UFRRJ

INSTITUTO DE QUIMICA
PROGRAMA DE POS-GRADUAGCAO EM QUIMICA

TESE

SINTESE, CARACTERIZACAO E ATIVIDADE ANTICANCER DE
HIDRAZINO-CARBOTIOAMIDAS E COMPOSTOS MESOIONICOS
DA CLASSE 1,3,4-TIADIAZOLIO-2-AMINIDAS

DANILO SOUSA PEREIRA

2019



A RUR4
<& 4 o

\D.

V\\\‘@\S ADf,(\
% o)
O,

9,

Myr3q o

UFRRJ

UNIVERSIDADE FEDERAL RURAL DO RIO DE JANEIRO
INSTITUTO DE QUIMICA
PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EM QUIMICA

SINTESE, CARACTERIZACAO E ATIVIDADE ANTICANCER DE
HIDRAZINO-CARBOTIOAMIDAS E COMPOSTOS MESOIONICOS
DA CLASSE 1,3,4-TIADIAZOLIO-2-AMINIDAS

DANILO SOUSA PEREIRA

Sob orientacdo da Professora
Dra. Aurea Echevarria Aznar Neves Lima

e Co-orientacdo da Professora
Dra. Ana Paula Pereira da Silva

Tese submetida como requisito parcial
para obtencdo do grau de Doutor em
Quimica, no Programa de Pos-
Graduacdo em Quimica, Area de
Concentracdo em Quimica.

Seropédica-RJ
Marco de 2019



Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro
Biblioteca Central / Secédo de Processamento Técnico

Ficha catalografica elaborada
com os dados fornecidos pelo(a) autor(a)

Pereira, Danilc Sousa, 195%0- N
P436s SINTESE, CARACTERIZACAO E ATIVIDADE ANTICANCER DE
HIDRAZINC-CARBOTICAMIDAS E COMPOSTOS MESOICNICOS DA
CLASSE 1,3,d4-TIADIAZOLIO-2-LMINIDAS / Danile Sousa
Pereira. = 2018.
168 £.: il.

Crientadora: Aurea Echevarria Aznar Neves Lima.

Coorientadora: Ana Paula Fereira da Silva .

Tese (Doutorado) . == Universidade Federal Rural do
Bio de Janeirc, PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM QUIMICA,
20149.

1. Céncer. 2. Hidrazino-Carboticamida. 3.
Cloridrato Mescidnico. 4. Enzima Tirosinase. 5. HILV
1. I. Lima, Aurea Echewvarria Aznar Neves , 1850-,
orient. II. da Silva , Ana Paula Fereira , -,
coorient. III Universidade Federal Rural do Rio de
Janeiro. PROGRAMA DE POS-GRADUAGAC EM QUIMICA. IV,
Titulo.




UNIVERSIDADE FEDERAL RURAL DO RIO DE JANEIRO
INSTITUTO DE QUIMICA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM QUIMICA

DANILO SOUSA PEREIRA

Tese submetida como requisito parcial para obtencdo do grau de Doutor em Quimica, no
Programa de Pés-Graduagdo em Quimica, area de Concentragdo em Quimica.

TESE APROVADA EM 29/03/2019.

Q/vw,,._ﬁ(‘_a’k,\:\. (\" = Ll\/\

Aurea Echevarria Aznar Neves Lima — IQ-UFRRJ
(Orientadora — presidente)

Luiz Carlos da Silva Pinheiro - FIOCRUZ-RJ

ﬂv@Q\/m\Q

k/ Ana Carolina Leal - INTO

Kolerte, Kol Fhines wprina.

Roberta Katlen Fusco Marra —'IQ—UFRRJ

A

“Celric Stephan Graebin — IQ-UFRRJ



Dedico esta conquista aos meus queridos
pais Dinalva e Dair, minhas irmés Danielle e
Diana e ao meu sobrinho amado Vinicius. A
professora Aurea Echevarria, por seus
ensinamentos sobre ciéncia e vida. E um
prazer té-la como orientadoral Também
dedico ao Guilherme Andrade, obrigado
pelo incentivo e carinho.



AGRADECIMENTOS

A Deus.

A Professora Aurea Echevarria pela orientagio e amizade.

Agradeco aos meus amigos Cayoco Ponzoni, Carla Goulart, Camilla dos Reis, Cristiane
Frauches, Nathalia Drummond, Carla Cristina, Igor Rezende, Lidia, Lohanne, Dandara
e Margareth Rose pelo companheirismo durante minha vida académica.

Ao meu grande amigo presente Ronaldo Amaral.

As professoras pesquisadoras Marcia Cristina, Juliana Echevarria, Amanda Cavalcanti,
Ana Paula Pereira, Maria Raquel Garcia e Andressa Esteves.

Ao mestre Otavio Chaves.

Ao0s meus muitos amigos espalhados pelo mundo.

Aos técnicos Aldir, Vinicius, Luciano, Francis, Carldo e Mauricio.

Ao grupo de pesquisa NUSQUIMED-UFRRJ.

A todos os docentes da Pds-Graduacdo em Quimica da UFRRJ.

Aos 6rgdos de fomento CNPq, FAPERJ e Petrobras.

A UFRRJ.

O presente trabalho foi realizado com apoio da Coordenacdo de Aperfeicoamento de
Pessoal de Nivel Superior - Brasil (CAPES) — Cddigo de Financiamento 001.



RESUMO

SOUSA-PEREIRA, Danilo. Sintese, caracterizacdo e atividade anticancer de hidrazino-
carbotioamidas e compostos mesoiénicos da classe 1,3,4-tiadiazolio-2-aminidas. 2019.
200p. Tese (Doutorado em Quimica, Ciéncias Exatas). Instituto de Quimica, Universidade
Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2019.

O céncer é o nome dado a um conjunto de doengas que tém em comum o crescimento
desordenado de células agressivas que poderdo originar tumores e espalhar-se pelo corpo. E
um dos principais problemas de saude publica e necessita da continua observagéo e estudo do
cenario ao longo do tempo a fim de obter programas eficientes de sua prevencédo e controle.
Vérios tipos de canceres ainda ndo respondem adequadamente aos tratamentos disponiveis,
tornando-se necessario alternativas para os tratamentos existentes, como na quimioterapia,
onde a procura por novos agentes antineoplasicos se faz constante. Neste presente trabalho é
apresentada a sintese de uma série de hidrazino-carbotioamidas e de trés séries de cloridratos
mesoidnicos da classe 1,3,4-tiadiaz6lio-2-aminida visando o estudo desses compostos frente a
enzima tirosinase e, linhagens de células cancerigenas de figado, osso e sangue. Foram
sintetizados 39 compostos no total, sendo nove ainda inéditos. O estudo das metodologias de
sintese foi realizado visando o uso de principios da Quimica Verde para a obtencdo dos
compostos, sendo as hidrazino-carbotioamidas e compostos mesoidnicos obtidos em
rendimentos satisfatérios. Todos os compostos sintetizados tiveram suas estruturas propostas
caracterizadas via técnicas espectroscopicas de IV e RMN de H e BC. As hidrazino-
carbotioamidas foram avaliadas quanto a inibicdo da tirosinase, enzima envolvida na
formagéo de melanomas. Os resultados obtidos indicaram que os compostos 16 (ICso = 56,50
umol L) e 17 (ICsp = 22,60 umol L) sdo promissores quanto a atividade inibitdria da
tirosinase. Os estudos de modelagem molecular bem como a interacdo com a soroalbumina
humana confirmaram os resultados obtidos in vitro. Sais mesoionicos sintetizados foram
avaliados quanto a atividade citotoxica frente a trés linhagens de leucemias humanas (C91,
MT2 e Jurkat, sendo as duas primeiras infectadas com o virus HTLV-1), uma linhagem de
osteossarcoma (MG-63) e uma de hepatocarcinoma (HepG2), mostrando bons resultados. Os
resultados obtidos neste trabalho de tese indicam que as hidrazino-carbotioamidas e sais
mesoibnicos podem ser promissores enguanto agentes na quimioterapia do cancer.

Palavras-chave: Hidrazino-Carbotioamida, Cloridrato Mesoidnico, Enzima Tirosinase,
HTLV-1, Atividade Citotoxica, Cancer.



ABSTRACT

SOUSA-PEREIRA, Danilo. Synthesis, characterization and anticancer activity of
hydrazine-carbothioamides and mesoionic compounds of 1,3,4-thiadiazolium-2-aminide
class. 2019. 200p. Thesis (Doctorate in Chemistry, Exact Sciences). Chemistry Institute,
Federal Rural University of Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2019.

Cancer is the name given to a set of diseases that have in common the disorderly growth of
aggressive cells that can originate tumors and spread throughout the body. It is one of the
main public health problems and needs continuous observation and study of the scenario over
time in order to get programs efficient of prevention and control of cancer. Several types of
cancers still do not adequately respond to the available treatments, being necessary new
alternatives for existing treatments, such as chemotherapy, where the demand for new
antineoplastic agents is constant. In this work the synthesis of a series of hydrazine-
carbothioamides and of three series of mesoionic hydrochlorides of Class 1,3,4-thiadiazolium-
2-aminide aiming the study of these compounds against the enzyme tyrosinase and, strains of
cancer cells of liver, bone and blood is presented. 39 compounds were synthesized in total, of
which 9 are unpublished. The study of synthesis methodologies was carried out aiming at the
use of green chemistry principles to obtain the compounds. The hydrazine-carbothioamides
and mesoionic compounds did obtained in satisfactory yields. All synthesized compounds had
their proposed structures characterized via spectroscopic techniques of IR and NMR 'H and
13C. Hydrazine-carbothioamides were evaluated for the inhibition of tyrosinase, an enzyme
involved in the formation of melanomas. The results obtained indicated what the compounds
16 (ICs0 = 56.50 pumol L) and 17 (ICso = 22.60 umol L) are promising inhibitory activity of
tyrosinase. The study of molecular modelling well as of interaction with the Human Serum
Albumin confirmed the results obtained in vitro. Synthesized mesoionic salts were evaluated
for cytotoxic activity in the face of three human leukemia lines (C91, MT2 e Jurkat, being the
first two infected with the virus HTLV-1), an osteosarcoma line (MG-63) and one of
hepatocarcinoma (HepG2), showing good results. The results obtained in this work indicate
that hydrazinecarbothioamides and mesoionic salts may be promising as agents in cancer
chemotherapy.

Keywords: Hydrazine-carbothioamides, mesoionic hydrochloride, tyrosinase enzyme,
HTLV-1, cytotoxic activity, cancer.
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1 INTRODUCAO

1.1. O cancer

Cancer é o nome dado a um conjunto de doencas ndo transmissiveis sendo um dos
principais responsaveis pelo adoecimento e 6bito da populagdo no mundo. Essas doencas tém
em comum a proliferacdo anormal de células atraves da divisdo celular rapida e
descontrolada. Diferente das células normais essas células se apresentam agressivas invadindo
e se acumulam nos tecidos e 6rgdos originando tumores que podem espalhar-se pelo corpo
(INCA, 2018).

A estimativa mundial mostra que, em 2008, 36 milhGes dos Obitos ocorreram em
consequéncia das doencas e agravos ndo transmissiveis (DANT), com destaque para o cancer
que representa 21% das DANT. Em 2012, ocorreram cerca de 14,1 milhdes de novos casos de
cancer no mundo e, consequentemente, 8,2 milhdes de 6bitos (MALTA et al., 2014). As
maiores taxas de incidéncia do cancer sdo observadas nos paises desenvolvidos como Japao,
Coreia do Sul, Austrélia, Nova Zelandia e na América do Norte e Europa Ocidental. Nesses
paises predominam os canceres de pulméo, prostata, mama feminina, célon e reto, sendo
associados a urbanizacdo e ao desenvolvimento. Apesar da menor incidéncia do cancer nos
paises pouco desenvolvidos, a mortalidade representa quase 80% dos Obitos de cancer no
mundo sendo associados a infecgdes no estdmago, colo do Utero, eséfago ou figado. Segundo
Ferlay, o impacto do céncer sera cada vez maior nas proximas décadas (FERLAY et al.,
2013). Estima-se, para o Brasil, a identificagdo de 600 mil casos novos de cancer, para cada
ano do biénio 2018-2019 (INCA, 2018).

Existem diferentes tipos de cancer sendo correspondentes aos diferentes tipos de
células do corpo. Os carcinomas tém origem em tecidos epiteliais, como pele ou mucosas. Ja
0s sarcomas se originam nos tecidos conjuntivos, como o musculo, cartilagem ou 0sso
(INCA, 2018).

O surgimento do cancer pode ser atribuido a diversas causas, sendo internas e/ou
externas ao organismo. Dentre os casos de cancer, 10 a 20% estdo associados as causas
internas, sendo fatores genéticos ou estando essas ligadas a capacidade do organismo de se
defender das agressdes externas. Ja entre 80% e 90% dos casos de cancer estdo associados aos
fatores de risco ambientais denominados cancerigenos ou carcin6genos, sdo os fatores
externos.

O tratamento do céncer pode ser feito através da combinacdo ou ndo de cirurgia,
radioterapia, quimioterapia ou transplante de medula dssea (INCA, 2018).

1.1.1. A enzima tirosinase e 0 melanoma

O melanoma cutaneo € um tipo de cancer de pele que representa 3% das neoplasias
malignas do 6rgdo sendo o tipo mais grave devido a sua alta possibilidade de metastase. Esse
cancer tem origem nas células produtoras de melanina (melandcitos) sendo predominante em
adultos brancos. Estima-se 6.260 casos novos de melanoma no Brasil, sendo 2.920 em
homens e 3.340 em mulheres (MS/INCA, 2018).

O maior fator de risco para o surgimento do melanoma é a exposi¢do ao sol. Essa
neoplasia pode ser prevenida evitando-se a exposicdo intensa ao sol e, quando exposto, se
protegendo fazendo o uso de filtro solar (INCA, 2018).

A detecgéo precoce do tumor e a introdugdo dos novos medicamentos imunoterapicos
tém melhorado a sobrevida dos pacientes com melanoma.

A enzima tirosinase (EC 1.14.18.1) tem sido encontrada em todos os melanomas
estudados. Os anticorpos contra tirosinase sdo usados como marcadores imuno-histoquimicos
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no diagnostico diferencial do melanoma maligno (FIGUEIREDO et al., 2003). E uma
metaloenzima essencial para a pigmentacdo da pele através da biossintese da melanina no
processo de melanizagdo (WU et al., 2015), estando diretamente relacionada a disturbios da
pigmentacdo em mamiferos (WANG et al., 2018). A sua atividade enzimatica esta
relacionada a sua capacidade de catalisar a hidroxilacdo aerdbia da L-tirosina a L-DOPA e a
subsequente oxidacdo da ultima a dopaquinona, o que acarreta na sintese de melanina e na
hiperpigmentacdo (GENCER et al., 2012). Vérias doengas dermatolégicas como manchas,
sardas e melasmas podem ser causadas pela acumulacdo anormal de melanina e ndo apenas
pela radiacdo ultravioleta. Assim, a acdo inibitdria sobre a atividade da tirosinase minimiza a
ocorréncia de disturbios dermatologicos, principalmente melanomas, tornando-se o principal
alvo no tratamento de distlrbios relacionados ao acimulo anormal de melanina (GENCER et
al., 2012; CHAVES et al., 2018).

A arbutina e o acido kojico (Figura 1) foram os inibidores mais populares da
tirosinase. No entanto, devido aos seus efeitos colaterais graves foram limitados estimulando
o desenvolvimento de novos inibidores, sejam naturais ou sintéticos (SILVERIO et al., 2013).

OH

OH O OH

HO 0 HO
HO O O
OH
Figura 1. Estruturas quimicas da arbutina a esquerda e do &cido kojico a direita

A cirurgia é o tratamento clinico mais indicado para o melanoma podendo ser
combinada ou com a radioterapia e a quimioterapia. Entre os agentes quimioterapicos
utilizados estdo o paclitaxel, a dacarbazina (DTIC), o temozolomida (TMZ), a cisplatina e a
carboplatina (Figura 2). No entanto, esses farmacos possuem muitos efeitos colaterais sendo
suas taxas de respostas positivas individuais inferiores a 20% (MOUAWAD et al., 2010).
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Figura 2. Estruturas quimicas de agentes quimioterapicos utilizados no tratamento do melanoma.



Em 2011, o ipilimumab foi aprovado para o tratamento do melanoma. J& em 2016 foi
aprovada pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) uma classe de
imunoterdpicos, dentre eles o nivolumab que ¢ um anticorpo monoclonal de imunoglobulina
G4 (1gG4), cujo mecanismo de acdo consiste em se ligar ao receptor de morte programada 1
(PD-1) blogueando assim sua interagdo com PD-L1 e PD-L2 (Figura 3). Isso potencializa as
respostas antitumorais. Seu uso foi aprovado em casos de melanoma que ndo podem ser
extraidos por cirurgia ou que j& possua metastase e em casos de cancer de pulméo.

Figura 3. (A) Estrutura do inibidor Ipilimumab ligado ao CTLA-4 humano; (B) estrutura do
nivolumab-Fab e complexo de PD-1 (RCSB Protein Data Bank).

O tratamento com o ipilimumab e o nivolumab combinados tem se mostrado melhor
que qualquer outro tipo de terapia utilizada até 0 momento, sendo promissor ndo s para
melanoma metastatico, mas também para outros tipos de cancer (LARKIN et al., 2015)

1.1.2. A leucemia/linfoma de células T do adulto (LLcTA) e o virus HTLV 1

A leucemia tem como principal caracteristica o acumulo de células anormais
cancerosas que substituem as células sanguineas saudaveis da medula 6ssea. Existem mais de
12 tipos de leucemia, sendo que os quatro canceres primarios sdo leucemia mieloide aguda
(LMA), leucemia mieloide crénica (LMC), leucemia linfocitica aguda (LLA) e leucemia
linfocitica crénica (LLC) (INCA, 2018).

A leucemia/linfoma de células T do adulto (LLcTA) é uma neoplasia de linfécitos T
maduros, associada a infeccdo pelo virus HTLV 1 (Human T-cell lymphotropic virus / virus
linfotrépico para células T humanas tipo 1). Acomete cerca de 5% dos individuos infectados
pelo virus e manifesta-se, em geral, apds longo periodo de laténcia que no Japdo é de,
aproximadamente 60 anos, enquanto que no Brasil é de 50 anos (BITTENCOURT et al.,
2007). Essa doenca maligna que ocorre na vida adulta, € agressiva e ndo responde a
qguimioterapia. Geralmente é fatal sendo a sobrevida inferior a 12 meses nos casos
classificados como agudos (BITTENCOURT et al., 2007).

O HTLV 1 foi descoberto em 1980 sendo isolado de células de pacientes com
leucemia cutédnea. Em 1982, foi descoberto o HTLV 2 sendo semelhante ao HTLV-1 em 66%
das sequéncias genbmicas (BITTENCOURT et al., 2006; POIESZ et al., 1980;
GONCALVES et al, 2010). No entanto, com o isolamento do HIV (human
immunodeficiency virus / virus da imunodeficiéncia humana) em 1983 houve o declinio do
ritmo de pesquisa sobre os virus HTLV 1 e 2.

As pesquisas indicam que os problemas de salde relacionados ao virus HTLV
geralmente sdo neurologicos degenerativos e casos de leucemia e linfomas. O HTLV 1 esta
associado a doencas graves como a paraparesia espamatica tropical (PET/HAM) e a
leucemia/linfoma de células T do adulto (LLCTA). A LLCTA ocorre mais frequentemente em
paises nos quais a infeccdo pelo HTLV-1 é endémica como no Japdo, Caribe, Brasil,
Colémbia, Peru, Argentina e em paises que possuem emigrantes de origem africana e
caribenha (Figura 4) (RIBAS et al., 2002).


https://www.rcsb.org/pdb/secondary.do?p=v2/secondary/search.jsp

As maiores soros prevaléncias de HTLV 1 no Brasil foram observadas em Sao Luis
(10.0/1.000), Salvador (9.4/1.000), Belém (9.1/1.000) e Recife (7.5/1.000).

Figura 4. Regides onde a infeccdo pelo HTLV-1 é endémica (adapatado de RIBAS et al., 2002).

O HTLV-I pode ser transmitido através da amamentacdo, relacdo sexual desprotegida,
transfusdo sanguinea ou pelo uso compartilhado de instrumentos perfurocortantes
contaminados (BITTENCOURT, 1998). Uma vez no organismo, a transmissdo do HTLV 1
ocorre, principalmente, através da transferéncia do material viral de célula infectada para
célula ndo infectada. O contato entre a célula infectada e a ndo infectada leva a formacéo de
uma sinapse viroldgica entre as celulas envolvidas onde proteinas e genomas virais
acumulam-se para, posteriormente, ocorrer a transferéncia do material viral para a célula ndo
infectada. O HTLV-I pode infectar diversos tipos celulares possuindo tropismo especial por
células T CD4+ (BANGHAM, 2003).

A deteccdo de anticorpos anti-HTLV 1 no soro é feita atraves do método
imunoenzimatico ELISA que deve ser confirmado pelo Western-blot, que diferencia os tipos
le2doHTLV.

A LLcTA é diagnosticada quando ha a presenca de anticorpos séricos para 0 HTLV 1
além da comprovacao citologica ou histopatoldgica de leucemia e ou linfoma de células T
maduras com antigenos de superficie CD4+/CD25+, presenca de linfécitos T anormais em
sangue periférico, principalmente das células "em flor", que séo consideradas caracteristicas
de LLCTA e demonstracdo da integracdo monoclonal do HTLV-I (BITTENCOURT, et al.,
2008; TAKATSUKI et al., 1996).

A literatura relata diversos protocolos de tratamento da LLCTA com resultados
variaveis. Alguns protocolos empregam a quimioterapia, 0 uso de ziduvidina
(AZT)/interferon-o (IFN-a) e o transplante hematopoiético de células-tronco, podendo ocorrer
de forma associada ou ndo em funcdo da agressividade da doenca (TSUKASAKI et al., 2009).

O tratamento mais utilizado frente as formas clinicas linfomatosa e aguda da LLCTA
(mais agressivas) consiste no uso do coquetel CHOP: (C) ciclofosfamida; (H)
hidroxildaunorrubicina (adriamicina); (O) oncovin (vincristina) e; (P) prednisona. A
ciclofosfamida é um agente de alquilante que provoca a formacéo de ligagdes cruzadas com o
acido desoxirribonucleico (DNA - deoxyribonucleic acid),a hidroxildaunorrubicina danifica o
DNA inserindo-se entre as bases (agente intercalante), o oncovin impede a duplicacdo celular
através da ligacdo a proteina tubulina e, a prednisona age nas citocinas (processo
inflamatdrio). Na Figura 5 estdo apresentadas as estruturas dos quimioterapicos do CHOP.
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Figura 5. Estruturas quimicas dos compostos quimicos que compdem o coquetel CHOP utilizado na
guimioterapia de LLCTA.

A associacdo AZT/IFN-a tem possibilitado bons resultados frente as formas aguda,
cronica e indolente da LLcTA (Figura 6) (BAZARBACHI et al., 2007). Acredita-se que
ocorra um efeito imunoldgico do IFN-o associado ao efeito citostatico do AZT nas células
linfoides.

CH,

HO o N NH
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Figura 6. Estruturas da zidovudina (AZT) a esquerda e do Interferon alfa (IFN-a) a direita (RCSB
Protein Data Bank).

A combinacdo AZT/IFN-a — CHOP tem apresentado sobrevida melhor em
compara¢do com a quimioterapia isolada. No entanto a resisténcia a quimioterapia
convencional, o aumento de proteinas responsaveis pela resisténcia a multiplas drogas (MDR
- multiple drug resistance), as disfun¢bes hepaticas ou renais e o estado de imunodeficiéncia
no decorrer do tratamento quimioterapico sdo ainda fatores associados ao insucesso dos
tratamentos empregados (MINISTERIO DA SAUDE, 2014).

1.1.3. O Osteossarcoma (OS)

As neoplasias sdo a segunda causa de morte na infancia e adolescéncia (0 a 19 anos) e
correspondem entre 2% e 3% de todos os tumores malignos (INCA, 2008). Estima-se que
ocorram de 650 a 700 novos casos de cancer 6sseo ao ano nesta faixa etaria (MIRABELLO et
al., 2009a).


https://www.rcsb.org/pdb/secondary.do?p=v2/secondary/search.jsp
https://www.rcsb.org/pdb/secondary.do?p=v2/secondary/search.jsp

O osteossarcoma representa 55% dos tumores 0Osseos malignos em criangas e
adolescentes (DAMRON et al., 2007; MIRABELLO et al., 2009b; BERGOVEC et al., 2015)
e se apresenta como um tumor altamente metastatico. A sobrevida global est4d em torno de
25% nos Estados Unidos e Europa e de 12,5% no Brasil (PETRILLI et al., 2006; BIELACK
etal., 2002).

