UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO
CENTRO DE CIENCIAS DA SAUDE
DEPARTAMENTO DE CIENCIAS FARMACEUTICAS

PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIAS FARMACEUTICAS

UFPE

PATRICIA SANTOS BARBOSA

ANALOGOS DE TIOSSEMICARBAZONAS E 4-TIAZOLIDINONAS: SINTESE,
CITOTOXICIDADE E EFICIENCIA DO LIGANTE

Recife, 2016



PATRICIA SANTOS BARBOSA

ANALOGOS DE TIOSSEMICARBAZONAS E 4-TIAZOLIDINONAS: SINTESE,
CITOTOXICIDADE E EFICIENCIA DO LIGANTE

Dissertacdo apresentada ao Programa de Poés-
Graduagcdo em Ciéncias Farmacéuticas, da
Universidade Federal de Pernambuco, como parte
dos requisitos necessarios a obtencédo do titulo de
Mestre em Ciéncias Farmacéuticas.

Area de concentragfo: Planejamento e sintese de
farmacos.

Orientador: José Gildo de Lima

Recife

2016

Patricia Santos Barbosa



Ficha catalografica elaborada pela
EBibliotecaria: Susyleide Brito, CRB4-1141

B238a Barbosa, Patricia Santos.
Andlogos de  tiossemicarbazonas e  4-tiazolidinomas:  sintese,
citoxicidade e eficiéncia do ligante / Pafricia Santos Barbosa. — Recife,
20186.
150 il 30 cm.

Orientador: José Gildo de Lima.

Dissertacio (mestrado) — Universidade Federal de Pemambuco, CCS.
Programa de Pos-Graduacao em Ciéncias Farmacéuticas, 2016.

Inclui referéncias e anexos.

1. Céncer. 2. Sintese gquimica. 3. Tiossemicarbazonas. |. Lima, José
Gildo de (Orientador). 11 Titulo.

615.3 CDD (22.ed.) UFPE (CCS 2017-023)

Patricia Santos Barbosa



PATRICIA SANTOS BARBOSA

Anélogos de tiossemicarbazonas e 4-tiazolidinonas: Sintese, citotoxicidade e eficiéncia do
ligante.

Dissertacdo apresentada ao Programa de POs-
Graduagdo em Ciéncias Farmacéuticas da
Universidade Federal de Pernambuco, como
requisito parcial para obtencdo do titulo de Mestre
em Ciéncias Farmacéuticas.

Aprovada em: 17/02/16

BANCA EXAMINADORA

Prof. Dr. José Gildo de Lima (Presidente)

Universidade Federal de Pernambuco

Prof. Dr. José Dalci Brondani (Examinador interno)

Universidade Federal de Pernambuco

Prof. Marcelo Zaldini Hernandes (Examinador externo)

Universidade Federal de Pernambuco

Prof.2 Dr.2 Terezinha Gongalves da Silva (Examinadora Interna)

Universidade Federal de Pernambuco

Patricia Santos Barbosa



UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO
CENTRO DE CIENCIAS DA SAUDE

DEPARTAMENTO DE CIENCIAS FARMACEUTICAS

PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EM CIENCIAS FARMACEUTICAS

Reitor
Anisio Brasileiro de Freitas Dourado
Vice-Reitor
Silvio Romero Marques
Pro-Reitor para Assuntos de Pesquisa e Pos-Graduacao
Ernani Rodrigues de Carvalho Neto
Diretor do Centro de Ciéncias da Saude
Nicodemos Teles de Pontes Filho
Vice-Diretor do Centro de Ciéncias da Saude
Vania Pinheiro Ramos
Chefe do Departamento de Ciéncias Farmacéuticas
Antonio Rodolfo de Faria
Vice-Chefe do Departamento de Ciéncias Farmacéuticas
Dalci José Brondani
Coordenador do Programa de P6s-Graduacédo em Ciéncias Farmacéuticas
Almir Gongalves Wanderley
Vice-Coordenador do Programa de Pés-Graduacdo em Ciéncias Farmacéuticas

Rafael Matos Ximenes

Patricia Santos Barbosa



“O tamanho dos seus sonhos deve
sempre exceder sua capacidade
para alcanca-los. Se seus sonhos
ndo te assustam, eles ndo séo
grandes o suficiente.”

(Ellen Johnson-Sirleaf)

Patricia Santos Barbosa



AGRADECIMENTOS

A minha familia, em especial meus pais, Dilson e Gildete, e minha irma, Juliana, por
todos esforgos, valores e educagédo. Devo tudo ao apoio de VOces;

Ao Programa de PoOs-Graduacdo em Ciéncias Farmacéuticas (UFPE), pela
oportunidade de realizagcdo do mestrado;

Ao Prof. José Gildo de Lima, por ter aceitado ser meu orientador e pelos
conhecimentos transmitidos durante esta etapa;

Ao Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnolégico (CNPq), pelo
auxilio financeiro concedido;

Ao Prof. Nicacio Henrique da Silva e a Profa. Monica Cristina Barroso Martins,
por terem me orientado na iniciacdo cientifica e assim, me apresentado o mundo cientifico;

A Central Analitica — DQF/UFPE, pela realizacdo de anélises espectroscopicas;

Ao Laboratdrio de Tecnologia dos Medicamentos (LTM/UFPE), representado pelo
Prof. Pedro Rolim e pelos alunos Larissa Morgana e Thalita, pela realizacdo de analises
espectroscopicas;

A Gibson Gomes, integrante do Nucleo de Pesquisa em Produtos Naturais e Sintéticos
(USP — Ribeirdo Preto), pela realizacdo de analises espectrométricas;

A Profa. Teresinha Goncalves da Silva, e pelos pesquisadores Maria, Karla, Nelson
e Jaciana, integrantes do Laboratorio de Bioensaios para Pesquisa de Farmacos (UFPE) pela
realizacdo dos ensaios de citotoxicidade;

Aos integrantes do Nucleo de Controle de Qualidade em Medicamentos e Correlatos
(NCQMC), professores, pesquisadores, alunos, colegas e amigos, por todo o suporte durante
esta etapa;

A todos aqueles que ajudaram direta ou indiretamente em alguma etapa deste projeto,
em especial ao Prof. Dalci, e aos amigos e colegas Dayane, Gevanio, Jackson, Mirelly, Marlene
e Natanael;

Aos amigos que conquistei durante a vida, sem o desatino de vocés eu ndo teria tantas
historias;

Ao mestre dos mestres, doutor dos doutores.

Patricia Santos Barbosa



RESUMO

A primeira parte do trabalho teve como objetivo a analise da eficiéncia do ligante de compostos
com atividade citotoxica in vitro contendo o ndcleo 4-tiazolidinona em sua estrutura quimica.
Foram encontrados 121 compostos na literatura e as métricas EL, FQ e LipE foram calculadas.
Os valores médios calculados de EL e LipE foram abaixo dos valores minimos adequados. Para
0s compostos estudados, 14% obtiveram EL > 0,3 e somente um composto obteve LipE > 5-7.
Para o0 FQ, 29% dos compostos obtiveram valores acima de 0,8 e trés compostos apresentaram
valores acima de 1,0, mostrando excepcional eficiéncia do ligante. A segunda parte do trabalho
foi a sintese e avaliacdo da citotoxicidade de analogos tiossemicarbazénicos e 4-
tiazolidindnicos. Os compostos foram planejados com o objetivo de avaliar a influéncia dos
grupos substituintes pirrolidinil, piperidinil e morfolinil na posicdo para do anel aromatico. A
citotoxicidade foi avaliada através do método do MTT em linhagens celulares de carcinoma de
laringe humano (HEp-2), cancer de colon humano (HT-29), cancer de mama humano (MCF-
7), leucemia humana (MOLT-4) e carcinoma mucoepidermoide de pulméo (NCI-H292). As
tiossemicarbazonas e 4-tiazolidinonas propostas foram sintetizadas e purificadas, obtendo-se
rendimentos entre 58-87 % e 31-93%, respectivamente. Os compostos foram caracterizados
através de RMN *H e 1°C, IV e EMAR. Quanto ao ensaio de citotoxicidade, a triagem inicial,
realizada atraves da avaliagdo do percentual de inibicdo celular indicou que cinco
tiossemicarbazonas foram ativas nas linhagens celulares HEp-2 e MOLT-4 e uma 4-
tiazolidinona apresentou citotoxicidade na linhagem celular MCF-7.

