos agentes antineopléasicos mais
eficientes, especificos e menos tdxicos. Neste contexto, compostos heterociclicos se mostram
como uma classe de substancias promissoras para a atividade anticancer, principalmente no
que diz respeito aos compostos da classe dos 1,3,4-tiadiazdlio, incluindo os compostos
mesoibnicos.

2.3. Os Compostos Mesoibnicos
2.3.1. Defini¢des e aspectos histdricos

Os compostos classificados como mesoidnicos tém sido objeto de estudos desde 1882
qguando Emil Fisher e Emil Besthorn sintetizaram o primeiro composto (ATHAYDE-FILHO

et. al., 2011). Na época ndo se conheciam suas estruturas e foram propostas como biciclicas.
O primeiro composto a ser descrito foi a desidrotitizona (Figura 10).


https://www.rcsb.org/pdb/secondary.do?p=v2/secondary/search.jsp
https://www.rcsb.org/pdb/secondary.do?p=v2/secondary/search.jsp
https://www.rcsb.org/pdb/secondary.do?p=v2/secondary/search.jsp
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Figura 10. Estrutura quimica da desidroditizona proposta por Fisher e Besthorn em 1882.

Em 1949, em um estudo desenvolvido por Baker e colaboradores, foi criado o termo
“mesoidnico”, sendo uma jun¢ao das palavras “mesomérico” e “idnico”, por serem compostos
heterociclicos que possuem caracteristicas que oscilam entre 0s compostos mesoméricos e
ibnicos. Essa definicdo pode ser ilustrada através de estruturas candnicas para a sidnona,
representando hibridos de ressonancia (Figura 11). Além disso, Baker alegava que a sidnona
ndo podia ser representada apenas por uma estrutura totalmente covalente ou polar.
(BADAMI, 2006).

[ j\ @\ . CH @\ + ©\ ~CH

—O0 =— ’\\I —0 == | -

Figura 11. Formas candnicas da N-fenilsidnona.

O conceito de mesoidnico foi apresentado por Ollis e Ramsden (1976), da seguinte
forma: "Um composto pode ser considerado mesoiénico se for um heterociclo de cinco
membros que ndo pode ser representado satisfatoriamente por qualquer estrutura covalente ou
polar e possui um sexteto de elétrons em associacdo com os cinco atomos do anel”. Isso
implica, embora ndo tenha sido especificado, carater aromatico. Em 1978, Potts também
apresentou uma definicdo de compostos mesoionicos, semelhante ao de Ollis e Ramsden,
embora ele fosse mais especifico em considerar que eles sdo aromaticos.

Um novo conceito foi proposto para 0os mesoionicos fundamentado em estudos de
difracdo de raios-X, célculos tedricos e de reatividade quimica, sugerindo que o anel deve
constituir um sistema planar ou quase planar, juntamente com o atomo a-exociclico e ainda
possuir uma substancial separacdo de carga levando aos valores de momento dipolar em torno
de 5 D (CHEUNG et al., 1992; ECHEVARRIA et al., 1992).

Cheung e colaboradores (1992) concluiram que a aromaticidade dos derivados da
sidnona poderia ser explicada pela teoria classica do sexteto de elétrons. Um total de sete
elétrons 2pz é distribuido pelos cinco &tomos do anel sendo um deles localizado no 4tomo
exociclico. O sexteto de elétrons vai ser obtido quando um dos sete elétrons 2pz estiver
pareado com o elétron do atomo exociclico. O circulo, normalmente utilizado na
representacdo destas estruturas, indica a deslocalizacdo dos seis elétrons como mostra a
Figura 12. Esta polarizacdo de cargas é evidenciada por grandes momentos dipolares (4-6
Debyes) para 0s compostos mesoidnicos.
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Figura 12. Sobreposicéo dos orbitais p do anel das sidnonas (BADAMI, 2006).

Neste trabalho usaremos a definicdo dada por Oliveira e colaboradores (1996), que
definem estes compostos como sendo: betainas planas com cinco membros com pelo menos
uma cadeia lateral cujo atomo o também estd no plano do anel e com momentos dipolo da
ordem de 5D (1D = 3,33564x10° cm™). Os elétrons estdo deslocalizados sobre duas regies:
o0 anel e a cadeia lateral, separadas por duas ligacGes essencialmente simples. Uma regido, a
qual inclui o atomo m da cadeia lateral, estd associada com o HOMO e uma carga =
“negativa”, enquanto a outra estd associada com o LUMO e uma carga m “positiva”. Os
compostos mesoidnicos podem ser representados conforme demonstrado na Figura 13.
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Figura 13. Representaces alternativas para os compostos mesoiénicos (SILVA, 1997).

Devido as suas caracteristicas estruturais especiais 0s mesoidnicos, ao longo dos anos,
tém sido alvo de inUmeros estudos nas mais diversas areas, podendo-se destacar pesquisas na
area de cristais liquidos (SATO, 1996), na confeccdo de materiais com propriedades éticas
ndo-lineares (MOURA et al., 1994), na sintese de corantes (EDWARD & SHEFFLER, 1979),
como agentes anticorrosivos (CUNHA et al., 2009; ROSSI, 2007) e, principalmente, nas
pesquisas em funcdo de suas atividades bioldgicas bastante diversificadas.

2.3.2. Sintese de Compostos Mesoibnicos

Diversas metodologias para a sintese de compostos mesoidnicos sdo encontradas na
literatura, especificas para cada classe desses heterociclos. Neste presente trabalho, foram
sintetizados compostos mesoionicos da classe 1,3,4-tiadiazolio-2-fenilaminida. Portanto,
algumas rotas de sintese para compostos dessas classes sdo apresentadas a seguir.

Ollis e Ramsden (1971) relataram a primeira sintese de derivados da classe 1,3,4-
tiadiazdlio-2-fenilaminida, que consiste na reacdo de N-tioacilidrazinas com dicloretos de
isocianetos de arila gerando os respectivos cloridratos (Figura 14), que originam as
correspondentes bases livres a partir do tratamento das solu¢Ges em cloroférmio com amonia
gasosa (OLLIS & RAMSDEN, 1971).
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Figura 146. Sintese de mesoidnicos utilizando N-tioacilidrazinas e dicloretos de isocianetos de arila
(OLLIS & RAMSDEN, 1971).

Posteriormente, Newton e colaboradores (1982) relataram metodologia para a sintese
de compostos mesoidnicos envolvendo a condensacdo de N-alquil-N-tioacetilidrazinas com
isotiocianatos substituidos com grupos alquila ou benzila (Figura 15).

1 S
(oves o O
1/\ P 2 + R3 NCS — . R
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Figura 15. Sintese de mesoibnicos utilizando N-alquil-N-tioacetilidrazinas com isotiocianatos
substituidos com grupos alquila ou benzila (NEWTON et al., 1982).

Em outro trabalho, foi descrito a sintese dos mesoidnicos da classe dos tiadiazolio-
fenilaminidas a partir de dibromodiazobutadienos substituidos e N-tiobenzoilidrazinas,
também substituidas (Figura 16) (NEWTON et al., 1982).

H R\ H Br

©/||\Z:NH2+ RzJ\ - Y - @)\NH ®/<@)\\2

Figura 76. Sintese de mesoibnicos utilizando dibromodiazobutadienos substituidos e N-
tiobenzoilidrazinas, também substituidas (NEWTON et al., 1982).

Um outro método utilizado para a obtencdo dos mesoibnicos da classe 1,3,4-
tiadiazélio-2-fenilaminidas € através da reacdo de desacilacdo anidra dos intermediarios acil-
tiossemicarbazidas, obtidos a partir dos correspondentes cloretos de é&cidos e
tiossemicarbazidas substituidas (Figura 17) (MACIEL et al., 1998).

1
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Figura 17. Sintese de mesoidnicos utilizando cloretos de acido e tiossemicarbazidas substituidas
(MACIEL etal., 1998).

Uma abordagem alternativa utilizada para sintetizar os compostos mesoionicos foi
apresentada por Kappel e colaboradores (2004), envolvendo a ciclizacdo entre um aldeido
ligado a resina e uma tiosemicarbazida 1,4-dissubstituida na presenca de TMS-CI, seguido da
clivagem do suporte sélido com o anel tiadiazolio resultante (KAPPEL et al., 2004).

Posteriormente, Ferreira e colaboradores (2008) relataram a sintese de derivados da
classe  1,3,4-tiadiazolio-2-fenilaminidas  utilizando  como  reagentes a  14-
difeniltiosemicarbazida, aldeidos aromaticos e cloreto de trimetilsilano como catalisador
(Figura 18) (FERREIRA et al., 2008).
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Figura 18. Sintese de mesoionicos utilizando aldeidos arométicos e 1,4-difeniltiossemicarbazida
(FERREIRA et al., 2008).

Uma nova e eficiente sintese de derivados da classe 1,3,4-tiadiazolio-2-fenilaminas foi
descrita por Reis e colaboradores (2011), utilizando cloreto de tionila ou cloreto de
trimetilsilano como catalisadores sob irradiacdo de micro-ondas (a) ou de ultrassom (b)
(Figura 19). Os compostos foram obtidos com bons rendimentos e em tempo
extraordinariamente curtos quando comparados com a metodologia descrita anteriormente por
Ferreira e colaboradores (2008). Os melhores rendimentos foram obtidos usando irradiacédo de
micro-ondas e, de maneira geral, usando o cloreto de tionila ao invés de cloreto de
trimetilsilano (REIS et al., 2011).
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Figura 89. Sintese de derivados da classe 1,3,4-tiadiazolio-2-fenilaminas. Reagentes e Condic¢des: 1,4-
dioxano, &cido de Lewis (SOCI, ou TMS-CI), MO, durante 5 min (a) ou durante 10 min (b) (REIS et
al., 2011).

2.3.3. Atividades bioldgicas dos mesoibnicos

Os compostos mesoidnicos possuem caracteristicas estruturais, que tem despertado um
consideravel interesse nos pesquisadores envolvidos na area da Quimica Medicinal. Este
potencial como substancias bioativas tem sido atribuido, até o momento, aos seguintes
fatores: carater aromatico; anéis heterociclicos de pequenos tamanhos; sistema altamente
polarizavel; carater final neutro, apesar da presenca de cargas formais; variagdo de densidade
eletrbnica no anel; e as varias possibilidades da presenca de heterodtomos diferentes, levando
a capacidade de atravessar membranas celulares (SILVA, 1997).

Relatos ha alguns anos, mostraram que derivados da sidnona apresentaram
importantes atividades antitumorais contra o carcinoma de Ehrlich e o Sarcoma 180, além de
toxicidade in vitro em vérias linhas de células tumorais, sendo a SYD-1 a mais ativa (Figura
20) (GRYNBERG et al., 1992). Em estudo recente foi avaliada a atividade antitumoral deste
composto mesoidnico contra o carcinosarcoma Walker-256. As células tumorais foram
inoculadas subcutaneamente no membro traseiro de ratos Wistar machos. Os animais foram
tratados oralmente durante 12 dias com SYD-1 (75 mg/kg) ou veiculo. No final do
tratamento, diminuiu consideravelmente o volume e peso tumoral nos animais tratados
(GALUPPO et al., 2016). Em outro trabalho foi avaliado a atividade antitumoral em células
humanas de cancer de figado (HepG2) resultados mostram que 0 SYD-1 é capaz de alterar o
metabolismo das células HepG2 e sugerir que sua citotoxicidade esta relacionada ao
comprometimento de metabolismo mitocondrial, indicando que o SYD-1 apresenta-se como
candidato potencial para o tratamento com hepatocarcinoma (BRANDT et al., 2016).

N—C.

3o
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Figura 20. Estrutura quimica da SYD-1 com atividade antitumoral frente a carcinosarcoma Walker-
256 (GALUPPO et al., 2016).

Senff-Ribeiro e colaboradores estudaram a atividade antimelanoma de linhagem
humana e a relacdo estrutura-atividade dos cloridratos mesoi6nicos da série 1,3,4-tiadiazolio,
encontrando excelentes resultados para o derivado cloreto de 4-fenil-5-(4’-nitro-estiril)-1,3,4-
tiadiazolio-2-fenilamina (MI-D) (Figura 21), inibindo o crescimento de células tumorais em
até 85% (SENFF-RIBEIRO et al., 2003; SENFF-RIBEIRO et al., 2004).

Posteriormente, em trabalho realizado por Reis e colaboradores (2011) foram
sintetizados oito derivados da classe 1,3,4-tiadiazolio-2-fenilaminas. A citotoxicidade destes
compostos foi avaliada frente a linhagem de leucemia humana K562 e do linfoma Daudi,
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apresentando resultados promissores para o derivado nitro-substituido (MI-D) (REIS et al.,

2011).
Cr
©\ +N
N

Figura 21 Estrutura quimica do cloridrato de 4-fenil-5-(4’-nitrocinamoil)-1,3,4-tiadiazolium-2-
fenilamina (MI-D) com atividade antimelanoma e citotoxica frente a linhagens de leucemias (SENFF-
RIBEIRO et al., 2003; SENFF-RIBEIRO et al., 2004; REIS et al., 2011).

Em outro estudo realizado por Gozzi e colaboradores (2015), foi avaliado a
citotoxicidade de compostos mesoiénicos (Figura 22) em células humanas de cancer de
figado (HepG2). Os resultados obtidos indicam que os compostos mesoidnicos induzem
apoptose ou necrose das células. Foi possivel concluir que os compostos da classe 1,3,4-
tiadiazolium, especialmente o derivado hidroxilado MI-J, sdo candidatos promissores para
investigacOes futuras em tratamento in-vivo (GOZZI et al., 2015).

Recentemente, Pires e colaboradores (2016) avaliaram parametros de estresse
oxidativo utilizando mitocondrias de figado de rato para os mesmos derivados da classe 1,3,4-
tiadiazolium-2-fenilamina (Figura 22). Os resultados apontaram que estes derivados exercem
importantes efeitos antioxidantes nas mitocondrias isoladas.

Q..

\ \>-—-NH

Figura 22. Estrutura quimica dos derivados mesoibnicos que foram avaliados quanto aos efeitos
antioxidantes em mitocéndrias: Cloridrato de 4-fenil-5-(2’-Y-4’-X-cinamoil)-1,3,4-tiadiazolium-2-
fenilamina: MI-J (X = OH; Y = H), MI-4F (X = F; Y = H), MI-2,4diF (X =Y =F) e MI-D (X = NO;;
Y = H) (PIRES et al., 2016).

Em outro trabalho desenvolvido pelo nosso grupo de pesquisa, Paiva e colaboradores
(2015) avaliaram a atividade biolégica de 16 compostos mesoidnicos cloretos de 4-fenil-5-
(4’-X-estiril)-1,3,4 tiadiazolio-2-fenilamina (série 1) e cloretos de  4,5-difenil-1,3,4-
tiadiazélio-2-(4’-Y-fenilamina) (série Il), contra diferentes fungos micotoxigénicos. O melhor
resultado encontrado foi para o derivado metoxilado (Figura 23) contra F. verticillioides com
valor de MIC 7,8 ug/mL, indicando a importancia do grupamento doador de elétrons para a
atividade antifungica. Para 0os compostos mais ativos, foi avaliada a concentracdo total de
lipidios da membrana fungica através de RTLC e ficou evidenciado que esses compostos
inibem a biossintese do ergosterol essencial para a sobrevida do fungo. O mecanismo de acao
destes compostos ainda ndo foi bem compreendido, mas pode envolver a inibicdo do
crescimento de F. verticillioides, controlando a producdo micotdxica do fungo.
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Figura 23. Cloridrato mesoibnico 4,5-difenil-1,3,4-tiadiazélio-2-(4’-Y-fenilamina) com atividade
antifangica (PAIVA et al., 2015).
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3. OBJETIVOS
3.1. Objetivo Geral

Sintetizar 4 séries de compostos mesoidnicos da classe 1,3,4- tiadiazolio-2-aminida, na
forma de cloridratos, e avaliar atividade citotoxica e inibitoria da tirosinase.

3.2. Objetivos Especificos

a) Sintetizar uma série de cloridratos mesoi6nicos a partir de diferentes aldeidos derivados do
piperonal 6-X-substituidos e das N*-fenil-N*-(4’-X-fenil)-tiossemicarbazidas (Série 1);

Cl
Oy

R
o)
R=H, R!'=NO, R'=H, R =NO,
R'=Cl R=Cl
R!=Br R = Br

b) Sintetizar duas séries de cloridratos mesoibnicos da classe 1,3,4-tiadiazolio a partir dos
4cidos p-NO, e p-F-cinamicos e das N*-fenil-N*-(4’-X-fenil)-tiossemicarbazidas (Série Il e

Série 111);
@ cr @ cr
NN NN
o~ o~
o Q
N
R

E
Il
o

R = H, CH,, OCH,, NO,, Cl e Br R = H, CH,, OCH,, NO,, Cl e Br

c) Sintetizar uma série de cloridratos mesoi6nicos da classe 1,3,4-tiadiazolio a partir do acido
cinamico derivado do piperonal 6-NOy-substituido e das N'-fenil-N*-(4’-X-fenil)-

tiossemicarbazidas (Série 1V);
@ cr
NN

N\
. “ : S>~NH

Rl
R' = H, CH,, OCH,, NO,, Cl, Br 17



d) Avaliar a atividade de inibicéo da tirosinase, para os compostos da Série I;

e) Relacionar os resultados experimentais obtidos com ensaios bioldgicos experimentais
frente a soro albumina humana e tedricos de modelagem molecular da Série I;

f) Avaliar a atividade citotoxica dos compostos da Série Il frente a linhagens de leucemias
humanas sendo uma infectada pelo virus HTLV-I.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste presente trabalho foram preparadas 4 séries de compostos heterociclicos da
classe dos 1,3,4-tiadiazolio-2-arilaminidas a partir da utilizacdo de tiossemicarbazidas N1,Ns-
dissubstituidas e aldeidos derivados do piperonal ou &cidos cindmicos como intermediarios de
reacdo, totalizando 24 compostos (20 inéditos). Esses compostos foram devidamente
caracterizados pelos metodos convencionais de anélise e, posteriormente, encaminhados para
ensaios bioldgicos. Os compostos mesoidnicos derivados do piperonal (série 1), foram
avaliados quanto a inibicdo da enzima tirosinase, assim como foram realizados estudos de
interacdo com a albumina sérica humana (LOPES et al., 2018). Os compostos mesoidnicos
derivados do acido 4-nitro-cinamico (série 1) foram avaliados quanto a atividade citotdxica
frente a linhagens de células leucémicas humanas e leucémica infectada com o virus HTLV-1.

4.1. Sintese dos Intermediarios de Reagao

4.1.1. Preparacdo das tiossemicarbazidas Ni,Ns-dissubstituidas

) NH tol /©
N olueno
+ NH, tolueno_ NFL N
N=C=S refluxo | |

S
R

1-

(e}

R=H1,NO,2, Cl 3, Br4, CH, 5 OCH, 6

As tiossemicarbazidas N;,N4-dissubstituidas 1 - 6 foram preparadas de forma eficiente
a partir da reacdo entre fenil-hidrazina e os aril-isotiocianatos correspondentes, em meio de
tolueno como solvente atraves da metodologia tradicional, com 1 hora de agitacdo a
temperatura ambiente (Reis, 2008). Esta metodologia permitiu a obtencdo dos produtos
desejados com grau de pureza e rendimentos satisfatorios variando de 68-95%. A Tabela 1
apresenta os rendimentos obtidos para as tiossemicarbazidas.