A etiologia do osteossarcoma pode estar relacionada a mutacbes nas células
progenitoras mesenquimais presentes no estroma da medula 6ssea mas também pode estar
relacionada a fatores externos como a exposicao a radiacdo (VISVADER & LINDEMAN,
2012; XIAO et al., 2013; MUTSAERS & WALKLEY, 2014; ABARRATEGI et al., 2016) ou
ser resultante de outras patologias, sindromes e infarto 6sseo (ENDO et al., 2013; STACY et.
al., 2015; MAl et al., 2017).

O maior acometimento se da na regido metafisaria sendo relacionado a placa de
crescimento, onde ocorre rapida proliferacdo celular (WHO, 2013; DENDULURI et al.,
2016). A maioria dos pacientes atribui inicialmente a dor e edema local observados ao
exercicio fisico intenso ou a traumas (SHIVES et al.,, 1986). No entanto, no caso do
osteossarcoma a dor é constante e tende a piorar com a evolugdo da doenca. A presenca do
tumor torna o osso fragil deixando-o susceptivel a fraturas patolégicas (TARAN et al., 2017).
A ocorréncia de fraturas pode estar relacionada ao aparecimento de recidiva e a0 menor
tempo de sobrevida livre de doenca (SCULLY et al., 2002).

O diagnostico do osteossarcoma € auxiliado pelos exames de imagem, exames
laboratoriais, ressonancia magnética (RM) e pela tomografia computadorizada (TC), sendo a
TC do torax necessaria para detectar metastases pulmonares, comumente presentes em
pacientes com osteossarcoma (BIELACK et al., 2016) (Figura 7).

A B

——

Figura 7. (A) levantamento do peridsteo com formacédo do tridngulo de Codman (setas) e aparéncia
em raios de sol em radiorafia do osteossarcoma ; (B) tomografia computadorizada de térax de paciente
com nodulos pulmonares metastaticos (setas) (KUNDU, 2014; CEYLAN et al., 2010).

Contudo o diagnostico definitivo do osteossarcoma € confirmado através do estudo
histolégico no qual é caracterizada a presenca de células mesenquimais malignas que
produzem tecido ostedide (ABARRATEGI et al., 2016; ZHANG & ROSENBERG, 2017,
WHO, 2013).

Os osteossarcomas podem ser agrupados em tumores de alto ou baixo grau
histologico. Os de alto grau, como o osteossarcoma convencional, sdo considerados de pior
prognoéstico sendo caracterizados por maior atipia nuclear, celularidade, altas taxas de
mitoses, células pouco diferenciadas e alta possibilidade de metastase. Ja 0s osteossarcomas
de baixo grau apresentam pouca atipia nuclear e baixa taxa de mitose sendo bem
diferenciados como o osteossarcoma central de baixo grau. A resposta a quimioterapia é
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evidenciada através da necrose tecidual no tumor de alto grau ressecado cirurgicamente
enguanto os tumores de baixo grau histolégico nao respondem ao tratamento (WHO, 2013).

O tratamento do osteossarcoma tem a cirurgia como procedimento indispensavel
para a remocdo completa do tumor. A fim de minimizar a taxa de recorréncia local, que é de
46% em pacientes com osteossarcoma ndo metastatico, a remocdo deve se dar com margem
cirurgica ou amputacdo quando necessaria (ANDO et al., 2013; GRIMER, 2005; BACCI et
al., 2006). A quimioterapia € empregada nos periodos pré e pds-operatorios a cirurgia de
resseccdo (ANDO et al., 2013). Ja& a radioterapia pode ser utilizada, dentre outros, com 0
intuito de controlar os sintomas de pacientes em quimioterapia, uma vez que 0 osteossarcoma
é radio resistente.

Atualmente o tratamento quimioterapico neoadjuvante do osteossarcoma de alto grau
consiste em cisplatina (CIS), adriamicina ou doxorrubicina (DOX) e metotrexato (MTX)
(BOTTER et al.,, 2014; FERRARI & SERRA, 2015). Esses quimioterdpicos induzem a
necrose tumoral e controlam micrometastases que possam estar presentes no momento do
diagnédstico (BACCI & LARI, 2001). No entanto, ndo possuem toxicidade especificas para
células tumorais, sendo uma grande limitacdo dessas drogas.

cl”  ““NHs

Cisplatina
Doxorrubicina OH
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)I j/\ /©)L /ICOOH
CH3 Metotrexato

Figura 8. Estruturas da cisplatina (CIS), doxorrubicina (DOX) e metotrexato (MTX).

1.1.4 O Hepatocarcinoma (HCC)

O hepatocarcinoma tem apresentado importante aumento de sua incidéncia sendo a
sexta neoplasia mais diagnosticada no mundo. E um cancer primario, originado no figado e
uma das causas mais comuns de mortalidade relacionadas ao cancer (INCA, 2018; YARBRO
et al., 2009).

As maiores taxas de incidéncia do HCC encontram-se na Africa Subsaariana enquanto
as menores taxas encontram-se na Europa, América do Norte e América do Sul (Figura 9). No
Brasil, cerca de 80% dos casos de HCC estdo associados a infecgdo pelos virus da hepatite B
ou C e a cirrose secundaria (CARRILHO et al, 2010).



Figura 9. Nimero de casos de hepatocarcinoma humano por 100.000 habitantes (Adaptado de
GOMES, 2013)

Os principais fatores de risco estdo associados as infec¢cdes pelo virus da hepatite B ou
pelo virus da hepatite C. Cerca de 50% dos casos de HCC estdo relacionados com o virus
HBYV onde o desenvolvimento da doenca maligna se da através de um processo inflamatorio e
devido a cirrose (MITALL & EL-SERAG, 2013). Logo, a vacina contra o virus HBV é a
principal prevencdo do HCC. O tabagismo, obesidade, diabetes e a aflatoxina sdo causas
menos comuns no desenvolvimento do HCC (GOMES et al., 2013). No entanto, a ndo
exposicdo a esses e outros agentes etiolégicos diminuem o risco de desenvolvimento do
cancer de figado em geral.

As chances de cura do HCC sdo maiores se a neoplasia for diagnosticada no estagio
inicial. O diagnostico definitivo da doenca é efetuado através de tomografia computadorizada
(TC) com contraste endovenoso e/ou ressonancia magnética (RM) onde o HCC torna-se
hiperdenso (wash in).

Os tratamentos disponiveis incluem radioterapia, quimioterapia, cirurgia e transplante
de figado. Na auséncia de tratamento o tumor costuma crescer progressivamente, reduzir a
funcdo hepatica e gerar metastases.

A resseccdo do cancer é o tratamento mais indicado quando o tumor esta restrito a
uma parte do figado e também nos casos metastaticos passiveis de serem ressecados de
maneira curativa (INCA, 2018). Contudo, a intervencdo cirtrgica é potencialmente curativa
apenas a minoria dos casos de HCCs, sendo a quimioterapia sistémica mais efetiva durante o
tratamento (GERMANO & DANIELE, 2014).

O sorafenibe (Nexavar®) (Figura 10) é o antineoplasico mais utilizado no Sistema
Unico de Satde (SUS) para o tratamento de HCC avancado n&o ressecavel. Esse farmaco
melhora estatisticamente a sobrevida global dos pacientes (MINISTERIO DA SAUDE, 2018;
REIG et al., 2014; LLOVET et al., 2008).



Figura 10. Estrutura quimica do sorafenibe.

J& a quimioembolizacdo transarterial € uma terapia utilizada no tratamento do HCC a
fim de provocar necrose isquémica (necrose de coagulacdo) no tumor, fazendo com que este
diminua de tamanho e, consequentemente, sua velocidade de crescimento. Em um dos
tratamentos, o quimioterapico (doxorrubicina (DOX), mitomicina C e cisplatina (CIS) ou
combinacdo) é emulsionado com o lipiodol para ser infundido seletivamente no tumor. A
solucdo de lipiodol tendo por objetivo expor as células tumorais a droga (CHEDID et al.,
2017).

Contudo, a quimioembolizacdo é um tratamento considerado paliativo. A solucdo de
lipiodol possui baixa eficiéncia e os quimioterapicos elevada toxicidade em relacdo a células
saudaveis. O HCC muitas vezes se encontra espalhado no ¢érgdo dificultando os
procedimentos cirdrgicos. Logo, o desenvolvimento de compostos mais eficazes no
tratamento dessa doenca se faz necessario.

Doxorrubicina Mitomicina C

Figura 11. Estruturas da doxorrubicina (DOX) e mitomicina C.

1.2. As hidrazino-carbotioamidas

As hidrazino-carbotioamidas sdo substancias quimicas utilizadas como intermediarios
na sintese de diferentes compostos heteropolares que apresentam atividade bioldgica, como
tiossemicarbazonas e mesoidnicos (DOS REIS et al., 2011a; MACIEL, 1998). Sua estrutura é
composta por carbono, hidrogénio, nitrogénio e enxofre, onde os atomos de hidrogénio
podem ser substituidos por grupos alquila ou arila (Figura 12).

H S

I
N 2)L4 H
H* 1SN73 N7
| |
H H

Figura 12. Estrutura quimica da hidrazino-carbotioamidas.



O método mais utilizado na preparacdo das hidrazino-carbotioamidas tem como
reagentes isotiocianatos e hidrazinas (HUANG et al., 2010; L’ABBE et al., 1993).

Esses heterocompostos também podem ser obtidos a partir da reducdo de
tiossemicarbazonas utilizando tetraidreto de boro e sodio (NaBHs) quando R, = H
(YAMAMOTO et al., 1983) ou através de hidrazinas com derivados do &cido tiocarbamico
(FARHANULLAH et al., 2004).

Em 2006, Katritzky sintetizou hidrazino-carbotioamidas mono ou dissubistituidas a
partir de ciano hidrazinas e sulfeto de hidrogénio (R1 = R2 = H). O autor também preparou
essas substancias tendo como reagentes compostos contendo tiocarbonilas, aminas e
hidrazinas organicas (KATRITZKY et al., 2006).

A Figura 13 mostra as reacGes gerais de sintese empregadas na preparacdo das
hidrazino-carbotioamidas.

A sintese desses compostos tem despertado grande interesse entre 0s quimicos
sintéticos devido as atividades bioldgicas relatadas na literatura, dentre elas estdo as
atividades antibacteriana (SARDARI et al., 2017), atividade antitumoral (YOUSEF, 2011),
antiHIV (SIDDIQUI & SINGH, 2003), antifungica (SIWEK et al., 2012) e anticonvulsivante
(KULANDASAMY, 2010). Essas atividades podem estar relacionadas a capacidade que esses
compostos tém de se difundirem através da membrana semipermeavel das células.

R- 5
Necsg R s s R R R R
N-N JL + NH o+ N-NH RS Y,
R' H X R2 R N""~CN
R4
@9\\ HzS
j Y R s s  RR
,R A _ 7
NN SNH NaBH, . _,N. J_ Ri xAN R+ N-NH
4 L 1 4 1
R g R > REONN 2 R
R? R®=H R? R?

X= Cl, OAlk, SAlk, NH,(C=8)S, (ROOC)S

Figura 13. Reagdes gerais para a preparacdo de hidrazino-carbotioamidas (adaptado de KATRITZKY
et al., 2006).

1.3. Compostos Mesoibnicos

Os compostos mesoidnicos sdo heterociclicos de cinco membros com sexteto de
elétrons m, suportando cargas positivas contrabalanceadas por cargas negativas no atomo
exociclico, sendo a, b, c, d, e, f comumente carbono, enxofre, nitrogénio, oxigénio ou selénio
(Figura 14) (OLLIS & RAMSDEN, 1976; NEWTON & RAMSDEN, 1982). O anel
mesoibnico possui carater aromatico e constitui um plano juntamente ao atomo alfa ao anel
heterociclico (ECHEVARRIA et al., 1992; KAI-CHUNG et al., 1993).

Esses compostos de estruturas dipolares séo classificados de acordo com a natureza
dos atomos que compdem 0 anel e com a origem dos elétrons 7 (tipo A ou B). Os numeros
sobrescritos correspondem ao nimero de elétrons com que cada atomo contribui para formar
os orbitais 7 (Figura 14). Os compostos mesoidnicos do tipo A fazem reacdes de cicloadicdo
1,3-dipolar enquanto os compostos do tipo B participam de reagdes com clivagem
heterociclica levando a formagdo do tautdmero aciclico correspondente (NEWTON &
RAMSDEM, 1982).
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Tipo A Estrutura quimica genérica Tipo B

Figura 14. Estrutura quimica genérica dos compostos mesoiénicos e estruturas representativas para 0s
compostos do tipo A e B.

Em 1971, Ollis e Ramsden relataram a preparagéo de sais mesoionicos da classe 1,3,4-
tiadiazolio-2-aminidas a partir de 1,1-dicloroiminas de arila e N-tioacilidrazinas. (Figura X-A)
(OLLIS & RAMSDEN, 1971). Dos Reis sintetizou o cloreto de 4,5-difenil-1,3,4-tiadiazolio-
2-fenilamina via metodologia tradicional e utilizando a irradiacdo de micro-ondas como
metodologia alternativa, onde os reagentes foram irradiados na auséncia de solvente (Figura
15-B) (DOS REIS et al., 2011b).

A -
f R cl
3 CHCly

I2
S N * \ 7\
Y \NHZ N —_— /k )\ R3
Refluxo Ry N~
R1

Cl

B

H S Q c’
| /@ A) Refluxo, 30 min, 1,4-dioxano.
N\R/U\N . cl » I \
| | ou B)MO,2min. )\
H o H

Figura 15. A - Sintese de mesoionicos utilizando 1,1-dicloroiminas de arila e N-tioacilidrazinas. B -
Reacdo de preparacdo do cloreto de 4,5-difenil-1,3,4-tiadiaz6lio-2-fenilamina, a partir do cloreto de
benzoila e 1,4-difeniltiosemicarbazida.

Os mesoibnicos tém apresentado grande interesse devido a sua diversificada atividade
biolégica. O potencial bioativo dessas substancias € atribuido a algumas de suas
caracteristicas, estando dentre outras, o carater aromético, o sistema altamente polarizavel,
carater final neutro, possuir variacdo de densidade eletrdnica no anel e a capacidade de
atravessar membranas celulares (SILVA, 1997).

Dentre as diversas classes de compostos mesoidnicos esta a com sistema heterociclico
1,3,4-tiadiazolio-2-aminida. Em 2011, Reis avaliou a citotoxicidade de compostos pertencente
a essa classe de mesoibnicos frente a linhagem de leucemia humana K562 e ao linfoma
Daudi, apresentando resultados promissores (REIS et al., 2011). Compostos mesoidnicos da
classe 1,3,4-tiadiazolio-2-aminida também apresentam atividade antimelanoma (SENFF-
RIBEIRO et al., 2003; SENFF-RIBEIRO et al., 2004a; SENFF-RIBEIRO et al., 2004b) além
de induzem apoptose ou necrose das células de cancer de figado (HepG2) (GOZZI et al.,
2015).

Assim, pelo exposto anteriormente, os compostos das classes das hidrazino-
carbotioamidas e dos compostos mesoionicos foram selecionados para serem sintetizados
neste trabalho de tese, assim como, para realizar a investigagdo quanto a possivel atividade
anticancer.

11



2 OBJETIVOS
2.1 Objetivo Geral

Sintetizar uma série de hidrazino-carbotioamidas e trés séries de cloridratos
mesoidnicos da classe 1,3,4-tiadiazolio-2-fenilamina, bem como avaliar a atividade de
inibicdo da enzima tirosinase e anticancer.

2.2 Objetivos Especificos

i. Sintetizar e caracterizar 0s intermediarios: aril-tiouréias (1-6), 0s respectivos
isotiocianatos (7-11) e, por trés metodologias, as hidrazino-carbotioamidas, derivadas de
aril-isotiocianatos e fenil hidrazina (12-17);

15

Ol
6
1 ‘Rz 14: R;=0CHs3 16: R4=ClI
13 /N 3 N s 7 12: Ryi=H 1 3 1
¥ I l;l 2\"/4 13:R;=CH; 15:R;=NO, 17:Ry=Br
H S 10
g Ry

ii. Sintetizar e caracterizar uma série de cloridratos mesoionicos da classe 1,3,4-tiadiazolio-
2-fenilamina 5-estiril substituidos a partir das hidrazino-carbotioamidas e acidos/aldeidos
cinamicos (Série I; 23-30);

. 23:R;=HeR,=H

° 2 24:R;=HeR,=NO,
) 25:R;=HeR,=F
26: Ry =CH3zeRy,=H
27: R, =0OCHzeR,=H
28:R1=NO,eR,=H
29:R;=CleRy=H
30:R;=BreR,=H

R
ii. Sintetizar e caracterizar uma série de cloridratos mesoibnicos da classe 1,3,4-
tiadiazolio-2-fenilamina 5-alquil substituidos a partir das hidrazino-carbotioamidas e
cloretos de &cidos alifaticos (Série I1; 31-34);

6 7
31: R;=HeR,=CH,CH;
6 7 8 9
32: R;=HeR; =CHy,CH,CH,CH3
6 7
33: R;=NO, e R,= CH,CHj
6 7 8 9
34: Ry=NO,eR,=CH,CH,CH,CH;

Ry
iv. Sintetizar e caracterizar uma série de cloridratos mesoidnicos da classe 1,3,4-

tiadiazolio-2-fenilamina 5-fenil substituidos a partir das hidrazino-carbotioamidas e
aldeidos benzoicos fluorados (Série 111; 35-38);

35:R;=0CH3 R;=HeR3=F
36: R1=N02,R2=HeR3=F
37:R,=OCHs R,=FeR3=F
38: R1=N02,R2=FE‘R3=F

12



Vi.

Vii.

viii.

Avaliar a atividade das hidrazino-carbotioamidas frente a enzima tirosinase e relacionar
os resultados obtidos com os estudos experimentais e tedricos envolvendo a soro
albumina humana;

Estudar a atividade antitumoral dos compostos mesoidnicos da série | frente a células
leucémicas infectadas ou ndo com o virus HTLV-1;

Avaliar o efeito antitumoral e citotoxico dos sais mesoionicos 24 e 25 (série 1) na
linhagem celular de osteossarcoma (MG-63);

Investigar a atividade antitumoral de sais mesoidnicos da série | sobre células derivadas
de hepatocarcinoma humano (HepG2).

13



3 RESULTADOS E DISCUSSAO

O presente trabalho visou dar continuidade ao estudo e investigacdo de uma das linhas
de pesquisa do Nucleo de Sintese e Quimica Medicinal da UFRRJ (NUSQUIMED-UFRRJ),
onde a sintese de compostos organicos heterociclicos é planejada para a posterior avaliacdo de
atividades bioldgicas, sendo 0s heterodtomos comumente nitrogénio e enxofre.

O estudo e aplicacdo de diferentes metodologias sintéticas levou a sintese de trinta e
oito compostos organicos dos quais nove sao ineditos, a fim de permitir novas avaliaces de
suas capacidades anticancer frente a diferentes linhagens celulares.

Dentre os compostos preparados esta uma série de hidrazino-carbotioamidas (12-17), e
trés séries de compostos mesoidnicos da classe 1,3,4-tiadiazolio-2-aminidas (série 1: 23-30,
série 11: 31-34 e série I11: 35-38). Inicialmente, foram preparados os compostos intermediarios
pertencentes a classe de tiouréias (1-6) e os isotiocianatos fenil-substituidos (7-11), para ent&o
serem sintetizadas as hidrazino-carbotioamidas (12-17) via reacdo de anidroacilagdo. Os
cloretos de &cidos (18-22) foram previamente preparados e utilizados em uma das rotas de
sintese dos cloridratos mesoidnicos substituidos com grupo estiril ou alquil na posi¢do 5 do
anel hetociclico (metodologia A, compostos 23-28 e 31-34, respectivamente). Aldeidos
benzoicos e cinamicos comerciais foram empregados na sintese dos sais mesoiénicos, via
metodologia B (23-25, 27-30 e 35-38). A Figura 16 mostra o esquema de retrossintese para a
preparacao desses compostos.

Os compostos da classe hidrazino-tiocarboamidas (12-17) foram avaliados quanto a
inibicdo da tirosinase, enzima envolvida no processo de melanogénese, assim como foram
estudados a partir da ancoragem molecular substrato-inibidor e interacdo com a albumina
sérica humana. Os compostos mesoidnicos das séries I, Il e 11l (23-38) foram avaliados
quanto a atividade citotoxica frente a linhagem celular de hepatocarcinoma humano. Os
cloridratos mesoidnicos 26, 27, 29 e 30 (série 1), derivados de acidos ou aldeidos cinamicos,
foram também avaliados quanto a atividade citotoxica frente a linhagens de células
leucémicas humanas e leucémica infectada com o virus HTLV-1. Os compostos 24 e 25
foram, ainda, avaliados na presenca de células de osteossarcoma visando o estudo das suas
atividades frente a esse tipo de cancer 6sseo.

A seguir serdo detalhados os processos e resultados de sintese e caracterizacdo dos
intermediarios e das substancias alvos desse trabalho, assim como, 0s ensaios bioldgicos
realizados.

Série | Série 11 - Série 111 -
cr- Cl cl

.
N—N

N=N N=N
( >\NH Qs)\NH (S)\NH

s
23-30 Q 31-34 35-38
Ry

Ry
H s Re H
, Ng | 2 NH,
e = Beal S u S Ne;
by R R S R

=

1

Figura 16. Retrossintese para as hidrazino-carbotioamidas e compostos mesoidnicos.
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1.1 Sintese

1.1.1 Sintese e caracterizacao dos intermediarios tioureéias fenil-substituidas (1-6)

As tiouréias 1-6 foram preparadas a partir da reacdo entre o tiocianato de aménio e
fenil aminas devidamente substituidas ou ndo, em meio de agua como solvente e acido
cloridrico como catalizador, durante 6 horas de refluxo conforme descrito na literatura
(BRITTO et al., 2006). Esta metodologia permitiu a obtencéo dos produtos desejados em alto
grau de pureza e com rendimentos variando de 13 a 95%. A Figura 17 mostra o esquema de
sintese e as estruturas para as tiouréias e a Tabela 1 os rendimentos e pontos de fusdo obtidos.

Refluxo R1

NH\n/NHZ NH\n/NHZ N|_|\n/|\“_|2
O/ S C/@ S Q/@ S
Hs HsC
1 2

3

NH\n/NHZ NH\n/NHz NH\"/NHZ
oY O
ozn/@/ cl B

4 5 6

NH; NH  NH,
HCI
+ NHsSCN  — 1]/
R H,0, 6h S
1

Figura 17. Reacdo para a preparagao e estruturas para as tiouréias obtidas.

Tabela 1. Rendimentos e pontos de fusdo das tiouréias obtidas.

Composto R Rendimento (%) Ponto de fuséo (°C)
1 H 45 146-148
2 CHs 13 183-185
3 CHsO 95 210-212
4 NO: 71 211-213
5 Cl 67 210-212
6 Br 56 176-178

Figura 18. Tiouréia ndo substituida (1) logo apo6s ser isolada via filtracao.
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O mecanismo proposto para a sintese das tiouréias envolveu, inicialmente, o ataque do
par de elétrons do nitrogénio da anilina ao hidrogénio do acido cloridrico o que confere ao
nitrogénio uma carga formal positiva. Em seguida, ocorreu a abstragdo de um préton desta
molécula pelo ion tiocianato e entdo o ataque nucleofilico da anilina ao carbono do tiocianato
ocorrendo, assim, a consequente localizacdo da carga negativa ao atomo de nitrogénio.
Posteriormente, ocorreu abstracdo de hidrogénios pela agua e entdo a ligacdo C=S foi
formada localizando a carga negativa no atomo de nitrogénio 3, que abstraiu um hidrogénio
do ion HsO" dando origem a tiouréia alvo. A Figura 19 mostra 0 mecanismo de reagao
sugerido para a obtencao das tiouréias.

A caracterizagdo das tiouréias foi realizada pela analise dos espectros de
infravermelho (1V) e RMN de 'H e 13C. Os espectros encontram-se anexos.

Os espectros de IV foram obtidos em pastilha de KBr e apresentaram como principais
absorcdes caracteristicas a banda de estiramento da fun¢do amina secundéria na faixa de 3446
a 3157 cm?, estiramento C-H de carbono aromatico em torno de 3000 cm, e uma banda em
torno de 1200 cm™ que indica a ligagdo entre o carbono e o enxofre (C=S). A seguir, na
Tabela 2, estdo listadas as principais bandas de absor¢édo, no infravermelho, para as tiouréias
obtidas.

:R;=H
:R1='CH3
:R1=O‘CH3
- :R1=}:O:
5:R,=CI
:R1=Br

1

2

3

\hT\}- 0 j JNH__NH s 4

q

s
5 .
R1 R1 (1]

Figura 19. Mecanismo de reagdo sugerido para a obtengdo das tiouréias.

Nos espectros de RMN de *H das tiouréias foram observados sinais na faixa de & 7,88-
6,91, referentes aos deslocamentos quimicos de hidrogénios aromaticos. Observaram-se,
ainda, os singletos referentes a hidrogénios aminicos, quando ndo trocados pelo deutério
presente no solvente de analise. Esses sinais sdo caracteristicos dessa classe e se apresentaram
na faixa de 6 10,38-9,55 para o hidrogénio 1 ¢ 6 9,72-9,48 para o hidrogénio 3 (Tabela 3).
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Tabela 2. Principais absor¢des na regido do IV para as tiouréias.