PALAVRAS-CHAVE: Cancer. Sintese quimica. Tiossemicarbazonas.

Patricia Santos Barbosa



ABSTRACT

The first part of this study aimed to analyze ligand efficiency of compounds with cytotoxic
activity tested in vitro containing 4-thiazolidinone nucleus in their chemical structure. 121
compounds were found in the literature and EL, FQ and LipE metrics were calculated. The
mean values of EL and LipE were below the appropriate minimum. For the studied compounds,
14% showed EL > 0.3 and one compound obtained LipE > 5-7. For FQ 29% of compounds
obtained scores above 0.8 and three compounds showed scores above 1.0, showing exceptional
ligand efficiency. The second part of this study describes the synthesis and cytotoxic activity of
thiossemicarbazone and 4-thiazolidinone analogues. The compounds were planned to evaluate
the influence of pyrrolidinyl, piperidinyl and morpholinyl groups at the para position of the
aromatic ring. Cytotoxicity was evaluated by the MTT assay in cell lines of human laryngeal
carcinoma (HEp-2), human colon cancer (HT-29), human breast cancer (MCF-7), human
leukemia (MOLT-4) and lung mucoepidermoid carcinoma (NCI-H292). Thiosemicarbazones
and 4-thiazolidinones proposed were synthesized and purified to give yields between 58-87%
and 31-93%, respectively. Compounds were characterized by *H and **C NMR, IR and HRMS.
As for cytotoxic assay, the initial screening, performed by evaluating the percentage of cell
inhibition indicated that the five thiosemicarbazones were active in the cell lines HEp-2 and
MOLT-4. 4-thiazolidinone did not show cytotoxicity.

KEY-WORDS: Cancer. Chemical synthesis. Thiosemicarbazones.
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1. APRESENTACAO

Em 2012, o cancer causou 8,2 milhdes de mortes no mundo. A projecao da Organizagéo
Mundial de Satude (OMS) para 2030 é de que esses nimeros aumentardo para 13,2 milhdes de
mortes (WHO, 2014). No Brasil, o cancer é conhecido como problema de saude publica desde
1919. Embora existam constantes acdes e estratégias de prevencdo e controle, o cancer ainda
ocupa o segundo lugar entre 0s Gbitos no pais.

Mesmo com 0 progresso na compreensdo de mecanismos genéticos e epigenéticos do
cancer, ainda existem obstaculos colossais na quimioterapia do cancer, como a resisténcia e
persisténcia, além da toxicidade e onerosidade. Dessa forma, é necessario o desenvolvimento
de novos agentes citotoxicos com melhores poténcia e seletividade terapéutica e menores custos

e toxicidade.

4-Tiazolidinonas (4-TZD) s@o heterociclos de grande interesse para 0s quimicos
organicos e medicinais devido a sua variedade de atividades farmacoldgicas, dentre estas, a
atividade anticancer. Recentemente pesquisadores tem direcionado a sintese de forma a
otimizar derivados 4-TZD quanto a atividade citotoxica contra as mais diversas linhagens
celulares, inclusive células resistentes. Tiossemicarbazonas (TSC), analogos resultantes da
simplificacdo molecular de 4-TZD, também tém sido descritos na literatura como potenciais

agentes anticancer.

Apesar da poténcia ser um fator crucial para que um composto se torne um farmaco, é
necessario que este possua propriedades fisico-quimicas adequadas, como atravessar
membranas bioldgicas e estar solivel na corrente sanguinea. A Regra dos Cinco, proposta por
Lipinski et al. (2001), é a regra mais utilizada no planejamento de novas entidades quimicas.
Ap0s avaliacdo biologica, € possivel realizar analises de eficiéncia do ligante, que sdo métricas
com valores de referéncia estabelecidos e que correlacionam a afinidade da molécula bioativa

com suas propriedades fisico-quimicas.

Dessa forma, o presente trabalho esta dividido em duas partes. A primeira parte,
descreve a andlise de eficiéncia do ligante para compostos contendo o nicleo 4-TZD em sua
estrutura quimica com atividade anticancer avaliada in vitro, provenientes da literatura. Foram

encontrados 121 compostos e calculou-se as métricas eficiéncia do ligante (EL), fit quality (FQ)

Patricia Santos Barbosa
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e eficiéncia lipofilica do ligante (LipE). A importancia desta etapa deu-se em avaliar o perfil
fisico-quimico desses compostos comparando-0 com a poténcia apresentada.

Na etapa posterior, € descrita a sintese e citotoxicidade in vitro, através do método do
brometo de 3-[4,5-dimetil-tiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazélio (MTT), de andlogos TSC e 4-TZD.
Esses analogos foram planejados baseados em evidéncias de estudos anteriores. Duas séries
foram propostas com o objetivo de comparar a influéncia dos grupos pirrolidinil, piperidinil e
morfolinil substituidos na posicdo para do anel aromatico, além dos grupos hidrogénio (H),
metil (Me), etil (Et), e fenil (Ph) em N(4) de TSC e N(3) de 4-TZD.

Patricia Santos Barbosa
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2. REFERENCIAL TEORICO

2.1 Cancer: aspectos gerais

Céancer € o conjunto de mais de cem doencas caracterizadas pelo crescimento
disseminado e descontrolado de células e que pode afetar qualquer parte de um organismo,
havendo ainda a possibilidade do desenvolvimento de metastase. O cancer ¢ uma doenca
complexa que envolve inimeras alteraces na fisiologia celular, levando ao surgimento de
tumores malignos (MODIANO & BREEN, 2013). Componentes genéticos e ambientais, ambos
interligados, estdo relacionados no surgimento de varios tumores. Individuos com diferente
constituicdo genética e que vivem em locais geograficos distintos devem ter diferencas
marcantes no tipo e agressividade do cancer (BRASILEIRO FILHO, 2012).

As primeiras evidéncias de cancer foram encontradas em tumores 0sseos fossilizados
de mimias humanas no Egito Antigo e em manuscritos antigos. A mais antiga descricdo de
cancer € encontrada no Papiro de Edwin Smith, escrito ha cerca de 3.000 anos antes de Cristo
(a. C.). Ele descreve oito casos de tumores ou ulceras da mama que foram removidos por
cauterizacdo. A origem da palavra cancer é creditada ao médico grego Hipdcrates (460 — 370
a. C.), considerado o pai da medicina. Hipdcrates usou 0s termos carcinos e carcinoma (em
grego, caranguejo) para descrever tumores nao formadores e formadores de ulcera,
respectivamente. (HAJDU, S.1., 2011).

De acordo com estimativas do projeto Globocan 2012, da Agéncia Internacional para
Pesquisa em Cancer (do inglés, International Agency for Research on Cancer), da OMS, em
2012, o cancer foi a segunda maior causa de morte do mundo, com 14,1 milhdes de novos casos
e somando mais de 8,2 milhdes de mortes. No mesmo ano, nos Estados Unidos, 0s tumores
malignos foram responsaveis pela morte de 22,9% da populacédo, sendo a terceira maior causa
de mortes. (WHO, 2014; NCI, 2015).