Todos os compostos foram analisados por cromatografia em camada fina, para
verificar a pureza dos mesmos, e caracterizados através de ponto de fusdo e da analise dos
espectros de 1V, RMN de ‘H e *3C e, os valores encontrados estdo de acordo com a literatura
(BRITTO et al., 2006).

Tabela 1. Rendimentos e pontos de fusdo obtidos para as tiossemicarbazidas

Composto R Rendimento (%) Ponto de fusdo (°C) / Lit.
1 H 93 171-173/ 178
2 NO, 95 233-234 / 234-236°
3 Cl 68 233-234 / 202-204°
4 Br 93 209-212 / 207-208"°
5 CH; 78 174-175/177-179°
6 OCHj 80 184-185 / 184-186"°

ACAS; PBRITTO et al., 2006

» Proposta do mecanismo de reacdo para a obtencdo das tiossemicarbazidas
O mecanismo sugerido para a obtencao das tiossemicarbazidas inicia-se com o ataque
nucleofilico do nitrogénio terminal da fenil-hidrazina ao carbono eletrofilico do isotiocianato,
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e posteriormente, a ligacdo C=S é restabelecida originando a tiossemicarbazida de interesse.
A Figura 24 mostra 0 mecanismo sugerido para a obtencdo das tiossemicarbazidas.
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Figura 24. Mecanismo proposto para a obtencdo das tiossemicarbazidas (MACIEL et al., 1998).

» Caracterizacdo espectroscopica das tiossemicarbazidas
A caracterizacdo dos produtos foi realizada pelas técnicas espectroscopicas de 1V,
RMN de ‘He °C.

Infravermelho

Nos espectros de infravermelho das tiossemicarbazidas foi possivel observar bandas
de absorcao caracteristicas para esses compostos, como as bandas de N-H variando entre 3437
e 3249 cm ™, além das absorcdes caracteristicas das ligacdes C-H e C=C de anel aromatico e
da banda de absorcdo de C=S, variando entre 1207 e 1286 cm ™.

Ressonancia magnética nuclear de *H

Os espectros de RMN de 'H das tiossemicarbazidas apresentaram-se bem similares
dentro de uma mesma classe, no entanto, de alta relevancia para a caracterizacdo desses
compostos. Os sinais mais caracteristicos desta classe foram os singletos referentes aos
hidrogénios 1, 2 e 4, que estdo ligados aos atomos de nitrogénio. O sinal referente ao
hidrogénio 2 apareceu na faixa entre 9,51 a 10,19 ppm. Ja o sinal de H-4 foi observado na
faixa de 8,60 a 9,08 ppm, confirmando o efeito doador de elétrons quando presente o
substituinte fenila em N-4. O sinal referente ao hidrogénio (H-1) pode ser observado na faixa
de 7,38 a 7,53 ppm. A Tabela 2 apresenta os principais deslocamentos quimicos de RMN de
'H para as tiossemicarbazidas N1, N,-dissubstituidas.

Tabela 2. Deslocamentos quimicos () dos hidrogénios nos espectros de RMN *H obtidos em acetona-
ds para as tiossemicarbazidas Ni,N4-dissubstituidas

15

16
14
6 4 2
. s NH__NH & 13
o

R=H1,NO,2, Cl3 Br4, CH, 5 OCH, 6
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Deslocamento quimico (6)

H 1 2 3 4 ) 6

1 7,42 7,50 745 7,46 7,38 7,53
2 9,66 10,19 9,79 9,81 9,57 9,51
4 8,70 9,08 8,85 8,85 8,63 8,60
6 7,56 8,20 n.o.s 7,46 7,57 6,84
7 7,29 8,20 7,77 7,74 7,09 7,38
8 712
9 7,29 8,20 7,77 7,74 7,09 7,38
10 7,56 8,20 n.o. 7,46 7,57 6,84
12 6,87 6,89 6,88 6,87 6,88 7,53
13 7,25 7,27 7,25 7,24 7,25 7,25
14 6,89 6,88 6,89 6,90 6,88 6,88
15 7,25 7,27 7,25 7,24 7,25 7,25
16 6,87 6,89 6,88 6,87 6,88 7,53

%n3o observado.

Ressonancia magnética nuclear de **C

Os sinais caracteristicos das tiossemicarbazidas nos espectros de RMN de **C foram
referentes a tiocarbonila (C-3), observados na regido de 181,1 a 183,6 ppm.

Os sinais referentes ao carbono 5 foram assinalados na faixa de 133,4 a 146,8 ppm,
sendo os maiores deslocamentos para o derivado p-nitro substituido, valores que ja eram
esperados devido ao efeito de desprotecdo causado pelo grupo nitro, fortemente retirador de
elétrons. O mesmo efeito pode ser observado com relagcdo ao carbono 8, com sinais na faixa
de 116,9 a 158,5 ppm, sendo 0 menor deslocamento para o derivado substituido com o 4&tomo
de bromo.

Tabela 3. Deslocamentos quimicos (8) dos carbonos nos espectros de RMN de **C obtidos em
acetona-de para as tiossemicarbazidas N1,N4-dissubstituidas

15

16
14
6 4 2
; s NH__NH & 13
T

R=H1 NO,2,Cl 3 Br4, CH; 5 OCH, 6

Deslocamentos quimicos ()

C 1 2 3 4 3 6
3 183,2 183,0 183,2 181,1 182,9 183,6
5 140,5 146,8 139,3 138,7 137,5 133,4
6 125,2 124,1 126,8 127,2 125,0 127,4
7 129,2 125,0 129,1 130,7 129,4 1144
8 126,0 145,1 130,5 116,9 135,2 158,5
9 129,2 125,0 129,1 130,7 129,4 1144
10 125,2 124,1 126,8 127,2 125,0 127,4
11 149,0 148,8 148,9 1479 148,7 149,2
12 114,6 114,9 1145 1131 114,2 114,6
13 130,3 130,5 130,2 128,9 129,9 130,3
14 122,0 122,5 121,8 119,9 121,6 121,9
15 130,3 130,5 130,2 128,9 129,9 130,3
16 114,6 114,9 1145 1131 1142 114,6
CHj, mmn me= o me= 20,8 me=
OCH; - S ---- S ---- 56,0
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4.1.2. Preparacdo dos aldeidos derivados do piperonal e dos acidos cinamicos
substituidos

o 0
) O
H + M piridina, refluxo AN OH
HO OH piperidina

R R R R
R=NO,;, R'=H R=NO,, R'=HJY,
R=F; R'=H R=F; R'=H 10,
R =0OCH,0O; R'=NO, R =0CH,0O; R'= NO, 11

Os aldeidos derivados do piperonal 6-X-substituidos (7 e 8) encontravam-se ja
sintetizados e disponiveis em nosso grupo de pesquisa (MELOS, 2012; MELOS et al, 2015).

A reacdo de preparagdo dos acidos cinamicos foi realizada atraves da condensacéo de
Knoevenagel-Dobner, envolvendo a reacdo do benzaldeido substituido com o acido mal6nico
em meio de piridina e piperidina, como catalisador, sob refluxo por 2 horas. Foi adicionado
uma solucéo de HCI 20% (v/v) e o precipitado obtido foi filtrado e lavado com esta mesma
solucdo e agua destilada, ambas geladas, obtendo-se os produtos finais puros em rendimentos
satisfatorios conforme apresentado na Tabela 4. Todos os compostos foram analisados por
cromatografia em camada fina para verificar a pureza dos mesmos, e caracterizados através de
ponto de fusdo e da analise dos espectros de 1V, RMN de *H e *C.

Tabela 4. Rendimentos e pontos de fusdo obtidos para os acidos cinamicos substituidos.

Composto R’ R Rendimento (%) PF (°C)
9 H NO, 91 >250
10 H F 95 178-180
11 NO; OCH,0 82 224

» Proposta de mecanismo para obtencéo dos acidos cinamicos

A reacdo de condensacdo de Knoevenagel ocorre entre aldeidos e um composto
carbonilico que possui um hidrogénio acido para gerar compostos o,f-insaturados através da
utilizacdo da piperidina como catalisador. A modificacdo de Doebner sugere a condensacéao
na presenca de grupos de &cidos carboxilicos, como neste caso, o &cido malénico ao invés dos
ésteres malonicos, além do uso do refluxo em meio de piridina em para induzir a
descarboxilacdo. A Figura 25 apresenta 0 mecanismo sugerido para a obtencdo dos acidos
cindmicos.
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Figura 95. Mecanismo sugerido para obtencdo de &cidos cindmicos através da condensagdo de
Knoevenagel-Dobner (SANTOS et al., 2001; RODRIGUES-SANTOS et al., 2007).

» Caracterizagdo espectroscopica dos acidos cinamicos
A caracterizacdo espectroscopica foi realizada pela técnica espectroscépica de 1V,
RMN 'H e RMN de **C.

Infravermelho

Nos espectros de infravermelho dos &cidos cindmicos substituidos, foi possivel
observar algumas bandas caracteristicas, como a de absor¢do da hidroxila na faixa de 3434 a
3112 cm™, além das absorcées do grupo C=0O na faixa de 1683 a 1696 cm™. Foi possivel
observar, também, as bandas de absorcao caracteristicas para o anel aromatico.

Ressonancia magnética nuclear de ‘H

Nos espectros de RMN *H dos &cidos cinamicos, foi possivel observar os
deslocamentos quimicos caracteristicos do hidrogénio da hidroxila da carboxila na faixa de
12,45 a 12,73 ppm, além dos hidrogénios a e B a carbonila na faixa de 6,36 a 6,75 ppm ¢, 7,61
a 7,96 ppm, respectivamente. Os sinais referentes ao H-B apresentaram maiores
deslocamentos quimicos quando comparados ao H-a, devido ao efeito de ressonancia
existente na dupla ligagédo conjugada a carboxila, ocasionando sua desprotecdo, conforme
demonstrado na Figura 26. Na Tabela 5 sdo apresentados os principais deslocamentos
quimicos para 0s acidos cinamicos 9-11.
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/@QEO\OH J@[CH&OH

R=NO, R=H 9
R=F R=H 10
R=0CH,0 R'=NO, 11

Figura 26. Estruturas de ressonancia para 0s acidos cindmicos.

Tabela 5. Deslocamentos quimicos (8) dos hidrogénios nos espectros de RMN *H obtidos em DMSO-
dg dos acidos cindmicos.

R=NO, R=H 9

R=F R'=H 10

R=0CH,0 R'=NO,11

Deslocamento quimicos (9)

H 9 10 11
COOH 12,73 12,45 n.o.2
o 6,75 6,52 6,36

B 771 7,61 7,96

l ———— ———— ———
2e6 7,99 7,78 7,23
3 8,85 7,26 ----

5 8,25 7,26 7,55
OCH,0 ---- ---- 6,18

%n&o observado.

Ressonancia magnética nuclear de **C

Nos espectros de RMN de *3C dos 4cidos cinamicos substituidos foi possivel observar
os principais deslocamentos quimicos caracteristicos dos carbonos carboxilicos, aléem dos
carbonos a e B a carboxila. Os carbonos carboxilicos apresentaram deslocamento quimico
entre 168,0 e 167,1 ppm e, o C-a entre 123,5 e 119,6 ppm. Para o C-B, o deslocamento
quimico foi assinalado entre 143,2 e 141,8 ppm, evidenciando a desprotecdo ocasionada pelo
efeito de ressonancia. Observou-se, também, valores elevados de deslocamento quimico para
o C-4, tendo em vista o efeito retirador de elétrons dos substituintes. No composto 10, foram
observados dois sinais relativos ao deslocamento quimico de C-4 em 164,9 e 162,4 ppm, uma
vez que o atomo de flbor realiza acoplamento com o carbono (KALINOWSKI et al., 1988;
BRANCO et al., 2015). No composto 11, assinalou-se o sinal relativo ao carbono do
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grupamento metilenodioxi em 103,8 ppm. A Tabela 6 apresenta os principais deslocamentos
quimicos para os acidos cinamicos 9-11.

Tabela 6. Deslocamentos quimicos (8) dos carbonos nos espectros de RMN **C obtidos em DMSO-dg
para 0s acidos cindmicos substituidos.

R=NO, R=H 9

R=F R'=H 10

R=0CH,0 R'=NO,11

Deslocamentos quimicos ()

C 9 10 11
COOH 167,5 168,0 167,1
0} 123,5 119,6 1227
B 141,8 143,2 143,2
1 141,2 131,0 125,8
2 129,7 131,3 105,3
3 124,4 116,5 148,9
4 148,4 164,9 e 162,4 148,9
5 124,4 116,2 107,0
6 129,7 131,3 151,8
OCH,0 -=-- -=-- 103,8

4.2. Sintese dos cloridratos mesoidnicos

4.2.1. Sintese dos cloridratos mesoidnicos derivados do piperonal (Série 1) por irradiacao
de micro-ondas

clr
o N
NH__NH /© [ N\ YNH
SOCl,,
° H “NH 1,4-dioxanc \ S
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R'=Br 17

Os cloridratos mesoidnicos da Série | foram obtidos utilizando uma metodologia
alternativa visando a diminuicao nos tempos de reagdo, bem como a diminuicao de uma etapa,
adequando a preparacdo desses compostos aos principios da Quimica Verde. Na Figura 27 é
apresentado a analise retrossintética para obtencdo destes compostos. A sintese dos cloridratos
mesoibnicos envolveu a reagdo entre as tiossemicarbazidas Ni,N4-dissubstituidas e os aldeidos
aromaticos derivados do piperonal em quantidades equivalentes, em presenca de cloreto de
tionila (3 eq.), atuando como &cido de Lewis, e 1,4-dioxano como solvente, em quantidade
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suficiente apenas para homogeneizar os reagentes. O tempo de exposic¢do a irradiacdo das
micro-ondas foi de 5 minutos em 100 W de poténcia. Posteriormente, a mistura de reacdo foi
vertida em 1,4-dioxano e deixada em repouso por 24 horas. O precipitado formado foi filtrado
e lavado com 1,4-dioxano gelado e agua destilada, também gelada, obtendo-se os produtos
finais puros em rendimentos satisfatérios conforme apresentado na Tabela 7. O uso do
aldeido e do &cido de Lewis visou a eliminacdo de uma etapa de reacdo em relacdo a
metodologia tradicional (DA SILVA et al., 2002), que utilizava o &cido carboxilico e a
posterior preparacdo do respectivo cloreto de acido, bem como a diminuicdo do tempo de
obtencdo dos compostos, que na metodologia tradicional € de 4 horas (REIS, 2008).

Todos os compostos foram analisados por cromatografia em camada fina para
verificar a pureza dos mesmos, e caracterizados através de ponto de fusdo e da anélise dos
espectros de IV, RMN de 'H e *C. Na Série | foram obtidos 6 (seis) compostos sendo 4
(quatro) inéditos.

NH_
NH
O R. ©/ 2
R. :
N=C=S

Figura 107. Andlise retrossintética para a obtencdo dos cloridratos mesoi6nicos derivados do
piperonal (Série I).

Tabela 7. Rendimentos e pontos de fusdo obtidos para os cloridratos mesoi6nicos derivados do
piperonal (Série I).

Composto R’ R Rendimento (%) PF (°C)
12 H H 92 286-287°
13 NO; H 95 265-266°
14 Br H 90 278-279
15 H NO; 89 243-244
16 H Cl 60 309-310
17 H Br 65 280-281

ZPonto de fusdo = 286-287 °C (12) e 264-266 °C (13) (FERREIRA et al., 2008).

» Proposta do mecanismo para a etapa de heterociclizacéo

O mecanismo sugerido para a sintese dos cloridratos mesoidnicos utilizando SOCI,
envolve inicialmente o ataque dos pares de elétrons nao-ligantes do oxigénio da carbonila do
aldeido ao atomo de enxofre do cloreto de tionila, formando um intermediario com um
carbono com maior carater eletrofilico. Em seguida, ocorre o ataque nucleofilico da 1,4-
difenil-tiossemicarbazida substituida a este carbono eletrofilico formando um intermediério
N-acilado, que posteriormente é atacado pelo atomo de enxofre do grupo tiocarbonila
eliminando uma molécula de SO, e levando a formagdo do sistema ciclico. Posteriormente,
ocorre a aromatizacdo do heterociclo com a retirada de um hidrogénio pelo ion cloreto
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formando acido cloridrico. A Figura 28 mostra 0 mecanismo de reacdo sugerido para a
obtencdo dos sais mesoibnicos 1,3,4-tiadiazélio-2-aminida, utilizando cloreto de tionila como
acido de Lewis (REIS, 2008).

cr}
/—\\ tﬁn:-cl Jj\ n:nsn:;
R PhL -HCl e
’J\H cr s I R?{b}‘xpp"
Ph "N7, T
H C106 h_:!‘ i
Pl “N :vP
bk
_&n
Ph
NN C HC1 ~y -N
/Ji'\ e H;{\ _ Ph
Ph N N
R i

Figura 118. Mecanismo de reacdo sugerido para a obtencéo dos sais mesoidnicos 1,3,4-tiadiaz6lio-2-
aminidas utilizando SOCI, como acido de Lewis (REIS, 2008).

» Caracterizacdo espectroscopica dos cloridratos mesoidnicos derivados do
piperonal (Série 1)

A caracterizacdo espectroscopica foi realizada pelas técnicas espectroscopicas de 1V,
RMN *H e RMN de **C.

Infravermelho

Nos espectros de infravermelho dos compostos mesoiénicos, foi possivel observar
algumas bandas caracteristicas, como a absor¢do de anel aromatico na faixa de 3008,7 a
3053,1 cm™, além das absorcBes caracteristicas de vibracdo do esqueleto. Foi observado,
também, absorcdo do grupamento (C=N) e (C-S) do esqueleto heterociclico na faixa de
1539,0 a 1568,0 cm * e na faixa de 1311,5 a 1330,7 cm ™, respectivamente. Outra banda de
absorcdo identificada confirma a presenca do grupamento metilienodioxilico na faixa de
1240,0 a 1247,8 cm . Para os mesoidnicos 12 e 13, os valores encontrados estdo de acordo
com a literatura (FERREIRA et al., 2008).

Ressonancia magnética nuclear de *H

Nos espectros de RMN *H dos compostos da Série 1, foi possivel observar os
deslocamentos quimicos caracteristicos do N-H exociclico na faixa de 12,37 a 13,00 ppm,
além dos hidrogénios do grupo metilenodioxi na faixa de 6,11 a 6,38 ppm. Para o0s
mesoibnicos 12 e 13, os valores encontrados estdo de acordo com a literatura (FERREIRA et
al., 2008). A Tabela 8 apresenta os principais deslocamentos quimicos para os cloridratos
mesoibnicos derivados do piperonal 12-17.
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Tabela 8. Deslocamentos quimicos () dos hidrogénios nos espectros de RMN 'H obtidos em DMSO-
ds ou MeOD dos cloridratos mesoidnicos derivados do piperonal (Série 1).