Frequéncia de absor¢édo (cm™)

Composto

UN-H VC-H* ve=c** ve-X Oc-H  vc=s
1 3423; 3276; 3178 2999 1610;1517; 1446 . 810 1267
2 3437, 3273; 3167 3001 1614; 1535; 1463 2968 802 1261
3 3402; 3278; 3157 3008 1624; 1589; 1495 2979 810 1234
4 3377; 3290; 3184 3005 1608; 1595; 1471 1309 808 1244
5 3446; 3273; 3168 3010 1606; 1541, 1473 2225 - 1205
6 3406; 3257; 3184 3082 1616; 1506; 1454 2360 800 1226

*Estiramento C-H de aromético; **Vibragdo do esqueleto aromatico.

Tabela 3. Deslocamentos quimicos (8) nos espectros de RMN de *H para as tiouréias p-Ri-fenil-

substituidas.

1:R=H
1 3 . —
S NH , NH, 2: Ry= CHj
8 \nx 3: R;= OCHj3
7 5 S 4: R1= NO,
R; - 5:R;=ClI
6: R1=Br
Composto
Hidrogénio
1 2 3 4 5 6
1 n.o. 9,60 (s, 1H) n.o. 10,38 (s,A1H) 9,55 (s, 1H) 9,77 (s, 1H)
3 9,72 (s, 2H) n.o. 9,48 (s, 2H) n.o. n.o. n.o.
59 7,40(d,2H) 7,23(d,2H) 7,21(d,2H) 7,88(d,2H) 7,39(d,2H) 7,42 (d, 2H)
6, 8 7,33 (t,2H) 7,14(d,2H) 6,91(d,2H) 8,18(d,2H) 7,16 (d,2H) 7,48 (d, 2H)
CHs - 2,27 (s, 3H) - - - .
7 7,12 (t, 1H) - - - - -
OCHs - - 3,74 (s, 3H) - - -

n.o. = hidrogénio néo observado.

Nos espectros de RMN de 3C, observou-se principalmente sinais referentes ao
carbono tiocarbonilico (C=S) em torno de & 181,00. Nota-se ainda sinais relativos aos
carbonos aromaticos entre & 146,13 e 114,00. Os deslocamentos quimicos obtidos para as
tiouréias estdo descritos a seguir, na Tabela 4.
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Tabela 4. Deslocamentos quimicos (8) nos espectros de RMN 3C para as tiouréias p-Ri-fenil-
substituidas.

R]_: H
R;= CHs
Rl: OCH3
Rlz N02
Rl: Cl
R.=Br

NH,

Composto
1 2 3 4 5 6
2 181,00 180.95 181,13 181,31 18121 181,14

Carbono

4 139,11 136,43 131,73 140,80 143,96 138,66
59 123,02 123,37 12560 129,29 12161 124,89
6, 8 128,70 129,21 114,00 12226 13285 131,40

7 124,39 133,76 156,61 146,13 119,12 116,25
CHs - 20,52 - - - -
OCHs - - 55.26 - - -

1.1.2 Sintese dos isotiocianatos fenil-substituidos (7-11)

Os isotiocianatos foram preparados, partindo-se das correspondentes tiouréias obtidas
anteriormente (1-6). As tiouréias foram solubilizadas em clorobenzeno como solvente, sendo
posteriormente aquecidas sob refluxo levando aos isotiocianatos correspondentes (7-11), via
reacdo de desproporcionamento. A Figura 20 mostra a reacdo para a sintese e as estruturas
para os isotiocianatos obtidos.

Cl C/
NH  NH, @’ N*
\n/ N o + NHs
S 8h , Refluxo
Ry R1

SN S NING A
Q S

Figura 20. Reacdo de obtencgéo e estruturas para 0s isotiocianatos.
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Os rendimentos de reagdo variaram de 40 a 72%, como mostra a Tabela 5. O
isotiocianato nitro substituido utilizado na etapa de sintese posterior ndo foi sintetizado, mas

obtido comercialmente.

Tabela 5. Rendimentos dos isotiocianatos obtidos.

Composto R1 Rendimento (%)
7 H 55
8 CHs 68
9 CHs0 72
10 Cl 40
11 Br 60

O mecanismo proposto para a sintese dos isotiocianatos envolve o rearranjo
intramolecular 1,4 de hidrogénio, visto que a reacdo ocorreu na auséncia de solvente prético,
e a consequente localizacdo da carga negativa no atomo de enxofre. Em seguida, a ligacéo
C=S foi refeita, liberando amonia ao meio, dando origem ao isotiocianato correspondente. A
Figura 21 mostra 0 mecanismo de reagdo sugerido para a obtencdo dos isotiocianatos em
clorobenzeno a refluxo.

,Il:\'H NH; N:‘c
_../@ Te. — Q S5 o NE,
s |
R - Ry

1

)
O

T: E=H

B: R,=CH,
9: K,=0CH;
10: R, =Cl
11: B = Br

Figura 21. Mecanismo de reacgdo sugerido para a obtencéo dos isotiocianatos utilizando clorobenzeno
como solvente sob refluxo.

Os isotiocianatos obtidos foram imediatamente utilizados na etapa de sintese seguinte
para a obtencdo das hidrazino-carbotioamidas, sem purificacdo e caracterizacdo devido a
instabilidade dos mesmos. A formacao dos isotiocianatos foi acompanhada por cromatografia
em camada delgada.

1.1.3 Sintese e caracterizagdo das hidrazino-carbotioamidas (12-17)

As hidrazino-carbotioamidas N1,Ns-dissubstituidas (12-17) foram preparadas a partir
de uma reacdo de anidroacilacéo via trés metodologias distintas: (A) metodologia tradicional
utilizando agitacdo magnética e refluxo em tolueno; (B) via irradiacdo de micro-ondas e (C)
via mecano-quimica na auséncia de solvente a temperatura ambiente.

Atraves da metodologia A os produtos foram obtidos com a reacdo entre a fenil-
hidrazina e o respectivo isotiocianato, utilizando tolueno anidro, em ebuli¢do, como solvente
sob agitacdo magnética. Esta metodologia permitiu a obtencdo dos produtos desejados com
rendimentos variando de 68 a 95% em 60 minutos de refluxo.

A sintese via irradiacdo em reator de micro-ondas (metodologia B) possibilitou
rendimentos de 73 a 83% em 30 minutos, e fazendo 0 uso da mecano-quimica na auséncia de
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solvente (metodologia C), as tiossemicarbazidas foram obtidas em rendimentos quantitativos
e com alto grau de pureza em apenas 2 minutos.

O método na auséncia de solvente mostrou-se o mais eficiente para a sintese das
tiossemicarbazidas, pois proporcionou a obtencdo quantitativa dos produtos desejados em
apenas 2 minutos de reagcdo sem o uso de solvente organico. A Figura 22 mostra a reagéo de
obtencdo e as estruturas das hidrazino-carbotioamidas N4-substituidas (12-17).

R1
H H s
! v [ :]
N H -
N7 Met A/ Met B / Met C_ NT TN
R N=C=Ss | > | |
! + H H H

Met A: refluxo em tolueno anidro, 60 minutos
Met B: irradiacdo de micro-ondas, em tolueno anidro, 30 minutos
Met C: mecano-quimica ha auséncia de solvente, 2 minutos

Figura 22. Esquema de sintese e estruturas para as hidrazino-carbotioamidas.

A Tabela 6 mostra os rendimentos obtidos via metodologias A e B e 0s pontos de
fusdo observados para os compostos sintetizados.

Tabela 6. Rendimentos obtidos através das metodologias A e B, e pontos de fusdo para as hidrazino-

carbotioamidas sintetizadas.

Composto  R1 Rendimento por método (%) Ponto de fusdo
A B (°C)
12 H 92 83 171-173
13 CHs 92 78 174-175
14 CHs0 77 80 184-186
15 NO2 95 73 185-187
16 Cl 68 * 233-234
17 Br 93 * 209-212

A Refluxo por 60 minutos em tolueno; B Irradiagcdo de micro-ondas em tolueno
por 30 minutos; *Sintese ndo realizada.

O mecanismo proposto para a reacdo de obtencdo das hidrazino-carbotioamidas, na
presenca de tolueno ou na auséncia de solvente, envolve um ataque nucleofilico do par de
elétrons do nitrogénio terminal da fenil-hidrazina ao carbono eletrofilico do isotiocianato
ocorrendo, assim, a consequente localizacdo da carga negativa no atomo de enxofre. Em
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seguida, ocorre um rearranjo intramolecular 1,4 de hidrogénio e posteriormente a ligagdo C=S
foi refeita dando origem aos compostos alvos. A Figura 23 mostra 0 mecanismo de reacao
sugerido na auséncia de solvente prético para a obtencdo das hidrazino-carbotioamidas Na-
R1-fenil-substituidas.

<
"'/
| m—n
'7"
',:[:—'7
b
w
1
s

14: R=OCH; 16: R;=Cl
15:R;=NO, 17:R;=Br

12:R=H
13: R1= CH3

Figura 23. Mecanismo de reacdo proposto para a obtencéo das hidrazino-carbotioamidas na presencga
de solvente aprotico (tolueno) ou auséncia de solvente.

Os compostos foram caracterizados pelas técnicas espectroscopicas de 1V e RMN de
'H e 3C. Os espectros de IV foram obtidos em pastilna de KBr e apresentaram como
principais absorcOes caracteristicas a banda de estiramento da fun¢do amina secundéria na
faixa de 3437 e 3091 cm; bandas referentes a deformagOes axiais da ligagbes C=C de
aromatico, entre 1627 e 1490 cm™; deformacgdo axial de C-H (carbono de aromatico), em
torno de 3030 cm™ e; uma banda na regido compreendida entre 1199 e 1286 cm™ que indicou
a deformacdo axial C=S. A seguir, na Tabela 7, estdo listadas as principais bandas de
absorcdo, no infravermelho, para as ligacdes mais caracteristicas das hidrazino-
carbotioamidas sintetizadas.

Tabela 7. Principais absor¢des na regido do IV para as hidrazino-carbotioamidas obtidas.

Frequéncia de absorc¢édo (cm™)

Composto

UN-H ve=c** ve-x ve=s
12 3282,3212,3170 1594, 1542, 1496 1207
13 3437, 3275,3186 1627, 1550, 1490 - 1269
14 3267,3161,3091 1600, 1548, 1492 1170 1247
15 3435, 3203, 3143 1600, 1568, 1504 1504 1280
16 3435, 3315,3140 1600, 1554, 1508 1209, 758 1286
17 3249, 3182 1597, 1585, 1489  1072,769 1199

*Estiramento C-H de aromatico**Vibracao do esqueleto aromatico
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Nos espectros de RMN de 'H, foram observados sinais na faixa de § 8,20 a 6,76
referentes a deslocamentos quimicos de hidrogénios aromaticos. Foram observados trés sinais
relativos a hidrogénios aminicos entre & 10,20 e 7,38. Os sinais referentes ao hidrogénio 2
apareceram entre 6 10,20 e 7,38 enquanto os sinais referentes ao hidrogénio 4 foram
observados na faixa de 6 8,63 a 10,04.

Os sinais observados nos espectros de RMN de *3C indicando carbonos mais
desprotegidos, na faixa de & 183,64 a 180,83, foram atribuidos ao carbono tiocarbonilico (C-
3) de cada composto, sendo esse sinal o mais caracteristico para 0os compostos avaliados.
Observaram-se, ainda, sinais referentes aos carbonos aromaticos entre 6 158,45 e 113,11. O
maior valor de deslocamento quimico referente ao carbono 5 foi observado para 0 composto
15, hidrazino-carbotioamida 4-N-(p-NO--fenil)-substituida, em & 146,84. Esse valor reflete o
efeito de desprotecdo causado pelo grupo nitro, fortemente retirador de elétrons. Os
deslocamentos quimicos de H e 3C atribuidos para as hidrazino-carbotioamidas estdo
descritos a seguir, nas Tabelas 8 e 9, respectivamente. Os espectros encontram-se anexos.

Tabela 8. Deslocamentos quimicos de RMN *H para as hidrazino-carbotioamidas.
15

Gl
6
1 3 ‘Rq= 14: R;=0CH3; 16: R4=Cl
13 A N”;\"/,‘}I 5 ; 12:Ri=H 1 3 1
!

13: Ri= CH3 15: R;=NO, 17: Ry=Br

8 Rl
Composto
Hidrogénio
12 13 14 15 16 17
1 742 (s,AH) 7,38 (s,AH) 8,02 (s,1H) 7,50 (s,1H) 8,15 (s,1H) 8,07 (s,1H)
2 9,66 (s,1H) 9,57 (s,1H) 9,69 (s,1H) 10,19 (s, 1H) 10,20 (s,1H) 9,79 (s,1H)
4 8,70 (s,AH) 8,63 (s,1H) 9,59 (s,1H) 9,04 (s,1H) 10,04 (s,1H) 9,92 (s,1H)

6,10 756(d,2H) 757(d2H) 7,32(d,2H) 8,20(d,2H)  6,79(d,2H) 7,50 (d,2H)
12,16  6,87(d,2H) 6,88(d,2H) 6,76 (d,2H) 6,89 (d,2H)  7,93(d,2H) 7,50 (d, 2H)
8 7,12 (t, 1H) - - - - -
7,9 7,29 (t,2H) 7,09 (d,2H) 6,86 (d,2H) 8,220 (d,2H) 7,76 (t,2H) 7,47 (t, 2H)
13,15 725 (t,2H)  7,25(t,2H) 7,22(t,2H) 727 (t,2H) 7,24 (t,2H) 7,22 (t, 2H)

14 6,89 (t, 1H) 6,88 (t 1H) 6,86(t, 1H) 6,88 (t 1H) 6,84 (t 1H) 6,81 (t 1H)
CHs - 2,28 (s, 3H) - - - -
OCH3 - - 3,72 (s, 3H) - - -
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Tabela 9. Deslocamentos quimicos de RMN *C para as hidrazino-carbotioamidas.

15

oNs
6
1 TR= 14: R;= OCH3 16: Ry=ClI
13 A N/l;]\[a‘rlkj 5 ; 12:Ri=H 1 3 1
!

13: R1=CH3 15:R1=NO, 17: Ry=Br

S 10 5 Ry
Composto
Carbono
12 13 14 15 16 17
3 183,18 182,90 183,64 182,97 180,83 181,12
5 140,45 137,52 133,35 146,84 147,75 138,68

6, 10 12524 125,04 127,35 124,11 124,47 127,20
7,9 129,22 129,38 11442 125,03 132,08 130,66
8 125,95 135,16 158,45 145,06 119,03 116,88
11 149,03 148,73 149,18 148,84 147,77 147,93
12,16 114,61 114,22 11456 11494 11327 113,11
13,15 130,25 129,89 130,26 130,45 128,92 128,88
14 122,00 121,60 121,91 122,46 120,10 119,87
CHs - 20,84 - - - -
OCHs - - 55,99 - - -




1.1.4 Sintese dos Cloridratos Mesoidnicos (23-38)

Foram obtidas trés series de compostos mesoidnicos a partir das hidrazino-
carbotioamidas previamente sintetizadas, onde a série | (23-30) foi derivada de acidos ou
aldeidos cindmicos, a série Il (31-34) de acidos alquilicos e a série Il (35-38) de aldeidos
benzoicos (Figura 24). Duas metodologias distintas foram empregadas na preparacao desses

compostos.
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Figura 24. Estruturas dos cloridratos mesoi6nicos sintetizados.
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1.1.4.1 Sintese e caracterizacao dos cloridratos mesoidnicos da série | (23-30)

Os cloretos de 4-fenil-5-estiril-1,3,4-tiadiazélio-2-fenilamina  (23-30) foram
sintetizados através de 2 metodologias diferentes. Os compostos foram obtidos a partir dos
cloretos dos 4cidos cindmicos substituidos e a Ni,Ns-difenil-hidrazino-carbotioamida
adequada, em 1,4-dioxano como solvente, sob refluxo por quatro horas de reagédo
(metodologia A). Na metodologia B os compostos foram obtidos a partir dos respectivos
cinamaldeidos e Ni,Ns-difenil-hidrazino-carbotioamidas na presenga de cloreto de tionila em
excesso, sob irradiacdo em reator de micro-ondas por cinco minutos (poténcia de 100 W). A
formagéo dos produtos foi acompanhada por cromatografia em camada fina. Os produtos
foram obtidos com rendimentos variando de 54 a 98%, utilizando a metodologia A (via
refluxo), e de 93 a 98%, utilizando a metodologia B (via irradiagdo de micro-ondas). A Figura
25 mostra o esquema de sintese para os cloridratos mesoidnicos 5-estiril sintetizados e a
Figura 26 ilustra o composto 24 em sua forma sélida (A) e em solucdo (B) de 1,4-dioxano. A
Tabela 10 os rendimentos e pontos de fusdo observados.

O

cl-

H H MetodologlaA
A A )
oy ’ )\NH

|
R1/©/ S H Metodologia B
Hk/\@\ Rl
R

2

\Z-l-

Metodologia A: refluxo em 1,4-dioxano
Metodologia B: irradiacdo de micro-ondas na presenga de SOCI;

Figura 25. Esquema de sintese para os sais mesoidnicos da série I.

Figura 26. Composto 24 em forma sélida (A) e em solucédo (B).
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Tabela 10. Rendimentos e pontos de fusdo dos sais mesoiénicos da serie I.

Rendimento por metodologia (%)

Composto R R2 Ponto de fuséo (°C)
A B
23 H H 58 97 266-268
24 H NO2 78 93 274-276
25 H F 80 * 238-239
26 CHs H 98 98 286-287
27 OCHs H 73 96 291-292
28 NO- H 54 95 290-293
29 Cl H * 97 282-284
30 Br H * 96 296-298

A Refluxo em 1,4-dioxano por 4 horas; B Irradiagdo de micro-ondas por 5 minutos, SOCI;
(3x em excesso), 1,4-dioxano, 100 W; *Sintese ndo realizada.

Os sais mesoidnicos foram caracterizadas também utilizando as técnicas
espectroscopicas de IV e RMN de *H e 3C. Os espectros de infravermelho ndo se mostraram
muito diferentes entre si, devido a semelhanca estrutural dos compostos sintetizados, no
entanto, indicaram absorcdes caracteristicas nas faixas correspondentes aos grupos N-H, entre
3435 e 3410 cm™, C=NH" entre 2746 e 2582 cm™. Foram observadas, também, absorcdes
caracteristicas para os grupamentos C=C vinilico entre 1622 e 1604 cm™, além das bandas
tipicas referentes as ligacbes C-H e C=C aromaticas indicando o perfil de substitui¢do (Tabela
11).

Tabela 11. Principais absor¢oes na regido do IV para os cloridratos mesoidnicos da série I.

Frequéncia de absorc¢édo (cm™)

Composto

UN-H  VC-H*  ve=nH' ve=c** ve-X
23 3432 3056 2670 1538, 1498 e 1448 -
24 3432 3048 2721 1616, 1571 e 1450 1519
25 3410 3047 2732 1596, 1509, 1449 1240
26 3431 3039 2746 1614, 1564 e 1452 -
27 3431 3043 2717 1595, 1575 e 1454 1109
28 3435 2997 2582 1627, 1585; 1496 1338
29 3433 2922 2586 1620, 1562 e 1492 1033
30 3432 3037 2663 1560, 1484 ¢ 1442 948, 669

*Estiramento C-H de aromatico e/ou vinilico **Vibracdo do esqueleto aromatico

Os espectros de RMN de *H permitiram a atribuicdo dos valores de deslocamentos
quimicos caracteristicos de hidrogénios aminicos exociclicos na faixa de & 13,03 e¢ 12,41,
além dos sinais referentes ao H-6 na faixa de 6 7,25 a 7,04 e, para os H-7 na faixa de 6 8,13 a
8,01 (Tabela 12).

Nos espectros de RMN de °C, foi possivel observar os deslocamentos quimicos
caracteristicos dos carbonos C-2 (8 159,30-148,50) e C-5 (6 163,36-159,75) do anel
heterociclico. Os carbonos C-6 e C-7 tiveram deslocamentos quimicos refletindo o efeito
retirador de elétrons do anel heterociclico, ou seja, o C-7 mostrou-se sempre mais
desprotegido (6 148,23-142,81), enquanto que o C-6 mais protegido (6 115,50-111,43). Foi
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possivel observar a varia¢do dos valores de deslocamentos quimicos para os carbonos C-4’ ¢
C-4’>’ nos diferentes compostos da série. Essa observacdo se deve aos diferentes grupos
substituintes dos anéis aromaticos e seus correspondentes efeitos eletrdnicos. O maior valor
de C-4’ foi referente ao composto 25 que possui como substituinte o &tomo de fldor, sendo
desdobrado em dois sinais & 165,50 e 163,50, com constante de acoplamento de 250 Hz
(Tabela 13).

Tabela 12. Deslocamentos quimicos de RMN *H para os cloridratos mesoionicos da série I (23-30).

4" 3
5" 23:R;=HeRy,=H
24: R;=He Ry, =NO,
25:R;=HeRy,=F
26:R;=CH3zeRy=H
27: Ry =0CHzeR,=H
28: R =NOyeR,=H
29:R;=CleRy,=H
30: Ry =BreR,=H
Composto
Hidrogénio
23 24 25 26 27 28 29 30
6 7,05(d, 1H) 7,26 (d, 1H) 704(d,1H)  7.25(d,1H)  7.24(d,1H) 7,10 (d, 1H) 7.04(d, 1H) 7,04 (d, 1H)
7 8,01 (d, 1H) 8,13 (d, 1H) 8,03 (d, 1H) 8,10 (d, 1H) 8,09 (d, 1H) 8,11 (d, 1H) 8,02 (d, 1H) 8,03(d, 1H)
2°, 6’ 7,75(m,2H) 7,76 (m,2H)  7,87(m,2H)  7,83(m,2H)  7,83(m,2H)  747(m,2H)  7.61(d,2H) 7,60 (d, 2H)
3,5 744 (m,2H)  825(d,2H)  7.87(m,2H)  7,83(m,2H)  7.83(m,2H)  747(m,2H)  7,75(m,2H) 7,75 (m, 2H)
4 7,44 (m, 1H) 7,83 (m, 1H) 7,83 (m, 1H) 7,47 (m, 1H) 7,47 (m, 1H) 7,47 (m, 1H)
27,67 7,75(m,2H)  8,02(d,2H)  7,75(m,2H)  801(d,2H)  800(d,2H)  7,77(m,2H)  7,75(m,2H)  7,75(m, 2H)
37,57 7,84(d,2H)  7,85(dd, 2H) 7,31 (t, 2H) 825(d,2H)  824(d,2H)  7,85(m,2H) 7,84 (dd,2H) 7,83 (dd, 2H)
4" 775(m, 1H) 7,76 (m,1H)  7,75(m,1H)  7,83(m,1H)  7,83(m,1H)  7,77(m,1H)  7,75(m,1H) 7,75 (m, 1H)
27, 67 758(d,2H) 7,61 (d, 2H) 7,42 (t, 2H) 722(d,2H)  752(d,2H)  7,77(m,2H) 747 (m,2H) 7,47 (m, 2H)
37,57 744 (m,2H) 7,41 (t 2H) 763(d,2H)  747(d,2H)  699(d,2H)  832(d,2H) 747 (m,2H)  7,54(d, 2H)
4 7,15 (t, 1H) 7,14 (t, 1H) 7,14 (t, 1H) -
CHs 2,27 (s, 3H) -
OCHjs 3,73 (s, 3H) -
N-H 12,41 (s, 1H) 13,03 (s, 1H) 12,96 (s, 1H) 12,58 (s, 1H) 12,73 (s, 1H) 12,86 (s, 1H) 12,82 (s, 1H) 12,62 (s, 1H)
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Tabela 13. Deslocamentos quimicos de RMN *3C para os cloridratos mesoionicos da série 1 (23-30).

5" 2" 23:R;=HeR,=H
24:R;=HeR,=NO;
25:R;=HeR;=F
26:R;=CHzeRy=H
27:R;=0CH3zeR,=H
28:R;=NOyeR;=H
29:R;=CleRy;=H
30:R;=BreR,=H

23 24 25 26 27 28 29 30
2 159,14 156,96 159,30 148,50 156,04 156,96 158,84 158,89
5 162,90 162,83 163,20 159,75 161,33 162,83 163,23 163,36
6 111,50 112,46 111,90 115,47 115,50 112,46 111,43 111,45
7 147,90 142,81 147,00 144,45 144,20 142,81 148,18 148,23
1 136,98 137,58 131,00 136,98 139,98 137,58 136,93 136,94
2,6’ 130,17 130,00 132,20 130,18 130,15 130,00 129,15 129,18
3,5 129,51 139,13 118,90 130,07 130,03 128,24 130,16 130,20
4 131,70 130,83 10550 130,00 120,48 130,83 131,71 131,75
163,50
1” 133,81 134,38 137,50 133,61 137,00 134,38 133,78 133,80
27,6 129,09 126,01 129,90 125,16 126,14 126,01 126,16 126,19
3»,5” 129,22 128,24 130,60 129,90 130,03 139,13 120,07 120,47
4 131,94 131,18 132,10 131,83 131,79 131,18 131,95 132,02
1> 138,51 139,35 139,10 139,94 131,72 139,35 137,44 137,85
2,67 118,60 121,42 116,70 118,81 124,13 121,42 129,09 129,23
3,5 126,15 125,26 126,60 124,14 114,63 125,26 129,36 132,32
4 124,17 154,96 124,40 126,13 148,45 154,96 127,65 115,78
CH;s - - - 20,48 - - - -
OCH3 - - - - 55,30 - - -

O mecanismo sugerido para a etapa de heterociclizacdo, pela metodologia tradicional
(A), envolve inicialmente o ataque nucleofilico da hidrazino-carbotioamida 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 aromatizacéo
do anel heterociclico com a saida de uma molécula de dgua. A Figura 27 mostra 0 mecanismo
de reacdo sugerido para a obtencéo dos cloridratos mesoiénicos em condigdes tradicionais, ou
seja, utilizando cloretos de acido como reagentes.
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Figura 27. Mecanismo de reacdo proposto para a obtencdo dos sais mesoiénicos a partir de hidrazino-
carbotioamidas e cloretos de &cido.