No Brasil, em 2012, houve um total de aproximadamente 225.000 mortes causadas por
cancer. Dentre as neoplasias malignas, as que lideraram o ranking de ébitos nesse mesmo ano
foram os canceres de pulmao, colorretal, préstata, mama e estbmago, como indicado na Figura

1. Além disso, a projecdo desses dados ndo € positiva. O dnus do cancer continuard aumentando
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em paises em desenvolvimento se medidas preventivas ndo forem aplicadas de forma efetiva
(IARC, 2012).

Brasil: ambos os sexos
Mimero estimado de mortes causadas por cincer, todas as idades (total: 224 694)

Pulm&o: 28 285 (16,6%)

Colorretal: 17607 (7,8%)

‘—F‘rﬁustata: 17.218 (7.7%)

. ~Mama: 16.412 (7,3%)

' Estdmago: 16.077 (7,2%)
Cérebro, sistema nervoso: 9.659 \—/ .
(4.3%) J : Figado: 10.070 (4.5%)

Esofago- 9.811 (4.4%) “\Pancreas: 9.879 (4,4%)

Qutros: 89.676 (39,9%)

Figura 1. Mortalidade causada por canceres no Brasil em 2012 (adaptado de IARC,
2012).

A estimativa para o0 ano de 2015 para a populacgéo brasileira aponta para a ocorréncia de
aproximadamente 395 mil novos casos de cancer, excluindo os casos de cancer de pele ndo
melanoma. Estimam-se 204 mil novos casos para o sexo masculino, com maior incidéncia dos
canceres de prostata, pulméo, célon e reto, estbmago e cavidade oral. Para 0 sexo feminino,
espera-se 190 mil novos casos, com maior incidéncia dos canceres de mama, colon e reto, colo
do utero, pulmao e glandula tiredide (INCA, 2014).

Segundo a OMS, o énus global do cancer, em 2030, sera de 21,4 milhdes de novos casos
e 13,2 milhdes de mortes, em consequéncia do crescimento e envelhecimento da populacéo e
da reducdo nas mortalidades infantil e por doencas infecciosas em paises em desenvolvimento
(INCA, 2014). Os dados do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica corroboram com a
previsdo da OMS. A projecédo para 2050 é de que no Brasil exista 17 idosos para cada crianca,

0 que comprova o envelhecimento a médio e longo prazo da populacdo (IBGE, 2014).

Patricia Santos Barbosa
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2.1.1 O ciclo celular

No organismo humano, a reproducdo celular é necessaria para a manutengdo do
individuo. Nos gametas, a reproducdo ocorre através da meiose, um tipo de divisao reducional
na qual uma célula diploide origina quatro células haploides. A reproducdo de células somaticas
envolve a mitose (M) e a citocinese. Na mitose, acontece a divisdo nuclear, enquanto a
citocinece esté relacionada com a divisdo do citoplasma. O periodo que antecede a mitose
chama-se intérfase e nele ocorre a duplicacdo do material genético celular. A alternancia entre
mitose e intérfase é conhecida como ciclo celular (ARGYLE & LOUIS, 2013).

A intérfase € a fase mais longa do ciclo celular e compreende as fases: primeiro intervalo
(G1), sintese (S) e segundo intervalo (G2). Assim, o ciclo celular € comumente dividido em
quatro fases subsequentes: G1, S, G2 e M. Na fase G1, ocorre a sintese proteica e,
consequentemente, o crescimento celular. O periodo seguinte (S) esta relacionado com a
replicacdo do DNA. Na fase G2, ocorre o crescimento celular com a sintese de moléculas
necessarias a divisdo celular. No periodo M, as cromatides irméas séo separadas e distribuidas
nas celulas-filhas que estdo sendo formadas. A citocinese, que ndo esta inclusa no ciclo celular,
¢ a etapa seguinte a mitose e termina a diviséo celular, com a formacéo de duas celulas-filhas
separadas por uma membrana plasmatica. (HARASHIMA, DISSMEYER & SCHNITTGER,
2013).

A progressdo do ciclo celular é regulada pela ativacdo e inativacdo adequada de
proteinas. Trés familias principais de proteinas sdo responsaveis pela regulacdo: ciclinas,
kinases dependentes de ciclina (CDK) e inibidores de kinases dependentes de ciclina (CKI).
Ciclinas e CDKs sdo responsaveis pela ativacdo de fatores essenciais para o inicio da fase
seguinte do ciclo celular. Por outro lado, CKIs agem como reguladores negativos, inibindo
ciclinas e CDK2 e CDK4 (OGASAWARA, 2013). A Figura 2 mostra as fases e regulacdo do

ciclo celular.
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Figura 2. Fases e regulacdo do ciclo celular. Adaptado com permisséo de Macmillan
Publishers Ltd: Progress in Neurobiology (WANG et al, 2009), copyright 2009.

A ciclina D interage com CDK4 ou CDKG6 para formar o complexo ciclina D-CDK4/6,
responsavel pela entrada da célula na fase G1. O complexo ciclina D-CDK4/6 fosforila a
proteina retinoblastoma (Rb) e libera o fator de transcricdo E2F, responsavel por ativar a
transcricdo do DNA. Com a entrada das células na fase S, os complexos de ciclina E-CDK2 séo
desfeitos para evitar que o DNA seja replicado novamente. A ciclina E é degradada e clivada
pelo Sistema Proteassoma-Ubiquitina (SPU), liberando a CDK-2, que vai interagir com a
ciclina A. O complexo ciclina A-CDK2 é reponsavel por fosforilar proteinas necessarias a fase
S. Na fase G2, as ciclinas A sdo degradadas e clivadas pelo SPU, enquanto os complexos ciclina
B-CDK1, essenciais ao desencadeamento da mitose, sdo ativados. A fosforilagdo do complexo
ciclina B-CDK1 conduz ao aumento da condensagdo de cromossomas e reparticdo do envelope
nuclear. A perda progressiva da atividade do complexo B-CDK1 é essencial para o sucesso da

segregacdo cromossdmica e conclusdo da diviséo celular (WANG et al, 2009).

Os complexos ciclina-CDK séo regulados negativamente pelas CDKIs, que sao
divididas em duas familias: INK4 e Cip/Kip. Os membros da familia INK4 incluem as proteinas
p16!NKAA ~ n15INKAB - 1 gINKAC o n19INK4D & jnibem exclusivamente CDK4 e CDK6. Em
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contrapartida, os membros da familia Cip/Kip, p27KiPt, p57KiP2 g p21CPYWafl 'n3g s3o seletivos
e inibem mais de um complexo ciclina-CDK. As CKIs exibem atividade supressora de tumor e
frequentemente estdo inativadas em tumores por diferentes mecanismos (QUEREDA et al,
2016).

2.1.2 A célula cancerigena e o processo de carcinogénese

As células cancerigenas resultam da aquisicdo sequencial de mutacBes genéticas,
podendo haver a superexpressdo de proto-oncogenes ou a supressao de genes supressores de
tumor. E possivel relacionar o tipo de mutagdo com o cancer decorrente. Por exemplo, 0s casos
de cancer renal metastatico estdo relacionados com mutacéo do gene von Hippel Lindau e perda
de uma regido no cromossomo 3p (KRESO & DICK, 2014). Uma caracteristica peculiar das
celulas cancerigenas é conhecida como imortalidade. A inativacdo da via fosfatidilinositol 3-
quinase e do gene p53 induz a mitogénese e o bloqueio da apoptose, resultando na diviséo
celular ilimitada (FLOOR, 2012).