R°=H, R=H 12

NO, H 13

Br H 14

H NO, 15

H Cl 16

H Br 17

Deslocamentos quimicos (0)

H 12 13 14 15 16 17
NH 12,37 12,75 13,00 n.o.2 n.o. 12,95
2’ 6,94 n.o. 7,64 6,87 6,85 6,95
5 7,15 7,95 7,64 7,22 7,99 7,11
6’ 715 0 - e 7,01 7,18 7,11
27 7,72 7,65 7,64 7,83 7,68 7,63
3” 7,62 7,58 7,64 7,70 7,62 7,63
4> 7,62 7,58 7,64 7,70 7,62 7,63
57 7,62 7,65 7,64 7,70 7,62 7,63
6” 7,72 7,58 7,65 7,83 7,68 7,63
2’ 7,62 7,46 7,46 7,70 7,44 7,63
3 7,46 7,58 7,46 8,34 7,65 7,63
4> 7,15 7,19 718 0 e e e
5 7,46 7,58 7,46 8,34 7,65 7,63
6’ 7,62 7,46 7,46 7,70 7,44 7,63
OCH,0 6,17 6,38 6,21 6,12 6,11 6,16

®n&o observado.

Ressonancia magnética nuclear de *C

Nos espectros de RMN de *C dos compostos mesoidnicos derivados do piperonal,
foram observados os deslocamentos quimicos caracteristicos dos carbonos C-2 e C-5 do anel
heterociclico, além do carbono do grupo metilenodioxi. O C-5 foi assinalado com os maiores
valores de deslocamentos quimicos, na faixa de 162,5 a 164,8 ppm e, o C-2 com 0s menores
deslocamentos quimicos 160,3 a 162,2 ppm, em relagdo aos primeiros, ambos carbonos
quaternérios. Para o carbono do grupamento metilenodioxi, o deslocamento quimico foi
assinalado entre 103,0 a 105,6 ppm. Para os mesoidnicos 12 e 13, os valores encontrados
estédo de acordo com a literatura (FERREIRA et al., 2008). Os demais compostos, 14-17, sdo
inéditos. A Tabela 9 apresenta os principais deslocamentos quimicos para os cloridratos
mesoiodnicos derivados do piperonal 12-17.
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Tabela 9. Principais deslocamentos quimicos (3) dos carbonos nos espectros de RMN **C obtidos em
DMSO-ds ou MeOD dos cloridratos mesoidnicos derivados do piperonal (Série I)

R°=H, R=H 12

NO, H 13

Br H 14

H NO, 15

H cl 16

H Br 17

Deslocamentos quimicos (9)

C 12 13 14 15 16 17
2 160,6 161,8 162,2 160,4 160,8 160,3
5 164,4 163,2 162,5 166,1 164,8 164,7
I 116,5 114,6 116,7 115,6 129,2 116,5
2’ 109,8 106,7 112,2 108,8 108,7 109,7
3 152,7 151,7 1479 153,0 148,8 148,3
4 148,3 142,8 152,4 148,9 152,8 152,0
5 109,6 111,2 113,6 109,1 109,0 109,8
6’ 127,0 152,8 115,2 126,8 129,5 130,5
1” 138,9 138,7 137,8 137,9 137,0 n.o.?
2 126,6 125,6 130,0 125,7 126,6 127,0
3” 130,0 130,0 130,3 130,0 129,9 131,9
4> 131,9 132,2 132,1 131,6 131,5 132,8
57 130,0 130,0 130,3 130,0 129,9 131,9
6” 126,6 125,6 130,0 125,7 126,6 127,0
> 138,3 137,5 138,7 143,5 137,9 138,3
2’ 118,8 119,0 119,0 118,3 120,1 120,7
3 130,9 130,5 125,8 125,0 125,6 126,6
4 1245 1247 1247 143,6 115,8 116,0
5 130,9 130,5 125,8 125,0 125,6 126,6
6’ 118,8 119,0 119,0 118,3 120,1 120,7
OCH,0 103,2 105,6 104,0 103,1 103,0 103,2

4.2.2. Sintese dos cloridratos mesoi6nicos da Série Il através da metodologia tradicional
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Os cloridratos mesoionicos da Série Il foram obtidos a partir da reacdo de
anidroacilacdo dos cloretos dos &cidos cinamicos substituidos e a Nj,Ng-difenil-
tiossemicarbazida substituida em 1,4-dioxano sob refluxo (SILVA et al., 2002). A Figura 29
mostra a retrossintese para a obtencdo dos compostos da Série Il. A Tabela 10 apresenta 0s
rendimentos e pontos de fusdo para 0s compostos obtidos. Todos os compostos foram
analisados por cromatografia em camada fina para verificar a pureza dos mesmos, e
caracterizados através de ponto de fusdo e da analise dos espectros de IV, RMN de *H e *C.

e vl

NLN

o~
R.

R'=NO, OU F

R'=NO, OU F
Figura 129. Retrossintese para a obtencdo dos cloridratos mesoiénicos da Série II.

Tabela 10. Rendimentos e pontos de fusdo obtidos para os cloridratos mesoiénicos (Série 1)

Composto R’ R Rendimento (%) PF (°C)
18 H NO; 55 280-281°
19 NO; NO, 50 220-221
20 Cl NO; 66 260-261
21 Br NO; 46 243-244
22 CHj; NO, 57 283-284
23 OCH3 NO, 40 263-264

& Ponto de fusdo = 280-281 °C (GRYNBERG et al., 1997).

» Proposta de mecanismo para heterociclizacdo dos cloridratos mesoidonicos da
Serie 11
O mecanismo sugerido para a etapa de heterociclizagéo, pela metodologia tradicional,
envolve inicialmente o ataque nucleofilico da tiossemicarbazida ao carbono carbonilico do
cloreto de &cido formando um intermediario N-acilado que, em seguida, foi atacado pelo
atomo de enxofre do grupo tiocarbonila. Posteriormente, ocorre a aromatizagdo do anel
heterociclico com a saida de uma molécula de dgua. A Figura 30 apresenta 0 mecanismo de
reacdo sugerido para a obtencdo dos cloridratos mesoidnicos em condicGes tradicionais, ou
seja, utilizando refluxo.

30



Figura 30. Mecanismo de reagdo proposto para a obtengdo dos cloridratos mesoibnicos através da
metodologia tradicional.

» Caracterizacdo espectroscopica dos cloridratos mesoiénicos da Série 11
A caracterizacdo espectroscopica foi realizada utilizando-se as técnicas
espectroscpicas de 1V, RMN 'H e RMN de *C. Para o mesoionico 18, os valores
encontrados estdo de acordo com a literatura (GRYNBERG et al., 1997). Os demais
compostos, 19-23, sdo inéditos.

Infravermelho

Nos espectros de infravermelho dos compostos mesoidnicos da Série Il, foram
observadas algumas bandas caracteristicas, como a absor¢do de C-H aromaético na faixa de
3041 a 3058 cm™, além das absorcdes de vibracdo do esqueleto. Foi observado, também,
absorcao dos grupos (C=N) e (C-S) do esqueleto heterociclico na faixa de 1566 a 1575 cm ™ e
na faixa de 1332 a 1340 cm ™, respectivamente. Outra banda de absorcdo identificada
confirmou a presenca do grupamento nitro em 1515 a 1519 cm ™.

Ressonancia magnética nuclear de *H

Nos espectros de RMN *H dos compostos mesoidnicos da Série 1, foram atribuidos os
deslocamentos quimicos caracteristicos do N-H exociclico na faixa de 12,64 a 13,56 ppm,
além dos sinais referentes ao H-o na faixa de 7,27 a 7,34 ppm e, para 0s H-p na faixa de 8,11
a 8,18 ppm. A Tabela 11 apresenta os principais deslocamentos quimicos para os cloridratos
mesoidnicos da Série 11, 18-23.
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Tabela 11. Principais deslocamentos quimicos (8) dos hidrogénios nos espectros de RMN 'H obtidos

em DMSO-dg dos cloridratos mesoidnicos (Série 11).
. R =H

41 > cr NO,
5" r +.N CI
f NN
GB \ >TNH1"' 2
2 4 5 S Br
. S i 6" s
8 o CHs 22
4 6 5™ R
o~y % OCH323

1\

R8I ks

° Deslocamentos quimicos (0)

H 18 19 20 21 22 23
NH 13,00 13,56 12,97 12,90 12,66 12,64
o 7,28 7,34 7,30 7,30 7,30 7,27
B 8,16 n.o. 8,18 8,18 8,15 8,11
2 8,04 7,90 8,05 8,05 8,05 8,03
3 8,27 8,28 8,28 8,28 8,28 8,27
5 8,27 8,28 8,28 8,28 8,28 8,27
6’ 8,04 7,90 8,06 8,05 8,05 8,03
2” 7,87 7,84 7,86 7,85 7,87 7,81
3” 7,76 8,35 7,78 7,77 7,78 7,81
4> 7,76 7,72 7,78 7,77 7,78 7,81
57 7,76 8,35 7,78 7,77 7,78 7,81
6 7,87 7,84 7,86 7,85 7,87 7,81
2> 7,63 8,06 7,51 7,58 7,51 7,54
3 7,43 8,28 7,64 7,64 7,25 7,01
4 7,16 -—-- -—-- --= --= -=--
5 7,43 8,28 7,64 7,64 7,25 7,01
6’ 7,63 8,06 7,51 7,58 7,51 7,94
CH; - - meme memn 3,37 -
OCH; ---- ---- ---- ---- ---- 3,75

% n&o observado

Ressonancia magnética nuclear de *C

Nos espectros de RMN de *C dos compostos mesoidnicos da Série 11, observaram-se
os deslocamentos quimicos caracteristicos dos carbonos C-2 e C-5 do anel heterociclico além
dos C-a e C-B (Tabela 12). O atomo de C-5 foi assinalado com os maiores valores de
deslocamentos quimicos, na faixa de 161,9 a 163 ppm e, o C-2 com 0S menores
deslocamentos quimicos 156,7 a 160,0 ppm, em relacdo aos primeiros, ambos carbonos
quaternarios. Para o C-a 0 deslocamento quimico foi assinalado entre 113,8 a 115,9 ppm, e
para 0 C-B o deslocamento quimico entre 144.,8 a 146,1. Foi possivel observar a variagdo do
deslocamento quimico do C-4’"’ ao longo da série, explicado pelos diferentes grupos
substituintes e seus correspondentes efeitos eletrénicos. O menor valor foi referente ao
composto que possui como substituinte o &tomo de bromo, em 116,4 ppm, e 0 maior valor foi
referente ao composto que possui como substituinte o grupo metdxi em 157,6 ppm.

Tabela 12. Deslocamentos quimicos (8) dos carbonos nos espectros de RMN **C obtidos em DMSO-
dg dos cloridratos mesoidnicos (Série 1)
PN o R=H
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Deslocamento quimico (9)

H 18 19 20 21 22 23
2 160,0 159,8 159,9 159,9 160,2 156,7
5 162,4 164,2 162,9 163,0 162,2 161,9
o 115,9 115,8 115,9 115,9 115,9 113,8
B 145,0 146,1 145,4 145,4 1449 1448
I 137,5 137,7 137,4 137,4 136,5 132,0
2 132,3 132,4 132,3 132,8 132,3 132,3
3 1246 129,4 129,9 126,7 130,4 1246
4 149,0 149,1 149,0 149,0 149,0 1489
5 124,6 129,4 129,9 126,7 130,4 124,6
6’ 132,3 130,7 132,3 1324 132,3 132,3
1 139,0 140,3 137,8 138,2 137,5 1374
27 129,9 124,6 126,7 130,6 126,6 1213
3” 130,5 126,7 130,6 130,7 130,6 126,5
4> 130,6 126,2 130,7 130,7 130,7 130,6
57 130,5 126,7 130,6 130,7 130,6 126,5
6’ 129,9 1246 126,7 130,6 126,6 1213
> 140,4 143,0 140,4 140,3 140,0 140,4
2’ 119,0 118,9 120,6 124,6 119,3 1152
37 126,6 122,8 124,6 121,0 124,6 115,9
4 126,6 144,5 128,3 116,4 134,1 157,6
57 126,6 122,0 124,6 121,0 124,6 115,9
6’ 119,0 118,9 120,6 1246 119,3 115,2

CHs ---- ---- ---- ---- 21,0 ----
OCH3 -=-- ---- S S -=-- 55,8

4.2.3. Sintese dos cloridratos mesoiénicos da Série 111 através da metodologia tradicional

A sintese dos cloridratos mesoidnicos da Série Il foi realizada através da mesma
metodologia da Seérie 1l (SILVA et al., 2002), através das reacdes entre os cloretos de acido
derivados do &cido 4-F-cindmico e N;-fenil-Ng-X-feniltiossemicarbazidas sob refluxo em 1,4-
dioxano. A analise retrossintética para a obtencao dessa série € similar a mostrada para a Série
Il (Figura 29). Todos os compostos foram analisados por cromatografia em camada fina para
verificar a pureza dos mesmos, e caracterizados através de ponto de fusdo e da analise dos
espectros de IV, RMN de *H e *C. A Tabela 13 apresenta os rendimentos e pontos de fus&o
para 0s compostos obtidos.

Tabela 13. Rendimentos e pontos de fusdo obtidos para os cloridratos mesoidnicos (Série I11).

Composto R’ R Rendimento(%b) PF (°C)
24 H F 80 238-239
25 NO; F 40 265-266
26 Cl F 56 259-260
27 Br F 50 245-246
28 CHs F 42 231-232
29 OCHj3 F 60 234-235

O mecanismo sugerido para a heterociclizacdo para os compostos da Série Il é o
mesmo que foi apresentado para a Série I1.
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» Caracterizacao espectroscépica dos cloridratos mesoidnicos da Série 111

A caracterizacao espectroscopica foi realizada através das técnicas espectroscopicas de
IV, RMN 'H e RMN de **C. Para 0 mesoidnico 24, os valores encontrados estdo de acordo
com a literatura (SENFF-RIBEIRO et al., 2004). Os demais compostos da série, 25-29, sdo
inéditos.

Infravermelho

Nos espectros de infravermelho dos compostos mesoidnicos da Série 111, atribuiu-se
algumas bandas caracteristicas, como a de absorc&o do C-H do anel aromético em 3047 cm™,
além das absorcdes caracteristicas de vibracdo do esqueleto. Foi observado, também, as
absorcdes dos grupos (C=N) e (C-S) do esqueleto heterociclico na faixa de 1557 a 1582 cm ™
e, na faixa de 1308 a 1335 cm ™, respectivamente.

Ressonancia magnética nuclear de *H

Nos espectros de RMN *H dos compostos mesoidnicos da Série 111, atribuiu-se os
deslocamentos quimicos caracteristicos do N-H exociclico na faixa de 12,66 a 13,24 ppm. Os
sinais referentes ao H-o foram observados na faixa de 7,01 a 7,05 ppm e os referentes ao H-3
na faixa de 7,99 a 8,06 ppm.

A Tabela 14 apresenta os principais deslocamentos quimicos para os cloridratos
mesoibnicos da Série 111, 24-29.

Tabela 14. Principais deslocamentos quimicos (8) dos hidrogénios nos espectros de RMN *H obtidos
em DMSO-dg dos cloridratos mesoibnicos (Série 111).

R =H 2_41 N02 &1 CI &1 Br 2_7! CH3 @! OCH3 @

Deslocamento quimico ()

H 24 25 2 21 28 29
NH 12,96 11,05 13,14 13,24 12,66 12,70
o 7,04 7,11 7,05 7,04 7,04 7,01

B 8,03 8,15 8,06 8,05 8,01 7,99
2’ 7,87 7,83 7,87 7,87 7,85 7,85
3’ 7,87 n.o.t 7,87 7,87 7,85 7,85
5’ 7,87 n.o. 7,87 7,87 7,85 7,85
6’ 7,87 7,83 7,87 7,87 7,85 7,85
2’ 7,75 8,02 7,49 7,76 7,75 7,74
3 7,31 8,28 7,32 7,31 7,31 7,30
4 7,75 8,28 1,77 7,76 7,75 7,74
5 7,31 8,28 7,32 7,31 7,31 7,30
6’ 7,75 8,02 7,49 7,76 7,75 7,74
2> 7,42 7,71 1,77 7,60 7,23 7,54
3 7,63 8,35 7,65 7,60 7,50 7,01
4 7,14 ---- -—-- - - ----
5 7,63 8,35 7,65 7,60 7,50 7,01
6’ 7,42 7,71 1,77 7,60 7,23 7,54
CH; - - - - 2,28 ----
OCH; 3,74

N30 observado.
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Ressonancia magnética nuclear de *3C

Nos espectros de RMN de **C dos compostos mesoidnicos da Série 11, foi possivel
observar os deslocamentos quimicos caracteristicos dos carbonos C-2 e C-5 do anel
heterociclico além dos C-a e C-p (Tabela 15). O C-5 foi assinalado com os deslocamentos
quimicos, na faixa de 163,5 a 157,9 ppm e, o C-2 com os menores deslocamentos quimicos
156,4 a 159,4 ppm, em relacdo aos primeiros, ambos carbonos quaternarios. Para 0 C-o 0
deslocamento quimico foi atribuido entre 111,8 a 111,9 ppm, e para 0 C-p o deslocamento
quimico na faixa de 146,7 a 147,3.

Tabela 15. Deslocamentos quimicos (8) dos carbonos nos espectros de RMN **C obtidos em DMSO-

ds dos cloridratos mesoibnicos (Série 111).

R =H
NO,
cl
Br
CH; 28
OCH;29

NN

Deslocamento quimico ()

H 24 25 26 27 28 29
2 159,3 154,0 159,1 159,0 159,4 156,4
5 163, 2 157,9 163,3 163,5 163,0 162,6
a 111,9 111,7 111,8 111,8 111,9 111,9
B 147,0 148,2 1473 1473 146,9 146,7
R 131,0 130,9 131,0 131,0 133,8 131,1
2 132,2 130,7 132,3 132,7 132,2 132,2
3 118,9 117,4 116,7 116,7 119,1 116,7
4 1655 e 159,1 165,8 1655 e 1655 € 1655 e
163,5 163,6 163,6 163,5 1634
5 118,9 117,4 116,9 116,9 119,1 116,9
6 132,2 130,7 132,3 132,7 132,2 132,2
1> 137,5 137,3 137,4 137,4 136,7 132,3
2” 129,9 122,0 129,8 120,8 130,0 126,6
3 130,6 122,8 130,6 130,6 130,6 130.6
4 132,1 126,1 132,2 132,2 132,1 132,1
5 130,6 1228 130,6 130,6 130.6 130,6
6 129,9 122,0 129,8 120,8 130,0 126,6
1> 139,1 144.4 138,0 138,4 137,5 137,5
2 116,7 116,8 120,4 126,7 116,9 120,8
3 126,6 118,8 1267 126,7 126,6 115,0
4 124.4 146,2 128,0 116,0 131,0 159,4
57 126,6 118,8 126,7 126,7 126,6 115,0
6’ 116,7 116,8 120,4 126,7 116,9 120,8
CHs 20,9
OCH; 55,7

4o observado.