J& 0 mecanismo sugerido para a sintese dos mesmos compostos utilizando irradiacdo
de micro-ondas (metodologia B) envolve inicialmente o ataque dos pares de elétrons néo-
ligantes do oxigénio da carbonila aldeidica ao atomo de enxofre do cloreto de tionila,
formando um intermediario com um carbono de maior carater eletrofilico. Em seguida, ocorre
o ataque nucleofilico da hidrazino-carbotioamida a este carbono eletrofilico formando um
intermediario N-acilado, que posteriormente, foi atacado pelo atomo de enxofre do grupo
tiocarbonila eliminando uma molécula de SO; e levando a formacgdo do sistema ciclico.
Posteriormente, ocorreu a aromatizacdo do heterociclo com a saida de um hidrogénio pelo ion
cloreto formando acido cloridrico. A Figura 28 mostra 0 mecanismo de reacdo sugerido para a
obtencdo dos sais mesoidnicos, utilizando cloreto de tionila como &cido de Lewis.
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Figura 28. Mecanismo de reacdo sugerido para a obtencdo dos sais mesoidnicos utilizando aldeidos
substituidos, hidrazino-carbotioamidas e SOCI, como &cido de Lewis.
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1.1.4.2 Sintese e caracterizacdo dos cloridratos mesoidnicos da série 11 (31-34)

Os cloridratos mesoidnicos 5-alquilados (31-34) foram sintetizados a partir da reacéo
dos cloretos dos acidos alquilicos previamente preparados e a Ni-fenil,Ns-R1-fenil-hidrazino-
carbotioamidas, nitro substituida ou ndo, em 1,4-dioxano sob refluxo por quatro horas

(metodologia A). A formacéo dos produtos foi acompanhada por cromatografia em camada
delgada. A Figura 29 mostra o esquema de sintese para os cloridratos mesoidnicos 5-alquil-

substituidos.
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Figura 29. Reacdo para a sintese dos sais mesoidnicos da série 1.

Os rendimentos de reacdo variaram de 39 a 62 %. Apesar de serem rendimentos
satisfatorios foram, de maneira geral, inferiores aos obtidos para as rea¢des de obtencdo dos
sais mesoidnicos da série 1, os derivados de aldeidos ou &cidos cindmicos. O ocorrido
evidencia a diferenga existente de reatividade e/ou disponibilidade em reacdo dos reagentes
cinamicos e alquilicos, envolvidos na sintese da série | e Il, respectivamente. A Tabela 14
apresenta os rendimentos e pontos de fusdo obtidos.

Tabela 14. Rendimentos e pontos de fusdo dos sais mesoiénicos da série 1.

Rendimento
Composto  R: R2 Ponto de fusdo (°C)
Met. A (%)
31 H -CH2CH3s 51 248-250
32 H -CH2(CH2)2CHs 62 239-240
33 NO2 -CH2CH3 39 230-232
34 NO2 -CH2(CH2).CHs 61 216-218

O mecanismo de reacdo é semelhante ao apresentado para a sintese dos mesoidnicos
da série | (Figura 27), onde héa inicialmente o ataque nucleofilico da hidrazino-carbotioamida
ao carbono carbonilico do cloreto de acido alquil, previamente preparado, formando um
intermediario N-acilado que, em seguida, é atacado pelo atomo de enxofre do grupo
tiocarbonila. Essa etapa estaria sendo dificultada uma vez que os grupos alquil s&o doadores
de elétrons por inducdo o que poderia levar ao menor carater eletrofilico dos cloretos de
acidos envolvidos. A aromatizacdo do anel heterociclico também ocorre com a saida de uma
molécula de agua.

Também podem ser observadas diferencas de rendimento em funcdo do uso das
hidrazino-carbotioamidas. Os produtos de reacdo derivados da hidrazino-carbotioamida nitro-
substituida foram, de maneira geral, obtidos com rendimentos inferiores se comparados aos
produtos derivados da hidrazino-carbotioamida n&o-substituida. Isso se deve a menor
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disponibilidade dos pares de elétrons envolvidos no ataque nucleofilico inicial, uma vez que
essas estdo parcialmente comprometidos devido ao efeito fortemente retirador de elétrons do
grupo nitro.

Os sais mesoidnicos da série Il foram caracterizados utilizando as técnicas
espectroscopicas de IV e RMN de 'H e BC. A Tabela 15 mostra as principais bandas de
absorcéo para os cloridratos mesoidnicos da série Il.

Os espectros de RMN de H permitiram a atribuicdo dos valores de deslocamentos
quimicos caracteristicos de hidrogénios aminicos exociclicos na faixa de & 13,54 e 12,59,
além dos sinais referentes aos hidrogénios alquilicos e aromaticos (Tabela 16). Nos espectros
de RMN de *3C, foi possivel observar a inversio nos deslocamentos quimicos caracteristicos
dos carbonos C-2 e C-5 do anel heterociclico. Isso se deve aos menores deslocamentos
quimicos apresentados para o carbono 2 (C-2), uma vez que este esta diretamente ligado a
cadeia alifatica com caréater doador de elétrons (Tabela 17).

Tabela 15. Principais absor¢des na regido do IV para os cloridratos mesoiénicos da série 1.

Freguéncia de absorgdo (cm™)

Composto
VCH veH* ve=nH? ve=c** vex
31 2936 3026 2758 1609; 1569; 1451 -
32 2961 3048 2768 1616; 1572; 1485 -
33 2909 3097 2727 1625; 1549; 1483 1504
34 2958 3079 2656 1622; 1583; 1485 1502

*Estiramento C-H de aromético; **Vibracéo do esqueleto aromético

Tabela 16. Deslocamentos quimicos de RMN *H para os cloridratos mesoionicos da série 11 (31-34).

4 3
> 2 6 7
31: R;=HeR,=CH,CH,
4N N CI 6 7 8 9
/4 32: Ry=H eR, = CH,CH,CH,CH,
.S 2~ NH 6 7
1" 33: Ry=NO,eR,= CH,CHs
. 6 7 8 9
6 34: R;=NO,e Ry= CH,CH,CH,CH,
. . Composto
Hidrogénio
31 32 33 34
2,4,6 7,72 (m, 3H) 7,73 (m, 3H) 7,77 (m, 3H) 7,71 (m, 3H)
3,5 7,82 (dd, 2H) 7,86 (m, 2H) 7,87 (m, 2H) 7,82 (m, 2H)

27,6 7,57 (d, 2H) 7,59 (d, 2H) 7,81 (d, 2H) 7,74 (d, 2H)
37,57 7,39 (t, 2H) 7,39 (t, 2H) 8,35 (d, 2H) 8,26 (d, 2H)

4” 7,10 (t, 1H) 7,11 (t, 1H)

N-H 12,59 (s, 1H) 12,85 (s, 1H) 13,44 (s, 1H) 13,54 (s, 1H)

6 3,06 (g, 2H) 3,06 (m, 2H) 3,12 (g, 2H) 3,05 (m, 2H)

7 1,27 (t, 3H) 1,65 (dg, 2H) 1,31 (t, 3H) 1,62 (ddd, 2H)

8 - 1,31 (dg, 2H) - 1,28 (m, 2H)

9 0,16 (t, 3H) - 0,75 (t, 3H)
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Tabela 17. Deslocamentos quimicos de RMN **C para os cloridratos mesoionicos da série 11 (31-34).

Carbono Composto

31 32 33 34
2 172,23 170,62 174,44 172,83
5 160,24 160,18 160,56 160,57
I 137,05 137,07 137,40 137,41
2°,6’ 129,42 129,35 126,32 126,35
3,5 130,10 130,10 130,64 130,64
4 131,67 131,64 132,30 132,28
1” 138,66 138,68 144,68 144,69
2,6” 118,19 118,14 118,46 117,10
37,57 125,77 125,81 126,17 126,11
4 123,75 123,65 142,75 142,69
6 23,02 30,56 23,58 31,08
7 13,14 28,43 13,64 28,97
8 - 21,51 - 21,96
9 - 13,28 - 13,73

1.1.4.3 Sintese e caracterizacao dos cloridratos mesoiénicos da série 111 (35-38)

Os cloretos de 4-fenil-5-fenil-1,3,4-tiadiazélio-2-fenilamina (35-38) foram obtidos a
partir de benzaldeidos substituidos e hidrazino-carbotioamidas fldor-substituidas na presenca
de cloreto de tionila (3 x em excesso), sob irradiacdo em reator de micro-ondas por cinco
minutos (metodologia B; poténcia de 100 W). A formacéo dos produtos foi acompanhada por
cromatografia em camada fina. Os produtos foram obtidos com rendimentos variando de 43 a
68%. A Figura 30 mostra a reacdo para a sintese para os cloridratos mesoidnicos da série 11l e,
a Tabela 18, os rendimentos e pontos de fuséo observados.

Q, -

s NH
S ||4 Metodologia B
Ry

35: R1:OCH3, R2:H, R3:F
36: R1:N02, Rz:H, R3:F
37: R1:OCH3, Rz:Rst
38: R1:N02, Rz:R3:F
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Figura 30. Reacdo para a obtencéo dos sais mesoi6nicos da série IlI.
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Tabela 18. Rendimentos e pontos de fusdo dos sais mesoiénicos da serie 111.

Rendimento
Composto R1 R2 Rs Ponto de fuséo (°C)
Met. B (%0)
35 OCHs H F 57 265-267
36 NO; H F 68 244-247
37 OCHj3 F F 43 233-235
38 NO; F F 56 239-241

Os sais mesoidnicos foram caracterizadas utilizando as técnicas espectroscopicas de
IV e RMN de *H e 1*C.

Os espectros de RMN de H permitiram a atribuicdo dos valores de deslocamentos
quimicos caracteristicos de hidrogénios aminicos exociclicos na faixa de 6 13,66 e 12,72,
além dos sinais referentes aos hidrogénios aromaticos e dos grupos metoxila, quando
presentes. Nos espectros de RMN de *C, foi possivel observar os sinais com deslocamentos
quimicos caracteristicos dos carbonos C-2 e C-5 do anel heterociclico, estando entre 6 164,67-
160,61 e 166,69-161,00, respectivamente. Foram observados ainda diversos sinais referentes
aos acoplamentos com fldor (C-F), dentre eles os acoplamentos com os carbonos C-3” ¢ C-4’,
respectivamente (constante de acoplamento em torno de 250 Hz). Nas Tabelas 19 e 20 estéo
apresentados os valores referentes aos deslocamentos quimicos de *H e *C para os compostos
da serie I1I.

Tabela 19. Deslocamentos quimicos de RMN H para os cloridratos mesoidnicos da série 111.

35:R;=0CH3, Ry=HeR3=F
36:R1=NO,, R, =HeR3=F
37:R1=0CH3, Ry, =FeR3=F
38: R1:NOZ,R2:FER3:F

. . Composto
Hidrogénio
35 36 37 38
2’ 7,71 (m, 1H) 7,69-7,58 (m, 1H)
7,35 (t, 2H) 7,37 (t, 2H)
6’ 7,42 (m, 1H) 7,41 (m, 1H)
5 7,62 (m, 1H) 7,69-7,58 (m, 1H)
3 7,56 (t, 2H) 7,73 (t, 2H)
22,6 7,60 (m, 2H)
7,59-7,53 (m, 3H) 7,68-7,61 (m, 3H)
4% 7,69-7,58 (m, GH)
7,69 (m, 3H)
37,5 7,65 (dd, 2H) 7,82 (m, 2H)
27,6 7,51 (d, 2H) 7,91 (d, 2H) 7,55 (d, 2H) 7,82 (d, 2H)
37,5 6,99 (d, 2H) 8,29 (d, 2H) 7,02 (d, 2H) 8,32 (d, 2H)
N-H 13,54 (s, 1H) 14,22 (s, 1H) 12,72 (s, 1H) 13,66 (s, 1H)
OCHs 3,71 (s, 3H) - 3,74 (s, 3H) -
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Tabela 20. Deslocamentos quimicos de RMN *3C para os cloridratos mesoi6nicos da série .

Composto
Carbono
35 36 37 38
2 160,61 164,67 160,93 160,93
5 162,56 166,69 161,00 163,46
1 119,71 e 119,68 120,00 120,38 120,16
2’ 118,88 € 118,72 118,06 e 118,90
133,05 e 132,97 134,19 e 134,11
6’ 119,91 120,39 e 120,23
3 149,98 e 149,87 / 150,11 e 150,01 /
120,06 118,99 e 118,94 148,00 e 147,90 148,13 e 148,03
5 128,30 128,58
165,70 e 165,63 / 152,83 e 152,73/ 153,14 e 153,04 /
Y 165,25 e 163,24
161,43 e 161,34 150,81 e 150,71 151,10 e 151,01
17 137,47 138,56 131,55 137,23
2”,6” 126,00 127,06 125,99 126,21
37,5 129,00 130,67 129,78 130,00
4” 131,28 132,27 131,39 131,71
1’ 131,60 145,06 e 144,88 137,26 143,89
27,6 116,64 117,53 120,07 118,23
3,57 114,55 126,09 114,55 125,77
4> 155,79 143,48 155,82 142,56
OCHs 55,19 - 55,19 -

Os espectros de infravermelho também ndo se mostraram muito diferentes entre si,
devido a semelhanca estrutural dos compostos sintetizados, no entanto, indicaram absorcées
caracteristicas nas faixas correspondentes as ligacdes C-H e C=C aromaticas indicando o
perfil de substituicdo. Na Tabela 21 estdo os valores atribuidos as principais bandas
observadas.

Tabela 21. Principais absorcdes na regido do IV para os cloridratos mesoidnicos da série 1l1.

Frequéncia de absorcdo (cm™)

Composto
ve-H* VC=NH" ve=c**
35 3061 2694 1626; 1575; 1456
36 3048 2649 1620; 1575; 1476
37 3047 2776 1619; 1575; 1485
38 3047 2659 1615; 1575; 1496

*Estiramento C-H de aromatico; **Vibragdo do esqueleto aromatico
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1.2 Ensaios biologicos

1.2.1 Estudo envolvendo a enzima tirosinase frente a hidrazino-carbotioamidas:
abordagem experimental e tedrica

As hidrazino-carbotioamidas (12-17), intermedidrios na sintese dos compostos
mesoidnicos, foram investigadas quanto a atividade frente a enzima tirosinase envolvida no
cancer de pele do tipo melanoma. Um screening inicial mostrou que os compostos avaliados
(12-17) foram capazes de inibir a oxidacdo da L-DOPA, o substrato envolvido na atividade da
difenolase da tirosinase. Para a continuidade do estudo foram selecionados os compostos que
apresentaram inibicdo acima de 70%. Os valores de 1Cso obtidos para 0s compostos mais
ativos, ou seja, 12, 15, 16 e 17 foram de 623,00; 189,00; 56,50 e 22,60 umol L%,
respectivamente. O acido ascérbico foi utilizado como padrdo positivo apresentado valor de
ICso = 266,00 umol L. A seguir, na Figura 31, estio apresentadas as estruturas desses
compostos.

Figura 31. Estruturas quimicas paras as hidrazino-carbotioamidas (12, 15, 16 e 17) que apresentaram
maior eficiéncia frente & inibi¢éo da tirosinase.

As hidrazino-tiocarboamidas substituidas com grupos retiradores de elétrons, de
maneira geral, apresentaram percentuais de inibicdo da tirosinase maiores que o do &cido
ascorbico (ICso = 266,00 umol L), utilizado como inibidor de referéncia (CHAVES et al.,
2018). O composto 17 mostrou ser 0 mais promissor entre todos os compostos analisados.

O mecanismo de inibicdo enzimatica foi investigado na presenca dos dois melhores
inibidores da tirosinase, 16 e 17, via estudo dos parametros cinéticos envolvendo a enzima e o
substrato em diferentes concentragdes (Figura 32 e Tabela 22).

Os valores de Ky (constante de Michaelis-Menten) e Vi (velocidade maxima) foram
menores na presenca dos inibidores 16 e 17, em diferentes concentragdes. O grafico de
Hanes-Woolf nos leva a concluir que o mecanismo de inibicdo da tirosinase por esses
compostos pode ser acompetitivo (CHAVES et al., 2018), onde 0s potenciais inibidores
ligam-se reversivelmente ao complexo enzima-substrato (ES) e ndo a enzima livre,
proporcionando a formagdo do complexo ternario enzima-substrato-inibidor (ESI).
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Figura 32. Grafico Hanes-Woolf para o ensaio envolvendo a tirosinase na presencga de L-DOPA e
hidrazino-tiocarboamidas 16 (A) e 17 (B). As concentragdes utilizadas foram: [L-DOPA] = 66,6; 100;
200; 333; 467 e 667 umol L?, e [3] = [4] = 0,00; 33,3; 50,0 € 83,0 umol L.

Tabela 22. Parametros cinéticos (Km € Vm) para a atividade enzimética na auséncia e na presenca de
diferentes concentragdes das hidrazino-carbotioamidas 16 e 17 (0,00; 33,3; 50,0 e 83,0 umol L?).

Parametros Sem inibidor 83,0 pmol L 50,0 pmol L? 33,3 umol L?
cineticos 16/17 16/17 16 /17 16 /17
Km (umol L) (3,00/2,79)x 10%  (2,13/1,23)x 102  (211/224)x10%  (1,35/2,22) x 10
Vi (umol Lt mint) 20,8/22,10 11,8/9,72 13,1/7,28 20,1 /8,67

O método in vitro para avaliar o efeito inibitério dos compostos organicos sobre a
tirosinase possui um tempo padrdo de 30 min (SEGEL, 1982). Apds esse tempo padrdo o
percentual de inibicdo do ligante avaliado pode permanecer constante ou diminuir, indicando
um mecanismo de inibicao estavel ou ndo, respectivamente.

A avaliacdo cinética da oxidagdo enzimatica da L-DOPA na auséncia e presenca do
composto 17 mostrou que a concentracdo de dopaquinona produzida durante o processo
oxidativo é menor na presenca do inibidor e se mantém apds o tempo de reacdo. Isso indica
que o inibidor interace de modo a formar um complexo estavel, impedindo a oxidacdo da L-
dopa.

0,8 4
07 | Sem inibidor
0,6
0,5 -

04

03 1 Na presenga de 17

0,2 4
0,1 4

T T T T T T 1
o 10 20 30 40 50 60 70

tempo (min)

Absorvancia

Figura 33. Cinética de acdo da enzima tirosinase em L-DOPA na presenca de 17. (¢) [L-DOPA] =
170 umol Lt e (m) [L-DOPA] = 170 p mol L + [17] = 33 umol L.
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A fim de propor uma explicagdo a nivel molecular sobre a inibicdo da tirosinase
pelos quatro melhores inibidores (hidrazino-carbotioamidas 12, 15, 16 e 17), foi realizado um
estudo de docking molecular levando em consideragcdo a formagdo de complexo ESI
(mecanismo inibitorio acompetitivo). Os calculos de docking molecular assumiram um estado
de desprotonacdo devido a interacdo entre uma das hidroxilas fendlicas da estrutura L-DOPA
(substrato) com o Cu?". A Figura 34A retrata a melhor posicdo de encaixe para todas as
hidrazino-carbotioamidas em estudo na presenca de L-DOPA. Como esperado, as estruturas
das hidrazino-carbotioamidas nédo se apresentam proximas o suficiente para coordenar com o
sitio de cobre presente na enzima, sugerindo que a inibi¢do da tirosinase por 12, 15, 16 e 17
ndo esté relacionada com a capacidade desses se coordenar com Cu?*, mas sim, com a L-
DOPA.

Uma das hidroxilas pertencentes a L-DOPA se encontra perto o suficiente para se
coordenar com o centro de Cu®*, a uma distancia de 2,30 A. Os resultados de docking
molecular ainda sugerem que as interacbes de 16 e 17 no sitio ativo da enzima sdo
essencialmente de natureza hidrofébica, sendo do tipo T-stacking com o anel aromatico da L-
DOPA (empilhamento em t). Por outro lado, os inibidores 12 e 15 ndo apresentaram
interacdes intermoleculares significativas com este substrato (Figura 34A). Essas informacdes
corroboram com os valores de 1Cso observados no ensaio experimental realizado (12: 623,00
pumol Lt; 15: 189,00 umol Lt; 16: 56,50 umol L™t e 17: 22,60 pmol L™).

A Figura 34B mostra os principais residuos de aminoacidos presentes no sitio ativo da
tirosinase que interagem com os dois melhores inibidores experimentais da tirosinase (16 e
17). As estruturas dos inibidores estdo sobrepostas na figura para uma comparagdo de seus
perfis de interagdo. Apesar dos inibidores interagirem com a L-dopa via T-stacking, um dos
grupos N-H desses compostos estaria fazendo uma ligacdo de hidrogénio com o residuo de
aminoacido Glu-321, a uma distancia intermolecular da interacio de 2,73 A. Observa-se,
também, interacGes hidrofdébicas entre as estruturas dos inibidores e residuos Ala-79, His-243,
Val-247, Phe-263 e Val-282.

(A) Cu? Cu? (B)

o | L-ﬁPA

Ala-79  yg)-282

£

j\J

»

Glu-329f% o 4 e S His-243
~/ ¢ ’ ? /'7\
Val-247 ®-_

Figura 34. (A) Superposicdo das melhores poses de ancoragem para a interagdo entre tirosinase e
hidrazino-carbotioamidas 12 (1), 15 (2), 16 (3) e 17 (4) na presenca de L-DOPA (Funcdo GoldScore).
(B) superposicdo entre as hidrazino-carbotioamidas 16 (3) e 17 (4) e representacdo dos principais
residuos de aminoacidos que interagem com estes inibidores. L-DOPA e 0s residuos de aminoacidos
selecionados estdo representados em violeta e ciano, respetivamente. As hidrazino-carbotioamidas 12,
15, 16 e 17 estdo representados em amarelo (1), salmdo (2), magenta (3) e laranja (4),
respectivamente. Os &tomos de cobre estdo representados como esferas marrons. Cores dos elementos:
hidrogénio: branco; oxigénio: vermelho; nitrogénio: azul escuro; bromo: vermelho, cloro: verde e
enxofre: amarelo.
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Posteriormente, foram realizados estudos de interagdo com a albumina sérica humana
(HSA) para o composto 17, hidrazino-carbotioamida, que apresentou a maior atividade
experimental de inibi¢do da tirosinase, via anélise por supressao de fluorescéncia.

A supressdo por fluorescéncia é considerada uma técnica efetiva utilizada na
investigacdo da capacidade de transporte de HSA por pequenas moléculas (ZHANG et al.,
2013). A supressdo da fluorescéncia do triptofano (Trp) é amplamente utilizada como
ferramenta para monitorar mudangas na estrutura proteica (LAKOWICZ, 2006). O residuo de
triptofano 214 (Trp-214) esta inserido dentro da estrutura proteica da HSA, localizado em
subdominio A (CHAVES et al., 2015).

A Figura 35 apresenta o espectro de emissdo de fluorescéncia resultante do residuo
Trp-214 na auséncia e presenca do melhor inibidor da tirosinase em estudo (composto 17), a
310 K. Foi possivel observar a diminuicdo da emissdo de fluorescéncia apos adicGes
sucessivas do composto 17 na solugéo de HSA indicando a proximidade entre o inibidor e 0
residuo de Trp-214 dentro da cavidade proteica (LIU et al., 2003). Ndo houve mudanca
significativa na posicdo de emissdo maxima para HSA (Aem = 340 nm, Aexc = 280 nm) apos
ligacdo com o inibidor. Essa é uma indicacdo de que o ligante ndo perturba o microambiente
em torno do residuo de triptofano (CHAVES et al., 2015).
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Figura 35. Espectro de emissdo de fluorescéncia para HSA livre e com adi¢do do supressor 17 em pH
7,4 a 310 K. Insercdo: Parcelas de Stern-Volmer para a supressdo de fluorescéncia de HSA por 17 em
296 K, 303 K e 310 K. [HSA] = 1,0x10—5 mol L-1 e 17 = 0,17; 0,33; 0,50; 0,66; 0,83; 0,99; 1,15 e
1,32 x 10-5 mol L-1.