Essas células também podem estimular a angiogénese, garantindo o aporte de nutrientes
e oxigénio, além de adquirir a capacidade de invadir outros tecidos e/ou 6rgéos do organismo.
A formacdo de novos vasos esta relacionada com a familia de fatores de crescimento do
endotélio vascular (VEGF-A, -B, -C, -D e fator de crescimento placentario, PIGF). VEGF-A ¢é
0 indutor do desenvolvimento da angiogénese, através da ativacdo do receptor de VEGF 2
(VEGFR-2) (EKLUND, BRY & ALITALO, 2013). Para a disseminacdo metastatica, as células
tumorais adentram em vasos sanguineos e linfaticos (intravasamento), sao transportadas através
da corrente sanguinea e saem desses vasos em tecidos diferentes (extravasamento), onde véo
iniciar a formacdo de um tumor secundario (colonizacdo) (CHAFFER & WEINBERG, 2011).

A carcinogénese engloba todo o processo de crescimento desregulado das células
tumorais, resultante da aquisicdo de alteracdes genéticas e epigenéticas em células normais. E
possivel identificar trés estagios da carcinogénese: 1) iniciacdo, estagio no qual os genes
celulares de uma célula individual sofrem modificacBGes por acdo dos agentes oncoiniciadores;
2) promocao, que reflete a multiplicacdo descontrolada e irreversivel das células alteradas,

dependentes do estimulo oncopromotor; e 3) progressdo, estdgio no qual o crescimento
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descontrolado de células alteradas torna-se autbnomo, ou seja, as células se tornam malignas e
ndo é mais necessario o estimulo dos oncoiniciadores ou oncopromotores. Ao final deste
processo, tem-se 0 cancer, caracterizado pela capacidade de invasao e formacdo de metastase
(COHEN & ARNOLD, 2011).

Classifica-se no grupo de agentes oncoiniciadores os carcindgenos quimicos, energia
radiante ou virus oncogénicos. Normalmente, o agente oncoiniciador esta relacionado com o
tipo de cancer. Por exemplo, o Papilomavirus humano (HPV), transmitido sexualmente,
codifica as proteinas E6 e E7, que, juntas, promovem a proliferacdo celular, prolonga a
progressao do ciclo celular e bloqueia a apoptose. Dessa forma, sabe-se que a infec¢ao por HPV
esta relacionada com o risco de cancer de cdlon uterino (CROSBIE ET AL., 2013).

O virus Epstein-Barr (EBV), pertencente a familia dos virus do herpes, esta relacionado
com o desenvolvimento do carcinoma nasofaringeo, linfoma de Burkitt (cancer de linfocitos B)
e sarcoma de Kaposi. O EBV codifica a proteina latente da membrana 1, os antigenos nucleares
2 e 3 —subtipo c, todos responsaveis pela imortalizacdo dos linfocitos B in vitro e pela formacéo
de tumores em animais (LIEBERMAN, 2014). Existem outros exemplos classicos de relacéo
entre os carcindgenos e o tipo de cancer, como 0 uso excessivo do tabaco e o cancer de pulmao,
exposicdo excessiva a radiacdo ultravioleta e o cancer de pele, entre outros (LO & FISHER,
2014; KARIMKHANE ET AL., 2015).

Para que haja o desenvolvimento da neoplasia, sdo necessarias sucessivas alteracdes
genéticas e epigenéticas em genes que controlam o crescimento e a diferenciacéo celular ou que
cuidam da integridade do genoma. Eventos genéticos incluem mutaces em protoncogenes, que
se transformam em oncogenes, e/ou genes supressores de tumor. Alteracoes epigenéticas
incluem hipometilacdo do é&cido desoxirribonucléico, hiper ou hipometilacao de genes
especificos, alteracdes na cromatina e perda de impressao. Atualmente, sabe-se que 0s eventos
epigenéticos sdo prevalentes no processo de formacgéo do tumor, como mostra a Figura 2 (DE
CARVALHO ET AL., 2012; SANDOVAL & ESTELLER, 2012; YOU & JONES, 2012).
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Figura 3. O modelo progenitor epigenético do cancer. Adaptado com permissao de
Macmillan Publishers Ltd: Nature Genetics (FEINBERG; OHLSSON & HENIKOFF, 2006),
copyright 2006.

2.1.3 Terapias medicamentosas utilizadas no tratamento do cancer

Normalmente, o tratamento do cancer é realizado através de terapias sistémicas, que
incluem hormonioterapia, terapias-alvo e quimioterapia, cirurgias e/ou radioterapias. No
estagio inicial da doenca, pacientes de baixo risco podem ser tratados com cirurgias, entretanto,
em outros casos pode haver a necessidade da combinacdo de tratamentos. Tendo em vista que
a circulacdo sanguinea dissemina os farmacos pelo organismo, terapias sistémicas sdo 0S
recursos terapéuticos de escolha nos casos de canceres metastaticos. Os farmacos utilizados no
tratamento do cancer agem, de maneira geral, interferindo em processos envolvidos no ciclo
celular. Esses farmacos podem ser agrupados conforme suas propriedades bioquimicas
(CALEY & JONES, 2012).

Agentes alquilantes sdo uma classe de farmacos que possuem em comum a habilidade
de formar ligacdes covalentes com o DNA. Essa classe pode ser subdividida em mostardas
nitrogenadas, etileniminas, alquilsulfonatos, nitrosureias e triazenos. Os principais
representantes dessa classe séo ciclofosfamida e clorambucila. Esses farmacos exercem agéo
citotoxica através da alquilacdo do DNA, provavelmente no atomo N-7 do residuo de guanina,

pelo grupo 2-cloroetil dos farmacos apos ativacdo e metabolismo pelo organismo humano.
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Como resultado disso, tem-se erros na replicacéo e depurinagdo, com subsequente clivagem do
DNA (GERMANAS & PANDYA, 2002).

Os antimetabdlitos exercem seus efeitos através do bloqueio de uma ou mais vias
metabdlicas envolvidas na sintese do DNA. Essa classe pode ser subdividida em antagonistas
do folato, andlogos de pirimidina e analogos de purina. Os antagonistas do folato e andlogos de
pirimidina possuem como representantes o metotrexato e fluoruracila, respectivamente, e
exercem seus efeitos através da inibicdo da sintese de timidilato, com consequente inibi¢do da
sintese de DNA. Os analogos de purina exercem diferentes mecanismos de acdo envolvendo
vias criticas do metabolismo da purina. A fludarabina, apés fosforilacdo dentro da célula-alvo,
inibe a enzima DNA polimerase. J& a pentostatina inibe a enzima adenosina desaminase (RANG
& DALE).

Outras classes de farmacos citotoxicos incluem antibioticos e derivados de plantas. A
doxorrubicina é o principal antibiotico citotdxico, pertencente a classe das antraciclinas, e é
amplamente utilizado no tratamento de leucemias. Como exemplo de derivados de plantas
temos as epipodofilotoxinas, o etoposideo e tenoposideo. Esses farmacos possuem diversos
mecanismos de acdo, entretanto, o principal deles é através da interacdo com o DNA por
intercalacdo, levando ao bloqueio da sintese do DNA e reducdo da atividade da enzima
topoisomerase 11 (THAKUR, 2011; YANG et al, 2014).