Observou-se a variacdo do deslocamento quimico do C-4"’" ao longo da série,
explicado pelos efeitos eletronicos dos diferentes grupos substituintes. O menor valor foi
referente a0 composto que possui como substituinte o atomo de bromo em 116,0 ppm €, 0
maior valor foi referente ao composto que possui como substituinte o grupo metéxi em 159,4
ppm. Com relagdo ao C-4’ foram observados os acoplamentos do C-F em posi¢éo ipso, com
J =250 Hz ((KALINOWSKI et al., 1988; BRANCO et al., 2015)).
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4.2.4. Sintese dos cloridratos mesoiénicos da Série 1V através da metodologia tradicional
o 0

o] SOCI o
< N OH 7772 X cl
o refluxo
NO, o NO, Q or

o)
N
-di NH
o N o NH_NH, /@ 1,4-dioxano (seco)o >\
NH
< + \n/ refluxo <
o NO S o

R'=H30,NO,31,C 33, CH, 34, OCH, 35

A sintese dos cloridratos mesoidnicos da Série 1V foi realizada através da mesma
metodologia da Série 1l, partindo-se neste caso, do cloreto do &cido 6-nitro-piperonal-
cinamico e das tiossemicarbazidas substituidas, sendo a mistura da reacdo submetida a refluxo
em 1,4-dioxano. Todos os compostos foram analisados por cromatografia em camada fina
para verificar a pureza dos mesmos, e caracterizados através de ponto de fusdo e da analise
dos espectros de IV, RMN de 'H e *C. A Tabela 16 apresenta os rendimentos e pontos de
fusdo para os compostos obtidos.

Tabela 16. Rendimentos e pontos de fusdo obtidos para os cloridratos mesoiénicos (Série 1V).

Composto R’ Rendimento (%) PF (°C)
30 H 45 267-268
31 NO, 71 236-237
32 Cl 50 260-261
33 Br 60 255-256
34 CHs 40 266-267
35 OCH; 40 270-271

A proposta de mecanismo sugerida para a heterociclizacdo para 0s compostos da Série
IV é a mesma apresentada para a Série 1l.

» Caracterizacdo espectroscopica dos cloridratos mesoiénicos da Série 1V
A caracterizacao espectroscopica foi realizada através das técnicas espectroscopicas de
IV, RMN *H e RMN de **C. Para o mesoidnico 30, os valores encontrados estdo de acordo
com a literatura (FERREIRA et al., 2008). Os demais compostos, 31-35, sdo inéditos.

Infravermelho

Nos espectros de infravermelho dos compostos mesoidnicos da Série 1V, atrinuiu-se
algumas bandas caracteristicas, como a de absorcdo do C-H do anel aromatico na faixa de
3027 a 3052 cm™, além das absorcdes caracteristicas de vibragdo do esqueleto. Foram
observadas, também, as absor¢fes do grupamento (C=N) do esqueleto heterociclico na faixa
de 1564 a 1582 cm " e, na faixa de 1281 a 1283 cm ™, as absorcdes de (C-O) do grupamento
metilenodioxi.

Ressonancia magnética nuclear de 'H
Nos espectros de RMN *H dos compostos mesoidnicos da série 1V, derivados do 4cido
6-nitropiperonal-cinamico, foi possivel observar os deslocamentos quimicos caracteristicos do
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N-H exociclico na faixa de 12,29 a 13,60 ppm, além dos sinais referentes ao H-a na faixa de
7,07 a 7,12 ppm e dos sinais referentes ao H-p na faixa de 8,09 a 8,22 ppm (Tabela 17). Foi
possivel, também, assinalar os sinais referentes aos hidrogénios do grupamento metilenodioxi
em 6,30 ppm.

Tabela 17. Principais deslocamentos quimicos (8) dos hidrogénios nos espectros de RMN *H obtidos
em DMSO-dg dos cloridratos mesoidnicos da Série V.

A . R=H 30

5 +-N N02 ﬂ

& N\ \2 AT Cl 32

s, (A

“F OCH; 35

Deslocamento quimico (6)

H 30 31 32 33 34 35
NH 12,52 13,60 13,00 13,00 12,60 12,29
o 7,11 7,12 7,09 7,09 7,07 7,08
B 8,13 8,22 8,15 8,15 8,09 8,09
2’ 7,52 7,54 7,52 7,52 7,51 7,52
5 7,74 7,76 7,75 7,75 7,75 7,75
27 7,86 7,83 7,74 7,75 7,75 7,75
3” 7,75 7,89 7,87 7,86 7,85 7,85
4> 7,75 7,76 7,74 7,75 7,75 7,75
5 7,75 7,89 7,87 7,86 7,85 7,85
6>’ 7,86 7,83 7,74 7,75 7,75 7,75
27 7,60 7,76 7,50 7,57 7,23 7,52
3 7,44 8,34 7,63 7,62 7,48 7,02
4> 7,17 - -—-- - - ----
57 7,44 8,34 7,63 7,62 7,48 7,02
6’ 7,60 7,76 7,50 7,57 7,23 7,52
OCH,0 6,30 6,30 6,30 6,30 6,30 6,30
CH; -—-- - -—-- - 2,30 ----
OCH; - - - - - 3,75

Ressonancia magnética nuclear de **C

Nos espectros de RMN de *C dos compostos mesoionicos da série 1V, observou-se 0s
deslocamentos quimicos caracteristicos dos carbonos C-2 e C-5 do anel heterociclico além
dos C-a e C-B. O C-5 foi assinalado com os maiores deslocamentos quimicos, na faixa de
161,9 a 164,2 ppm e, 0 C-2 com 0s menores deslocamentos quimicos 156,6 a 159,9 ppm, em
relagdo aos primeiros, ambos carbonos quaternarios. O C-a foi assinalado entre 106,1 a 114,8
ppm, e 0 C-B na faixa de 143,2 a 1445 ppm. A Tabela 18 apresenta os principais
deslocamentos quimicos para os cloridratos mesoiénicos 30-35.

Tabela 18. Principais deslocamentos quimicos (8) dos carbonos nos espectros de RMN **C obtidos em
DMSO-ds dos cloridratos mesoidnicos Série IV

3"

. 2 .
4 . cl R=H 30
” NN NO, 31
e 2L
2 . A 5S o cl 32

o 3, a 6"
{ \=4" Br 33

~NO 9

o i~ & N\ R CHs 34
OCH,35
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Deslocamento quimico (6)

C 30 31 32 33 34 35
2 159,9 159,5 159,6 159,6 159,9 156,6
5 162,6 164,2 162,9 162,9 162,2 161,9
a 114,8 106,1 106,1 106,1 106,1 106,1
B 143,6 144,5 n.o.? 143,8 143,3 143,2
r 125,8 125,7 128,2 125,8 134,0 125,8
2 108,1 114,6 n.o.? 1149 114,9 1211
3 150,3 152,4 152,4 152,4 152,4 152,4
4 144,2 144,5 1442 1442 1441 1442
5 106,1 108,1 n.o.? 108,1 108,1 108,1
6’ 152,4 150,4 150,3 150,3 150,3 150,3
1 137,4 137,4 137,4 137,4 136,5 132,1
2” 130,0 126,7 129,8 130,6 130,3 129,3
3” 130,6 130,6 130,6 132,2 130,6 130,6
4> 132,2 132,3 n.o.? 132,7 132,1 132,1
5” 130,6 130,6 130,6 132,2 130,6 130,6
6’ 130,0 126,7 129,8 130,6 130.3 129,3
> 138,9 144,3 137,9 138,3 137,4 137,4
2> 119,1 118,8 120,6 120,9 119,2 126,6
3 126,6 126,1 126,6 126,6 126,6 1151
4 124,7 143,0 125,8 116,2 125,8 n.o.
5 126,6 126,1 126,6 126,6 126,6 1151
6’ 119,1 118,8 120,6 120,9 119,2 126,6
OCH,0 104,7 104,7 104,7 104,7 104,6 104,6
CH; ---- ---- ---- ---- 20,9 ----
OCHj, -=-- -=-- e === -=-- 55,8

4 n4o observado

Foi possivel observar a variacdo do deslocamento quimico do C-4"" ao longo da série,
explicado pelos diferentes efeitos eletrénicos dos grupos substituintes. O menor valor foi
atribuido ao C-4’"’ do composto que possui como substituinte o atomo de bromo em 116,2
ppm e o maior valor atribuido ao C-4"’" do composto que possui como substituinte o grupo
nitro em 143,0 ppm. O sinal referente ao carbono do grupamento metilenodioxi foi atribuido
em 104,7 ppm.

4.3. Ensaios Bioldgicos

4.3.1. Estudos de inibicdo da enzima tirosinase para 0s compostos mesoionicos derivados
do piperonal (Série I)

Os estudos de inibicdo enzimatica se iniciaram através da realizacdo de um screening
sobre o potencial inibitério do compostos mesoidnicos na enzima tirosinase. Os compostos
12,13, 14, 16 e 17 foram testados em concentragdes de 66,6 ¢ 666 pmol L', com excecdo do
15, que era insolGvel na concentracdo de 666 umol L™'. Portanto, o composto 15 foi testado
apenas em uma solucdo 10 vezes mais diluida (66,6 umol L™"). Os resultados obtidos para
este ensaio inicial sdo presentados na Tabela 19.
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Tabela 19. Percentual de inibicdo para 0s compostos mesoidnicos (66,6 e 666 M) na presenca do
substrato L-DOPA.

, % inibigao % inibicao
Composto R R (66,6 uﬁ/l) (666 wf/l)
12 H H 10 23
13 NO, H 2 29
14 Br H 1 22
15 H NO, 4 —
16 H Cl 35 89
17 H Br 10 79

Para os dois melhores compostos inibidores da tirosinase, 16 e 17, foram calculados os
valores de ICsp, sendo 124 pumol L™ e 358 pmol L', respectivamente. O composto 16
mostrou o resultado mais promissor da inibicdo da enzima mostrando-se altamente eficaz,
sendo mais eficiente que o acido ascérbico, o inibidor de referéncia (neste trabalho, 1Cs =
260 pmol L") (KIM & UYAMA, 2005).

O mecanismo de inibicdo enzimatica também foi investigado para o composto
mesoibnico mais ativo, 16, através da realizacdo de um estudo cinético da tirosinase com
diferentes concentraces do substrato L-DOPA. Os graficos obtidos sdo os de Lineweaver-
Burk e Hanes-Woolf, apresentados na Figura 31A e B, respectivamente.

0.30 4

0.25 4

1/V (OD min™)*

[L-DOPAIV
(umol L™ (umol L™ min)™)

0.00 4

T T T T T T T T T T T T
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1/[L-DOPA] (umol L™*)* [L-DOPA] (umol L™

Figura 3113. (A) Grafico de Lineweaver-Burk e (B) Gréafico de Hanes-Woolf para inibicdo de
tirosinase, na auséncia (controle m) ou na presenca de 16 (¢ 466 umol L™ ¢ A 333 pmol L™) com L-
DOPA como substrato.

O grafico Lineweaver-Burk mostra que o composto 16 agiu aparentemente como
inibidor acompetitivo, e claramente ndo como um inibidor competitivo, porque os valores de
Kn e Vpn diminuiram na presenca do inibidor. Uma forma de distinguir entre inibidores
competitivos e acompetitivos pode ser realizada empregando o grafico de Hanes-Woolf
(SEGEL, 1982). Neste grafico, uma inibicdo competitiva exibe linhas paralelas, ao passo que
se ocorrer uma intersec¢do entre as linhas este serd mecanismo acompetitivo. Além disso, 0s
valores de K, e Vn, obtidos no grafico de Hanes-Woolf confirmaram o mecanismo
acompetitivo (Tabela 20). No mecanismo acompetitivo, o inibidor liga-se reversivelmente ao
complexo formado entre a enzima e o substrato (complexo ES) e néo se liga a enzima livre.
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Tabela 20. Parametros cinéticos obtidos a partir dos graficos Lineweaver-Burk e Hanes-Woolf para
16 na oxidacéo catalitica de L-DOPA pela tirosinase.

Parametros Cinéticos Concentracao Inibitéria (umol L™)
Auséncia do inibidor 0 466 333
Lineweaver-Burk K, (umol L% 166,6 66,6 90,9
Vi (umol L™ min™) 10,4 7.8 7.8
Hanes-Woolf K (umol L™ 345,8 112,6 155,2
Vi (umol L™ min™) 16,4 9,4 9,9

O método in vitro para avaliar o efeito inibitorio dos compostos organicos sobre a
tirosinase possui um tempo padréo de 30 min (SEGEL, 1982). Depois desse tempo, o poder
de inibicdo da amostra de teste pode diminuir ou permanecer constante, conferindo um
mecanismo de inibicdo estavel. Com base nisso, foi avaliada a cinética da oxidagdo de L-
DOPA pela tirosinase na auséncia e presenca do composto 16 (Figura 32).

0,8 -

0,6 -

0,4 A

Abs

0 T T T 1
0 20 40 60 80

Tempo (min.)

Figura 32. Cinética de acdo da enzima tirosinase em L-DOPA na presenca de 16. (¢) L-DOPA (170
(umol L™ e (m) L-DOPA (170 pM) + 16 (33 (umol L™).

O resultado mostrou que concentracdo de dopacromona produzida durante o processo
oxidativo foi menor na presenca de inibidor, diminuindo assim, o poder de inibigédo, o que
confirma o mecanismo acompetitivo.

4.3.2. Estudos de docking para a interacéo entre a tirosinase e 0s compostos mesoiénicos
derivados do piperonal (Série I)

Os resultados experimentais do ensaio de inibicdo da tirosinase demonstraram que
compostos mesoidnicos da série | apresentam mecanismo inibitrio acompetitivo, onde 0s
inibidores se ligam reversivelmente ao complexo formado entre a enzima e o substrato L-
DOPA (complexo ES) e ndo na enzima livre. Com base nessas informagdes experimentais, foi
realizado um estudo de docking molecular para oferecer uma explicacdo a nivel molecular
sobre a inibicdo da tirosinase pelos compostos mesoiénicos 12-17. A Figura 33 A apresenta
o melhor encaixe para todos compostos mesoiénicos na presenca de L-DOPA. Conforme
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esperado com a presenca dos mesoiénicos (inibidores) e do substrato (L-DOPA), o grupo
piperonal substituido por doadores de elétrons e o anel heterociclico 1,3,4-tiadiazolio
presentes nas estruturas dos mesoiénicos ndo se apresentaram proximos o suficiente para
coordenar com o sitio de cobre presente na enzima. O resultado da modelagem molecular
sugeriu que a inibicdo da tirosinase pelos 12-17 ndo esté relacionada com a capacidade de
coordenacdo com o Cu?*, mas sim, com sua interacdo com a L-DOPA que esta dentro do sitio
ativo da enzima.

Os resultados do docking molecular, também, sugeriram que os inibidores 16 e 17, que
apresentaram melhor percentual de inibicdo experimental, adotam posturas muito semelhantes
dentro do sitio ativo da proteina. Além disso, os resultados do docking molecular também
sugeriram que o 15 (analisado em uma solucéo 10 vezes mais diluida), também pode interagir
de forma semelhante ao 16 e 17. Os outros compostos mesoidnicos sdo acomodados
diferentemente dentro da cavidade proteica.

A Figura 33B apresenta a sobreposicdo dos melhores encaixes para 16 e 17 dentro do
sitio ativo da tirosinase interagindo com a L-DOPA, mostrando os principais residuos de
aminoacidos da enzima que interagem com estes dois inibidores. O residuo Phe-263 interage
via empilhamento em t com o anel aromatico do grupo piperonal com uma distancia de 2,70
A e, o residio de aminoacido Val-247 via interacBes hidrofobicas com o mesmo anel
aromatico, a uma distancia de 2,60 A. Observa-se, também, uma ligacdo de hidrogénio entre o
hidrogénio NH peptidico do residuo Val-282 e o nitrogénio exociclico do ligante, com uma

distancia de 2,30 e 2,50 A, para 16 e 17, respectivamente.
oPll-S  (B) val-282es &7 —pPMi-6
—

L-DOPA

- 5 ‘
|-247

Figura 33. (A) Superficie molecular da tirosinase e sua interagdo com 0s compostos mesoiénicos 12-
17 (PMI-1 a PMI-6) na presenca de L-DOPA. (B) Superposicdo das melhores poses de ancoragem
para o interaccdo de tirosinase com 16 e 17 (PMI-5 e PMI-6) na presenca de L-DOPA (funcéo
GoldScore). Os ligantes na representacdo do bastdo estdo em rosa, rosa claro e bege, respectivamente.
Na Figura 33B, 16 e 17 s&o representados em ciano e laranja, respectivamente. Atomos de cobre estdo
representados como esferas em marrom. Cores dos elementos: hidrogénio: branco; oxigénio:
vermelho; nitrogénio: azul escuro; bromo: vermelho acastanhado e cloro: verde.

4.3.3. Estudos de interagdo com a albumina sérica humana (HSA) para 0s compostos
mesoidnicos derivados do piperonal (Série I) — Andlise por supressdo de fluorescéncia

A supressdo por fluorescéncia pode ser usada como uma técnica para medir afinidade
de ligacdo entre macromoléculas e ligantes agindo como supressores. A supressdo da
fluorescéncia do triptofano (Trp) é amplamente utilizada como uma ferramenta para
monitorar mudancas na estrutura da proteina e fazer inferéncias em relacdo a estrutura e
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dindmica locais (LAKOWICZ, 2006). Ha apenas um residuo de triptofano (Trp-214) na
estrutura de HSA, que esta localizado em subdominio 1A, inserido dentro da estrutura da
proteina (CHAVES et al., 2015). Como pode ser observado na Figura 34, o espectro de
fluorescéncia do HSA apresenta uma forte emissdo com maximo a 340 nm (Aexc = 280 nm).

Dessa forma, ap06s sucessivas adicdes na solucdo de HSA dos dois compostos
mesoibnicos que mostraram a maior inibicao para tirosinase, isto €, 16 e 17 (conforme item
4.3.1), a emissdo de fluorescéncia resultante do residuo Trp-214 mostrou claramente uma
diminuicdo da intensidade de emissao da fluorescencia, indicando que as moléculas devem
estar proximas do residuo de triptofano dentro da cavidade da proteina (LIU et al., 2003). Os
experimentos com a HSA foram realizados em trés temperaturas diferentes.
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Figura 34. Espectro de emissdo de fluorescéncia para HAS livre e com adicdo de supressores
(mesoidnicos) por aliquotas sucessivas de 16 (A) e 17 (B). HSA foi preparado com solugéo-tampéo
PBS (pH 7.4). [HSA] = 1.00x10° mol L™, [16] = [17] = 0,17; 0,33; 0,50; 0,66; 0,83; 0,99; 1,15 e
1,32x10° mol L, T = 310 K, Aeee = 280 nm. Insercdo: Grafico Stern-Volmer para supressdo de
fluorescéncia de HSA por 16 (A) e 17 (B) a 296 K, 303 K e 310 K.

Uma variedade de interacdes moleculares pode resultar em dois possiveis mecanismos
de extincdo de uma espécie fluorescente, isto é, dindmico ou estatico. Essas interacGes
incluem a formacdo de complexos no estado fundamental, supresséo colisional, reacfes de
estado excitado, rearranjo molecular e transferéncia de energia (JANKOVIC et al., 2016). Em
geral, a andlise de Stern-Volmer, através da equacdo a seguir, € util para estimar a
acessibilidade da molécula de extin¢do (inibidor) para o residuo de triptofano em proteinas,
bem como na compreensdo do mecanismo envolvido neste processo (LAKOWICZ, 2006).

Fp

F: 1+ st[@]

onde, Fo e F sdo as intensidades de fluorescéncia para HSA na auséncia e na presenca de 16
ou 17, respectivamente; Ky, € a constante de extingdo do Stern-Volmer (CHAVES et al.,
2015).