Essa supressao de fluorescéncia pode ser decorrente de um mecanismo dinamico e/ou
estatico resultante de uma variedade de interacbes moleculares, incluindo a formacéo de
complexos no estado fundamental, supressdo colisional, reacdes de estado excitado, rearranjo
molecular e transferéncia de energia (JANKOVIC et al., 2016). A analise de Stern-Volmer,
dada pela equacéo 1 a seguir, pode ser usada para identificar qual mecanismo de fluorescéncia
deve estar ocorrendo (NASO et al., 2016).

% =1+k,n[Q] =1+ K [Q] Equacédo 1

onde Fo e F sdo as intensidades de fluorescéncia da HSA na auséncia e presenca de 17 a 340
nm, respectivamente. [Q] € a concentragdo de supressor, Ksv e Kq sdo a constante Stern-
Volmer e a constante da taxa de supressdo bimolecular, respectivamente. 1o € 0 tempo de vida
de fluorescéncia da HSA na auséncia do supressor.
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O estudo experimental indicou o valor médio para o tempo de vida de fluorescéncia da
HSA em PBS como sendo (5,75 + 0,10) x 10~ s. A Tabela 23 apresenta os valores de Ksy e
Kq obtidos a partir da fluorescéncia envolvendo HSA:17 a 296 K, 303 K, e 310 K. Os valores
de Ksv diminuiram com o aumento da temperatura indicando que o mecanismo de extingéo de
fluorescéncia € estatico, onde ha a associacdo no estado fundamental entre o fluoréforo
(albumina) e o inibidor 17 (CHAVES et al., 2017a).

Tabela 23. Constantes para a interacdo HSA:17 a 296 K, 303 K, e 310 K.

T Ksv (x10%) Kq (x10%?)
(K) (mol L™) ((mol LH1s™)
HSA:17 296 4,47 £ 0,07 7,78
303 4,41 £0,04 7,69
310 4,12 £ 0,03 7,16

Os resultados experimentais e tedricos obtidos durante esse estudo foram possiveis
devido a parceria com a Professora Doutora Mércia Cristina Campos de Oliveira e, com 0
Mestre Otavio Augusto Chaves, sob orientacdes dos Professores Doutores Carlos Mauricio
Sant’Anna ¢ José Carlos Netto-Ferreira. Os estudos foram publicados no 11l Simpdsio Ibero-
Americano de Investigacdo em Cancer (SOUSA-PEREIRA et al., 2016) e no periodico
Bioorganic Chemistry (SOUSA-PEREIRA et al., 2018), além de serem apresentados no 46°
Congresso Mundial de Quimica (46" World Chemistry Congress) e na 402 Reuni&o Anual da
Sociedade Brasileira de Quimica, sob convite para comunicacdo oral em sessdo coordenada
de Quimica Medicinal (SOUSA-PEREIRA et al., 2017).

1.2.2 Estudo da viabilidade celular de células leucémicas frente a sais mesoiénicos da
série |
Os compostos mesoidnicos 26, 27, 29 e 30, pertencentes a série |, foram avaliados
frente as linhagens de células leucémicas humanas C91, MT2 e Jurkat, sendo as duas
primeiras linhagens infectadas com o virus HTLV-1 e a ultima, linhagem de linfocitos T
derivada da leucemia/linfoma de células T do adulto. As estruturas quimicas dos sais
mesoidnicos estudados estdo apresentadas na Figura 36.
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Figura 36. Estruturas quimicas dos sais mesoidnicos avaliados frente as linhagens de células
leucémicas C91, MT2 e Jurkat.
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A Tabela 24 apresenta os valores de 1Cso observados para os compostos avaliados, em
culturas de 72 h, indicando, de maneira geral, resultados promissores para 0s sais mesoiénicos
estudados obtidos através do método do 3-(4,5-dimetiltiazol-2-yl)-2,5-difenil brometo de
tetrazolina (MTT).

O crescimento celular na presenga dos compostos estudados mostrou um
comprometimento da morfologia celular, reducdo do tamanho e aumento da complexidade.

Entre as células de leucemia avaliadas, as de Jurkat apresentaram maior sensibilidade
aos sais mesoibnicos, enquanto as células infectadas pelo HTLV-1 apresentaram sensibilidade
semelhante com valores de ICso na faixa de 2,00 a 9,00 umol L. Esses resultados sdo
promissores visto que as leucemias infectadas pelo HTLV-1 sdo extremamente agressivas e
com baixas respostas aos tratamentos quimioterapicos.

Tabela 24. Valores de ICs obtidos para os compostos da série | em culturas de 72 horas frente as
linhagens de leucemias humanas C91, MT2 e Jurkat.

I1Cso por linhagem celular (umol L?)

Composto

C912 MT2P Jurkat®
26 2,73 2,00 1,92
27 3,26 8,11 1,82
29 9,00 5,10 1,87
30 3,50 8,55 2,87

3 eucemia linfoblastica aguda; Pleucemia T infectada
com o virus HTLV-1; “leucemia linfocitica.

Embora os compostos tenham sido citotdxicos para as células das linhagens de
leucemias investigadas, os ensaios com as células mononucleares do sangue periférico
humano ndo foram sensiveis a estas substancias.

Além disso, foram realizados ensaios para investigar a possivel interacdo dos
compostos com 0 DNA de esperma de salmdo. O estudo foi realizado utilizando a técnica de
fluorescéncia em solugGes contendo o DNA na auséncia e presenca dos compostos
mesoidnicos. A Figura 37 permite a observacdo das alteragdes nos espectros de emisséo de
fluorescéncia, apds uma hora de incubacdo, destes compostos com o DNA, mostrando assim,
gue os mesoidnicos tém a capacidade de interagir com a biomolécula.
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Figura 37. Espectros de emissdo de fluorescéncia ap6s uma hora de incubag¢do dos compostos 26, 27,
29 e 30 com DNA de esperma de salméo.

40



Os gréficos de viabilidade celular, na auséncia e presenca dos compostos citotoxicos

em seis concentracdes diferentes, estdo apresentados na Figura 38.
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Figura 38. Graficos de viabilidade celular dos mesoibnicos 26, 27, 29 e 30 frente as linhagens C91,

MT?2 e Jurkat em cultura de 72 horas.

Os resultados obtidos para a atividade citotoxica dos sais mesoidnicos foram coerentes
e, de maneira geral, mais promissores que o0s descritos anteriormente para outros compostos
mesoibnicos, pertencentes a mesma classe, avaliados frente as linhagens estudadas (LOPES et
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al., 2018), ao linfoma de Daudi (DOS REIS et al., 2011a) e aos melanomas B16-F10, MEL-
85, SK-MEL, A2058 e MEWO (SENFF-RIBEIRO et al., 2004a).

Logo, esse cendrio mostra a importancia da manutencdo e continuidade da pesquisa
em torno dos sais mesoidnicos da classe 1,3,4-tiadiazdlio-2-aminidass frente ao cancer.

Os ensaios bioldgicos foram realizados em colaboragdo com a Professora Doutora
Juliana Echevarria-Lima do Instituto de Microbiologia da UFRJ. Esses estudos foram
publicados, at¢ 0 momento, no 8° Simpdsio Brasileiro de Quimica Medicinal (8" Brazilian
Symposium on Medicinal Chemistry — BrazMedChem 2016) (SOUSA-PEREIRA et al.,
2016).

1.2.3 Estudo da viabilidade celular do hepatocarcinoma HepG2 frente a sais
mesoidnicos da série |

A capacidade de inibicdo da proliferacdo celular de HepG2 foi analisada ap6s 24 horas
de incubacdo na presenca de diferentes sais mesoi6nicos da série | (23, 24, 27, 28, 29 e 30)
em concentragdes entre 1,0 e 50,0 umol L, através do método do MTT. As células HepG2
foram previamente plaqueadas e cultivadas por 24 horas antes de serem incubadas com 0s
compostos. Apos o tratamento, as células foram incubadas durante 3 horas com o MTT (0,5
mg mL) e a absorvancia foi medida em comprimento de onda duplo (570 e 650 nm).
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Figura 39. Estruturas dos sais mesoibnicos avaliados frente a linhagem de hepatocarcinoma humano
HepG2.

Os sais mesoibnicos avaliados, de maneira geral, foram citotoxicos frente as células
HepG2 reduzindo a viabilidade celular em relacdo ao controle (Figura 40). O aumento na
inibicdo da proliferacdo celular foi observado de maneira dose dependente com as
concentracdes dos compostos testados. Os valores de 1Csp obtidos para esses compostos frente
ao hepatocarcinoma HepG2 estdo apresentados na Tabela 25.
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Figura 40. Efeito dos sais mesoidnicos sobre o crescimento das células HepG2 determinado pelo
método do MTT. Os valores representam a média £ S.E.M (erro padrao) (n > 4).

Tabela 25. Valores de ICso (umol L) obtidos para os compostos da série | em tratamento de 24 horas
frente a linhagem HepG2.

Composto ICso (umol L?)
23 5,12 + 0,22
24 2,03+0,26
27 3,78 + 1,29
28 19,98 £ 0,61
29 3,65+ 0,26
30 4,42 +0,14

Os baixos valores de ICso indicaram que os cloretos mesoidnicos testados,
pertencentes a classe 1,3,4-tiadiazolio-2-arilaminas substituidos com o grupo cinamoil no
carbono 5 do anel heterociclcico, sdo promissores agentes anticancer e corroboram com 0s
resultados anteriores para esses e/ou outros compostos pertencentes a essa classe de
mesoidnicos. Em 2011, Pires e colaboradores avaliaram a viabilidade celular em cultura de
HepG2 frente a sais mesoibnicos pertencentes a mesma classe, com nomenclatura geral 4-
fenil-5-(2-Y-4-X-cinamoil)-1,3,4-tiadiaz6lio-2-fenilamina. Dentre outros compostos, estdo o
MI-J (Y =H e X = OH) e 0o MI-D (Y = H e X = NO), sendo o ultimo equivalente ao
composto 24 sintetizado e avaliado nesse trabalho. Esses compostos foram igualmente
citotoxicos e promoveram a morte de 50% das células na concentracdo de 50 umol L™ em
diferente esquema de tratamento (PIRES et al., 2011).

O composto 24, comumente reportado como MI-D, foi também previamente avaliado
frente ao sarcoma 180 e ao carcinoma de Ehrlich (GRYNBERG et al., 1997), ao melanoma
humano (SENFF-RIBEIRO et al., 2004a) e a células HeLa (Henrietta Lacks), uma linhagem
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de céncer do colo de uUtero (MENDEZ-SANCHEZ, 2009). Ambos resultados foram
favoraveis indicando a potencial atividade anticancer desse composto que é reafirmada no
presente estudo.

Os sais mesoidnicos da série Il e 111, 31-34 e 35-38, respectivamente, também foram
avaliados frente a células de HepG2. No entanto, os mesmos ndo apresentaram efeito
citotoxico significativo na concentracdo maxima testada de 50 pmol Lt em 24 horas de
incubacdo. Esses resultados colocam em evidéncia a possivel contribuicdo bioldgica dos
diferentes grupos ligados ao carbono 5 do heterociclo, podendo ser o grupo estiril (série 1),
fenil (série I11) ou ainda alquil (série I1).

Contudo, os compostos mesoibnicos avaliados (23, 24, 27, 28, 29 e 30 pertencentes a
série 1) foram capazes de inibir 50 % do crescimento celular de células HepG2 em
concentragdes menores (entre 2,03 e 19,98 umol L) que os compostos, de mesma classe de
mesoidnicos, reportados na literatura (entre 25 e 50 pmol L) (GOZZI et al., 2015; PIRES et
al., 2011). Essa observacdo reafirma a promissora atividade desses sais mesoionicos no
tratamento do hepatocarcinoma humano (HCC).

Esses estudos foram publicados, até o momento, no X Simpdsio de Oncobiologia
(MOURA et al., 2016).

1.2.4 Estudo da viabilidade celular de osteossarcoma frente a sais mesoidnicos da série |

A viabilidade das células de osteossarcoma foi avaliada apds o tratamento da linhagem
MG-63 com os sais mesoidnicos 24 e 25 (Figura 41), em concentragdes entre 1 pmol L e 25
umol L pelo ensaio de reducéo do MTT.
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Figura 41. Estruturas dos sais mesoidnicos avaliados frente a linhagem de osteossarcoma MG-63.

Os compostos 24 e 25 reduziram a viabilidade relativa das células a partir das
concentragdes de 10 pmol Lt e 5 umol L7, respectivamente, em 24 horas de tratamento
(Figura 42A e 42B). Apo6s 48 horas de tratamento esses valores de concentracdes foram 2,5
umol L™ para o sal mesoionico 24 e de 1 umol L para o composto 25 (Figura 42C e 42D).

As concentragBes minimas capazes de interferir com o metabolismo de 50% das
células (ICso) foram determinadas e estdo representadas na Tabela 26.

Tabela 26. Concentracdo inibitéria de 50% das células viaveis (ICso) dos sais mesoidnicos sobre a
linhagem celular de osteossarcoma MG-63.

I1Cso (umol L1)?

Composto 24 horas 48 horas
24 4,78 + 0,02 2,02 £ 0,05
25 4,36 £ 0,08 1,93+0,20

@média (umol L) + erro padréo de trés experimentos independentes onde cada condig&o foi realizada em triplicata.
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Figura 42. Efeito dos sais mesoibnicos 24 (graficos A e C) e 25 (gréaficos B e D) na viabilidade de células de osteossarcoma apés 24 e 48
horas de incubacdo. Os dados representam a média de trés experimentos independentes em triplicata. Os resultados estdo expressos em
percentual de viabilidade em relacdo ao controle. O dimetilsulféxido (DMSO) foi utilizado como veiculo. *p<0,05; **p<0,001 e ***p<0,0001
denotam valores com diferenca estatistica significativa entre o composto e o veiculo. A linha pontilhada representa 50% de viabilidade celular.
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O ensaio de exclusdo com azul de tripan possibilitou investigar se a reducdo da
viabilidade celular relativa induzida pelos sais mesoidnicos 24 e 25 estaria relacionada com
a citotoxicidade. Nesse ensaio as células vidveis e ndo vidveis foram contadas apds serem
tratadas com os compostos investigados em concentragdes entre 1 umol L e 25 pumol L*
por 24 e 48 horas.

O composto 24 foi citotoxico apds 24 horas de tratamento com as concentracdes de 5
umol L1, 10 umol L e 25 pmol L, com viabilidade respectiva de 54,6 %, 23,3 % e 3,1 %.
Ap0s 48 horas de tratamento a viabilidade celular foi reduzida para 53,5 %, 24,8 %, 7,1 % e
1,7 % com as concentrages de 2,5 pmol L2, 5 pmol L, 10 pmol Lt e 25 pmol L?,
respectivamente (Figura 43A).

J& 0 composto 25 apresentou citotoxicidade em todas as concentragdes utilizadas apds
24 horas de tratamento. A viabilidade foi reduzida progressivamente de 66,7 % com 1 uM
até 4,02 % com 25 uM. Com 48 horas de tratamento, esse efeito foi significativo a partir da
concentragdo de 2,5 uM, que correspondeu a 64,1 % de viabilidade e chegou a
citotoxicidade méaxima (100 %) com 25 pM (Figura 43B).
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Figura 43. Citotoxicidade dos sais mesoibnicos 24 (grafico A) 25 (grafico B) sobre as células de
osteossarcoma. Os dados representam a média de quatro experimentos independentes em duplicata. Os
resultados estdo expressos em percentual em relacdo ao controle. #p<0,05; #p<0,001 e **p<0,0001
denotam valores com diferenca estatistica significativa entre 0 composto e o veiculo no tempo de 24h
e *p<0,05; **p<0,001 e ***p<0,0001 no tempo de 48h.

A fim de investigar se estes compostos mesoidnicos estariam induzindo apoptose nas
celulas de osteossarcoma foi realizado um ensaio de citometria de fluxo com Anexina V e PI
(iodeto de propideo). As células foram tratadas com os compostos 24 e 25 nas concentracfes
de 1 umol L e 5 umol L* por 24 horas. O percentual de células apoptoticas foi quantificado
por citometria de fluxo considerando o somatério do percentual de células Anexina V
positivas (*) Pl negativas () mais o percentual de células Anexina V positivas (*) Pl positivas

.
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Anexina V

Figura 44. Avaliacdo da inducéo de apoptose por citometria de fluxo. (A) Dot-plot mostrando perfil
SSC x FSC (Side scattering x forward sacttering) das células MG-63. A regido delimitada (linha
vermelha pontilhada) representa a populacdo selecionada para avaliagdo. (B) Imagem representativa
do perfil de Anexina V x Pl do controle negativo (células incubadas com os compostos que ndo foram
incubadas com Anexina V e PI). (C) As células foram tratadas com veiculo (dimetilsulféxido -
DMSOQ), 24 e 25 por 24 horas nas concentragdes indicadas e avaliadas quanto a exposicéo a fosfatidil
serina e permeabilidade ao Pl. Anexina V-FITC: Anexina V conjugada com isotiocianato de
fluoresceina. PI: iodeto de propideo.

No tratamento das células MG-63 com o composto 24 a 1 e 5 UM o percentual de
células em apoptose foi de 35,3 =+ 12,1 % e de 42,9 + 4,2 % (média £ desvio padrdo),
respectivamente. Houve diferenca estatisticamente significativa (p=0,046) entre as células
tratadas com esse composto mesoidnico (42,8 £ 4,1 %) e com o veiculo correspondente a
concentracdo de 5 pM (8,5 £ 1,7%). Para o composto 25 esses percentuais de células em
apoptose foram de 29,3 £ 11,4 % e 35,9 + 16,3 % (média + desvio padrdo), respectivamente
(Figuras 44 e 45).
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Figura 45. Percentual de células MG-63 tratadas com as concentra¢Ges de 1 e 5 uM dos sais 24 e 25.
Quantificacdo dos resultados de trés experimentos independentes (citometria de fluxo). Tratamento
com o veiculo (dimetilsulfoxido) no mesmo volume correspondente ao volume utilizado para ambas
as concentracdes.

Considerando-se o tratamento do osteossarcoma e 0s efeitos adversos, 0s resultados
obtidos nesse estudo indicaram que os compostos avaliados (24 e 25) sdo promissores agentes
anticancer frente ao osteossarcoma. A atividade inibitoria in vitro desses sais é tdo ou mais
eficaz do que aquela provocada pelos agentes quimioterapicos comerciais ja utilizados
durante o tratamento do osteossarcoma, sendo as concentraces de cisplastina em torno de
0,03gLte0,15g Lt (WU, W. et al., 2014; SONG et al., 2017) e de doxorrubicina 4 pM
(HE et al., 2015) e 0,00002 g/L (RONCUZZI et al., 2014).

Os ensaios bioldgicos foram realizados em colaboracdo com a Professora Doutora
Amanda Cavalcanti do Instituto Nacional de Traumatologia e Ortopedia Jamil Haddad —
INTO.
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4 CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

As metodologias empregadas para a sintese dos compostos intermediarios, hidrazino-
carbotioamidas, e cloridratos mesoi6nicos se mostraram eficientes, sendo os produtos obtidos
em rendimentos e grau de pureza satisfatorios. Destaca-se, ainda, que as hidrazino-
carbotioamidas foram obtidas com maior eficiéncia via mecano-quimica, método na auséncia
de solvente orgéanico. Todas as estruturas quimicas propostas foram confirmadas por anélises
espectroscopicas de IV, RMN de 'H e C.

As hidrazino-carbotioamidas, intermediérios na sintese dos compostos mesoidnicos,
foram capazes de inibir a oxidacdo da L-DOPA, o substrato envolvido na atividade da
difenolase da tirosinase. Os compostos substituidos com grupos retiradores de elétrons, de
maneira geral, apresentaram percentuais de inibicdo da tirosinase maiores que o do acido
ascorbico, utilizado como inibidor de referéncia. Os estudos experimentais com a enzima
tirosinase e a HSA, além dos estudos tedricos, mostraram que o composto 17 € 0 mais
promissor entre todos os analisados.

Os compostos mesoidnicos da Série | apresentaram resultados promissores frente as 3
linhagens de leucemias humanas, C91, MT2 e Jurkat, além de interagiram com o DNA de
salmon.

Os resultados obtidos no estudo frente ao osteossarcoma mostraram que 0s cloridratos
mesoibnicos testados sdo promissores agentes anticancer. A atividade inibitdria in vitro desses
sais é tdo ou mais eficaz do que a apresentada pelos agentes quimioterapicos comerciais ja
utilizados durante o tratamento do osteossarcoma.

Os sais mesoidnicos pertencentes a série | foram capazes de inibir 50% do crescimento
celular de células HepG2 em concentracdes menores que os compostos, de mesma classe de
mesoidnicos, reportados na literatura. Os sais mesoidnicos da série Il e 111 ndo apresentaram
efeito citotoxico significativo na concentracdo maxima testada frente as células da linhagem
HepG2.

A continuidade desse trabalho se dard com a avaliacdo das hidrazino-carbotioamidas
frente as linhagens de leucemias, de osteossarcoma e de hepatocarcinoma e, dos mesoidnicos
das séries Il e 11l frente a tirosinase e as demais linhagens celulares estudadas nesse trabalho
de tese.

Além disso, serdo investigados 0s possiveis mecanismos de acdo desses compostos
para contribuir com o conhecimento quimico e bioldgico da classe dos mesoidnicos.
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5 MATERIAIS E METODOS
5.1. Materiais

5.1.1. Equipamentos

I) Os pontos de fusdo foram determinados utilizando aparelhos da marca Quimis Q-340S e
Gehaka, modelo PF1500, e ndo foram corrigidos;

I1) Placas de aquecimento e agitacdo da marca Corning, Ika e Fisatom.

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

V) Os espectros na regido do infravermelho foram obtidos em um espectrofotdmetro
Vertex70 da Bruker.

VI) Os espectros de ressonancia magnética nuclear (RMN *C e !H) foram obtidos em
espectrémetros Bruker Avance Il 500 (*H, 500 MHz; DEPT Q, 125 MHz) e 400 (*H, 400
MHz; 3C, 100 MHz), utilizando tetrametilsilano (TMS) como referéncia interna.

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

VII) Leitor de Microplacas BioRad Model 680;

VIII) Espectrofotémetro GloMax® (Promega, Madison, W1, EUA) com filtro de referéncia a
620 nm e filtro de leitura a 570 nm.

IX) Citdmetro BD Accuri C6® (BD Biosciences, San Jose, CA, USA).

X) Fluorimetro Jasco J-815 usando uma célula de quartzo (caminho Optico de 1,0 cm)
equipada com uma porta-Cuvette controlada por um Peltier térmico PFD-425S15F.

XI) Espectrébmetro Shimadzu UV-VIS UV mini 1240 (Kyoto, Japao).

5.1.2.Reagentes, solventes e meios de cultura

I) Os reagentes utilizados na sintese dos compostos foram das marcas Sigma Aldrich,
Mallinckrodt, Maybiidge e Merck.

3,4-Difltor-benzaldeido
Acido cinamico

Acido cloridrico

Acido pentandico
Acido propanoico
Acido-p-flGior-cindmico
Acido-p-nitro-cinamico
Alumina neutra
Carbonato de potéssio
Cinamaldeido

Cloreto de célcio
Cloreto de tionila
Fenil-amina
Fenil-hidrazina
Nitro-isotiocianato
p-Bromo-fenil-amina
p-Cloro- fenil-amina
p-Fluor-benzaldeido
p-Metil-fenil-amina
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p-Metoxi- fenil-amina
p-Nitro- fenil-amina

p-Nitro-cinamaldeido
Tiocianato de amonio

I1) Os solventes utilizados nas sinteses, purificacdo e cromatografia em camada delgada,
excluindo a agua destilada, foram de grau P. A. da Vetec e, quando necessario secos
utilizando Na2SO4 e CaCl; anidros.

1,4-Dioxano
Agua destilada
Clorobenzeno
Diclorometano
Etanol
Metanol
Tolueno

I11) Os espectros de RMN foram obtidos em acetona, metanol e DMSO deuterados como
solventes.

IV) Os reagentes, solventes e meios de cultura, utilizados nos ensaios com fins de avaliaces
bioldgicas, estdo detalhados a seguir:

Enzima tirosinase do cogumelo Agaricus bisporus liofilizado da Sigma.

A linhagem celular JURKAT foi isolada de sangue periférico de adolescente do sexo
masculino, sendo proveniente de leucemia linfocitica aguda. Foram cedidas pela Dra. Ana
Ldcia Giannini do Departamento de Genética do Instituto de Biologia da UFRJ.

A linhagem MT2 foi 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 cedida pelo Dr. Otavio
Espindola do Instituto Nacional de Infectologia Evandro Chagas (INI) da Fundacéo
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.

As células HepG2 que sdo derivadas de hepatocarcinoma humano foram obtidas através da
ATCC USA (American Type Culture Collection).

As linhagens comerciais de osteossarcoma humano, MG-63 e Saos-2, foram obtidas do
Banco de Células do Rio de Janeiro.