A terapia enddcrina consiste em utilizar horménios para inibir o crescimento do tumor,
sendo indicada apenas quando existem receptores hormonais nas células cancerigenas. Esse
tipo de tratamento € comum em casos de canceres de mama, nos quais utiliza-se tamoxifeno
e/ou inibidores de aromatase, como o0 lestrozol e anastrozol (BRITO, PORTELA &
VASCONCELLOS, 2014). Anticorpos monoclonais surgiram como uma nova classe de terapia
utilizada no tratamento do cancer e seu principal objetivo é exercer o efeito antitumoral como
0 minimo de toxicidade sistémica. Os anticorpos monoclonais podem ser simples, como o
rituximabe, ou serem conjugados com agentes citotoxicos, como 0 inotuzumabe, que é um
anticorpo conjugado a calicheamicina (SIKARIA, ALDOSS & AKHTARI, 2016).

Outra nova classe de agentes anticancer sdo os inibidores de proteina quinase. Essa
classe surgiu com o progresso dos estudos gendémicos de cancer, que beneficiou a descoberta e
o desenvolvimento de novos farmacos antineoplasicos. A identificacdo de mutacGes genéticas

especificas de subtipos de neoplasias permitiu o desenho racional de novos farmacos
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(CHABNER, RICHON, 2015). Os farmacos imatinibe e dasatinibe sdo inibidores especificos
da tirosina quinase BCR-ABL, oncoproteina que causa leucemia mieldide crénica
(KANTARJIAN ET AL., 2012). Outros farmacos desenvolvidos foram os inibidores de fator
de crescimento do endotélio vascular, como o bevacizumabe, e de seus receptores, como 0
ramucirumabe, sunitinibe, sorafenibe e pazopanibe (NORTON ET AL, 2014).

Apesar do avango no desenvolvimento de novos antineoplasicos, 0s mecanismos de
desenvolvimento e progressdo do cancer sdo bastante complexos e sabe-se que, nos diversos
tipos de cancer, existem multiplas alteracGes genéticas e epigenéticas, dificultando mais ainda
o tratamento do paciente. Atualmente, devido a auséncia de um quimioterapico eficaz, a solugdo
encontrada pelos oncologistas é 0 uso combinado de dois ou mais antineoplasicos. Como
resultado da terapia combinada, tem-se a inducdo de respostas completas ou parciais
significativas, entretanto, associadas de grandes efeitos colaterais (PELICANO ET AL., 2006).

2.1.4 Problemas encontrados na terapia do cancer

Apesar das novas descobertas e muitos sucessos clinicos ainda existem obstaculos para
o tratamento efetivo do céncer. O maior deles continua sendo a resisténcia das células
cancerigenas aos farmacos disponiveis, ndo havendo resposta ao tratamento em 90% dos
canceres metastaticos. A resisténcia pode ser intrinseca, quando ndo ha resposta desde o inicio
do tratamento, ou adquirida, quando surge pos-terapia. O principal fenémeno de resisténcia é
conhecido como (MDR), um tipo de resisténcia adquirida, na qual se observa auséncia de
resposta de diversos farmacos sem semelhanca estrutural ou farmacolégica (HUBER,
MARUIAMA & ALMEIDA, 2010).

Os mecanismos de MDR incluem reducdo do acumulo de farmacos devido a
amplificacdo génica de proteinas pertencentes a superfamilia ABC (ATP-binding cassete),
como a glicoproteina P (Pgp) e proteinas associadas a MDR, detoxificacdo do farmaco via
sistema enzimatico glutationa/glutationa transferase, alteracbes de alvos envolvendo
topoisomerase Il e bloqueio da apoptose induzida por farmacos devido a alteracGes na familia
Bcl-2, mutacdo T790M — receptor do fator de crescimento epidérmico e amplificacdo do
oncogene MET. (RHO ET AL., 2013; HONG ET AL., 2013).
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Em muitos casos, apenas uma pequena fracdo de células adquirem resisténcia. Essas
células cancerigenas resistentes sdo responséveis pela recidiva e disseminacdo posterior da
doenca, resultando em fracasso do tratamento. Desse modo, o0 reaparecimento da doenca é
marcado por células que dividem-se rapidamente e com maior agressividade, resultando em um
fendmeno conhecido como persisténcia (POTTER & GREAVES, 2014; SHLUCH ET AL.,
2014).

Outro importante obstaculo é integrado pelos graves efeitos colaterais apresentados
pelos farmacos antineoplasicos. Sabe-se que antraciclinas, como a doxorrucibina e
daunorrubicina, apresentam cardiotoxicidade desde seu uso inicial, em 1960. Cardiomiopatia
dilatada, a complicacdo a longo prazo mais temida, é marcada por disfuncdo ventricular
esquerda sistdlica e insuficiéncia cardiada congestiva. Os pacientes que sofrem com isso tém
sobrevivéncia media de aproximadamente um ano apos o inicio dos sintomas (AZAMBUJA
ET AL, 2015). Os compostos de platina apresentam mielossupressdo e neurotoxicidade, esta
ultima, em casos mais graves, pode causar perda da audicéo e visdo (GREEN ET AL., 2011).

Um grande infortunio da quimioterapia oncologica estd relacionado a onerosidade.
Estudo realizado por Pinto e Uga (2011) em hospital especializado na cidade do Rio de Janeiro,
entre 2000 e 2006, mostrou que o custo médio da quimioterapia por paciente foi de R$
28.901,00, R$ 37.529,00 e R$ 33.164,00 para cancer de pulmdo, laringe e esbfago,
respectivamente. Outro estudo, realizado por Souza et al. (2011), estimou em R$ 63.414.420,66
0 custo total do tratamento de pacientes diagnosticados com melanomas malignos no estado de

Sé&o Paulo, entre janeiro de 2000 e dezembro de 2007.

2.2 Tiossemicarbazonas

TSC sdo uma importante de classe de bioisosteros aciclicos classicos de 2-pirazolina-1-
tiocarboxamidas (Figura 3). Esses compostos sdo bastante estudados na Quimica Medicinal
devido ao seu amplo perfil farmacolégico (LEITE et al., 2007). Outra grande importancia de
TSC é a versatilidade em formar ligacbes coordenadas com metais através dos atomos de
enxofre e de nitrogénio do grupo azometina (C=N) (TENORIO et al., 2005).
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Figura 4. Estrutura geral de tiosemicarbazona e seu bioisostero.

TSC podem ser obtidas através da reacdo de condensacdo entre tiossemicarbazidas e
aldeidos ou cetonas. A formagdo da TSC é mais rapida em pH entre 4 e 5: em pH inferior a 4,
existe a possibilidade de protonacdo do nitrogénio N(1) da tiossemicarbazida, dificultando o
ataque nucleofilico no grupo carbonilado, ja em pH superior a 5, existe um deficit na protonacao
da carbonila. Dessa forma, € comum o uso de catélise acida nessas reacdes. Entretanto, esta
condicdo ndo é indispensavel para o sucesso da reacdo, que também acontece em meio neutro.
(TENORIO et al., 2005).

Outra grande atribuicdo de TSC € na participacdo, como intermediarios, na sintese de
heterociclos (TENORIO et al, 2005). Mohareb et al. (2012) reagiu TSC com o 2-bromo-
feniletan-1-ona e obteve derivados contendo o heterociclo 1,3-tiazol. Shih e Wu (2005)
sintetizaram compostos contendo o anel 1,3,4-tiadiazol a partir de TSC e cloreto férrico ou
anidrido acético. Markovic et al (2010) sintetizaram derivados de 5-aminopirazol a partir de
TSC e iodeto de metila e pentano-2,4-diona. Cihan-Ustudag et al (2016) sintetizaram 4-

tiazolidinonas a partir de TSC e bromoacetato de etila, na presenca de acetato de sodio anidro.