A Tabela 21 apresenta os valores de K, obtidos a partir da fluorescéncia envolvendo
HSA:16 e HSA:17. Os valores de Kg, diminuiram com o aumento da temperatura, mostrando
gue o mecanismo provavel de extin¢do de fluorescéncia é estatico (GENTILI et al., 2008).
Supressdo estatica é devido a formacdo de uma associagcdo no estado fundamental entre o
fluoréforo (albumina) e o inibidor (16 ou 17) (CHAVES et al., 2017).

Para obter informacGes sobre a capacidade de ligacdo na interacdo HSA:16 e HSA:17,
a constante de ligacéo de Stern-Volmer modificada (Kj) foi calculada empregando a equacao
correspondente a seguir:
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Fo_ 1 N 1
F-F fKQ] f
onde, Fo e F séo as intensidades de fluorescéncia de HSA sem e com o ligante a 340 nm,
respectivamente; K, é a constante de ligacdo de Stern-Volmer modificada; f é a fragdo da
fluorescéncia inicial que € acessivel ao inibidor e [Q] € a concentracdo do ligante.
Os valores de K, para a associacdo HSA:16 e HSA:17 estdo na ordem de grandeza de
10* mol L™, mostrando uma interacdo moderada entre os ligantes e HSA (CHAVES et al.,
2016; TIAN et al., 2005). Do ponto de vista farmacoldgico, se farmacos sdo metabolizados e
excretados do corpo muito rapidamente devido a baixa ligagcéo proteica eles ndo serdo capazes
de fornecer seu efeito terapéutico. Por outro lado, se os farmacos se ligarem muito fortemente
a proteina e forem metabolizados e excretados muito lentamente, a meia-vida in vivo desses
farmacos pode aumentar excessivamente, o que pode levar a efeitos colaterais indesejaveis.
Portanto, uma constante de ligagdo moderada a albumina sérica é esperada para um possivel
candidato a farmaco (BARROS et al., 2016). A diminuicdo dos valores de K, com 0 aumento
da temperatura estd em total concordancia com o mecanismo de extingdo de fluorescéncia
estatico proposto discutido acima (CHAVES et al., 2017).
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Figura 35. Gréfico de Stern-Volmer modificado de supressao de fluorescéncia para 16 (A) e 17 (B) a
296 K, 303 K e 310 K.

Tabela 21. Constantes de ligacdo (Ksy e K;) para os complexos HSA:16 e HSA:17 a 296 K, 303 K e
310 K.

Ligante T(K) K, x10°(molL") K,x10* (molL")
16 296  (6.14+0.05)  (7.80+0.05)
303 (5.49+0.09)  (7.49+0.05)
310 (4.35£0.15)  (7.13+0.06)
17 296  (4.26+0.08)  (8.08+0.06)
303 (4.05+0.10)  (7.2240.05)

310 (2.81+0.16) (5.96+0.08)
Obs.: r* = 0.9997-0.9918 para todas as medidas listadas acima.

Os experimentos envolvendo a interacdo dos compostos mesoiénicos com a HSA e o
estudo de modelagem molecular foram realizados em colaboracdo com os professores Otavio
Augusto Chaves, Carlos Mauricio R. Sant” Anna e José Carlos Ferreira Netto da UFRRJ.
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4.3.4. Estudos de atividade citotdxica frente a células leucémicas para os compostos
mesoidnicos da Série 11

Determinagéo dos valores de 1Cs

Os compostos mesoidnicos da Série Il foram avaliados frente a trés linhagens de
células leucémicas humanas: Jurkat uma linhagem de linfocitos T derivada da
leucemia/linfoma de células T do adulto, MT2 leucemia linfocitica infectada com o HTLV-Il e
K562 leucemia eritrocitica, em culturas de 72 horas.

Os resultados obtidos mostraram-se promissores, considerando que para alguns
compostos 0s ensaios ainda estdo em andamento. A Tabela 22 apresenta os resultados obtidos
até o momento.

Tabela 22. Valores de ICs, obtidos para os compostos da Série Il em culturas de 72 horas
frente as linhagens de leucemias humanas Jurkat, MT2 e K562.

Composto | R Linhagem celular
Jurkat® MT2° K562
ICs0 (umol L™) | 1Cs (umol L™) | 1Cso (umol L™
18 H 2,90+0,15 6,25+0,71 7,08+0,08
22 CHs | 26,83+0,43 26,42+0,32 n.d.c
20 Cl n.d. > 25 25-12,5
21 Br n.d.t n.d.t > 50

2 leucemia linfocitica; ? leucemia T infectada com o virus HTLV-1; ¢ leucemia eritrocitica;
dReis et al., 2011; ® ndo determinado.

of
NN

|
lonad!
oL .+
N

I
(6]
R
Os valores de 1Csy observados indicaram uma maior eficiéncia para o composto 18
frente as linhagens ensaiadas destacando-se a MT2 infectada pelo HTLV-I, uma leucemia
extremamente agressiva e com baixa resposta ao tratamento quimioterapico. O composto 22

apresentou 1Cs na faixa de 26 umol L™ sendo menos ativo, porém promissor.

Resultados de viabilidade celular

Os compostos 18, 20, 21 e 22 foram avaliados com relacdo a atividade citotdxica em
culturas de 72 horas em 6 concentrac@es diferentes. Os graficos de viabilidade celular para a
linhagem Jurkat estdo apresentados na Figura 36, para a linhagem MT2 na Figura 37 e para a
linhagem K562 na Figura 38.
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Figura 36. Graficos de viabilidade celular dos mesoiénicos 18 e 22 frente a linhagem
Jurkat em cultura de 72 horas.

Os gréficos de viabilidade celular da linhagem Jurkat confirmaram que 0s compostos
18 e 22 apresentam atividade significativa.

18 20

% de céls. vidveis
% de céls. viaveis
% de céls. viaveis

) 5] -
*q,o & NG

® o & S o e P 0
< o 5

o
<
MID (uM) MID (M) MID (M)

® e & R B -
[ LN & NV

<
£ o &

o [N

Figura 37. Graficos de viabilidade celular dos mesoidnicos 18, 20 e 22 frente a linhagem MT2 em
cultura de 72 horas.

Observando-se os graficos de viabilidade celular frente a linhagem MT2 concluiu-se
que os compostos 18 e 22 foram mais ativos em comparagdo com o 20. A Figura 38
apresenta os graficos de viabilidade celular frente a linhagem K562 e, claramente pode ser
observada a maior eficiéncia do composto 18 em comparacdo com o 20 e 21.
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Figura 38. Graficos de viabilidade celular dos mesoidnicos 18, 20 e 21 frente a
linhagem K562 em cultura de 72 horas.

Os resultados obtidos para a atividade citotoxica foram coerentes com os descritos
anteriormente para outras linhagens onde o composto 18 mostrou-se com excelente atividade,
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como por exemplo, frente ao linfoma de Daudi (em cultura de 72 horas, 1C5,=7,97 umol L™,
REIS et al., 2011), frente ao melanoma B16-F10 (em cultura de 72 horas, 1% de células
viaveis na concentracdo de 10 pmol L™, SENFF-RIBEIRO et al., 2004) e frente aos
melanomas MEL-85, SK-MEL, A2058 e MEWO (em culturas de 48 horas, apresentou
viabilidade celular de 50% entre 5 e 10 umol L™, SENFF-RIBEIRO et al., 2004).

Assim, os resultados obtidos até 0 momento mostraram a importancia da continuidade
dos ensaios com 0s compostos da Série 1l, bem como com os das outras séries ainda nao
investigadas, pois, apresentaram atividade citotoxica significativa levando a necessidade de
estudos sobre o possivel mecanismo de acao.

Os ensaios de atividade citotoxica foram realizados em colaboragcdo com a Dra.
Juliana Echevarria-Lima do Instituto de Microbiologia da UFRJ.
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5. CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

As metodologias empregadas para sintese dos cloridratos mesoiénicos se mostraram
eficientes, sendo possivel sua obtencdo com altos rendimentos e grau de pureza satisfatérios.
A metodologia com o emprego de micro-ondas apresentou melhores rendimentos, mostrando
vantagem em relacdo a metodologia tradicional considerando-se menor tempo de reacao e
namero menor de etapas. As analises espectroscdpicas confiram as estruturas propostas.

Os compostos da Seérie |, derivados do 6-X-piperonal se mostraram promissores
quanto a atividade de inibicdo da enzima tirosinase destacando-se os derivados 16 e 17 com
maior acdo inibitoria e mais eficiente do que o acido ascorbico utilizado como referéncia
positiva.

O estudo de Modelagem Molecular se apresentou como uma importante ferramenta
para confirmacdo da atividade inibitdria da tirosinase utilizando a técnica de docking com a
enzima e o substrato.

O estudo da interagcdo dos compostos 16 e 17 com a HSA mostrou que 0S mesmos
poderiam ser utilizados como prot6tipos para farmacos devido a ordem de grandeza,
moderada, da constante de interacdo de Stern-Volmer modificada.

Os compostos da Série 11 apresentaram resultados promissores frente as 3 linhagens de
leucemias humanas (Jurkat, MT2 e K562) destacando o composto 18 como o mais ativo da
série dentre os que foram avaliados.

Na continuidade desse trabalho, serdo finalizados os estudos sobre a atividade
citotoxica, bem como a investigagdo do possivel mecanismo de acdo desses compostos.

Além disso, os compostos das Series 111 e 1V serdo avaliados quanto as atividades de
inibicdo da tirosinase e citotoxica frente a linhagens de células tumorais.
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6. MATERIAIS E METODOS
6.1 Materiais
6.1.1 Equipamentos

I) Os pontos de fusdo foram determinados utilizando um aparelho da marca Gehaka, modelo
PF1500, e ndo foram corrigidos;

I1) Placas de aquecimento e agitacdo da marca Ika e Fisatom;

I11) Foi utilizada uma balanca de precisdo com quatro casas decimais de OHAUS, para
pesagem do material.

IV) Os espectros na regido do infravermelho foram obtidos em um espectrofotdmetro Vertex
Bruker 70;

V) Os espectros de ressonancia magnética nuclear (RMN *C e 'H) foram obtidos em um
espectrometro Bruker Avance Il 400 (*H, 400 MHz; *C, 100 MHz) utilizando TMS como
referéncia interna;

VI) O reator de micro-ondas utilizado na sintese foi da marca CEM Discover System.

6.1.2 Reagentes e solventes

I) Os espectros de RMN foram obtidos utilizando-se acetona, metanol, CHCl; e DMSO
deuterados como solventes;

I1) Os solventes utilizados nas sinteses, purificacdes e cromatografia em camada fina foram
todos de grau P.A. da Vetec, sendo eles:
e Cloroférmio

e Acetato de etila

e Hexano

Tolueno

1,4-dioxano

Etanol

Diclorometano

Metanol

Eter etilico

Piridina

I11) Os reagentes utilizados nas sinteses dos intermediarios e dos compostos mesoiénicos
foram das marcas Merck, Aldrich e Vetec:
¢ Fenilisotiocianato
p-Nitro-fenilisotiocianato
p-Metoxi-fenilisotiocianato
p-Toluil-isotiocianato
p-Clorometil-fenilisotiocianato
Fenil-hidrazina

Hidrazina hidrato

Cinamaldeido

Acido malénico

Cloreto de tionila

Acido cloridrico
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Acido acético
Piperonal

Piperidina

Acido p-nitrobenzoico
Acido p-fluorbenzoico

6.2. Metodologias Sintéticas

6.2.1. Procedimento geral para a sintese das tiossemicarbazidas N1,N4-dissubstituidas

H olueno H H
N=C=S efluxo ||

s S
R
1-6
R=H 1, NO,2, Cl 3, Br4, CH 5, OCH, 6

Em um bal&o de fundo redondo de 50 mL adicionou-se 25 mmol de aril-isotiocianato,
25 mmol de fenil-hidrazina e 20 mL de tolueno como solvente organico. A mistura reacional
foi submetida a refluxo por 30 minutos. A formacao do produto foi acompanhada por CCDA.
Ao final, obteve-se a precipitacdo de cristais que foram filtrados e lavados com tolueno
gelado. Os rendimentos variaram entre 70-85%.

6.2.1.1 Caracterizacdo espectroscopica das tiossemicarbazidas N, Ns-substituidas

N-2-difenil-hidrazina-carbotioamida 1. Sélido branco; Ponto de fusdo: 171-173 °C; IV
(KBr, v cm %): 3282, 3212, 3170 (N-H), 1594, 1542, 1496 (C=C), 1207 (C=S); RMN *H (500
MHz, acetona-dg): 6 9,66 (s, 1H, H-2); 8,70 (s, 1H, H-4); 7,56 (d, 2H, H-6, H-10); 7,42 (s,
1H, H-1); 7,29 (t, 2H, H-7, H-9); 7,25 (t, 2H, H-13, H-15); 7,12 (t, 1H, H-8), 6,89 (t, 1H, H-
14), 6,87 (d, 2H, H-12, H-16). RMN **C (125 MHz, acetona-ds,): & 183,2 (C-3); 149,0 (C-11);
140,5 (C-5); 130,3 (C-13, C-15); 129,2 (C-7, C-9); 126,0 (C-8); 125,2 (C-6, C-10); 122,0 (C-
14); 114,6 (C-12, C-16).

N-(4-nitrofenil)-2-fenil-hidrazina-carbotioamida 2. Solido amarelo; Ponto de fusdo: 233-
234°C; IV (KBr, v cm %) 3435; 3249; 3190 (N-H), 1600, 1568, 1504 (C=C), 1280 (C=S);
1504 ( C-NO,); 1332 (N=0); RMN *H (500 MHz, acetona-ds) & 10,19 (s, 1H, H-2), 9,08 (s,
1H, H-4), 8,20 (d, 2H, H-6, H-10), 8,20 (t, 2H, H-7, H-9), 7,50 (s, 1H, H-1), 7,27 (t, 2H, H-
13, H-15), 6,89 (d, 2H, H-12, H-16), 6,88 (t, 1H, H-14); RMN **C (125 MHz, acetona-ds) &
183,0 (C-3), 148,8 (C-11), 146,8 (C-5), 145,1 (C-8), 130,5 (C-13, C-15), 125,0 (C-7, C-9),
124,1 (C-6, C-10), 122,5 (C-14), 114,9 (C-12, C-16).

N-(clorofenil)-2-fenil-hidrazina-carbotioamida 3. Sélido branco; Ponto de fusdo: 233-
234°C; IV (KBr, v cm %) 3435, 3315, 3140 (N-H), 1600, 1554, 1508 (C=C), 1286 (C=S);
1209, 758 (C-Cl); RMN *H (500 MHz, acetona-dg) & 9,79 (s, 1H, H-2), 8,85 (s, 1H, H-4), 7,77
(d, 2H, H-7, H-9), 7,45 (s, 1H, H-1), 7,31 (t, 2H, H-3, H-5), 7,25 (t, 2H, H-13, H-15), 6,89 (t,
1H, H-14), 6,88 (d, 2H, H-12, H-16); RMN **C (125 MHz, acetona-dg) 5 183,2 (C-3), 148,9
(C-11), 139,3 (C-5), 130,5 (C-8), 130,2 (C-13, C-15), 129,1 (C-7, C-9), 126,8 (C-6, C-10),
120,10 (C-14), 1145 (C-12, C-16).
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N-(4-bromofenil)-2-fenil-hidrazina-carbotioamida 4. Solido branco; P.F. 209-212 °C; IV
(KBr, v cm %): 3249, 3182 (N-H), 1597, 1585, 1489 (C=C), 1199 (C=S), 1072, 769 (C-Br);
RMN *H (500 MHz, acetona-ds) & 9,81 (s, 1H, H-2), 8,85 (s, 1H, H-4), 7,74 (d, 3H, H-7, H-
9), 7,46 (s, 1H, H-1), 7,46 (t, 2H, H-6, H-10), 7,24 (t, 3H, H-13, H-15), 6,90 (t, 1H, H-14),
6,87 (d, 2H, H-12, H-16); RMN *C (125 MHz, DMSO-ds) & 181,1 (C-3), 147,9 (C-11),
138,7 (C-5), 130,7 (C-7, C-9), 128,9 (C-13, C-15), 127,2 (C-6, C-10), 119,9 (C-14), 116,9 (C-
8), 113,1 (C-12, C-16).

N-(toluil)- 2-fenil-hidrazina-carbotioamida 5. Sélido branco; P.F. 174-175 °C; IV (KBr, v
cm 1): 3437, 3275, 3186 (N-H), 3020 (C-H), 1627, 1550, 1490 (C=C), 1269 (C=S); RMN 'H
(500 MHz, acetona-dg) & 9,57 (s, 1H, H-2), 8,63 (s, 1H, H-4), 7,57 (d, 2H, H-6, H-10), 7,38
(s, 1H, H-1), 7,25 (t, 2H, H-13, H-15), 7,09 (t, 2H, H-7, H-9), 6,88 (t, 1H, H-14), 6,88 (d, 2H,
H-12, H-16), 2,28 (s, 3H; CH3); RMN *C (125 MHz, acetona-dg) & 182,9 (C-3), 148,7 (C-
11), 137,5 (C-5), 135,2 (C-8), 129,9 (C-13, C-15), 129,4 (C-7, C-9), 125,0 (C-6, C-10), 121,6
(C-14), 114,2 (C-12, C-16), 20,8 (CHs3).

N-(4-metoxifenil)-2-fenil-hidrazina-carbotioamida 6. Sélido branco; P.F. 184-186 °C; IV
(KBr, v cm %): 3267, 3161, 3091 (N-H), 3028 (C-H), 1600, 1548, 1492 (C=C), 1247 (C=S),
1170 (ArC-0), 1026 (Ar-O-C); RMN *H (500 MHz, acetona-dg) & 9,51 (s, 1H, H-2), 8,60 (s,
1H, H-4), 7,53 (s, 1H, H-1), 7,53 (d, 2H, H-12, H-16), 7,38 (d, 2H, H-7, H-9), 7,25 (t, 2H, H-
13, H-15), 6,88 (t, 1H, H-14), 6,84 (d, 2H, H-6, H-10), 3,76 (s, 3H, OCH3); RMN **C (125
MHz, acetona-dg) 6 183,6 (C-3), 158,5 (C-8), 149,2 (C-11), 133,4 (C-5), 130,3 (C-13, C-15),
127,4 (C-6, C-10), 121,9 (C-14), 114,6 (C-12, C-16), 114,4 (C-7, C-9), 56,0 (OCH5).

6.2.2. Procedimentos de sintese dos aldeidos aromaticos 6-X-substituidos derivados do
piperonal

0 o)
0 0
< ﬁ - ’
o o R
R=NO,Z,Brg

Condigbes reacionais: (a) acido acético, HNO,, t.a.; (b) Metanol, Br,, t.a.

» Sintese do 6-nitro-1,3-benzodioxol-5-carboxaldeido 7

Em um baldo de fundo redondo foi adicionado 0,1000 mol (5 g) de piperonal e 0,0875
mol (5mL) de &cido acético glacial. Em seguida, adicionou-se 0,1500 mol (6,35mL) de acido
nitrico concentrado a 65%. A reacdo foi mantida com a temperatura entre 20-25 °C usando
banho de gelo, sob agitacdo, durante 30 minutos. Apds a conclusdo da reacdo, acompanhada
por CCDA, foi realizado uma filtragdo simples, obtendo-se um sélido amorfo, amarelo claro.
O produto obtido foi recristalizado em mistura de etanol e 4gua 1:1. O rendimento foi de 77%,
apos a recristalizacdo (DUARTE et al., 2007; MELOS, 2015).