Substrato, reagentes, solventes e meio de cultura utilizados no ensaio enzimatico: acido
(S)-2-amino-3-(3,4-dihidroxifenil)-propanoico (L-DOPA), acido 2,2',2",2'"-(etano-1,2-di-
ylbis(azan-etil))-tetra-acético (EDTA), dimetilsulfoxido (DMSO, grau espectroscépico),
HSA, acido ascébico e tampdo PBS (pH=7,4), todos comprados da Sigma-Aldrich
Chemical Company. O metanol (grau espectroscopico) e tolueno foram obtidos da Tedia
Ltd.

As estruturas cristalograficas foram obtidas a partir do Banco de Dados Proteicos (PDB).
Foram utilizados os codigos de acesso 2Y9X e 1N5U para a enzima tirosinase do
cogumelo Agaricus bisporus e de HSA, respectivamente (ISMAYA et al.,, 2011;
WARDELL et al., 2002).
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O meio de cultura utilizado no estudo citotdxico frente as linhagens celulares K562, MT2 e
Jurkat foi RPMI 1640 (Lonza ou LGC Biotechnologia) suplementado com 10% de soro
fetal bovino (Cultilab), inativado, penincilina (1000 Ul/mL, LGC Biotechnologia) e
estreptomicina (1000 Ul/mL, LGC Biotechnologia) em pH 7,4.

O meio de cultura utilizado na avaliagdo citotdxica frente a células de HepG2 foi DMEM
(Invitrogen Corporation, EUA, no 31600083) com L-glutamina 2 mM, D-glicose 5,5 mM.
Este meio foi suplementado com soro fetal bovino 10%, bicarbonato de sédio 0,22% e
Hepes 0,2%, pH 7,4.

O meio de cultura utilizado junto a células MG-63 e Saos-2 foi DMEM-F12 (Dulbecco's
modified Eagle medium com nutriente F-12, Gibco, Grand Island, NY, EUA) tamponado
com 3,7 g/L de bicarbonato de sodio (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA) suplementado
com 10% de Soro Fetal Bovino (SFB, Gibco) e na proporcéo de 1% com uma solugédo de
100 Ul/mL de penicilina G sddica, 100 ug/ml de estreptomicina e 25 pug/ml de anfotericina
(Sigma-Aldrich) 1% de COs..

Na citometria de fluxo foram utilizados solucdo tampé&o salina fosfato (PBS), tripsina -
acido etilenodiamino tetra-acético (EDTA, Sigma-Aldrich), SFB, azul de Trypan 0,4%
(Sigma-Aldrich), solugéo tampéo (Annexin V BindingBuffer, Biolegend, San Diego, CA,
EUA), isotiocianato de fluoresceina (FITC) (Thermo Fischer Scientific) e iodeto de
propideo (PI) (Biolegend).

5.2. Métodos

5.2.1. Metodologias sintéticas

5.2.1.1. Preparacdo das tiouréias

NH; NH  NH,
HCI
¢ NHsSCN — 5 Y
R H,0 , 6h S
1

Refluxo Ry

:Ri=H
:R1=CHj3;

: R]_: OCH3
:R1= NO,

: R]_: Cl
:R=Br

o g WN PP

Em um baldo de fundo redondo, equipado com condensador de refluxo, foram

adicionados 23,5 mmol de p-Ri-anilina e 3,17 mL de H2O destilada. Acrescentou-se, sob
agitacdo, 23,5 mmol de &cido cloridrico concentrado. Posteriormente, foram adicionados 23,5
mmol de tiocianato de amdnio a solugdo. A mistura reacional foi mantida em refluxo por 6
horas e apos esse tempo formou-se um sélido. Resfriou-se a temperatura ambiente e entdo o
solido foi filtrado e lavado com agua gelada. A formacdo do produto foi acompanhada por
cromatografia em camada delgada analitica utilizando diclorometano como eluente e luz
ultravioleta como revelador. Os cristais foram secos a temperatura ambiente e posteriormente
foram caracterizados (13-95%) (BRITTO et al., 2006).
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Caracterizacao espectroscopica das tiouréias p-fenil-substituidas

1: R;=H
2. Ry= CH3
3: R1= OCHgs
4: Ry= NO,
5: Ry=Cl
6: Ry=Br

Fenil-tiouréia (1). Sélido bege; Ponto de fusdo: 146-148 °C; Rendimento: 45%; IV (KBr, v
cm™') 3423; 3276; 3178 (N-H), 2999 (C-H), 1610; 1517; 1446 (C=C), 1267 (C=S); RMN 'H
(400 MHz,DMSO-ds) 5 9,72 (s, 1H, H-1), 7,40 (d, 2H, H-5, H-9), 7,33 (d, 2H, H-6, H-8) 7,12
(t, 1H, H-7); RMN C (DMSO-ds) & 181,00 (C-2), 139,11 (C-4), 124,39 (C-7), 128,70 (C-5,
C-9), 123,02 (C-6, C-8).

p-metil-fenil-tiouréia (2). Solido branco; Ponto de fusdo: 185-183 °C; Rendimento: 13%; IV
(KBr, v cm ') 3437; 3273; 3167 (N-H), 3001 (C-H), 1614; 1535; 1463 (C=C), 1261(C=S),
2968 (C-C); RMN *H (400 MHz, DMSO-dg) § 9,60 (s, 1H, H-1), 7,23 (d, 2H, H-5, H-9), 7,14
(d, 2H, H-6, H-8) 2,27 (t, 3H, CHs); RMN 3C (DMSO-ds) & 180,95 (C-2), 136,43 (C-4),
133,76 (C-7), 129,21 (C-6, C-8), 123,37 (C-5, C-9), 20,52 (CHa).

p-metoxi-fenil-tiouréia (3). Solido branco; Ponto de fusdo: 212-210 °C; Rendimento: 95%; 1V
(KBr, v cm ') 3402; 3278; 3157 (N-H), 3008 (C-H), 1624; 1589; 1495 (C=C), 1234 (C=S),
2979 (C-C); RMN H (400 MHz, DMSO-ds) § 9,48 (s, 1H, H-1), 7,21 (d, 2H, H-5, H-9), 6,91
(d, 2H, H-6, H-8) 3,74 (t, 3H, OCHs); RMN *C (DMSO-ds) § 181,13 (C-2), 131,73 (C-4),
156,61 (C-7), 125,60 (C-5, C-9), 114,00 (C-6, C-8), 55,26 (OCHj3).

p-nitro-fenil-tiouréia (4). Sélido bege; Ponto de fusdo: 213-211 °C; Rendimento: 71%; IV
(KBr, v cm™ ') 3377; 3290; 3184 (N-H), 3005 (C-H), 1608; 1595; 1471 (C=C), 1244 (C=S),
1309 (C-C); RMN *H (400 MHz, DMSO-d¢) & 10,38 (s, 1H, H-1), 7,88 (d, 2H, H-5, H-9),
8,18 (d, 2H, H-6, H-8); RMN *C (DMSO-dg) & 181,31 (C-2), 140,80 (C-4), 146,13 (C-7),
122,26 (C-5, C-9), 129,29 (C-6, C-8).

p-cloro-fenil-tiouréia (5). Sélido branco; Ponto de fusdo: 212-210 °C; Rendimento: 67%; IV
(KBr, v cm™!) 3446; 3273; 3168 (N-H), 3010 (C-H), 1606; 1541; 1473 (C=C), 1205 (C=S),
2225 (C-Cl); RMN *H (400 MHz, DMSO-ds) 6 9,55 (s, 1H, H-1), 7,39 (d, 2H, H-5, H-9), 7,16
(d, 2H, H-6, H-8); RMN 3C (DMSO-ds) & 181,21 (C-2), 143,96 (C-4), 132,85 (C-6, C-8),
121,61 (C-5, C-9), 119,12 (C-7).

p-bromo-fenil-tiouréia (6). Sélido amarelo palido; Ponto de fusdo: 178-176 °C; Rendimento:
56%; IV (KBr, v cm™') 3406; 3257; 3184 (N-H), 3082 (C-H), 1616; 1506; 1454 (C=C), 1226
(C=S), 2360 (C-Br); RMN *H (400 MHz, DMSO-ds) § 9,77 (s, 1H, H-1), 7,42 (d, 2H, H-5, H-
9), 7,48 (d, 2H, H-6, H-8); RMN 3C (DMSO-ds) & 181,14 (C-2), 138,66 (C-4), 131,40 (C-6,
C-8), 124,89 (C-5, C-9), 105,15 (C-7).
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5.2.1.2. Preparagéo dos isotiocianatos

Cl C/ o
- 7:Ri=H
NH NH, ©’ N? . eReCH,
Tr e * 3 9: Ry= OCHs
S 8h , Refluxo 10: R;=ClI
R1 Ry 11: Ry=Br

Foram mantidos sob refluxo 7 mmol de p-Ri-fenil-tiouréia em clorobenzeno por um
periodo de 8 horas. Em seguida, a solucao foi destilada a pressao reduzida, em banho-maria,
para a remogdo de todo o clorobenzeno. Os isotiocianatos sintetizados foram utilizados,
imediatamente ap0s seu isolamento, na preparacdo das hidrazino-carbotioamidas sem
tratamento prévio (BRITTO et al., 2006). O isotiocianato nitro substituido foi obtido
comercialmente.

5.2.1.3. Preparacdo das hidrazino-carbotioamidas Ni1,Nz-dissubstituidas

H Ry
| H S
N H Met A/ MetB/ Met C |
Ry N=C=S + N7 > N_ JL
h )
H H

12: R1=H 14: R1=0OCH3; 16: Ri= Cl
13: R1=CHgs 15: R1=NO, 17: R.=Br

e Metodologia A: Agitacdo magnética
Em um baldo de fundo redondo adicionou-se tolueno e aqueceu-se até a ebulicdo. Em
seguida, adicionou-se 25 mmol de isotiocianato e 25 mmol de fenil hidrazina, previamente
destilada. A mistura reacional permaneceu sob agitacdo por 60 minutos até a atingir a
temperatura ambiente. O produto formado precipitou no fundo do bal&o, foi filtrado, lavado
com tolueno gelado e recristalizado em etanol (68-95%) (SOUSA-PEREIRA et al., 2018;
DOS REIS et al., 2011b).

e Metodologia B: Irradiacdo de micro-ondas
Em um baldo de fundo redondo adicionou-se 25 mmol de isotiocianato, 25 mmol de
fenil hidrazina, previamente destilada, e tolueno como solvente organico. Irradiou-se a
mistura da reagdo em reator de micro-ondas por 30 minutos e 110 °C a 100 W de poténcia.
Obteve-se a precipitacdo de cristais que foram filtrados, lavados com tolueno gelado e
recristalizados em etanol (73-83%) (SOUSA-PEREIRA et al., 2018; DOS REIS et al.,
2011b).

e Metodologia C: Reacédo sélido-liquido
Em um gral foram misturados 0,74 mmol de isotiocianato e 0,74 mmol de fenil
hidrazina, previamente destilada. Os reagentes foram macerados vigorosamente com pistilo
por 2 minutos na auséncia de solvente organico. O solido formado foi obtido em alto grau de
pureza sem necessidade de recristalizacdo (>99%) (SOUSA-PEREIRA et al., 2018).
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Caracterizacao espectroscopica das hidrazino-carbotioamidas

14©i T ll_|
6
1 ‘Ry= 14:R;=0CH; 16: R;=Cl
13 A N/[;]\Fr[‘}]s ; 12:R=H 1 3 1
)

13: R1=CH3 15: Ri=NO, 17: R,=Br

N-2-difenil-hidrazino-carbotioamida (12). Sélido branco; Ponto de fusdo: 173-171 °C; IV
(KBr, v cm™") 3282, 3212, 3170 (N-H), 1594, 1542, 1496 (C=C), 1207 (C=S); RMN H (500
MHz, acetona-ds) & 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 DEPT Q (125 MHz, acetona-de) 6 183,18 (C-3), 149,03 (C-
11), 140,45 (C-5), 130,25 (C-13, C-15), 129,22 (C-7, C-9), 125,95 (C-8), 125,24 (C-6, C-10),
122,00 (C-14), 114,61 (C-12, C-16).

N-(4-metil-fenil)-2-fenil-hidrazino-carbotioamida (13). Solido branco; Ponto de fusdo: 175-
174 °C; IV (KBr, v cm™') 3437; 3275; 3186 (N-H), 3020 (C-H), 1627, 1550, 1490 (C=C),
1269 (C=S); RMN *H (500 MHz,acetona-ds) & 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 DEPT Q (125 MHz, acetona-
de) 6 182,90 (C-3), 148,73 (C-11), 137,52 (C-5), 135,16 (C-8), 129,89 (C-13, C-15), 129,38
(C-7, C-9), 125,04 (C-6, C-10), 121,60 (C-14), 114,22 (C-12, C-16), 20,84 (CHa).

N-(4-metoxi-fenil)-2-fenil-hidrazino-carbotioamida (14). Sélido branco; Ponto de fusédo: 186-
184 °C; IV (KBr, v cm™') 3267, 3161, 3091 (N-H), 3028 (C-H), 1600, 1548, 1492 (C=C),
1247 (C=S); 1170 (aC-0); 1026 (confirmagdo Ar-O-C); RMN 'H (500 MHz, acetona-ds) &
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,
OCHs); RMN DEPT Q (125 MHz,acetona-de) 6 183,64 (C-3), 158,45 (C-8), 149,18 (C-11),
133,35 (C-5), 130,26 (C-13, C-15), 127,35 (C-6, C-10), 121,91 (C-14), 114,56 (C-12, C-16),
114,42 (C-7, C-9), 55,99 (OCHy).

N-(4-nitrol-fenil)-2-fenil-hidrazino-carbotioamida (15). S6lido amarelo; Ponto de fusdo: 234-
233 °C; IV (KBr, v cm ') 3435; 3249; 3190 (N-H), 1600, 1568, 1504 (C=C), 1280 (C=S);
1504 ( C-NO2); 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 DEPT Q (125 MHz, acetona-ds) & 182,97 (C-
3), 148,84 (C-11), 146,84 (C-5), 145,06 (C-8), 130,45 (C-13, C-15), 125,03 (C-7, C-9),
124,11 (C-6, C-10), 122,46 (C-14), 114,94 (C-12, C-16).

N-(4-cloro-fenil)-2-fenil-hidrazino-carbotioamida (16). Sélido branco; Ponto de fusdo: 234-
233 °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-ds) 5 9,79 (s, 1H, H-2), 8,85 (s, 1H, H-4), 7,77
(d, 3H, H-7, H-9), 7,45 (s, 1H, H-1), 7,31 (t, 2H, H-3, H-5), 7,25 (t, 3H, H-13, H-15), 6,89 (t,
1H, H-14), 6,88 (d, 2H, H-12, H-16); RMN DEPT Q (125 MHz, acetona-ds) 6 183,2 (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), 121,8 (C-14), 114,5 (C-12, C-16).
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N-(4-bromo-fenil)-2-fenil-hidrazino-carbotioamida (17). Sélido branco; Ponto de fusdo: 212-
209 °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 DEPT Q (125 MHz, acetona-ds) 5 181,12 (C-3), 147,93
(C-11), 138,68 (C-5), 130,66 (C-7, C-9), 128,88 (C-13, C-15), 127,20 (C-6, C-10), 119,87 (C-
14), 116,88 (C-8), 113,11 (C-12, C-16).

5.2.1.4. Preparacao dos cloretos de acido
o)

O
SOClI, (3x) X Cl
R OH —_—
4h, 70 °C R,
R,

R>=H (18), NO; (19) e F (20).

0 (@]
/u\ SOC|2 (SX) Ro= CH,CH3 (21)
—
R,”” ~OH 4h,70°C Ry” ~Cl ST

Em um baldo de fundo redondo de 25 mL foram adicionados 22 mmol do &cido
carboxilico. Posteriormente, foram adicionados 66 mmol de cloreto de tionila. A reacao foi
mantida a 70 °C, em agitacdo por aproximadamente 4 horas. As reacBes com 0s &cidos
cinamicos foram acompanhadas por cromatografia em camada delgada analitica, observando-
se 0 éster metilico correspondente formado através da reacdo instantanea entre o cloreto de
acila e o metanol usado como solvente para diluir a aliquota investigada. Ao baldo foi
adaptado um tubo de cloreto de calcio na extremidade. O excesso de cloreto de tionila foi
removido em evaporador rotatério, restando apenas o cloreto de acido que foi utilizado sem
tratamento, devido a sua instabilidade em atmosfera Umida.
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5.2.1.5. Sintese dos cloridratos mesoiénico

Série |

—————> cl”
H H Metodologia A Q 23:Ri=HeR,=H
| | NeN 24: Ry =HeR,=NO,
N N‘N + 4 \ 25:R;=HeR,=F
T NH 26:R;=CHzeR,=H
I S
S H
Ry

Metodologia B 27: R;=0CHzeR,=H
—_— 28:R;=NO,eR,=H
29:R;=CleR,=H
30: R1:Bre R2:H

Ry

_ Série I
cl 31: R, = H e R, = CH,CH;
32: R;=HeR,= CHz(CH2)2CH3

+*
H H N—N
ll] lll Q )\ 33: R; = NO; e Ry = CH,CH3
T SN E—— S NH 34:R;=NOyeR;, = CH2(0'|2)2CH3
| Metodologia A
S H
R1

Q cI” Série Il
T N=N
|
N NS 4)\ 35: Ry = OCHs Rp=HeR3=F
—_—
\ﬂ/ \ NH 36: R =NOy, Ry=HeRy=F
' Metodologia B 5
S H etodologia 37:Ry=OCHs, Ry =Fe Ry =F
Ri 38:R,=NO, Ry=FeR3=F

Ry

e Metodologia A: Refluxo em 1,4-dioxano

A uma suspensédo de 17 mmol de hidrazino-carbotioamida N1,Ns-substituida em 15 mL
de 1,4-dioxano anidro, foi adicionado uma solugcdo 17 mM do cloreto de acido cindamico
substituido em 4 mL de 1,4-dioxano. Apo6s 4 horas de agitacdo sob refluxo o produto
precipitou. A solugéo foi deixada em repouso por 24 horas. O precipitado foi filtrado e lavado
com 1,4-dioxano.

e Metodologia B: Irradiagéo de micro-ondas

Em um baldo de fundo redondo de 50 ml adicionou-se 0,38 mmol de hidrazino-
carbotioamida Ni,Ns-substituidae 0,38 mmol de cinamaldeido devidamente substituido, na
presenca de cloreto de tionila (3x excesso) como &cido de Lewis e 1,4-dioxano em quantidade
suficiente para homogeneizar os reagentes. A mistura reacional foi mantida sob irradiacdo de
micro-ondas por 5 minutos em 100 W de poténcia. Posteriormente, a mistura 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, assim, os cinco
produtos finais puros em rendimentos satisfatorios.
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Caracterizacdo espectroscopica dos cloridratos mesoidnicos da série | (23-30)

23:R;=HeRy,=H
5 2" 24:R;=HeR,=NO;
' 25:R;=HeR,=F
26:R;=CH3zeR,=H
27:R;=0CH3zeR,=H
28:R;=NOy,eRy,=H
29:R;=CleR,=H
30: Ry =BreRy,=H

Cloreto de 4-fenil-5-estiril-1,3,4-tiadiazolio-2-fenil-amina (23). Sélido amarelo; Ponto de
fusdo: 268-266 °C; IV (KBr, v cm™!) 3432 (N-H); 3056 (C-H aromatico e/ou vinilico); 2670
(C=NH"); 1604 (C=C vinilico); 1567 (C=N); 1538, 1498 e 1448 (C=C aromatico); 1330 (C-
S); 954 (C-H vinilico); 746 e 690 (aC-H no plano — 5H viz).RMN H (DMSO-ds) 512,41 (s,
1H, N-H), 8,01 (d, 1H, H-7), 7,58 (d, 2H, H-2*"’, H-6"""), 7,84 (d, 2H, H-3"’, H-5""), 7,15 (t,
1H, H-4"), 7,75 (m, 5H, H-2’, H-6’, H-2*, H-4*’, H-6""), 7,44 (m, 5H, H-3’, H-5’, H-4’, H-
3’’, H-5°""), 7,05 (d, 1H, H-6);RMN 3C (DMSO-ds) & 162,90 (C-5), 159,14 (C-2), 147,90
(C-7), 138,51 (C-1°""), 136,98 (C-17), 131,94 (C-4>"), 131,70 (C-4"), 130,17 (C-2’, C-6"),
129,51 (C-3°, C-57), 129,22 (C-3, C-57"), 129,09 (C-2°, C-6"), 126,15 (C-3"’, C-5""),
124,17 (C-4°""), 118,60 (C-2>>*, C-6"""), 111,50 (C-6).

Cloreto de 4-fenil-5-(4 -nitro-estiril)-1,3,4-tiadiazolio-2-fenil-amina (24). Soélido laranja;
Ponto de fusdo: 276-274 °C; IV (KBr, v cm™') 3432 (N-H); 3048 (C-H aromatico e/ou
vinilico); 2721 (C=NH"); 1616 (C=C vinilico); 1571 (C=N); 1519 (C-NO: e/ou v C=C
aromatico); 1450 (C=C aromatico); 1342 (N=0 e v C-S); 956 (C-H vinilico); 840 (aC-H no
plano - 2H viz); 746 e 688 (C-H aromatico no plano - 5H viz); RMN *H (500MHz,DMSO-ds)
813,03 (s, 1H, N-H), 8,25 (d, 2H, H-3°, H-5"), 8,13 (d, 1H, H-7), 8,02 (d, 2H, H-2"’, H-6""),
7,85 (dd, 2H, H-3°", H-5"%), 7,76 (m, 3H, H-2’, H-6’, H-4>"), 7,61 (d, 2H, H-2>>’, H-6"""), 7,41
(t, 2H, H-3>>>, H-5"""), 7,26 (d, 1H,H-6), 7,14 (t, 1H, H-4>>"); RMN 3C (DMSO-ds) & 162,83
(C-5), 156,96 (C-2), 154,96 (C-4°""), 142,81 (C-7), 139,35 (C-1"""), 137,58 (C-1"), 134,38 (C-
1), 131,18 (C-4"’), 130,83 (C-4), 130,00 (C-2°, C-6”), 139,13 (C-3’, C-5’), 128,24 (C-3”,
C-5"%), 126,01 (C-27, C-6"), 125,26 (C-3°>, C-5>""), 121,42 (C-2°>, C-6>>), 112,46 (C-6).

Cloreto de 4-fenil-5-(4 -fluor-estiril)-1,3,4-tiadiazolio-2-fenil-amina (25). Sélido amarelo;
Ponto de fusdo: 238-239 °C; IV (KBr, vem™ )3410 (N-H); 3047(C-H aromatico e/ou vinilico);
2732 (C=NH"), 1596, 1509, 1449 (C=C aromatico), 1568 (C=N), 1240 (C-F); 748, 688 (C-H
aromatico no plano - 5H viz); RMN *H (500MHz, DMSO-ds) & 12,96 (s, NH), 8,03 (d, 1H,
H-7), 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, 2H, H-
3>°, H-5""), 7,42 (t, 2H, H-2>>°, H-6"""), 7,31 (t, 2H, 3, 5°°), 7,14 (t, 1H, H-4"""), 7,04 (d,
1H, H-6); RMN *3C (125 MHz, DMSO-dg) & 163,2 (C-5), 165,5 e 163,5 (C-4’), 159,3 (C-2),
147,0 (C-7), 139,1 (C-1>>), 137,5 (C-1), 132,2 (C-2’,C-6"), 132,1 (C-4’"), 131,0 (C-1"),
130,6 (C-3’°, C-577), 124,4 (C-4’""), 129,9 (C-2”’, C-67"), 126,6 (C-3°"’, C-5""), 118,9 (C-3’,
C-5%), 116,7 (C-2°"", C-6>>"), 111,9 (C-6).

Cloreto de 4-fenil-5-estiril-1,3,4-tiadiazdlio-2-(4 " ’-metil-fenil)amina (26). Sdlido laranja,
Ponto de fusd0:287-286 °C; IV (KBr, v cm™!) 3431 (N-H); 3039 (C-H aromatico e/ou
vinilico); 2922 (C-H alifatico); 2746 (C=NH"); 1614 (C=C vinilico); 1564 e 1452 (C=C
aromatico); 1523 (C=N); 1340 (C-S); 1114 (C-H vinilico); 823 (aC-H no plano - 2H viz);
763 e 688 (C-H aromatico no plano - 5H viz); RMN 'H (DMSO-dg) 12,58 (s, 1H, N-H), 8,25
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(d, 2H, H-3’, H-5""), 8,10 (d, 1H, H-7), 8,01 (d, 2H, H-2"* ¢ H-6""), 7,83-7,75 (m, 6H, H-2’,
H-3°, H-4’, H-5°, H-6°, H-4""), 7.47 (d, 2H, H-3>", H-5°>"), 7,25 (d, 1H, H-6), 7,22 (d, 2H, H-
2>, H-6""), 2,27 (s, 3H, CHs): RMN 13C (DMSO-ds) § 159,75 (C-5), 148,50 (C-2), 144,45
(C-7), 139,94 (C-1°>), 136,98 (C-1°), 133,61 (C-1°"), 131,83 (C-4>"), 130,18 (C-2°, C-6"),
130,07 (C-3, C-5°), 129,90 (C-3"*, C-5>"), 126,13 (C-4>>"), 125,16 (C-2"*, C-6>"), 124,14 (C-
3, C-5°""), 118,81 (C-2""", C-6°"), 115,47 (C-6), 20,48 (CHa).