TSC possuem vasta acdo farmacologica devido a possibilidade de atuagdo como agentes
quelantes, de formacdo de complexos com metais presentes em enzimas, inibindo ou
modulando-as, e de participacdo em reacdes redox (BERALDO, 2004). Esses compostos sdo
descritos como potenciais agentes antitumorais, antiparasitarios, antifingicos, antibacterianos,
entre outros. A Figura 4 ilustra TSC encontradas na literatura com potencial farmacolégico.
Espindola et al. (2015) (Figura 5a) sintetizaram duas aril-tiossemicarbazonas, descritas com
excelente atividade anti-Trypanossoma cruzi. Ainda, o composto substituido com o grupo
dimetilformamida ndo apresentou toxicidade em células de esplendcitos de ratos, mesmo nas
maiores concentracoes. De Melos et al. (2015) (figura 5b) sintetizaram duas novas 6-X-

piperonal-tiossemicarbazonas com significante atividade leishmanicida.

Patricia Santos Barbosa



24

3 0 ()
R™ NH__NH,
i S
NH _NH <
L i o :
X
s
R = Ph, 4-CH,(CH,).,Ph X=1CN
anti-T. cruzi leishmanicida
= (d) s

R
S
R, 0
= S e R1 R2
gk - - 7-F
7-C|

H

H

R = 2 3-diF 2 5diF antimicrobiana 5-Br H
5-NO,. 7-Br 4-F

antifangica

Figura 5. Tiossemicarbazonas encontradas na literatura com potencial farmacologico.

Altintop et al. (2016) (figura 5c) identificaram duas naftaleno-tiossemicarbazonas como
potenciais agentes anticandida. Zhang et al. (2015) (figura 5d) sintetizaram uma série de isatin-
B-tiossemicarbazonas com acdo antibacteriana contra Staphylococcus aureus resistente a

meticilina e Enterococcus resistente a vancomicina.

2.2.1 Analogos tiossemicarbaz6nicos com propriedades anticancer

Muitas TSC tém sido descritas na literatura como agentes antitumorais. Altintop et al.
(2016) testaram a citotoxicidade de uma série composta por dez TSC e encontraram um
composto ativo contra células de adenocarcinoma pulmonar humano (A549). Akgemci et al
(2015) identificaram trés derivados TSC ativos contra carcinomas humanos cervical (HeLa), de

mama (MCF-7) e de préstata (PC-3). Gan et al. (2014) sintetizaram uma série de 6-
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tiossemicarbazonas com significante atividade antiproliferativa in vitro. Um dos compostos
apresentou Clsp de 4,2 pM em célula de carcinoma hepatocelular humano (BEL-7404),
mostrando citotoxicidade melhor que a cisplatina, que apresentou Clso de 23,2 uM.

Soares et al. (2012) sintetizaram uma série composta por treze TSC, descritas na figura
6, diferenciando os grupos fluoro, cloro, iodo e nitro nas posi¢des orto, meta e para, e testaram
a citotoxicidade desses compostos nas linhagens celulares MCF-7 e glioblastomas (T98G e
U87). Como resultado, verificaram que todos os compostos testados possuem Clso inferior ao
Etoposideo, controle utilizado no teste, em todas as linhagens testadas. Também verificaram
que TSC podem estar envolvidas na indugdo da morte celular programada, induzindo apoptose
e autofagia nas células tumorais estudadas.

CHa
NH NH
= N~ \”/ SNy
| R
/N S e
R=F,ClI, NO,

Figura 6. Tiossemicarbazonas identificadas por Soares et al. (2012) com citotoxicidade.

Markovic et al. (2013) sintetizaram novos derivados de antraguinonas-
tiossemicarbazonas e verificaram atividade antiproliferativa em varias linhagens celulares, em
especial em células eritroleucémicas humanas (K562) com potencial citotoxico melhor que a
cisplatina. Neste estudo, foi demonstrado que 0s novos compostos sintetizados inibem a
proliferacdo celular, levando a um aumento na fase pré-sintética do ciclo celular, e promovendo

apoptose pela via dependente de caspase na linhagem celular HelLa.

2.3 4-Tiazolidinonas

4-TZD (Figura 7) consiste de uma importante classe de heterociclos com grande
variedade de aplicac6es bioldgicas e farmacoldgicas. O nlcleo 4-TZD pode ser descrito como

um heterociclo pentagonal, derivado da tiazolidina, que possui um atomo de enxofre na posicéo

Patricia Santos Barbosa



26

1, um atomo de nitrogénio na posicdo 3 e um grupo carbonila na posi¢cdo 4. Novos derivados
4-TZD podem ser obtidos através da adicdo de substituintes nas posicoes 2, 3 e 5, entretanto, a
principal diferenca estrutural e em propriedades quimicas € exercida pelos substituintes
adicionados a C(2) e C(5). O grupo carbonila, presente em C-4, é bastante estavel e participa
de reacGes em raras ocasides, como no caso do reagente de Lawesson, dando origem a 4-tiona
correspondente (TRIPATHI ET AL., 2014).

Figura 7. Nucleo 4-tiazolidinbnico e possibilidades de substituicGes.

O anel 4-TZD pode ser sintetizado através de reagdes envolvendo compostos a-aceto-
halogenados e tioamidas, acido a-mercaptoacético e iminas substituidas ou compostos
carbonilados a,B-insaturados e tioamidas. Uma maneira bastante simples de sintetizar 4-TZD,
ilustrada na figura 8, € atraves de reacOes entre acidos a-haloacéticos e TSC, na presenca de

uma base, ja que o grupo imino é susceptivel a hidrolise acida (LIESEN et al., 2008).
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Figura 8. Reacdo entre tiossemicarbazona e acido cloroacético para formacéo do heterociclo

4-tiazolidinona.

4-TZD sdo compostos bastante investigados devido ao seu potencial farmacologico e de
inovacdo na quimica medicinal. Diversos farmacos contendo o nicleo 4-TZD em sua estrutura
(Figura 9) ja estdo disponiveis para uso pela populacdo em beneficio da salde, como a

Pioglitazona (hipoglicémico), Epalrestate (inibidor de aldose redutase) e Darbufelona ( anti-
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inflamatorio, inibidor dual de ciclooxigenase-2 (COX-2)/ 5-lipooxigenase (YE ET AL., 2010;
GAO ET AL., 2015; LI ET AL.,2015)
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Figura 9. Farmacos contendo o nlcleo 4-tiazolidindnico.

Alem disso, estudos tém relacionado 4-TZD com as mais diversas atividades
farmacologicas, como antiparkinsoniana, antiparasitaria, anti-inflamatoria, antimicrobiana,
cardiovascular, antidiabética, antituberculosa, antiartritica e anticancer. Ren et al. (2015)
confirmaram os efeitos neuroprotetores de um analogo de 4-TZD, derivado da rodanina, através
da inducéo de neurotoxicidade do MPTP/MPP*, neurotoxina que provoca permanentemente 0s
sintomas da doenca de Parkinson, indicando um candidato promissor ao tratamento desta

doenca.

Carvalho et al. (2010) e Pizzo et al. (2011) sintetizaram 4-TZD com propriedades
antiparasitarias, como anti-Toxoplasma gondii e anti-T. cruzi, respectivamente. Singh et al.
(2015) sintetizaram anélogo estrutural de 4-TZD e comprovaram sua excelente atividade anti-
inflamatdria em modelos agudos in vivo (74,47% - de inibicdo de edema de pata induzido por

carragenina) e in vitro (80,2% - de inibicdo da desnaturacdo da albumina).