» Sintese do 6-bromo-1,3-benzodioxol-5-carboxaldeido 8

Em um baldo de fundo redondo, foi adicionado 0,0133 mol (2,0 g) de piperonal que
foram dissolvidos em 14,0 mL de metanol e duas gotas de &cido acético glacial. Em seguida,
foi adicionado 5,75 g (1,84 mL) de solugdo de bromo 0,0359 mol.L™. A reacéo foi mantida
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em agitacdo por 2 h. A reacdo foi acompanhada por CCDA e apds o consumo de todo
piperonal, foi adicionada a agua gelada para fornecer um precipitado de cor laranja ao qual se
adicionou 9,60 mL de uma solugdo 1,0 mol.L™* de bissulfito de sédio para remover o bromo
remanescente. O precipitado foi filtrado e observou-se o aparecimento de um sélido amorfo
branco, que foi recristalizado em metanol. O rendimento foi de 70% (LUO et al., 2002;
MELOS, 2015).

6.2.2.1 Caracterizacéo espectroscopica dos derivados do piperonal

6-nitro-1,3-benzodioxol-5-carboxaldeido 7. Solido amarelo. Ponto de Fusdo: 91-92 °C. IV
(KBr; v cm-1) 2927 (C-H), 1683(C=0), 1597 e 1419 (C=C), 1521 (NO,), 1338, 1278 (COC),
1031 (C-0) e 879(C-N); RMN *H (500 MHz, DMSO-ds) & 10,07 (s, 1H, CHO); 7,75 (s, 1H,
H-5); 7,32 (s, 1H, H-2); 6,36 (s, 2H, OCH,0); RMN *C (125 MHz, DMSO-dg) & 188,60
(CHO); 152,38 (C-3); 151,77 (C-4); 127,95 (C-1); 105,43 (C-5); 107,42 (C-2); 146,14 (C-6);
104,49(OCHy0).

6-bromo-1,3-benzodioxol-5-carboxaldeido 8. Sélido branco. Ponto de fusdo: 129-130°C. IV
(KBr; v em™ 2922, 1674, 1616, 1413, 1259, 1031 e 669; RMN 'H (DMSO-d6) & 10,06 (s,
1H, CHO); 7,43 (s,1H, H-2); 7,29 (s, 1H, H-5); 6,23 (s, 2H, OCH,0); RMN *C (DMSO-d6)
§ 190,49 (CHO); 153,95 (C-4); 148,60 (C-3); 127,84 (C-1); 121,22 (C-6); 113,76 (C-5);
107,87 (C-2); 103,81 (OCH,0).

6.2.3. Procedimento geral para sintese dos &cidos cindmicos através da reagdo de
Knoevenagel-Doebner

O 0
o] O
H 4+ M piridina, refluxo A OH
HO OH piperidina

R R R R
R=NO, R'=H R=NO,; R'=H,
R=F; R =H R=F; R'=H 10,
R = OCH,0; R' = NO, R = OCH,0; R' = NO, 11

Em um baldo de fundo redondo com 50 mL de capacidade foram adicionados 25
mmol do benzaldeido selecionado, 50 mmol de &cido mal6nico, 10 mL de piridina e gotas de
piperidina. O sistema foi conectado a um condensador de refluxo e a mistura foi mantida a 90
°C durante 2 horas, e depois por mais 15 minutos sob refluxo. Apos o resfriamento, a mistura
reacional foi acidificada com uma solucdo de HCI (20% v/v) até pH 3. Os cristais precipitados
foram filtrados e lavados com 20 mL de uma solu¢do de HCI (20%) e depois com agua
gelada. Os rendimentos variaram entre 82-95 %.

6.2.3.1. Caracterizacao espectroscépica dos acidos cinamicos

Acido 4-nitrocinamico 9. Sélido amarelo; Ponto de Fusdo > 250 °C; IV (KBr; v cm™) 3112
(C-H), 2982 (C-H), 1684 (C=0), 1603, 1520, 1496 (C=C); RMN *H (400 MHz, DMSO-ds) &
12,73 (sl, 1H, OH), 8,25 (d, 2H, H-3, H-5), 7,99 (d, 2H, H-2, H-6), 7,71 (d, J 16,0, 1H, H-B),
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6,75 (d, J 16,0, 1H, H-0)); RMN 3C (100 MHz, CDCls) § 167,5 (C=0), 148,4 (C-4), 141,8 (C-
B), 141,2 (C-1), 129,7 (C-2, C-6), 124,4 (C-3, C-5), 123,5(C- 0).

Acido 4-fluorcinamico 10. Sélido branco; Ponto de Fusdo 178-180 °C; IV (KBr; v cm™)
2982 (C-H), 1683 (C=0), 1626, 1593, 1505 (C=C); RMN *H (400 MHz, DMSO-ds) & 12,45
(sl, 1H, OH), 7,78 (dd, J 8,8; 5,8, 2H, H-2, H-6), 7,61 (d, J 16,0, 1H, H-B), 7,26 (d, J 8,8, 2H,
H-3, H-5), 6,52 (d, J 16,0, 1H, H-a)); RMN **C (100 MHz, DMSO-ds) 5 168,0 (C=0), 164,9 ¢
162,4 (C-4), 143,2 (C- B), 131,3 (C-2, C-6), 131,0 (C-1), 116,5 (C-3), 116,2 (C-5), 119,6 (C-
).

Acido 6-nitro-(3,4-metilenodioxi)-cindmico 11. Sélido amarelo; Ponto de Fusio 224-226
°C; IV (KBr; v cm™) 3434 (OH), 3069 (C-H), 2925 (C-H), 1696 (C=0), 1626, 1600, 1428
(C=C), 1518 (N=0), 1229 (C-O-C), 975; RMN *H (200 MHz, CD3;OH) & 7,96 (d, J= 16,1,
1H, H-B), 7,55 (s, 1H, H-5), 7,23 (s, 1H, H-2), 6,36 (d, J=15,8, 1H, H-a), 6,18 (sl, 2H,
OCH,0); RMN C (50 MHz, CD;0OH) & 167,1 (C=0), 151,8 (C-6), 148,9 (C-3, C-4), 143,2
(C-B), 125,8 (C-1), 122,7 (C-w), 107,0 (C-5), 105,3 (C-2), 103,8 (OCH,0).

6.2.4. Procedimento Geral para a Sintese dos Cloridratos Mesoi6nicos da Série | através
de Micro-ondas

cr
N+'N\7/NH
socl,, \
< /©/ 1,4- dloxano (gts) S
M. O 5 min
(o}

o

Py

R=H,NO,Z, Brg R'=HL1 NO,2 Cl3 Bra L R=H R<=H 12
O ’ ==

R=NO, R=H 13

R=Br, R=H 14

R=H, R=NO,15

R=H, R=Cl 16

R=H, R=Br 17

Em um baldo de fundo redondo de 50 mL adicionou-se 0,38 mmol de
difeniltiossemicarbazida substituida com 0,38 mmoles do aldeido e gotas de 1,4-dioxano para
homogeneizar a mistura de reacdo. Em seguida acrescentou-se 1,14 mmoles de cloreto de
tionila (3 eq.). Posteriormente, submeteu-se a mistura de reacdo a 5 minutos de irradiacdo em
reator de micro-ondas a 100 W de poténcia. Ap0s a irradiacdo a mistura reacional ficou em
repouso por 24 horas. O precipitado formado foi filtrado e lavado sucessivamente com 1,4-
dioxano gelado e agua destilada gelada. Os produtos foram obtidos com rendimentos entre
60-95% e grau de pureza satisfatdrios.

6.2.2.1 Caracterizacao espectroscopica dos cloridratos mesoionicos (Série 1)

Cloridrato de 5-(3,4-metilenodioxi-fenil)-1,3,4-tiadiaz6lio-2-fenilamina 12  Sdlido
amarelo; Ponto de Fusdo: 286-287 °C; IV (KBr, v / cm™ ) 3053, 2902, 2642, 1604, 1566,
1498, 1448, 1311, 1242, 754 e 692; RMN 'H (400 MHz, DMSO-d6) & 12,37 (s, 1H, NH),
7,72 (m, 2H, H-2>’, H-6>"), 7,62 (m, 4H, H-3"’, H-4’*, H-5"", H-2""), 7,46 (t, 2H, J 7,6 Hz, H-
3>°, H-5"""), 7,15 (m, 3H, H-5’, H-6’, H-4""), 6,94 (s, 1H, H-2"), 6,17 (s, 2H, OCH20);
RMN *C (100 MHz, DMSO-d6) & 164.4 (C-5), 160,6 (C-2), 152,7 (C-3"), 148,3 (C-4’),
138,9 (C-1"’), 138,3 (C-1"""), 131,9 (C-4"’), 130,9 (C-3"""), 130,0 (C-3"’), 127,0 (C-6’), 126,6
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(C-27), 124,6 (C-4"), 118,9 (C-2"), 116,5 (C-1°), 109,8 (C-2°), 109,7 (C-5’), 103,2
(OCH,0).

Cloridrato de 5-(3,4-metilenodioxi-6’-nitro-fenil)-1,3,4-tiadiaz6lio-2-fenilamina  13.
Sélido amarelo; Ponto de Fusdo: 264-266 °C; IV (KBr, v / cm™) 3008, 1602, 1566, 1494,
1450, 1365, 1326, 1267, 752 e 688; RMN *H (400 MHz, DMSO-ds) & 12,75 (s, 1H, NH),
7,95 (s, 1H, H-5), 7,65 (d, J 7,6 Hz, 2H, H-2"’, H-6""), 7,58 (m, 5H, H-3>*, H-4>*, H-5’, H-
3, H-5"""), 7,46 (t, 2H, J 7,9 Hz, H-2>’, H-6"""), 7,19 (t, J 7,4 Hz 1H, H-4"""), 6,38 (s, 2H,
OCH,0); RMN C (100 MHz, DMSO-dg) & 163,2 (C-5), 161,8 (C-2), 152,9 (C-6°), 151,7
(C-3%), 142,8 (C-4’), 138,8 (C-1""), 137,5 (C-1"""), 132,2 (C-4"’), 130,6 (C-3""), 130,0 (C-
3°%), 125,6 (C-2""), 124,7 (C-4""), 119,0 (C-2>"), 114,6 (C-1°), 111,2 (C-57), 106,7 (C-2"),
105,6 (OCH0).

Cloridrato de 5-(3,4-metilenodioxi-6’-bromo-fenil)-1,3,4-tiadiazélio-2-fenilamina 14.
Sélido amarelo; Ponto de Fusdo 278-279 °C; IV (KBr, v / cm™) 3012, 1604, 1568, 1498,
1469, 1244, 748 e 688; RMN *H (400 MHz, DMSO-ds) & 13,00 (s, 1H, NH), 7,64 (m, 7H, H-
2¢, H-5¢, H-2"’, H-3*‘, H-4*’, H-5°¢, H-6""), 7,46 (m, 4H, H-2">’, H-3""’, H-5""’, H-6"""), 7,18
(t, 1H, J 7,3 Hz, H-4>""), 6,21 (s, 2H, OCH,0); RMN **C (100 MHz, DMSO-dg) & 162,5 (C-
5), 162,2 (C-2), 152,4 (C-4’), 148,0 (C-3”), 138,7 (C-1"""), 137,8 (C-1"), 132,1 (C-4"’), 130,3
(C-3"), 130,0 (C-2"), 125.8 (C-3""), 124,7 (C-4>>"), 119,0 (C-2""), 116,7 (C-17), 115,2 (C-
6°), 113.,6 (C-5°), 112,2 (C-2"), 104,0 (OCH,O.

Cloridrato de 5-(3,4-metilenodioxi-fenil)-1,3,4-tiadiazolio-2-(4°’-nitrofenil)amina  15.
Sélido amarelo; Ponto de Fusdo: 243-244 °C; IV (KBr, v / cm™) 2892, 1620, 1539, 1500,
1450, 1330 e 1243; RMN 'H (400 MHz, MeOD) & 8,34 (d, 2H, J 9,0 Hz, H-3>>, H-5>""),
7,83 (d, 2H, J 9,0 Hz, H-2’, H-6"), 7,70 (m, 5H, H-3"’, H-4’, H-5"’, H-2""’, H-6"""), 7,22
(d, 1H, J 8,3, 1,5 Hz, H-6%), 7,01 (d, 1H, J 8,3 Hz, H-5"), 6,87 (s, 1H, J 1,5 Hz, H-2"), 6,12 (s,
2H, OCH,0); RMN *3C (100 MHz, MeOD) § 166,2 (C-5), 160,4 (C-2), 153,0 (C-3°), 148,9
(C-4%), 143,6 (C-4""), 143,5 (C-1"""), 137,9 (C-1""), 131,6 (C-4""), 130,0 (C-3""), 126,9 (C-
6’), 125,7 (C-2"), 125,0 (C-3"’), 118,3 (C-2’"’), 115,6 (C-17), 109,1 (C-57), 108,8 (C-2°),
103,1 (OCH0).

Cloridrato de 5-(3,4-metilenodioxi-fenil)-1,3,4-tiadiazdlio-2-(4°’-clorofenil)amina  16.
Sélido amarelo; Ponto de Fusdo: 309-310 °C; IV (KBr, v / cm™) 2730, 1616, 1562, 1494,
1469, 1330 e 1240; RMN 'H (400 MHz, MeOD) & 7,65 (m, 7H, H-2¢, H-3¢, H-4**, H-5°,
H-6°, H-3““, H-5°*°), 7,44 (d, 2H, J 8,8 Hz, H-2***, H-6°*"), 7,18 (dd, 1H, J 8,2, 1,9 Hz, H-
6°), 6,99 (d, 1H, J 8,3 Hz, H-5°), 6,85 (d, 1H, J 1,8 Hz, H-2°), 6,11 (s, 2H, OCH,0) ; RMN
3C (100 MHz, MeOD) & 164,8 (C-5), 160,8 (C-2), 152,8 (C-4’), 148,9 (C-3"), 138,0 (C-
1”°7), 137,1 (C-1""), 131,5 (C-4"), 129,9 (C-3""), 129,5 (C-6’), 129,2 (C-17), 126,6 (C-2""),
125,6 (C-3°"), 120,2 (C-27"*), 115,9 (C-4’"’), 109,0 (C-57), 108,7 (C-2"), 103,1 (OCH;0).

Cloridrato de 5-(3,4-metilenodioxi-fenil)-1,3,4-tiadiazélio-2-(4’’-bromofenil)amina 17.
Sélido amarelo; Ponto de Fusdo: 280-281 °C; IV (KBr, v / cm™ )3402, 1616, 1562, 1494,
1470, 1330 e 1242; RMN *H (400 MHz, DMSO-d) & 12,95 (s, 1H, NH), 7,63 (m, 9H, H-2"",
H-3’, H-4>’, H-5"’, H-6"’, H-2’"’, H-3*"’, H-5""’, H-6"""), 7,11 (d, 2H, J 9,8 Hz, H-5’, H-6"),
6,95 (s, 1H, H-2"), 6,16 (s, 2H, OCH,0); RMN *C (100 MHz, DMSO-dg) & 164,7 (C-5),
160,3 (C-2), 152,0 (C-4’), 148,3 (C-3°), 138,3 (C-1"""), 132,8 (C-4""), 131,9 (C-3”"), 130,5
(C-6°), 127,0 (C-27), 126,6 (C-3"""), 120,7 (C-2""), 116,5 (C-17), 116,1 (C-4"""), 109,8 (C-
5%), 109,7 (C-27), 103,2 (OCH;0).
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6.2.5. Procedimento Geral para a Sintese dos Cloridratos Mesoi6nicos da Série Il e 111

g/
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* N CI
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NH
NH NH /© d X
1,4-dioxano (seco
X cl 4+ “NH —(> )
refluxo
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R R'

R=NO,ouF R'=H1, NO, 2,CI3 Br4,CH,5 OCH, 6
R=NO, R'=H 18 R=F, R'=H %
R'=NO, 19 R'=NO, 25
R' =Cl 20 R =Cl 26
R'=Br 21 R'=Br 27
R'=CH, 22 R'=CH; 28
R'= OCH, 23 R'=0CH, 29

Em um baldo de fundo redondo com 25 mL de capacidade, acoplado a um
borbulhador, foi adicionado 1,834 mmol do acido cindmico correspondente sob atmosfera
inerte. Em seguida foi adicionado 1,834 mmol de cloreto de tionila (SOCI,). A reacdo foi
mantida em refluxo por 2 horas sob agitagdo constante. Apos verificar que a reacdo havia se
completado, sendo verificada por CCDA, o excesso de SOCI, foi removido no evaporador
rotatdrio, restando apenas o cloreto de acila, que foi utilizado sem tratamento, devido a sua
instabilidade em atmosfera umida.

A este intermedidrio foi adicionado uma solu¢cdo formada por 1,4-
difeniltiossemicarbazida correspondente em 15 mL de 1,4-dioxano. A reacdo foi mantida em
agitacdo sob temperatura ambiente até a precipitacdo do cloridrato mesoidnico desejado. A
mistura reacional foi deixada em repouso por 24 h, até completa precipitacdo do produto. Em
seguida, foi filtrado e lavado com 1,4-dioxano. Os produtos foram obtidos com grau de puzera
elevado e os rendimentos variaram entre 35-80%.

6.2.5.1. Caracterizacao espectroscopica dos cloridratos mesoionicos (Série I1)

Cloridrato de 4-fenil-5-(4’-nitro-cinamoil)-1,3,4-tiadiazélio-2-fenilamina 18. Solido
laranja; Ponto de Fusdo: 280-281 °C; IV (KBr, v/ cm™) 3045 (C-H), 2723 (C=NHAr), 1614,
1496, 1452 (C=C), 1571 (C=N), 1340 (C-S), 744, 686 (C-H); RMN ‘H (500MHz, DMSO-ds)
6 13,00 (s, NH), 8,27 (d, J=8,83, 2H, H-3’,H-5"), 8,16 (d, J=16,0, 1H, H-B), 8,04 (d, J=8,8,
2H, H-2°, H-6"), 7,87 (m, 2H, H-2"*, H-6""), 7,76 (m, 3H, H-3"’, H-4*, H-5""), 7,63 (d, J=7,8,
2H, H-2*°, H-6""), 7,43 (t, J = 7,8, 2H, H-3"”’, H-5"""), 7,28 (d, J=16,0, 1H, H-a), 7,16 (t,
1H, H-4>>"); RMN *3C (125 MHz, DMSO-dg) & 162.,4 (C-5), 160,0 (C-2), 149,0 (C-4°), 145,0
(C-B), 140,4 (C-1°""), 139,0 (C-1""), 137,5 (C-1°), 132,3 (C-2°, C-6"), 130,6 (C-4), 130,5 (C-
37, C-57), 129,9 (C-2°, C-6”), 126,6 (C-3°°, C-4>’, C-5"""), 124,6 (C-3°, C-5°), 119,0
(C2°°,C6°), 115,9 (C-a).