Cloreto de 4-fenil-5-estiril-1,3,4-tiadiazélio-2-(4 "’ -metoxi-fenil)amina (27).S6lido vermelho,
Ponto de fusdo:292-291 °C; IV (KBr, v cm™!) 3431 (N-H); 3043 (C-H aromaético e/ou
vinilico); 2929 (C-H alifatico); 2717 (C=NH"); 1622 (C=C vinilico); 1595, 1575 e 1454 (C=C
aromatico); 1512 (C=N);; 1342 (C-S); 1244 (aC-0); 1109 (O-CHzs); 1029 (confirmacdo Ar-
O-R); 954 (C-H vinilico); 829 (aC-H no plano - 2H viz); 773 e 694 (C-H aromatico no plano
- 5H viz); RMN 'H (DMSO-ds) 812,73 (s, 1H, N-H), 8,24 (d, 2H, H-3>*, H-5"), 8,09 (d, 1H,
H-7), 8,00 (d, 2H, H-2>* ¢ H-6), 7,83-7,75 (m, 6H, H-2’, H-3’, H-4’, H-5’, H-6", H-4™"),
7,52 (d, 2H, H-2>’, H-6""), 7,24 (d, 1H, H-6), 6,99 (d, 2H, H-3""’, H-5""), 3,73 (s, 3H,
OCHs); RMN BC (DMSO-ds) § 161,33 (C-5), 156,04 (C-2), 148,45 (C-4"""), 144,20 (C-7),
139,98 (C-17), 137,00 (C-1"), 131,79 (C-4*), 131,72 (C-1""), 130,15 (C-2’, C-67), 130,03
(C-3"", C-5""), 126,14 (C-27, C-6"), 124,13 (C-2°"", C-6°""), 120,48 (C-4’), 115,50 (C-6),
114,63 (C-3"’, C-5"’), 55,30 (OCHpy).

Cloreto de 4-fenil-5-estiril-1,3,4-tiadiazdlio-2-(4 " -nitro-fenil)amina (28). Solido laranja,
Ponto de fusdo: 293-290 °C; IV (KBr, v cm™') 3435 (N-H); 2997 (C-H aromatico); 2582
(C=NH"); 1541 (C=N); 1338 (C-NO); 1627; 1585; 1496 (C=C aromatico); 1338 (C-S); 850
(arC-H no plano — 2H viz); 769 e 690 (C-H aromatico no plano — 5H viz); RMN 'H (DMSO-
ds) 512,86 (s, 1H, N-H), 8,32 (d, 2H, H-3""", H-5>""), 8,11 (d, 1H, H-7), 7,85 (m, 2H, H-5"" ¢
H-3’"), 7,77 (m, 5H, H-2"’, H-6>’, H-4>>, H-2>>*, H-6"""), 7,47 (m, 5H, H-2’, H-6’, H-4’, H-3,
H-5"), 7,10 (d, 1H, H-6); RMN 3C (DMSO-ds) & 162,83 (C-5), 156,96 (C-2), 154,96 (C-4>>"),
142,81 (C-7), 139,35 (C-1°"’), 137,58 (C-17), 134,38 (C-1"’), 131,18 (C-4’"), 130,83 (C-4"),
130,00 (C-2°, C-6”), 139,13 (C-3°, C-57), 128,24 (C-3>*, C-57), 126,01 (C-2"*, C-6>), 125,26
(C-3°", C-57""), 121,42 (C-2>>, C-6°""), 112,46 (C-6).

Cloreto de 4-fenil-5-estiril-1,3,4-tiadiaz6lio-2-(4 " -cloro-fenil)amina (29). Sélido laranja,
Ponto de fusdo: 284-282 °C; IV (KBr, v cm™') 3433 (N-H); 2922 (C-H aromatico e/ou
vinilico); 2586 (C=NH"); 1620 (C=C vinilico); 1562 e 1492 (C=C aromatico); 1537 (C=N);
1249 (C-S); 1097 (C-H vinilico); 1033 (C-Cl); 817 (aC-H no plano - 2H viz); 761e 686 (C-H
aromatico no plano - 5H viz). RMN 'H (DMSO-ds) 512,82 (s, 1H, N-H), 8,02(d, 1H, H-7),
7,84 (dd, 2H, H-3°’, H-5""), 7,75 ( m, 5H, H-2’, H-6’’, H-4>*, H-3", H-5"), 7,61 (d, 2H, H-2,
H-6"), 7,47 (m, 5H, H-2>’, H-6’>’, H-3>>’, H-5">’, H-4"), 7.04 (d, 1H, H-6); RMN C
(DMSO-ds) 8163,23 (C-5), 158,84 (C-2), 148,18 (C-7), 137,44 (C-1""*), 136,93 (C-1"),
133,78 (C-1"), 131,95 (C-4""), 131,71 (C-4’), 130,16 (C-3°, C-57), 129,36 (C-3*"’, C-5""),
129,09 (C-2°°, C-6""),129,15 (C-2’, C-6"), 127,65 (C-4"’), 126,16 (C-2’’, C-6"), 120,07 (C-
3, C-5"), 111,43 (C-6).

Cloreto de 4-fenil-5-estiril-1,3,4-tiadiazolio-2-(4°"’-bromo-fenil)amina (30). Solido laranja,
Ponto de fusdo: 298-296 °C; IV (KBr, v cm™') 3432 (N-H); 3037 (C-H aromatico e/ou
vinilico); 2663 (C=NH"); 1604 (C=C vinilico); 1560, 1484 e 1442 (C=C aromatico); 1540
(C=N); 1309 (C-S); 1114 (C-H vinilico); 948, 669 (C-Br); 827 (arC-H no plano - 2H viz); 755
e 690 (C-H aromatico no plano - 5H viz). RMN 'H (DMSO-ds) 512,62 (s, 1H, N-H), 8,03(d,
1H, H-7), 7,83 (dd, 2H, H-3’, H-5"), 7,75 (m, 5H, H-2"’, H-6*’, H-4*’, H-3’, H-5"), 7,60 (d,
2H, H-2’, H-6"), 7,54 (d, 2H, H-3"*’, H-5"""), 7,47 (m, SH, H-2""’, H-6’"", H-4"), 7,04 (d, 1H,
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H-6); RMN 13C (DMSO-ds) $163,36 (C-5), 158,89 (C-2), 148,23 (C-7), 137,85 (C-1°""),
136,94 (C-1°), 133,80 (C-1°"), 132,32 (C-3">, C-5>"), 132,02 (C-4""), 131,75 (C-4"), 130,20
(C-3’, C-5°), 129,23 (C-2°", C-6"""),129,18 (C-2’, C-6"), 126,19 (C-2”, C-6""), 120,47 (C-
3, C-57), 115,78 (C-4"""), 111,45 (C-6).

Caracterizacao espectroscopica dos cloridratos mesoioénicos da série 11 (31-34)

4 3
5 .
2 6 7
6 1" 31: R1= He Rz = CHchg
INENG CrF 6 7 8 9
/( \ 32: Ry=HeR, = CH,CH,CH,CH;
N g7 2 NH 6 7
R2 1 1" o 33: R1;=NO, e R,= CH,CHj
. 6 7 8 9
6 3 34: R;=NO,eR,= CH,CH,CH,CH;
e
o
R1

Cloreto de 4-fenil-5-etil-1,3,4-tiadiazélio-2-fenil-amina (31). S6lido amarelo, Ponto de fuséo:
232-235 °C; IV (KBr, v cm™') 3026 (C-H aromatico); 2936 (C-H alifatico); 2758 (C=NH");
1609 (C=C vinilico); 1569, 1451 (C=C aromatico). RMN *H (DMSO-ds) 512,59 (s, 1H, N-H),
7,82 (dd, 2H, H-3°, H-5"), 7,72 (m, 3H, H-2’, H-4’, H-6"), 7,57 (d, 2H, H-2"*, H-6""), 7,39 (t,
2H, H-3”’, H-5""),7,10 (t, 1H, H-4""),3,06 (q, 2H, H-6), 1,27 (t, 3H, H-7); RMN *C (DMSO-
de) 6172,23 (C-2), 160,24 (C-5), 138,66 (C-1""), 137,05 (C-1"), 131,67 (C-4’), 130,10 (C-3°,
C-5),129,42 (C-2’, C-6"), 125,77 (C-3"*, C-5"), 123,75 (C-4"), 118,19 (C-2"’, C-6"), 23,02
(C-6), 13,14 (C-7).

Cloreto de 4-fenil-5-butil-1,3,4-tiadiazdlio-2-fenil-amina (32). Sélido marrom, Ponto de
fusdo: 230-233 °C; IV (KBr, v cm™!) 3048 (C-H aromatico); 2961 (C-H alifatico); 2768
(C=NH"); 1616, 1572 e 1485 (C=C aromatico). RMN H (DMSO-ds) 612,85 (s, 1H, N-H),
7,86 (m, 2H, H-3°, H-5"), 7,73 (m, 3H, H-2’, H-4’, H-6"), 7,59 (d, 2H, H-2"*, H-6""), 7,39 (t,
2H, H-3°*, H-5), 7,11 (t, 1H, H-4""), 3,06 (m, 2H, H-6), 1,65(dq, 2H, H-7), 1,31 (dqg, 2H),
0,16 (t, 3H); RMN 3C (DMSO0-dg) §170,62 (C-2), 160,18 (C-5), 138,68 (C-1°"), 137,07 (C-
17), 131,64 (C-4’), 130,10 (C-3°, C-57),129,35 (C-2’, C-6"), 125,81 (C-3”’, C-5"), 123,65 (C-
4°%), 118,14 (C-2”’, C-6"), 30,56 (C-6), 28,43 (C-7), 21,51 (C-8), 13,28 (C-9).

Cloreto de 4-fenil-5-etil-1,3,4-tiadiazo6lio-2-(4’ -nitro-fenil)amina (33). S6lido marrom, Ponto
de fusdo: 219-223°C; IV (KBr, v cm™') 3097 (C-H aromético); 2909 (C-H vinilico); 2727
(C=NH"); 1625, 1549 e 1483 (C=C aromatico); 1504 (C-NO,). RMN H (DMSO-ds) 513,44
(s, 1H, N-H), 7,87 (m, 2H, H-3’, H-5"), 7,77 (m, 3H, H-2’, H-4’, H-6"), 7,81 (d, 2H, H-2"’, H-
6>), 8,35 (d, 2H, H-3"’, H-5""),3,12 (q, 2H, H-6), 1,31(t, 3H, H-7); RMN 3C (DMSO-ds)
0174,44 (C-2), 160,56 (C-5), 144,68 (C-1"’), 137,40 (C-17), 132,30 (C-4"), 130,64 (C-3’, C-
5%),126,32 (C-2’, C-6"), 126,17 (C-3”’, C-5"), 142,75 (C-4’*), 118,46 (C-2”’, C-6""), 23,58
(C-6), 13,64 (C-7).

Cloreto de 4-fenil-5-butil-1,3,4-tiadiazolio-2-(4 " -nitro-fenil)amina (34). Sélido bege, Ponto
de fusdo: 202-204 °C; IV (KBr, v cm™!) 3079 (C-H aromatico); 2656 (C=NH"); 1622, 1583 e
1485 (C=C aromatico); 1502 (C-NO2). RMN 'H (DMSO-ds) 513,54 (s, 1H, N-H), 7,82 (m,
2H, H-3’, H-5%), 7,71 (m, 3H, H-2’, H-4’, H-6"), 7,74 (d, 2H, H-2"’, H-6""), 8,26 (d, 2H, H-
3>, H-5""), 3,05 (m, 2H, H-6), 1,62(ddd, 2H, H-7), 1,28 (m, 2H), 0,75 (t, 3H); RMN 3C
(DMSO-ds) 8172,83 (C-2), 160,57 (C-5), 144,69 (C-1""), 137,41 (C-1°), 132,28 (C-4’),
130,64 (C-3’, C-57),126,35 (C-2°, C-6), 126,11 (C-3”’, C-5""), 142,69 (C-4"), 117,10 (C-2"’,
C-6""), 31,08 (C-6), 28,97 (C-7), 21,96 (C-8), 13,73 (C-9).
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Caracterizacao espectroscopica dos cloridratos mesoionicos da série 111 (35-38)

4" 3"

5"@ 2“
' 35: R; =OCHs, Ry,=HeR3=F

o N, o
.o\ 36: Ry =NO, R, =He Ry = F
R NN/ T NH | 37:R,=OCHs, Ry=FeRz=F
. ) S 38: R;=NO,, R,=FeR3=F
Ry” N7 6

Cloreto de 4-fenil-5-(4 -fluor-fenil)-1,3,4-tiadiazolio-2-(4 " -metoxi-fenil)amina (35). Solido
amarelo, Ponto de fusdo: 265-267 °C; IV (KBr, v cm™') 3061 (C-H aromatico); 2694
(C=NH"); 1626, 1575 e 1456 (C=C aromatico). RMN H (DMSO-de) & 13,54 (s, 1H, N-H),
7,65 (dd, J=6,9, 2H, H-3"’, H-5""), 7,59-7,53 (m, 3H, H-2"’, H-4’’¢ H-6"), 7,56 (t, 2H, H-3’,
H-5%), 7,51 (d, J=8,8, 2H, H-2"*’, H-6""), 7,35 (t, J=8,7, 2H, H-2’, H-6"), 6,99 (d, J=8,8, 2H,
H-3°>, H-5), 3,71 (s, 3H, OCH3s); RMN *C (DMSO-ds) & 162,56 (C-2), 160,61 (C-5),
119,71 e 119,68 (C-1°, J=3,63), 133,05 e 132,97 (C-2’, C-6, J=9,99), 120,06 (C-3°, C-5°),
165,25 e 163,24 (C-4°, J=283,4),137,47 (C-1""), 126,00 (C-2"*, C-6"), 129,77 (C-3>’ ¢ C-57"),
131,28 (C-4’’), 131,60 (C-1"""), 116,64 ¢ 116,46 (C-2°"" e C-6’",J=22,71), 114,55 (C-3*"’ ¢
C-5"), 155,79 (C-4’"), 55,19 (OCHas).

Cloreto de 4-fenil-5-(4 -fluor-fenil)-1,3,4-tiadiazolio-2-(4 "’ ’-nitro-fenil)amina (36). Soélido
amarelo, Ponto de fusdo: 244-247 °C; IV (KBr, v cm™') 3048 (C-H aromético); 2649
(C=NH"); 1620, 1575, 1476 (C=C aromético). RMN 'H (DMSO-ds) 814,22 (s, 1H, N-H),
7,82 (d, 2H, H-3"°, H-5""), 7,68-7,61 (m, 3H, H-2"’, H-4"’¢ H-6"), 7,73 (t, J=8,80, 2H, H-3’,
H-5%), 7,91 (d, J=8,83, 2H, H-2*’, H-6"""), 7,37 (t, J=8,80, 2H, H-2’, H-6"), 8,29 (d, J=8,83,
2H, H-3>>’, H-5"""); RMN *3C (DMSO-dg) 6166,69 (C-2), 164,67 (C-5), 120 (C-1°), 134,19 ¢
134,11(C-2’, C-6’, J=9,99), 118,99 e 118,94 (C-3°, C-5°, J=6,36), 165,70 e 165,63 / 161,43 e
161,34 (C-4°, J= 527,70 e 9,08),138,56 (C-1""), 127,06 (C-2*’, C-6"), 130,67 (C-3"" ¢ C-57"),
132,27 (C-4"’), 145,06 e 144,88 (C-1""’, J=22,0), 117,53 (C-2"’ ¢ C-6"’, J=22,0), 126,09 (C-
377 e C-5"77), 143,48 (C-4°").

Cloreto de 4-fenil-5-(3’,4 -difluor-fenil)-1,3,4-tiadiazolio-2-(4 " -metoxi-fenil)amina  (37).
S6lido marrom, Ponto de fusdo: 233-235 °C; IV (KBr, v cm™?) 3047 (C-H aromaético); 2776
(C=NH"); 1619, 1575 e 1485 (C=C aromatico). RMN H (DMSO-ds) 12,72 (s, 1H, N-H),
7,69 (m, 2H, H-3"’, H-5""), 7,60 (m, 2H, H-2"’ eH-6""), 7,62 (m, 1H, H-5"), 7,55 (d, J=8,8,
2H, H-2°’, H-6"""), 7,71 (m, 1H, H-2"), 7,42(m, 1H, H-6"), 7,02 (d, J=8,8, 2H, H-3""’ ¢ H-
57) 3,74 (s, 3H, OCHs); RMN *3C (DMSO-ds) §161,00 (C-2), 160,93 (C-5), 120,38 (C-1°),
152,83 e 152,73/ 150,81 e 150,71 (C-4’, J=250 e 13), 149,98 e 149,87 / 148,00 e 147,90 (C-
37, J=250 e 13), 128,30 (C-57),119,91 (C-6"), 118,88 ¢ 118,72 (C-2°, J=18,0), 131,55 (C-1""),
125,99 (C-2”’ ¢ C-6""), 129,78 (C-3"" ¢ C-5""), 131,39 (C-4""), 137,26 (C-1"""), 120,07 (C-2*"’
e C-6""),114,55 (C-3">’ ¢ C-5"""), 155,82 (C-4’""), 55,19 (OCH3).

Cloreto de 4-fenil-5-(3’,4 -diflGor-fenil)-1,3,4-tiadiazdlio-2-(4 "’ -nitro-fenil)amina  (38).
Sélido amarelo, Ponto de fusdo: 239-241 °C; IV (KBr, v cm™!) 3047 (C-H aromatico); 2659
(C=NH"); 1615, 1575 e 1496 (C=C aromatico). RMN H (DMSO-ds) §13,66 (s, 1H, N-H),
7,69-7,58 (m, 7H, H-2°, H-5°, H-2"’, H-3”’, H-4>’, H-5"" ¢ H-6""), 7,82 (d, J=8,5, 2H, H-2"",
H-6>""), 7,41(m, 1H, H-6), 8,32 (d, J=8,5, 2H, H-3’>> ¢ H-5"""); RMN 3C (DMSO-ds)
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$163,46 (C-2), 160,93 (C-5), 120,16 (C-1°), 153,14 ¢ 153,04 / 151,10 ¢ 151,01(C-4", J=250 e
13), 150,11 e 150,01 / 148,13 e 148,03(C-3, J=250 e 13), 128,58 (C-5°),120,39 e 120,23(C-
6>, J=19), 118,06 e 118,90 (C-2°, J=19), 137,23 (C-1°*), 126,21 (C-2’ e C-6""), 130,00 (C-3>’
e C-57), 131,71 (C-4>), 143,89 (C-1°>"), 118,23 (C-2>> e C-6""), 125,77 (C-3">> ¢ C-5""),
142,56 (C-4>>).

5.2.2. Ensaios biologicos

5.2.2.1. Estudos envolvendo a inibicdo da enzima tirosinase frente as hidrazino-
carbotioamidas

Ensaios experimentais

Inicialmente, as solu¢des dos compostos hidrazino-carbotioamidas 12-17 (2,50 mm)
foram preparadas em DMSO. Em seguida, foram adicionados a cada solu¢do L-DOPA (0,17
mM), EDTA (0, 22 mM) e tirosinase (50-100 unidades), em PBS (pH=7,4). Devido a
diferencas na solubilidade dos compostos 12-17 no meio reacional as concentragdes utilizadas
para determinar o percentual de inibigdo foram 666; 466; 333; 66,6; 167; ¢ 167 uM,
respectivamente. A absorvancia foi imediatamente medida ap6s a adicdo da enzima tirosinase,
a 475 nm. A formacdo de L-dopaquinona foi monitorada por 30 minutos (Figura 46) e a
percentagem de inibicao foi calculada de acordo com a Equagdo 2 (SOUSA-PEREIRA et al.,
2018). Os espectros de absorcdo UV-VIS obtidos para as medi¢cdes de atividade enzimatica
foram registrados em um espectrémetro Shimadzu UV-VIS UV mini 1240 (Kyoto, Japdo), a
temperatura ambiente (AMORIM et al., 2013).

o]

HO | Q

OH 0, / Tirosinaze = aH
MH, e NH,
HO “ EDTAMPES 0/ / K
H74 t=30n
L-DOPA P i L-DOPAQUINONA

Figura 46. Oxidacdo da L-DOPA a L-dopaquinona na presenca da enzima tirosinase.

% Inibicdo = [(Bso— Bg) — (Aso— Ag)]x 100 Equacéo 2
(Bso — Bo)

onde Bo e B3 sdo a absorvéancia de L-dopa + tirosinase em t = 0 min e t = 30 min,
respectivamente. Ao e Asg sd0 a absorvancia do inibidor L-dopa + tirosinase +emt=0minet
= 30 min, respectivamente. A possivel interferéncia da absorvancia de compostos organicos
foi subtraida.

Os valores de 1Cso para as hidrazino-carbotioamidas foram calculados a partir da
equacdo gerada por um ajuste polinomial dos dados experimentais (Software Origin, fungéo
estatistica ANOVA). O &cido ascdrbico (ICso = 266 uM) foi utilizado como controle positivo
(SOARES, et al., 2017).
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O mecanismo de inibi¢do para a reacdo de oxidacdo da L-dopa pela tirosinase frente
aos compostos 16 e 17 foi determinado a partir de graficos Hanes-Woolf. Nesta analise,
diferentes concentragdes de L-dopa (66,6; 100; 200; 333; 467; ¢ 667 um) como substrato ¢
diferentes concentracfes de hidrazino-carbotioamidas 16 e 17 (0; 33,3; 50,0; e 83,0 um)
foram utilizadas. A formacdo de L-dopaquinona foi observada na auséncia e presenca dos
inibidores ap6s incubacgédo por 30 min a 37 °C.

Andlise de docking molecular

As estruturas cristalograficas foram obtidas a partir do Banco de Dados Proteicos
(PDB). Foram utilizados os codigos de acesso 2Y9X (ISMAYA et al., 2011) e 1IN5U
(WARDELL et al., 2002) para a enzima tirosinase do cogumelo Agaricus bisporus e de HSA,
respectivamente. As estruturas quimicas das hidrazino-carbotioamidas em estudo e da L-dopa
foram construidas e minimizadas na Teoria Funcional de Densidade (DFT) com o funcional
Becke-3-Lee Yang Parr (B3LYP), utilizando o conjunto de bases Set 6-31G *, disponivel no
programa Spartan'l4 (HEHRE, 2003).

Os estudos de docking foram realizados com o programa Gold 5.2 (CCDC, centro de
dados Cristalograficos de Cambridge). Atomos de hidrogénio foram adicionados a cada
estrutura protéica de acordo com os dados de ionizacao e estados tautoméricos inferidos pelo
programa. Para a tirosinase, uma cavidade esférica de 10 A em torno do centro de di-cobre
(cavidade D) foi definida para os célculos de acoplamento molecular com os ligantes
estudados (12-17). Essa definicdo se deu com base nos melhores resultados obtidos pelos
estudos de redocking com o ligante cocristalizado na estrutura 2Y9X, tropolona. Para a
cavidade de interacdo molecular na proteina HSA foi estabelecida um raio de 10 A em torno
do residuo de triptofano (TRP-214, Sudiow’s site 1, subdominio 11A) (SUN et al., 2016). As
fungdes de pontuages utilizadas foram GoldScore e Chem PLP, para o estudo da tirosinase e
para os estudos de ancoragem de HSA, respectivamente (CHAVES et al., 2015; KORB et al.,
2009; SOARES et al., 2017).

Analise espectroscépica da interacdo entre a hidrazino-carbotioamida 17 e HSA

Espectros de UV-VIS e fluorescéncia no estado estacionario foram medidos em um
fluorimetro Jasco J-815 usando uma célula de quartzo (caminho oOptico de 1,0 cm) equipada
com uma porta-Cuvette controlada por um Peltier térmico PFD-425S15F. O espectro UV-VIS
de 17 (1.32 x 10" > M, em PBS) foi medido na escala de 200-400 nm a 37 °C. Uma vez que,
tanto o composto/ligante 17 e a HSA mostraram absorver a luz UV na faixa de 200-300 nm, o
efeito provavelmente observado no espectro de absorcdo UV-VIS, devido a adicao do ligante,
sera em funcdo da contribuicdo do ultimo com absorcdo e ndo devido a formacdo do
complexo ligante-proteina.

O valor da intensidade de fluorescéncia, utilizando a Equacdo 3, a fim de compensar o
efeito do filtro interno. A absorcdo do ligante 17 foi estudada no comprimento de onda de
excitacdo A = 280 nm e emissao A = 340 nm (CHAVES et al., 2016).