Desai, Dodiya e Shihora (2012) sintetizaram compostos contendo 0s nucleos
quinazolinona e 4-TZD em sua estrutura e verificaram as atividades antibacteriana, contra cepas
de Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, S. aureus, Streptococcus pyogenes, e
antifngica, contra cepas de Candida albicans, Aspergillus niger e A. clavatus. Ainda,
atribuiram a atividade antimicrobiana a unido dos anéis 4-TZD e quinazolinona seguida de

substituicdes em C(5) do anel 4-TZD, através da Reacdo de Knoevenagel.

Bhandari et al. (2009) estudaram quatro derivados 4-TZD com atividade hipotensiva e
antiarritmica. Esses pesquisadores verificaram que esses compostos exercem efeito inibidor

sobre a resposta contratil causada por noradrenalina na aorta torécica de ratos devido a inibicdo
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do influxo de célcio, através do blogqueio de canais de célcio dependentes de voltagem. Os
efeitos antiarritmicos foram relacionados com suas propriedades adrenoliticas. Ottana et al.
(2011) estudaram compostos 4-TZD inibidores de aldose redutase.

2.2.1 Anélogos 4-tiazolidindnicos com propriedades anticancer

Estudos recentes mostram que 4-TZD sdo potenciais agentes antitumorais contra
linhagens celulares de canceres de mama, pulmao, célonrretal, cervical, ovario e figado, entre
outros. Poucos estudos descrevem 4-TZD com citotoxicidade em linhagens celulares de
leucemia. As propriedades antitumorais de 4-TZD provavelmente estdo relacionadas com sua
afinidade por alvos especificos, como o JNK estimulador de fosfatase-1, receptor ativado por
proliferadores de peroxissoma gamma, fator de necrose tumoral alfa, biocomplexo
antiapoptoético Bcl-XL-BH3, receptor de integrina avf3, sphingosina kinase, fosfatase do
figado em Regeneracdo-3 e COX-2 (TRIPHATI ET AL., 2014).

Através de estimulos ou inibicdo de moléculas especificas, as 4-TZD exercem diferentes
mecanismos de acdo, sempre resultando em morte da célula cancerigena. Uma caracteristica
particular de derivados 4-TZD é sua atividade contra linhagens celulares resistentes. Zhang et
al. (2014) sintetizaram quatro derivados 4-TZD com significante atividade nas linhagens
celulares humanas cancer de pulméo (H460) e em sua variacao resistente ao Taxol (H4607axr),

em relacdo ao Taxol, apresentando Glso entre 0,46-1,45 UM e 0,56-1,75 UM, respectivamente.

Sabe-se que o principal mecanismo de MDR ¢ através da superexpressdo de Pgp, um
transportador que utiliza a energia proveniente da hidrolise do ATP para bombear substratos
através da membrana celular (JIN ET AL., 2012). As interacdes entre as 4-TZD e a Pgp ainda
ndo foram completamente elucidadas, entretanto, acredita-se que as 4-TZD possam funcionar
como substratos ou moduladores de Pgp, em ambos o0s casos interagem com 0s residuos de
Ser222, um residuo no dominio TM4 da Pgp, e Pro223, residuo vizinho de Ser222 que age
como assistente, aumentando a eficacia da interacdo entre Pgp e 4-TZD (WANG ET AL.,
2015).
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2.3 Eficiéncia do ligante

A taxa de farmacos reprovada nas fases clinicas e pré-clinicas de desenvolvimento de
drogas é elevada. Estima-se que a taxa de reprovacdo cumulativa de candidatos a farmacos seja
de 96%, o0 que representa um risco significativo em termos de capital investido no
desenvolvimento de farmacos. Em 2013, apenas 25 farmacos pequenos e 02 produtos
biologicos foram aprovados pela agéncia reguladora dos Estados Unidos Food and Drug
Administration. O processo de descoberta de farmacos € multidisciplinar e envolve diversas
etapas. Apenas uma a cada 10.000 novas entidades quimicas entra no mercado para uso humano
(GIRI & BADER, 2015).

O uso de conhecimentos de Quimica Medicinal € indispensavel nos estagios pré-clinicos
da descoberta de farmacos. Para que uma nova entidade quimica tenha chances de se tornar um
farmaco no futuro, é necessario que ela tenha propriedades fisico-quimicas adequadas de um
farmaco. No geral, a molécula deve ser pequena para ser transportada dentro do organismo,
hidrofilica o suficiente para se dissolver na corrente sanguinea e lipofilica o suficiente para
atravessar membranas (barreiras) dentro do organismo. Também deve conter quantidade
adequada de grupos polares para que haja uma eficiente interacdo com o receptor, porém sem
rapida metabolizacéo e eliminacdo (NOGRADY & WEAVER, 2005).

Apo6s um levantamento de mais de 2.000 farmacos e candidatos a farmacos em estagio
clinico, Lipinski et al. (2001) enumeraram quatro caracteristicas fisico-quimicas necessarias
para farmacos com boa disponibilidade oral. A Regra dos Cinco prevé que o peso molecular
(PM) deve ser menor ou igual a 500 Da, os numeros de sitios aceptores de ligacdes de H e
doadores de ligacbes de H ndo devem ser superiores a 10 e 5, respectivamente, e 0 LogP deve

ser menor ou igual a 5.

Estudos anteriores com dados sobre farmacos pequenos permitiram correlacionar
propriedades fundamentais, como peso molecular e lipofilia, com diferentes caracteristicas
intrinsecas aos farmacos, como solubilidade, permeabilidade, estabilidade metabdlica,
toxicidade, entre outras. As métricas de eficiéncia do ligante permitem quantificar a eficiéncia
em que uma molécula bioativa utiliza suas propriedades moleculares na interacdo com o alvo
terapéutico (HOPKINS ET AL., 2014).
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A anélise de eficiéncia do ligante € utilizada no processo de descoberta de farmacos,
mais precisamente durante a identificacdo e otimizacdo de fragmentos, moléculas bioativas e
compostos lideres. Seu principal objetivo é normalizar a afinidade pelo alvo molecular em
relacdo as propriedades fisico-quimicas do ligante. Atualmente, a métrica mais utilizada é EL,
definida como a média da energia livre de ligacdo, em Kcal/mol, por &omo pesado (HOPKINS
ET AL., 2014). EL foi descrita pela primeira vez em 1999 e foi facilmente aceita pelos quimicos
medicinais, provavelmente pelo sucesso da aplicacdo dos pardmetros de Lipinski e também
pelo crescente interesse em abordagens baseadas em fragmentos no processo de descoberta de
farmacos (KUNTZ, 1999; REYNOLDS, 2015).

EL foi proposto como uma quantificagdo da energia livre de ligagdo (AGy) dividida pelo
namero de atomos diferentes de hidrogénio (HA). A energia livre de ligagdo é definida como:
AGp = -2,303RTlog(Kd/C®), onde R ¢ a constante dos gases ideais (1,987x10 Kcal/K/mol), T
é a temperatura em Kelvin (K), C° é a concentracio padrdo e Kq é a constante de dissociago.
Assumindo as condicdes padrbes de solucdes aquosas a 300K, pH neutro e concentracdes
remanescentes de 1M, podemos afirmar que AGp = 1,3logKq. E comum a préatica de substituic&o
do pKg pela pClso, assim, o EL é facilmente calculado, de forma simplificada, utilizando a
formula descrita na Tabela 1 (HOPKINS ET AL., 2014). A partir da necessidade de otimizar
outras caracteristicas dos farmacos, novas métricas e indices foram criados. A Tabela 1 mostra
as principais métricas utilizadas no processo de descoberta de farmacos e seus valores de

referéncia.