Cloridrato de 4-fenil-5-(4’-nitro-cinamoil)-1,3,4-tiadiazolio-2-(4*’-nitrofenil)-amina 19.
Sélido amarelo; Ponto de Fusdo: 220-221 °C; IV (KBr, v / cm™ ) 3058 (C-H), 2707
(C=NHAr), 1620, 1515, 1452 (C=C), 1583 (C=N), 1332 (C-S), 746, 688 (C-H); RMN 1H
(500MHz, DMSO-ds) 6 13,56 (s, NH), 8,35 (d, J=9,1, 2H, H-3"",H-5""), 8,28 (d, J = 8,8, 4H,
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H-3°>, H-5">, H-3", H-5"), 8,06 (d, J=8,5, 2H, H-2">, H-6""), 7,90 (d, J=7,8, 2H, H-2’, H-
6), 7,84 (d, 3=9,1, 2H, H-2”, H-6>"), 7,72 (d, J=9,1, 1H, H-4""), 7,34 (d, J=16,0, 1H, H-a);
RMN °C (125 MHz, DMSO-ds) & 164,2 (C-5), 159,8 (C-2), 149,1 (C-4"), 146,1 (C-B), 144,5
(C-47), 143,0 (C-1""), 140,3 (C-1""), 137.7 (C-17), 132,4 (C-2") 130,7 (C-6"), 129,4 (C-3’,
C-5%), 126,7 (C-3"", C-5"), 126,2 (C-4>"), 124,6 (C-2, C-6”), 122,8 (C-3>>), 122,0 ( C-
5%, 118,9 (C2°>, C6>>°), 115,8 (C-0).

Cloridrato de 4-fenil-5-(4’-nitro-cinamoil)-1,3,4-tiadiazdlio-2-(4°*’-clorofenil)-amina 20.
Sélido laranja; Ponto de Fusdo: 260-261 °C; IV (KBr, v/ cm™ ) 3043 (C-H), 2711 (C=NHAXr),
1618, 1519, 1492 (C=C), 1567 (C=N), 1340 (C-S), 773, 680 (C-H); RMN 'H (500MHz,
DMSO-ds) 6 12,97 (s, NH), 8,28 (d, J=7,6, 2H, H-3’,H-5"), 8,18 (d, J=16,0, 1H, H-B), 8,05
(d, J=7.6, 2H, H-2’, H-6"), 7,86 (m, 2H, H-2"’, H-6"), 7,78 (m, 3H, H-3"*, H-4"*, H-5""), 7,64
(d, J=6,9, 2H, H-3">’, H-5"""), 7,51 (t, J = 7,8, 2H, H-2""’, H-6"""), 7,30 (d, J=16,0, 1H, H-a);
RMN *3C (125 MHz, DMSO-ds) & 162,9 (C-5), 159,9 (C-2), 149,0 (C-4°), 145,4 (C-B), 1404
(C-1"), 137,8 (C-1), 137,4 (C-17), 132,3 (C-2’, C-67), 130,7 (C-4"’), 130,6 (C-3"’, C-57"),
129,9 (C-3°, C-5%), 128,3 (C-4°""), 126,7 (C-27, C-6"), 124,6 (C-3°"", C-5>"), 120,6 (C2’”’,
C6’%), 115,9 (C-a).

Cloridrato de 4-fenil-5-(4’-nitro-cinamoil)-1,3,4-tiadiazolio-2-(4’’-bromofenil)-amina
21. Sélido laranja; Ponto de Fusdo: 243-244 °C; IV (KBr, v/ cm™ ) 2707 (C=NHAr), 1614,
1519, 1488 (C=C), 1566 (C=N), 1340 (C-S); RMN *H (500MHz, DMSO-dg) & 12,90 (s, NH),
8,28 (d, J=8,5, 2H, H-3’,H-5"), 8,18 (d, J=16,0, 1H, H-B), 8,05 (d, J=8,5, 2H, H-2’, H-6"),
7,85 (d, 2H, H-2"’, H-6""), 7,77 (m, 3H, H-3"’, H-4"’, H-5""), 7,64 (d, 2H, H-3">, H-5>""),
7,58 (d, 2H, H-2>>’, H-6"""), 7,30 (d, J=16,0, 1H, H-a); RMN **C (125 MHz, DMSO-ds) &
163,0 (C-5), 159,9 (C-2), 149,0 (C-4’), 145,4 (C-P), 140,3 (C-1"""), 138,2 (C-1""), 137,4 (C-
1), 132,8 (C-2"), 132,4 (C-6°), 130,7 (C-3”°, C-4*, C-57"), 126,7 (C-3°, C-5"), 124,6 (C-2"’,
C-6%), 121,0 (C-3"’, C-5""), 116,4 (C-4"""), 115,9 (C-a).

Cloridrato de 4-fenil-5-(4’-nitro-cinamoil)-1,3,4-tiadiazélio-2-toluil-amina 22. Sélido
laranja; Ponto de Fusdo: 283-284 °C; IV (KBr, v/ cm™) 3041 (C-H), 2723 (C=NHAr), 1618,
1517, 1456 (C=C), 1569 (C=N), 1340 (C-S); RMN *H (500MHz, DMSO-ds) 5 12,66 (s, NH),
8,28 (d, J=8,8, 2H, H-3’,H-5"), 8,15 (d, J=16,0, 1H, H-B), 8,05 (d, J=8,8, 2H, H-2’, H-6"),
7,87 (d, 2H, H-2"’, H-6"), 7,78 (m, 3H, H-3, H-4”’, H-5""), 7,51 (d, J=8,5, 2H, H-2""’, H-
6°""), 7,25 (d, J=8,2, 2H, H-3>, H-5"""), 7,30 (d, J=16,0, 1H, H-a), 3,37 (s, 3H); RMN **C
(125 MHz, DMSO-ds) & 162,2 (C-5), 160,2 (C-2), 149,0 (C-4%), 144,9 (C-B), 140,4 (C-1>""),
137,5 (C-17), 136,5 (C-17), 132,3 (C-2°,C-6"), 134,1 (C-4°""), 130,7 (C-4>), 130,6 (C-3", C-
5°%), 130,4 (C-3°, C-5°), 126,6 (C-2”, C-67"), 124,6 (C-3°"", C-5°>"), 119,3 (C-2°>*, C-6>"),
115,9 (C-0), 21,0 (CHs).

Cloridrato de 4-fenil-5-(4’-nitro-cinamoil)-1,3,4-tiadiaz6lio-2-(4’°>-metoxi)-amina 23.
Sélido vermelho; Ponto de Fusdo: 263-264°C; IV (KBr, v / cm™ ) 3041 (C-H), 2723
(C=NHAr), 1620, 1508, 1456 (C=C), 1575 (C=N), 1340 (C-S); 1242 (C-O); RMN *H
(500MHz, DMSO-ds) 6 12,64 (s, NH), 8,27 (d, J=6,9, 2H, H-3’,H-5"), 8,11 (d, J=16,0, 1H, H-
B), 8,03 (d, J=6,6, 2H, H-2’, H-6"), 7,81 (m, 5H, H-2"’, H-3"’, H-4"’, H-5"’, H-6""), 7,54 (d,
J=6,6, 2H, H-2*>’, H-6’""), 7,01 (d, J=7,2, 2H, H-3"*’, H-5"""), 7,27 (d, J=16,0, 1H, H-a), 3,75
(s, 3H); RMN *3C (125 MHz, DMSO-ds) & 162,2 (C-5), 160,2 (C-2), 149,0 (C-4"), 144.9 (C-
B), 140,4 (C-1""), 137,5 (C-1"), 136,5 (C-1"), 132,3 (C-2°,C-6), 134,1 (C-4""), 130,7 (C-
4%, 130,6 (C-3°, C-57), 130,4 (C-3°, C-5°), 126,6 (C-2”°, C-6"), 124,6 (C-3’"°, C-5"""),
119,3 (C-2*7, C-6’"), 115,9 (C-a), 21,0 (CHg).
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6.2.5.2. Caracterizacao espectroscopica dos cloridratos mesoidnicos (Série I11)

Cloridrato de 4-fenil-5-(4-fluor-cinamoil)-1,3,4-tiadiaz6lio-2-fenilamina 24. Solido
amarelo; Ponto de Fusdo: 238-239 °C: IV (KBr, v/ cm™) 3047, 2732 (C=NHAr), 1596, 1509,
1449 (C=C), 1568 (C=N), 748, 688; RMN *H (500MHz, DMSO-ds) & 12,96 (s, NH), 8,03 (d,
J=16,0, 1H, H-p), 7,87 (m, 4H, H-2’, H-3’, H-5’, H-6’), 7,75 (m, 3H, H-2"’, H-4’, H-5""),
7,63 (d, J=7,8, 2H, H-3"’, H-5""), 7,42 (t, J=7,8, 2H, H-2""’, H-6"""), 7,31 (t, 2H, J=8,7),
7,14 (t, 1H, J=7,41, H-4>>"), 7,04 (d, J=16,0, 1H, H-a); RMN **C (125 MHz, DMSO-ds) &
163,2 (C-5), 165,5 e 163,5 (C-4’), 159,3 (C-2), 147,0 (C-B), 139,1 (C-1"""), 137,5 (C-1""),
132,2 (C-2°,C-6"), 132,1 (C-4”"), 131,0 (C-17), 130,6 (C-3"°, C-5"), 124,4 (C-4°"), 129,9 (C-
2”,C-6"),126,6 (C-3>,C-5"""), 118,9 (C-3°, C-5"), 116,7 (C-2>"’, C-6"""), 111,9 (C-).

Cloridrato de 4-fenil-5-(4-fluor-cinamoil)-1,3,4-tiadiazdlio-2-(4”*’-nitrofenil)-amina 25.
Sélido amarelo; Ponto de Fusdo: 265-266 °C; IV (KBr, v / cm™ ) 2613 (C=NHAr), 1626,
1507, 1445 (C=C), 1582 (C=N), 1335 (C-S); RMN *H (400MHz, DMSO0-d6) & 11,05 (s, NH),
8,35 (d, J=9,3, 2H, H-3">’, H-5"""), 8,28 (t, J=8,9, 3H, H-3"’, H-4*, H-5""), 8,15 (d, J=15,8,
1H, H-p), 8,02 (d, 2H, H-2"", H-6"), 7,83 (d, J=9,3, 2H, H-2°, H-6"), 7,71 (d, J=8,8, 2H, H-
2’ H-6""), 7,11 (d, J=15,8, 1H, H-a); RMN *C (100 MHz, DMSO-d6) & 159,1 (C-5),
157,9 (C-4°), 154,0 (C-2), 148,2 (C-PB), 146,2 (C-4>>"), 144,4 (C-1°""), 137,3 (C-1"), 130,9
(C-1%), 130,7 (C-2°,C-6), 126,1 (C-4>"), 122,8 (C-3’, C-5""), 122,0 (C-2**, C-6"), 118.8 (C-
37 C-5°""), 117,4 (C-5°, C-3°), 116,8 (C-2°"", C-6>>"), 111,7 (C-av).

Cloridrato de 4-fenil-5-(4-fluor-cinamoil)-1,3,4-tiadiaz6lio-2-(4’"’-clorofenil)-amina 26.
Sélido laranja; Ponto de Fusdo: 259-260 °C; IV (KBr, v/ cm™ ) 2655 (C=NHAr), 1618, 15086,
1445 (C=C), 1564 (C=N); RMN 'H (400MHz, DMSO-ds) & 13,14 (s, NH), 8,06 (d, J=16,0,
1H, H-B), 7,87 (m, 4H, H-2’, H-3’, H-5’, H-6"), 7,77 (m, 3H, H-2’*’, H-4’, H-6"""), 7,65 (d,
J=9,0, 2H, H-3""’, H-5"""), 7,49 (t, J=8,8, 2H, H-2"’, H-6""), 7,32 (t, 2H, J=8,8, H-3"’, H-5""),,
7,05 (d, J=16,0, 1H, H-a); RMN **C (100 MHz, DMSO-ds) & 163,3 (C-5), 165,8 e 163,6 (C-
4%), 159,1 (C-2), 147,3 (C-B), 138,0 (C-1"""), 137,4 (C-1""), 132,3 (C-2°,C-67), 132,2 (C-4”),
131,0 (C-1), 130,6 (C-3"*, C-5"), 129,8 (C-2"*, C-6"), 128,0 (C-4""), 126,7 (C-3*"*, C-5""),
116,9 (C-57), 116,7 (C-3°), 120,4 (C-2""*, C-6’""), 111,8 (C-a).

Cloridrato de 4-fenil-5-(4-fluor-cinamoil)-1,3,4-tiadiazdlio-2-(4°*’-bromofenil)-amina 27.
Sélido amarelo; Ponto de Fusdo: 245-246 °C; IV (KBr, v / cm™ ) 3055, 2585 (C=NHAX),
1600, 1511, 1447 (C=C), 1557 (C=N), 1308 (C-S); RMN *H (500MHz, DMSO-ds) & 13,24 (s,
NH), 8,06 (d, J=16,0, 1H, H-B), 7,87 (m, 4H, H-2’, H-3", H-5°, H-6"), 7,76 (m, 3H, H-2"’, H-
4 H-6"), 7,60 (m, 4H, H-2>"’, H-3*>’, H-5""", H-6"""), 7,31 (t, 2H, J=8,8, H-3"’, H-5""), 7,04
(d, J=16,0, 1H, H-0); RMN **C (125 MHz, DMSO-ds) & 163,5 (C-5), 165,5 e 163,6 (C-4"),
159,0 (C-2), 147,3 (C-B), 138,4 (C-1°""), 137.4 (C-17), 132,7 (C-2°,C-6), 132,2 (C-4”),
131,0 (C-1"), 130,6 (C-3”°, C-57"), 126,7 (C-2"°,C-3""", C-5"", C-6""), 120,8 (C-2”’, C-6""),
116,0 (C-4’"), 116,9 (C-57), 116,7 (C-37), 111,8 (C-a).

Cloridrato de 4-fenil-5-(4-fluor-cinamoil)-1,3,4-tiadiazélio-2-toluil-amina 28. Sélido
laranja; Ponto de Fus&o: 231-232 °C; IV (KBr, v/ cm™) 2982, 1616, 1506, 1449 (C=C), 1568
(C=N); RMN *H (500MHz, DMSO-ds) & 12,66 (s, NH), 8,01 (d, J=16,0, 1H, H-B), 7,85 (m,
4H, H-2’, H-3°, H-5’, H-6"), 7,75 (m, 3H, H-2"*, H-4>*, H-6""), 7,50 (d, 2H, J=8,2, H-3""*, H-
5%, 7,31 (t, 2H, J=8,7, H-3”’, H-5""), 7,23 (d, 2H, J=8,2, H-2">’, H-6"""), 7,04 (d, J=16,0,
1H, H-a), 2,28 (s, 3H, CHs); RMN *C (125 MHz, DMSO-dg) & 163,0 (C-5), 165,5 e 163,5
(C-4%), 159,4 (C-2), 146,9 (C-PB), 137,5 (C-1°""), 136,7 (C-1""), 133.8 (C-1"), 132,2 (C-2’,C-
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6), 132,1 (C-4°"), 131,0 (C-4>>"), 130,6 (C-3”, C-5"), 130,0 (C-2"*, C-6""), 126,6 (C-3>>*, C-
5°>), 119,1 (C-3°,C-5"), 116,9 (C-2>>*, C-6"""), 111,9 (C-a1), 20,9 (CHs).

Cloridrato de 4-fenil-5-(4-fluor-cinamoil)-1,3,4-tiadiaz6lio-2-(4°’-metoxi-fenil)-amina
25. Sélido laranja; Ponto de Fusdo: 234-235 °C; IV (KBr, v/ cm™ ) 1608, 1506, 1447 (C=C),
1569 (C=N), 1242 (C-0); RMN 'H (500MHz, DMSO-dg) & 12,70 (s, NH), 7,99 (d, J=16,0,
1H, H-p), 7,85 (m, 4H, H-2’, H-3°, H-5’, H-6"), 7,74 (m, 3H, H-2"’, H-4>’, H-6""), 7,54 (d,
2H, J=8,8, H-2’"’, H-6"""), 7,30 (t, 2H, J=8,7, H-3"’, H-5""), 7,01 (m, 3H, H-3*"*, H-5*"’, H-
a), 3,74 (s, 3H, OCHs); RMN 3C (125 MHz, DMSO-dg) & 162,6 (C-5), 165,5 e 163,4 (C-4°),
159,4 (C-4°""), 156,4 (C-2), 146,7 (C-p), 137,5 (C-1°""), 132,3 (C-1""), 131,1 (C-1°), 132,2
(C-2°,C-6%), 132,1 (C-4"), 130,6 (C-3°, C-57"), 126,6 (C-2”’, C-6""), 120,8 (C-2"’, C-6""),
116,9 (C-5%), 116,7 (C-37), 115,0 (C-3**, C-5""), 111,9 (C-a), 55,7 (OCHy3).

6.2.6. Procedimento Geral para a Sintese dos Cloridratos Mesoidnicos da Série IV
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6.2.6.1. Caracterizacao espectroscépica dos cloridratos mesoidnicos (Série 1V)

Cloridrato de 4-fenil-5-[2-(6’-nitro-3’,4’-metilenodioxifenil)-(E)-etenil]-1,3,4-tiadiazdlio-
2 fenilamina 30. Sélido vermelho; Ponto de Fuso: 267-268 °C; IV (KBr, v/ cm™ ) 3048 (C-
H), 2654 (C=NHAr), 1620, 1509, 1483 (C=C), 1570 (C=N), 1281 (C-O); RMN *H (500MHz,
DMSO-ds) & 12,52 (s, NH), 8,13 (d, J=16,0, 1H, H-B), 7,86 (m, 2H, H-3"’, H-5""), 7,75 (m,
3H, H-2”, H-4", H-6""), 7,74 (s, 1H, H-5"), 7,60 (d, 2H, H-2""", H-6"""), 7,52 (s, 1H, H-2),
7,44 (t, 2H, H-3>’, H-5"""), 7,17 (t, 1H, H-4>"*), 7,11 (d, 1H, J=16,0, H-a), 6,30 (s, 2H,
OCH,0); RMN *C (125 MHz, DMSO-dg) & 162,6 (C-5), 159,9 (C-2), 152,4 (C-6°), 150,3(C-
3%), 144,2 (C-4%), 143.6 (C-B), 138,9 (C-1°""), 137,4 (C-17"), 132,2 (C-4"), 130,6 (C-3", C-
5°%), 130,0 (C-2”°, C-6""), 126,6 (C-3°"’, C-5""), 125,8 (C-17), 124,7 (C-4’""), 119,1 (C-2"",
C-6"""), 114,8 (C-0), 108,1 (C-2°), 106,1 (C-5"), 104,7 (OCH,0).