Fcor - FObslo[(Aex"'Aem)/z] Equagéo 3

onde Fecor € Fops SA0 0s valores da intensidade da fluorescéncia corrigida e observada,
respectivamente. Aex € 0 valor da absorvancia experimental no comprimento de onda de
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excitagdo em PBS (280 nm, & = 7845 M~ 'cm ~!). Aem € 0 valor de absorvancia experimental
no comprimento de onda de emissdo em PBS (340 nm, e = 1454 M~ 'cm ).

Utilizando uma micro seringa, foram adicionadas sucessivas aliquotas de uma solucéo
estoque do ligante 17 a uma solugdo de 3,0 ml de HSA (1,00.10° mol L%, a pH = 7,4),
levando a concentragfes finais de 0,17; 0,33; 0,50; 0,66; 0,83; 0,99; 1,15; e 1,32.10° mol L.
Os espectros de fluorescéncia de estado estacionario foram obtidos na faixa de 290-450 nm a
23,30 e 37 °C, com Aexc = 280 nm.

5.2.2.2. Estudo da viabilidade celular de células leucémicas frente asais mesoidnicos da
série |

Cultura das células

As linhagens celulares K562, MT2 e Jurkat foram cultivadas em meio RPMI 1640
(Lonza ou LGC Biotechnologia) suplementado com 10 % de Soro Fetal Bovino (Cultilab),
inativado penincilina (1000 UlI/mL, LGC Biotechnologia) e estreptomicina (1000 Ul/mL,
LGC Biotechnologia) em pH 7,4. As células foram mantidas a 37 °C, atmosfera imida e 5 %
CO:s>. O subcultivo celular foi realizado em intervalos de 3 a 4 dias.

Viabilidade celular

A citotoxidade das células foi determinada pelo método do MTT (brometo de 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio), onde desidrogenases induzem a formacéo de cristais
de formazan (coloracdo azulada) em células viaveis. A quantificacdo desses sais dissolvidos,
por espectrofotometria, permitiu a avaliacdo da capacidade redutora da célula estudada
(MOSMANN, 1983).

Os ensaios foram realizados em experimentos independentes para cada linhagem e em
triplicata. Em placas de 96 pocos, 1x10* células/pogo foram incubadas em meio RPMI + 10%
de SFB na presenca ou auséncia de diferentes concentracdes das substancias sintéticas
avaliadas (26, 27, 29 e 30), sendo elas 25; 12,5; 6,25; 3,125 e 1,56 pmol L.

O tempo de incubacdo foi de 72 horas em atmosfera itmida a 37 °C e 5 % de COa2. As
placas foram entdo centrifugadas a 200 x g por 7 minutos. O meio com MTT foi retirado e 0s
cristais de formazan formados foram dissolvidos em 200 pL de dimetilsulfoxido. A
absorvancia foi medida em 490 nm.

Andlise estatistica

O programa OriginPro 8.0® (OriginLab Corporation, USA) foi utilizado na anélise
estatistica e para a construcdo dos graficos. Os resultados foram expressos como médias +
erro padrdo para n experimentos independentes.

5.2.2.3. Estudo da viabilidade celular do hepatocarcinoma frente a sais mesoiénicos da
série |

Cultura das células

As células HepG2 foram incubadas em camara Umida a 37 °C e 5 % de CO». A cultura
das células foi realizada em meio de cultura DMEM suplementado com 10 % de soro fetal
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bovino, HEPES 0,2 % e bicarbonato de sddio 0,22 % em pH 7,4. A densidade de células nas
placas foi 10° células mL™. A passagem de célula foi realizada de duas a trés vezes por
semana com a remoc¢do das células da superficie através da adi¢do de solugdo de tripsina —
EDTA 0,25 % a 37 °C e, com posterior transferéncia para novas garrafas de cultivo em meio
de cultura com volume adequado para o crescimento. Os ensaios foram realizados em placas
de 24 pocos e com 24 horas de crescimento das células.

Viabilidade celular

A viabilidade celular também foi avaliada pelo método do MTT, onde diferentes
concentragdes (1, 2, 3, 4, 5, 10, 20, 30, 40 e 50 pumol L?) das solugdes dos compostos
mesoibnicos estudados (23-30) foram adicionadas nas culturas celulares com 24 horas de
crescimento. Apés 24 horas de incubacdo, a 37°C em atmosfera de 5 % de CO2, 0 meio de
cultura foi retirado, as células foram lavadas com BSS (Na;HPO4 0,16 g/L, NaCl 8 g/L, KCI
0,4 g/L, CaCl; 016 g/L, MgSO4 0,154 g/L, glicose 1,1 g/L, pH 7,4) e incubadas novamente,
por 3 horas a 37°C, com solu¢do de MTT (0,5 mg/mL) preparada em BSS. O controle
utilizado foi somente o meio de cultura ou DMSO. Apds o periodo de incubacéo, a solucéo de
MTT foi removida e o sal de formazan formado foi dissolvido com a adicdo de isopropanol
acido. Em seguida, a absorvancia foi medida em 570 e 650 nm.

A diferenca entre os valores de absorvancia obtidos a 570 e 650 nm (usado como
“background”) foi considerada como um indice de viabilidade celular e os resultados foram
expressos como % de viabilidade em relacdo ao controle.

Andlise estatistica

O programa OriginPro 8.0® (OriginLab Corporation, USA) foi utilizado na andlise
estatistica e para a construcdo dos graficos. Os resultados foram expressos como médias +
erro padrdo para n experimentos independentes.

5.2.2.4. Estudo da viabilidade celular de osteossarcoma frente a sais mesoidnicos da
série |

Cultura das células

As células MG-63 foram incubadas em placas com meio DMEM-F12 tamponado com
3,7 g/L de bicarbonato de sddio, suplementado com 10 % de Soro Fetal Bovino (SFB, Gibco)
e na proporcao de 1% com uma solucdo de 100 Ul/mL de penicilina G sodica, 100 pg/ml de
estreptomicina e 25 pg/ml de anfotericina. As células foram mantidas em estufa a 37 °C e 5%
de CO..

Tratamento in vitro com 0s compostos mesoidnicos

Tendo cerca de 70% de confluéncia (24 h de incubacéo) as células foram tratadas com
diferentes concentracGes dos compostos mesoidnicos solubilizados em DMSO (compostos 24
e 25), misturados a0 meio DMEM-F12 isento de soro. Em placas de 96 pocos, contendo 100
pL do meio de cultura nas condicOes citadas anteriormente, foram utilizadas cerca de 5.000
células da linhagem MG-63 por pogo. Os ensaios foram feitos em quadruplicata técnica e em
trés experimentos independentes, onde o controle negativo foi de células cultivadas apenas
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com o meio de cultura isento de SFB e o branco de DMSO, valor a ser descontado da média
das absorvancias de cada condicéo.

As células foram entdo incubadas por mais 24 horas nas mesmas condi¢fes. Apos esse
periodo foram adicionados 10 pL/poco de uma solugdo de 5 mg/mL de MTT com mais 2
horas de incubacdo a 37 °C durante. Foram adicionados 50 pl/poco de DMSO e a placa foi
mantida sob agitacdo durante 15 minutos. A absorbancia foi mensurada em espectrofotdmetro
com filtro de referéncia a 620 nm e filtro de leitura a 570 nm. Os resultados foram expressos
sobre a forma de percentual em relagédo ao controle, considerado como 100 % de viabilidade.

Citometria de fluxo

Foram utilizadas cerca de 1,5 x 10° células da linhagem MG-63 por pogo, em triplicata
técnica, em placas de 6 pocos contendo 3 mL de meio de cultura por poco. Apds o
tratamento, o sobrenadante foi removido e as células lavadas com solucdo tampédo PBS e
incubadas com uma solugéo de 0,05 % de tripsina-EDTA por 5 minutos em estufaa 37 °C e 5
% de CO2. Ao fim da incubagéo, todo o conteudo foi transferido para um tubo conico e
centrifugado a 1.500 rpm durante 5 minutos. Apds a centrifugacdo, o sobrenadante foi
descartado e as células foram novamente suspendidas em 1 mL de PBS com 3 % de SFB e
contadas em camara de Neubauer com solucio de Azul de Trypan 0,4 %. Cerca de 1,0x10°
células de cada condicdo foram separadas, novamente centrifugadas e ressuspendidas em 200
ML de solucdo tampdo (Annexin V BindingBuffer) e armazenado em gelo por 30 minutos. As
células foram entdo incubadas sob protecdo da luz e temperatura ambiente com 5 pL de
Anexina V conjugada com isotiocianato de fluoresceina (FITC) e com 10 pL de lodeto de
Propideo (PI), por 5 minutos. Apds a incubacdo, foram adicionados 300 pL da solucédo
tampdo e as células centrifugadas a 1.500 rpm durante 5 minutos. O sobrenadante foi
descartado e as células ressuspendidas em 200 pL de solucdo tampdo para leitura em
citbmetro BD Accuri C6®. Foram adquiridos 50.000 eventos por condigo.

Andlise estatistica

A andlise estatistica dos dados obtidos nos experimentos in vitro foi realizada
utilizando o programa GraphPad Prism versdo 5.0 (GraphPad Software, San Diego California
EUA). Resultados de pelo menos trés experimentos independentes foram comparados por
analise de variancia (ANOVA) seguida por poés-teste de Bonferroni. Os dados estdo
representados como média + desvio padrdo sendo considerado o intervalo de confianca de
95% e os valores de p<0,05 significativos. Ja a analise dos resultados de citometria de fluxo
foi feita no software do citdmetro BD Accuri C6®.
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A. ESPECTROS DAS TIOUREIAS

I. Espectro de IV da fenil-tiouréia (1) obtido em pastilha de KBr
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ii. Espectro de RMN *H da fenil-tiouréia (1)
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iii. Espectro de RMN 3C da fenil-tiouréa (1)
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iv. Espectro de IV da p-metil-feniltiouréia (2) obtido em pastilha de KBr obtido em pastilha de KBr
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v. Espectro de RMN H da p-metil-feniltiouréia (2) obtido em DMSO-ds
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Chemical Shift (ppm)

vi. Espectro de RMN 3C da p-metil-feniltiouréia (2) obtido em DMSO-ds
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vii. Espectro de 1V da p-metoxi-feniltiouréia (3) obtido em pastilha de KBr obtido em pastilha de KBr
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viii. Espectro de RMN *H da p-metoxi-feniltiouréia (3) obtido em DMSO-ds
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ix. Espectro de RMN 13C da p-metoxi-feniltiouréia (3) obtido em DMSO-ds
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X. Espectro de 1V da p-nitro-fenil-tiouréia (4) obtido em pastilha de KBr
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xi. Espectro de RMN H da p-nitro-feniltiouréia (4) obtido em DMSO-ds
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xii. Espectro de RMN C da p-nitro-feniltiouréia (4) obtido em DMSO-ds
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xiv. Espectro de RMN 'H da p-cloro-feniltiouréia (5) obtido em DMSO-d6
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xv. Espectro de RMN 13C da p-cloro-feniltiouréia (5) obtido em DMSO-ds
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xvi. Espectro de IV da p-bromo-feniltiouréia (6) obtido em pastilha de KBr
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xvii. Espectro de RMN H da p-bromo-feniltiouréia (6) obtido em DMSO-ds
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xviii. Espectro de RMN *3C da p-bromo-feniltiouréia (6) obtido em DMSO-ds
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B. ESPECTROS DAS HIDRAZINO-CARBOTIOAMIDAS

i. Espectro de 1V da N-2-difenil-hidrazino-carbotioamida (12) obtido em pastilha de KBr
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ii. Espectro de RMN H da N-2-difenil-hidrazino-carbotioamida (12) obtido em acetona-ds
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iii. Espectro DEPTQ da N-2-difenil-hidrazino-carbotioamida (12) obtido em acetona-ds
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Transmittance

iv. Espectro de IV da N-(4-metil-fenil)-2-fenil-hidrazino-carbotioamida (13) obtido em pastilha de KBr
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v. Espectro de RMN 'H da N-(4-metil-fenil)-2-fenil-hidrazino-carbotioamida (13) obtido em acetona-ds
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vi. Espectro DEPTQ da N-(4-metil-fenil)-2-fenil-hidrazino-carbotioamida (13) obtido em acetona-ds
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Vii.
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Espectro de IV da N-(4-metdxi-fenil)-2-fenil-hidrazino-carbotioamida (14) obtido em pastilha de KBr
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viii. Espectro de RMN 'H da N-(4-metoxi-fenil)-2-fenil-hidrazino-carbotioamida (14)
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ix. Espectro DEPTQ da N-(4-metdxi-fenil)-2-fenil-hidrazino-carbotioamida (14)
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Transmittance

X. Espectro de IV da N-(4-nitro-fenil)-2-fenil-hidrazino-carbotioamida (15) obtido em pastilha de KBr
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xi. Espectro de RMN H da N-(4-nitro-fenil)-2-fenil-hidrazino-carbotioamida (15) obtido em acetona-ds
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xii. Espectro DEPTQ da N-(4-nitro-fenil)-2-fenil-hidrazino-carbotioamida (15) obtido em acetona-ds
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xiii. Espectro de IV da N-(4-cloro-fenil)-2-fenil-hidrazino-carbotioamida (16) obtido em pastilha de KBr
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xiv. Espectro de RMN 'H da N-(4-cloro-fenil)-2-fenil-hidrazino-carbotioamida (16) obtido em DMSO-ds
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x. Espectro DEPTQ da N-(4-cloro-fenil)-2-fenil-hidrazino-carbotioamida (16) obtido em DMSO-ds
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xvi. Espectro de IV da N-(4-bromo-fenil)-2-fenil-hidrazino-carbotioamida (17) obtido em pastilha de KBr
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wii. Espectro de RMN 'H da N-(4-bromo-fenil)-2-fenil-hidrazino-carbotioamida (17) obtido em DMSO-ds
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wiii. Espectro de RMN 13C da N-(4-bromo-fenil)-2-fenil-hidrazino-carbotioamida (17) obtido em DMSO-ds
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C. ESPECTROS DOS CLORIDRATOS MESOIONICOS DA SERIE |

i. Espectro de IV do Cloreto de 4-fenil-5-estiril-1,3,4-tiadiazélio-2-fenilamina (23) obtido em pastilha de KBr
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ii. Espectro de RMN 'H do Cloreto de 4-fenil-5-estiril-1,3,4-tiadiazélio-2-fenilamina (23) obtido em DMSO-ds
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Expanséo do espectro de RMN *H do Cloreto de 4-fenil-5-estiril-1,3,4-tiadiaz6lio-2-fenilamina (23) obtido em DMSO-ds
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iv. Espectro DEPTQ do Cloreto de 4-fenil-5-estiril-1,3,4-tiadiazélio-2-fenilamina (23) obtido em DMSO-ds
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v. Espectro de IV do Cloreto de 4-fenil-5-(4’-nitro-esteril)-1,3,4-tiadiazdlio-2-fenilamina (24) obtido em pastilha de KBr

é |
w =
N 2 'S
~ o a1
L o o
[e5] N
w
A
| o
P
S 5
53 S
w N
w
4000 3800 3600 3400 3200 3000 2800 2600 2400 2200 2000 1800 1600 1400 1200 1000 800 600 400

Wavenumber (cm-1)

122



vi. Espectro de RMN *H do Cloreto de 4-fenil-5-(4’-nitro-esteril)-1,3,4-tiadiaz6lio-2-fenilamina (24) obtido em DMSO-ds
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vii. Expanséo do espectro de RMN 'H do Cloreto de 4-fenil-5-(4’-nitro-esteril)-1,3,4-tiadiaz6lio-2-fenilamina (24) obtido em DMSO-ds
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viii. Espectro DEPTQ do Cloreto de 4-fenil-5-(4’-nitro-esteril)-1,3,4-tiadiazélio-2-fenilamina (24) obtido em DMSO-ds
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iX. Espectro de IV do Cloreto de 4-fenil-5-(4’-flGor-esteril)-1,3,4-tiadiazdlio-2-fenilamina (25) obtido em pastilha de KBr
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X. Espectro de RMN *H do Cloreto de 4-fenil-5-(4’-flGor-esteril)-1,3,4-tiadiaz6lio-2-fenilamina (25) obtido em DMSO-ds
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xi. Espectro DEPTQ do Cloreto de 4-fenil-5-(4’-flGor-esteril)-1,3,4-tiadiazdlio-2-fenilamina (25) obtido em DMSO-ds
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Transmittance

xii. Espectro de IV do Cloreto de 4-fenil-5-esteril-1,3,4-tiadiazdlio-2-(4-metil-fenil)amina (26) obtido em pastilha de KBr
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«iii. Espectro de RMN *H do Cloreto de 4-fenil-5-esteril-1,3,4-tiadiaz6lio-2-(4-metil-fenil)amina (26) obtido em DMSO-ds
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xiv. Espectro DEPTQ do Cloreto de 4-fenil-5-esteril-1,3,4-tiadiazdlio-2-(4-metil-fenil)amina (26) obtido em DMSO-ds

DMSQ—dG

148,50

[se)
o
<
32
T

<t
o]
-~
S ©
~ (2]
\ pax

\

?1% 13
2

—
= =
& Z o
5 =3
=
o
—
—
©
o)
—
Hz\ \T‘—‘
w HHI\J
L L e e L e B . e e e S .
160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10 (o]

Chemical Shift (ppm)

131



159.73

xw. Expansdo do DEPTQ do Cloreto de 4-fenil-5-esteril-1,3,4-tiadiaz6lio-2-(4-metil-fenil)amina (26) obtido em DMSO-ds
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xvi. Espectro de 1V do Cloreto de 4-fenil-5-esteril-1,3,4-tiadiazélio-2-(4-metoxi-fenil)amina (27) obtido em pastilha de KBr
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xvii. Espectro de RMN *H do Cloreto de 4-fenil-5-esteril-1,3,4-tiadiazdlio-2-(4-metoxi-fenil)amina (27) obtido em DMSO-ds
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xviii. Espectro DEPTQ do Cloreto de 4-fenil-5-esteril-1,3,4-tiadiazolio-2-(4-metoxi-fenil)amina (27) obtido em DMSO-ds
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xiXx. Expansdo do DEPTQ do Cloreto de 4-fenil-5-esteril-1,3,4-tiadiaz6lio-2-(4-metoxi-fenil)amina (27) obtido em DMSO-de

[e=) o
™ L x S PN
b= = 3 1 < 3
- o
Lo
i
= ~
P
S = S =
] 3 = o
o Py
'_\/‘ N
S5 3 i~y N
T3 =~ = 3
w [e)
160 155 150 145 140 135 130 125 120 115

Chemical Shift (ppm)

136



xX. Espectro de IV do Cloreto de 4-fenil-5-1,3,4-tiadiazolio-2-(4°’-nitro-fenil)amina (28) obtido em pastilha de KBr
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xxi. Espectro de RMN *H do Cloreto de 4-fenil-5-1,3,4-tiadiazdlio-2-(4>*’-nitro-fenil)amina (28) obtido em DMSO-ds
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xxii. Expanséo do espectro de RMN *H do Cloreto de 4-fenil-5-1,3,4-tiadiazélio-2-(4°*’-nitro-fenil)amina (28) obtido em DMSO-ds
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xxiii. Espectro DEPTQ do Cloreto de 4-fenil-5-1,3,4-tiadiazélio-2-(4”°’-nitro-fenil)amina (28) obtido em DMSO-ds
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xxiv. Expansédo do DEPTQ do Cloreto de 4-fenil-5-1,3,4-tiadiazélio-2-(4”*’-nitro-fenil)amina (28) obtido em DMSO-ds
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xxv. Espectro de 1V do Cloreto de 4-fenil-5-1,3,4-tiadiazdlio-2-(4°*’-cloro-fenil)amina (29) obtido em pastilha de KBr
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xvi. Espectro de RMN *H do Cloreto de 4-fenil-5-1,3,4-tiadiaz6lio-2-(4>*’-cloro-fenil)amina (29) obtido em DMSO-ds
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wvii. Expanséo do espectro de RMN *H do Cloreto de 4-fenil-5-1,3,4-tiadiaz6lio-2-(4’*’-cloro-fenil)amina (29) obtido em DMSO-ds

7.75

749

761

7.84

P —
1.00 1.97 4.95 2.09 4.91 1.01
| ! |l | ! | ! | |
T L . e e e e . e e L L e e B e
8.2 8.1 8.0 7.9 7.8 7.7 7.6 7.5 7.4 7.3 7.2 7.1 7.0 6.9 6.8

Chemical Shift (ppm)

144



xxviii. ESpectro DEPTQ do Cloreto de 4-fenil-5--1,3,4-tiadiazolio-2-(4’"’-cloro-fenil)amina (29) obtido em DMSO-ds
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wix. EXxpansdo do DEPTQ do Cloreto de 4-fenil-5-1,3,4-tiadiazolio-2-(4"’-cloro-fenil)amina (29) obtido em DMSO-ds
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xxX. Espectro de IV do Cloreto de 4-fenil-5-1,3,4-tiadiaz6lio-2-(4’*’-bromo-fenil)amina (30) obtido em pastilha de KBr
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xxi. Espectro de RMN H do Cloreto de 4-fenil-5-1,3,4-tiadiazélio-2-(4°”’-bromo-fenil)amina (30) obtido em DMSO-ds
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wxii. Expansdo do espectro de RMN 'H do Cloreto de 4-fenil-5-1,3,4-tiadiazdlio-2-(4”’-bromo-fenil)amina (30) obtido em DMSO-ds
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wiii. Espectro DEPTQ do Cloreto de 4-fenil-5-1,3,4-tiadiaz6lio-2-(4°*’-bromo-fenil)amina (30) obtido em DMSO-ds
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wxiv. Expansdo do DEPTQ do Cloreto de 4-fenil-5-1,3,4-tiadiazolio-2-(4*"’-bromo-fenil)amina (30) obtido em DMSO-ds
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D. ESPECTRO DOS CLORIDRATOS MESOIONICOS DA SERIE 11

i. Espectro de RMN *H do Cloreto de 4-fenil-5-etil-1,3,4-tiadiazélio-2-fenilamina (31) obtido em DMSO-ds
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Espectro DEPTQ do Cloreto de 4-fenil-5-etil-1,3,4-tiadiaz6lio-2-fenilamina (31) obtido em DMSO-ds
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iii. Espectro de RMN H do Cloreto de 4-fenil-5-butil-1,3,4-tiadiazélio-2-fenilamina (32) obtido em DMSO-ds
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iv. Espectro DEPTQ do Cloreto de 4-fenil-5-butil-1,3,4-tiadiazolio-2-fenilamina (32) obtido em DMSO-ds
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v. Espectro de RMN *H do Cloreto de 4-fenil-5-etil-1,3,4-tiadiaz6lio-2-(4°”’-nitro-fenil)amina (33) obtido em DMSO-ds
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vi. Espectro DEPTQ do Cloreto de 4-fenil-5-etil-1,3,4-tiadiazdlio-2-(4°*’-nitro-fenil)amina (33) obtido em DMSO-ds
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vii. Espectro de RMN *H do Cloreto de 4-fenil-5-butil-1,3,4-tiadiazélio-2-(4>*’-nitro-fenil)amina (34) obtido em DMSO-ds

Normalized Intensity
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Espectro DEPTQ do Cloreto de 4-fenil-5-butil-1,3,4-tiadiazolio-2-(4°’-nitro-fenil)amina (34) obtido em DMSO-ds
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E. ESPECTRO DOS CLORIDRATOS MESOIONICOS DA SERIE I

i. Espectro de RMN 'H do Cloreto de 4-fenil-5-(4’-fltior-fenil)-1,3,4-tiadiaz6lio-2-(4>°-metoxi-fenil)amina (35) obtido em DMSO-ds
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Espectro DEPTQ do Cloreto de 4-fenil-5-(4’-flGor-fenil)-1,3,4-tiadiazélio-2-(4”°-metodxi-fenil)amina (35) obtido em DMSO-ds
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Normalized Intensity

iii. Espectro de RMN H do Cloreto de 4-fenil-5-(4’-flGor-fenil)-1,3,4-tiadiaz6lio-2-(4°’’-nitro-fenil)amina (36) obtido em DMSO-ds
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iv. Espectro DEPTQ do Cloreto de 4-fenil-5-(4’-flGor-fenil)-1,3,4-tiadiazélio-2-(4”*’-nitro-fenil)amina (36) obtido em DMSO-ds
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Normalized Intensity

v. Espectro de RMN *H do Cloreto de 4-fenil-5-(3°,4’-diflGor-fenil)-1,3,4-tiadiazélio-2-(4>°’-metéxi-fenil)amina (37) obtido em DMSO-ds
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Espectro DEPTQ do Cloreto de 4-fenil-5-(3°,4’-diflGor-fenil)-1,3,4-tiadiazdlio-2-(4°*’-metoxi-fenil)amina (37) obtido em DMSO-ds
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vii. Espectro de RMN *H do Cloreto de 4-fenil-5-(3°,4’-difluor-fenil)-1,3,4-tiadiazélio-2-(4>*’-nitro-fenil)amina (38) obtido em DMSO-ds
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viii. Espectro DEPTQ do Cloreto de 4-fenil-5-(3°,4’-diflGor-fenil)-1,3,4-tiadiazolio-2-(4°’-nitro-fenil)amina (38) obtido em DMSO-ds
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