Cloridrato de 4-fenil-5-[2-(6’-nitro-3’,4’-metilenodioxifenil)-(E)-etenil]-1,3,4-tiadiazolio-
2-(4°*’-nitrofenil)-amina 31. Sélido laranja; Ponto de Fusdo: 236-237 °C; IV (KBr, v/cm™)
3052 (C-H), 1622, 1520, 1480 (C=C), 1582 (C=N), 1345 (C-S), 1281 (C-O); RMN 'H
(500MHz, DMSO-ds) 6 13,60 (s, NH), 8,34 (d, J=8,5, 2H, H-3*"*, H-5"""), 8,22 (d, J=16,0,
1H, H-B), 7,89 (m, 2H, H-3"’, H-5""), 7,83 (d, J=8,8, 2H, H-2"’, H-6"), 7,76 (m, 4H, H-5, H-
4 H-2’’,H-6""), 7,54 (s, 1H, H-2"), 7,12 (d, 1H, J=16,0, H-a), 6,30 (s, 2H, OCH,0); RMN
B3C (125 MHz, DMSO-ds) & 164,2 (C-5), 159,5 (C-2), 152,4(C-3"), 150,4 (C-6°), 144,5 (C-
4%), 144,5 (C-P), 144,3 (C-1"""), 143,0 (C-4"""), 137,4 (C-1""), 132,3 (C-4""), 130,6 (C-3”°, C-
5°), 126,7 (C-2”°, C-6"), 126,1 (C-3°’, C-5"""), 125,7 (C-1"), 118,8 (C-2’"’, C-6’""), 114,6
(C-2%),108,1 (C-5), 106,1 (C-a), 104,7 (OCH0).
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Cloridrato de 4-fenil-5-[2-(6’-nitro-3’,4’-metilenodioxifenil)-(E)-etenil]-1,3,4-tiadiazolio-
2-(4°”’-clorofenil)-amina 32. Sélido laranja; Ponto de Fus&o: 260-261 °C; IV (KBr, v/ cm™)
3038 (C-H), 2600 (C=NHAr), 1622, 1510, 1483 (C=C), 1567 (C=N), 1345 (C-S), 1283 (C-
0):; RMN *H (500MHz, DMSO-d6) & 13,00 (s, NH), 8,15 (d, J=16,0, 1H, H-B), 7.87 (m, 2H,
H-3*’, H-5"’), 7,75 (s, 1H, H-5"), 7,74 (m, 3H, H-2"’, H-4"’, H-6""), 7,63 (d, J=8,8, 2H, H-
3’ H-5"""), 7,52 (s, 1H, H-2"), 7,50 (d, J=8,8, 2H, H-2*"*, H-6"""), 7,09 (d, 1H, J=16,0, H-a),
6,30 (s, 2H, OCH,0); RMN **C (125 MHz, DMSO-d6) & 162,9 (C-5), 159,6 (C-2), 152,4(C-
3%), 150,3 (C-6”), 144,2 (C-4’), 137,9 (C-1"""), 137,4 (C-1"), 130,6 (C-3>*, C-5°"), 129,8 (C-
2”,C-6), 128,2 (C-17), 126,6 (C-3"’, C-5"""), 125,8 (C-4""), 120,6 (C-2°", C-6"""), 106,1
(C-a), 104,7 (OCH,0).

Cloridrato de 4-fenil-5-[2-(6’-nitro-3’,4’-metilenodioxifenil)-(E)-etenil]-1,3,4-tiadiazolio-
2-(4>”’-bromofenil)-amina 33. Sélido vermelho; Ponto de Fusdo: 255-256 °C; IV (KBr, v /
cm™) 3042 (C-H), 2613 (C=NHAr), 1620, 1509, 1482 (C=C), 1564 (C=N), 1343 (C-S), 1281
(C-O); RMN 'H (500MHz, DMSO-d6) & 13,00 (s, NH), 8,15 (d, J=15,7, 1H, H-B), 7,62 (d,
2H, H-3>>", H-5""), 7,86 (m, 2H, H-3"’, H-5""), 7,75 (m, 4H, H-2"*, H-4>’, H-5", H-6""), 7,57
(d, 2H, H-2>’, H-6"""), 7,52 (s, 1H, H-2"), 7,09 (d, 1H, J=15,7, H-a), 6,30 (s, 2H, OCH0);
RMN *3C (125 MHz, DMSO-d6) § 162,4 (C-5), 159,6 (C-2), 152,4(C-3"), 150,3 (C-6"), 144.,2
(C-4%), 143,8 (C-p), 138,3 (C-1"""), 1374 (C-1""), 132,7 (C-4"), 132,2 (C-3”°, C-5""), 130,6
(C-2, C-67"), 126,6 (C-3’, C-5"7"), 125,8 (C-1"), 120,9 (C-2, C-6""), 116,2 (C-4""),
114,9 (C-27), 108,1 (C-5), 106,1 (C-a), 104,7 (OCH20).

Cloridrato de 4-fenil-5-[2-(6’-nitro-3’,4’-metilenodioxifenil)-(E)-etenil]-1,3,4-tiadiazolio-
2-toluil-amina 34. Sélido vermelho; Ponto de Fusdo: 266-267 °C; IV (KBr, v / cm™) 3042
(C-H), 2672 (C=NHAr), 1625, 1506, 1483 (C=C), 1568 (C=N), 1314 (C-S), 1283 (C-0);
RMN *H (500MHz, DMSO0-d6) & 12,60 (s, NH), 8,09 (d, J=15,7, 1H, H-B), 7.85 (m, 2H, H-
3, H-5"), 7,75 (m, 4H, H-5°, H-2"*, H-4*’, H-6""), 7,48 (d, 2H, H-3""*, H-5"""), 7,51 (s, 1H,
H-2%), 7,23 (d, 2H, H-2>"’, H-6"""), 7,07 (d, 1H, J=15,7, H-a), 6,30 (s, 2H, OCH,0), 2,30 (s,
3H); RMN C (125 MHz, DMSO0-d6) & 162,2 (C-5), 159,9 (C-2), 152,4(C-3"), 150,3 (C-6"),
144,1 (C-4%), 143,3 (C-B), 137,4 (C-1"""), 136,5 (C-1""), 132,1 (C-4>"), 130,6 (C-3"°, C-5"),
130,3 (C-2"°, C-6"), 134,0 (C-1°), 126,6 (C-3°*", C-5"""), 125,8 (C-4>>"), 119.2 (C-2’", C-
6°""), 114,9 (C-2), 108,1 (C-5), 106,1 (C-a), 104,6 (OCH,0), 20,9 (CHj3).

Cloridrato de 4-fenil-5-[2-(6’-nitro-3’,4’-metilenodioxifenil)-(E)-etenil]-1,3,4-tiadiazdlio-
2-(4>”’-metoxi-fenil)-amina 35. Solido vermelho; Ponto de Fusdo: 270-271°C; IV (KBr, v /
cm™) 3027 (C-H), 2687 (C=NHAr), 1608, 1506, 1482 (C=C), 1575 (C=N), 1320 (C-S), 1283
(C-0); RMN H (500MHz, DMSO0-d6) 6 12,29 (s, NH), 8,09 (d, J=15,7, 1H, H-B), 7,85 (m,
2H, H-3>’, H-5°"), 7,75 (m, 4H, H-5", H-2>>, H-4’*, H-6""), 7,02 (d, J=8,5, 2H, H-3>*", H-5"""),
7,52 (m, 3H, H-2’, H-2""*, H-6"""), 7,08 (d, 1H, J=15,7, H-a), 6,30 (s, 2H, OCH,0), 3,75 (s,
3H, OCH3); RMN *3C (125 MHz, DMSO0-d6) & 161,9 (C-5), 156,6 (C-2), 152,4(C-3"), 150,3
(C-6”), 144,2 (C-4"), 143,2 (C-B), 137,4 (C-1"""), 132,1 (C-1""), 132,1 (C-4"), 130,6 (C-3,
C-577), 129,3 (C-2’, C-6""), 125,8 (C-1"), 115,1 (C-3>"*, C-5"’), 126,6 (C-2""’, C-6"""), 121,1
(C-2"), 108,1 (C-5"), 106,1 (C-a), 104,6 (OCH,0), 55,8 (OCHy3).

6.3. Ensaios Bioldgicos

6.3.1. Inibicdo da enzima tirosinase para 0s compostos mesoidnicos derivados do
piperonal (Série I)
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» Determinacao dos valores de 1Cs

A atividade da enzima tirosinase foi determinada através da oxidacdo de L-DOPA
(0,17 mmolL™) em dopacromona em meio de tampao de fosfato (50 mmol L™*, pH 6,8) na
presenca de EDTA (0,022 mmol L™), tirosinase (50-100 unidades) e diferentes concentracées
de cada composto mesoidnico investigado. Todos os experimentos foram realizados em
triplicata. A formacdo da dopaquinona foi determinada através do monitoramento da
absorvancia em 475 nm & temperatura ambiente. O acido ascérbico foi utilizado como padréo.
O percentual de inibicdo para cada composto mesoidnico foi calculado aplicando a equacao
abaixo.

[(Bso B Bo) B (Aso B Ao)] x 100
(Bso B Bo)

Nesta equacao, By e B3 sdo o0s valores de absorvancia do controle no tempo zero e no
tempo 30 minutos, respectivamente. Ag € Asp S0 as absorvancias do teste no tempo zero e no
tempo 30 minutos, respectivamente. A interferéncia de possivel absorvancia do composto
organico foi subtraida.

Para calcular o I1Csy dos compostos mesoidnicos 16 e 17 (os mais promissores para
inibicdo da tirosinase) o aumento da absor¢cdo em 475 nm foi determinado para diferentes
concentragfes de inibidores. O valor de ICs foi calculado através da equacdo polinomial
gerada pelos dados experimentais, usando o software Origin, funcdo estatistica ANOVA).

Inibicdo % =

» Determinacdo do mecanismo de inibigdo

O mecanismo de inibi¢cdo para o composto 16 na enzima tirosinase pela oxidagdo da
L-DOPA foi determinado através do grafico de Lineweaver-Burk. O gréafico de Lineweaver-
Burk ¢ um método largamente utilizado para determinacdo de importantes parametros em
cinética enzimatica, como K, Vmax € K. Nesta andlise foi utilizada a mesma metodologia que
para determinacdo do ICsg, porém com diferentes concentracGes de L-DOPA (33; 66; 100;
200; 333; 466 and 666 pmol mL™) como substrato e diferentes concentracdes para o
composto 16 (0; 330; 460 and 660 umol mL™). Apés a incubacdo por 30 minutos a 37 °C, a
absorvéancia foi medida em 475 nm. A producéo de dopaquinona foi analisada na presenca e
na auséncia dos inibidores, nas mesmas condicdes do teste de inibicdo, porém a absorcao foi
determinada no intervalo de 0 & 60 minutos, com 10 minutos de entre os intervalos.

6.3.2. Estudos de modelagem molecular

As estruturas cristalograficas da enzima tirosinase do cogumelo Agaricus bisporus e
de HSA foram obtidos a partir da Protein Data Bank (PDB) com cddigos de acesso 2Y9X
(ISMAYA etal., 2011) e IN5U (WARDELL et al., 2002), respectivamente. As estruturas dos
compostos mesoibnicos foram construidas e minimizadas com o programa Spartan'l4
(Wavefunction, Inc.) na Densidade Teoria Funcional (DFT) com o Becke-3-Lee Yang Parr
(B3LYP) funcional, utilizando o conjunto de bases 6-31G * (HEHRE, 2003).

O estudo de docking para ambas as estruturas de proteinas foi realizado com o
programa GOLD 5.2 (CCDC). Atomos de hidrogénio foram adicionados & proteina de acordo
com a ionizacao e estados tautoméricos inferidos pelo programa. A estrutura cristalogréfica da
tirosinase é composta por quatro cadeias (A, B, C e D) e cada cadeia contém um centro de
cobre responsavel pela atividade da tirosinase (ISMAYA et al., 2011). A fim de propor uma
explicacdo molecular para os dados experimentais de inibi¢do da tirosinase, um dominio raio-
esférico em torno do centro de cobre na cadeia D foi definido para os célculos de acoplamento
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docking devido aos melhores resultados obtidos pelos estudos de redocking com o ligante
cocristalizado na estrutura 2Y9X, tropolona. Como 0s compostos mesoidnicos apresentaram
inibicdo ndo competitiva, primeiramente um complexo tirosinase: L-DOPA foi obtido
selecionando a melhor posicdo correspondente de um docking do substrato dentro da enzima
implementada com GOLD 5.2. Este complexo foi entdo usado para um segundo docking com
os ligantes de 12 a 17. Por outro lado, a partir dos estudos de supressdo da fluorescéncia e
deslocacdes de farmacos especificos para cada local, a principal cavidade HSA para 16 e 17 é
Sudlow’s site 1 (subdominio I1A), onde o residuo Trp-214 pode ser encontrado (SUN et al.,
2016). A fim de identificar os principais residuos de aminoécidos que contribuiram para a
associacdo de 16 e 17 com HSA, definiu-se um dominio radiosférico de 10 A em torno do
residuo de triptofano e em seguida, célculos de docking com ambos os ligantes foram
realizados.

A pontuacdo de cada posi¢do identificada é calculada como negativa da soma de uma
série de termos de energia envolvidos no processo de interacdo proteina-ligante, de forma que
quanto mais positiva a pontuacdo, melhor ¢é a interacdo. O nimero de operacOes genéticas
(crossover, migracdo, mutacdo) em cada docking utilizado no procedimento foi definido em
100.000. O programa otimiza as geometrias de ligacdo de hidrogénio, rotacdo de todos 0s
grupos hidroxila e amino das cadeias laterais de aminoacidos. A funcdo de pontuacao
utilizada para realizar o estudo da tirosinase foi GoldScore, a melhor funcdo de pontuacéo
identificada no estudo de redocking tropolona. Para os estudos de ancoragem de HSA, foi
utilizado ChemPLP, que é a funcdo padrdo do programa GOLD 5.2 (KORB et al., 2009). As
figuras das posigdes de encaixe com o maior valor de pontuagéo de encaixe foram geradas
com o programa PyMOL Delano Scientific LLC (DELANO, 2002).

6.3.3. Estudos de interacdo com a albumina sérica humana (HSA) para os compostos
mesoidnicos derivados do piperonal (Série I)

Espectros de fluorescéncia e UV-Vis foram obtidos no fluorimetro Jasco J-815
utilizando uma célula de quartzo (via 6ptica de 1 cm) e utilizando um suporte termostatico de
cuvete Jasco PFD-425S15F. Todos os espectros foram registrados com correcfes de fundo
apropriadas.

A uma solucdo de 3,0 ml contendo uma concentracéo apropriada de HSA (1,00.107
mol L™, aliquotas sucessivas de uma solucdo-estoque dos correspondentes compostos
mesoiénicos, 16 e 17 (1,00.10° mol L™) foram adicionados, levando a concentragdes finais
de 0,17; 0,33; 0,50; 0,66; 0,83; 0,99; 1,15 e 1,32.10° mol L™. A adicéo foi feita manualmente
usando uma micro seringa. Os espectros de fluorescéncia foram medidos na faixa de 290-450
nm, a 23 °C, 30 °C e 37 °C, com comprimento de onda de excitagdo a 280 nm. Os espectros
de UV-Vis para solucdes de 16 e 17 (1,00 10” mol.L™, em metanol) foram medidos na faixa
de 200-450 nm a 37 °C. A fim de compensar o efeito de filtro interno, os valores da
intensidade de fluorescéncia foram corrigidos para a absorcdo de cada derivado mesoibnico
estudado no comprimento de onda de excitagdo e emisséo usando a equacao abaixo:

Fcor — Fobslo[( A+ Am) /2]

onde Fcor € Fous S80 0s valores da intensidade de fluorescéncia corrigida e observada,
respectivamente; Aex € Aem representam os valores experimentais de absorbancia no
comprimento de onda de excitacdo (280 nm) (e = 14942 mol L™ cm™ para 16 e &€ = 16966 mol
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L em™ para 17) e comprimento de onda de emissio (340 nm; € = 10454 mol L™*cm™ para 16
e € = 8363 mol L™'cm™ para 17), respectivamente.

6.3.3. Ensaio de viabilidade celular frente a células leucémicas para os compostos
mesoidnicos da série 11

» Cultura de Células

Este trabalho utilizou como modelo as linhagens celulares K562, Jurkat e MT2. A
linhagem celular JURKAT, é proveniente de leucemia linfocitica aguda, isolada de sangue
periférico de adolescente do sexo masculino. As células Jurkat foram gentilmente cedidas pela
Dra. Ana Lucia Giannini do Departamento de Genética do Instituto de Biologia da UFRJ. A
linhagem MT2 é derivada de co-cultivo de células provenientes de corddo umbilical de bebé
do sexo masculino com linfécitos T provenientes de paciente do sexo feminino diagnosticada
com leucemia T do adulto. Essa linhagem foi gentilmente cedida pelo Dr. Otavio Espindola
do Instituto Nacional de Infectologia Evandro Chagas (INI) da Fundagdo Oswaldo Cruz
(FIOCRUZ - RJ). A linhagem K562 é uma eritroleucemia, gentilmente, cedida pela Dra.
Vivian M. Rumjanek do Instituto de Bioquimica Médica Leopoldo de Meis da UFRJ.

O cultivo das linhagens celulares foi realizado em meio RPMI 1640 (Lonza ou LGC
Biotechnologia) suplementado com 10% de Soro Fetal Bovino (Cultilab), inativado
penincilina (1000 Ul/mL, LGC Biotechnologia) e estreptomicina (1000 UI/mL, LGC
Biotechnologia), pH 7,4. As células foram mantidas em atmosfera imida a 37 °C com 5%
CO,. Foram realizadas passagens das células em intervalos de 3 a 4 dias.

» Ensaio de Citotoxidade (MTT)

A citotoxidade das células foi determinada a partir do teste MTT (brometo de 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio) (Sigma-Aldrich). O MTT (sal de tetrazdlio) €
convertido em sal de formazana, em células vivas através da atividade da succinato
desidrogenase mitocondrial. A enzima induz a formacéo de cristais de coloracdo azulada (sal
de formazana) nas células viaveis, que ao serem dissolvidos, permite sua quantificacdo por
espectrofotometria, permitindo avaliar a capacidade redutora da célula (MOSMANN, 1983).

Os ensaios foram realizados em triplicata em experimentos independentes para cada
linhagem. As células foram semeadas em placas de 96 pocos, a 1x10* células/poco e
incubadas em meio RPMI + 10% de SFB na presenca ou auséncia de diferentes concentragdes
das substancias avaliadas, sendo elas: 50 pmol L™; 25 pmol L™; 12,5 pmol L™; 6,25 pmol L’
13,125 pmol L™ e 1,56 pmol L™.

As placas foram incubadas por 72 horas em atmosfera imida a 37 °C com CO; 5%.
Posteriormente, as placas contendo as culturas celulares foram centrifugada a 200 x g por 7
minutos. O meio com MTT foi retirado e os cristais de formazana formados foram dissolvidos
em 200 pL de dimetilsulfoxido (DMSO; Vetec). O valor de absorbancia foi medido a um
comprimento de onda de 490 nm (SpectraMax Paradigm®).
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Espectro 37. Espectro de 1V do cloreto de 5-(3,4-metilenodioxi-6’-nitro-fenil)-1,3,4-tiadiaz6lio-2-fenilamina 13
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Espectro 46. Espectro de 1V do cloreto de 5-(3,4-metilenodioxi-fenil)-1,3,4-tiadiaz6lio-2-(4°’-clorofenil)amina 16

117



Acquisition Time (sec) 3.9846 Frequency (MHZz) 400.11
Nucleus iH Number of Transients 16 Original Points Count 32768 \
Points Count 32768 Pulse Sequence zg30 Solvent MeOD ‘
Sweep Width (Hz) 8223.68 Temperature (degree C) 27.000

7.32 2.10 1.02 1.03 0.95 2.04
_ —l = —l =l =
— T T — T T T T T T T T T T T T T T T T T T
7.5 7.0 6.5 6.0

Chemical Shift (ppm)

1

766
62
60
45

zEB8LEL S
r_ﬂh/%g

KA

70
768

—

.A

7.321.03 2.04
LA il

12

10

Chemical Shift (ppm)
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