Tabela 1. Nomes, equacéo e valores de referéncia para as principais métricas de eficiéncia do

ligante utilizadas no processo de descoberta de farmacos.

Nome Equacao Valores de referéncia
Eficiéncia do ligante 1,4 03
X pCl >0,
(EL) HA " PHiso
pClsg
Fit Quality (FQ) HA >1,0
0.075 + 7,5328 n 25,7079 361,4722 -
’ HA HA? HA3
Eficiéncia lipofilica
. . pCls, — LogP >5,0
do ligante (LipE)
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Eficiéncia de grupos AAG
(EG) ~ AHA _
indice de eficiéncia % inibicio [composto] ~15
em percentual (PEI) PM
indice de eficiéncia de pCls, 5270
ligacdo (BEI) PM
indice de eficiéncia de pCls, - 18,0
superficie (SEI) PSA

HA: nimero de atomos pesados, pClso: -LogClso (concentracdo inibitéria média), LogP:
logaritmo do coeficiente de particdo calculado, PM: peso molecular, PSA: area de superficie
polar.

Apesar do sucesso da aplicacdo do EL na descoberta de farmacos, existem farmacos que
ndo obedecem o valor minimo de EL. Um motivo plausivel para isso € que o EL ndo considera
as diferencas nos tipos de atomos e funcionalidades. Dessa forma, o EL nédo deve ser utilizado
quando se compara ligantes de tamanhos muito diferentes. Nesse caso, utiliza-se a métrica FQ,
a qual se traduz como a aplicacdo de um fator de correcdo na eficiéncia do ligante para
normalizar as diferencas entre os atomos. No FQ, ha a correcdo de escala de forma que os
ligantes eficientes tém pontuacdes proximas independente do seu tamanho (REYNOLDS,
2015).

Verdonk e Rees, em 2008, introduziram o conceito de eficiéncia de grupos (EG), uma
extensdo ao conceito de EL, que é considerado bastante Util durante os estagios de otimizacao
de moléculas bioativas a compostos lideres. O EL é uma propriedade de uma molécula inteira,
entretanto, em alguns casos é necessario estimar a eficiéncia do ligante de partes da molécula
ou de grupos adicionados para a otimizacdo da molécula. EG representa a eficiéncia de ligacao

de um grupo funcional que foi adicionado a uma molécula para formar uma nova molécula.

Outros trés indices surgiram a partir do conceito inicial de EL: 1) indice de eficiéncia
em percentual, definido como o percentual de inibicdo do alvo por PM, 2) indice de eficiéncia
de ligacdo, que relaciona poténcia e PM, e 3) indice de eficiéncia de superficie, que monitora
0s ganhos de poténcia relacionados ao aumento da area de superficie polar (ABAD-
ZAPATERO, 2007).
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O coeficiente de particdo (LogP) € um dos critérios utilizados na Quimica Medicinal
que avalia o potencial de uma molécula se tornar um farmaco. De maneira simplificada, altos
valores de LogP estdo associados a baixa solubilidade, absorcao e estabilidade metabdlica e
aumento do risco de interaces ndo especificas, com consequente toxicidade. Através de um
calculo matematico simples, LipE relaciona poténcia e lipofilia de moléculas bioativas em
estudo e penaliza compostos que possuem 0 aumento da poténcia associada ao aumento da
lipofilia (SCHULTES ET AL., 2010).
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3. PLANEJAMENTO DA SERIE PROPOSTA

A principal estratégia disponivel para o desenho molecular de protétipos é denominada
abordagem fisiolégica. O planejamento estrutural de substdncias bioativas baseada no
mecanismo de acdo baseia-se no conhecimento do processo fisiopatologico de interesse,
podendo o alvo terapéutico ser conhecido ou ndo. Em fungdo do mecanismo de acédo pretendido
para 0 composto a ser planejado, desenha-se o padréo estrutural com possibilidades de variagdes
em sua estrutura quimica, com o objetivo de identificar outros andlogos ativos (BARREIRO &
FRAGA, 2005).

A modificacdo molecular de compostos lideres proporciona a identificacdo de novos
candidatos a farmacos com atividade farmacologica semelhante. O uso da modificacéo
molecular na etapa de descoberta de farmacos € essencial para obtencdo de novos candidatos
com melhores chances de aprovagdo nos testes clinicos. Diversas técnicas de modificacdo
molecular podem ser empregadas na otimizacdo de protdtipos, tais como bioisosterismo,
restricdo conformacional, hibridagdo molecular e simplificagdo molecular. A escolha da técnica
ideal depende da necessidade encontrada no desenho molecular de novos compostos lideres
(BARREIRO & FRAGA, 2008).

Os compostos propostos neste trabalho baseiam-se na modificagdo molecular de TSC e
4-TZD descritas na literatura com potencial citotoxico. Em 2008, Zhou et al. identificaram dez
4-TZD com citotoxicidade nas linhagens celulares H460 e H460wxr. Essas moléculas,
mostradas na Figura 10, apresentaram Clsp entre 0,21 e 2,93 pM, apresentando uma excelente
atividade citotoxica, além de apresentarem baixa toxicidade em ceélulas humanas de
fibroblastos. Ainda, esses pesquisadores propuseram uma relacdo estrutura-atividade para a
atividade citotdxica de derivados 4-TZD: a substituicdo do nitrogénio presente no anel 4-
tiazolidindnico causa perda total da atividade, o sitio R1 é passivel de varias substituicdes,

enquanto o Rz requer o grupo dimetilformamida na posigéo 4 para 6tima atividade.
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H R. R,
N\ N - 4-NMe,

R. l I \( 0 2-Me 4-OME,
S 2-Me 4-NMe,

\ 4-Me 4-NMe,

2-Cl 4-NMe,

4-cl 4-NMe;,

@,R! 4-cl 2-OH

‘ 4-0OH 4-NMe,

3-cl 4-NHAC

4-OMe 4-NMe,

Figura 10. Derivados 4-tiazolidindnicos citotdxicos identificados por Zhou et al. (2008).

TSC podem ser vistas como analogos de 4-tiazolidinonas resultantes da simplificacao
molécular destas Gltimas (Figura 12). A simplificacdo molecular é utilizada na obtencéo de
compostos estruturalmente mais simples, preservando-se as unidades farmacoforicas
identificadas no composto lider (BARREIRO & FRAGA, 2008). Assim como 4-TZD,
encontra-se na literatura TSC com citotoxicidade em células cancerigenas. Em 2009, Li et al.
sintetizaram analogos de tiossemicarbazonas (Figura 11) com excelente citotoxicidade na
linhagem celular K562, apresentando Clso entre 0,002-47,5uM.

X =N, CH
R=H, CH,

Figura 11. Tiossemicarbazonas com citotoxicidade em células leucémicas sintetizadas
por Li et al. (2009).
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A partir desses trabalhos, nosso grupo de pesquisa tem proposto novas TSC e 4-TZD
com propriedades citotoxicas em linhagens celulares neoplasicas. Os estudos seguintes
avaliaram a regiosseletividade do anel piridinico. Em 2012, Feitoza et al. sintetizaram uma série
regioisdbmeros C(4) de derivados 4-TZD e identificaram duas moléculas ativas nas linhagens
celulares K-562 e carcinoma mucoepidermdide de pulméo humano (NCI-H292). As estruturas
quimicas e Clso dos compostos ativos sdo descritas na Figura 12. Analisando a estrutura desses
compostos com o que Zhou et al. propuseram, verificou-se que substitui¢cdes no nitrogénio N(3)
presente no anel 4-TZD ndo causam perda da atividade e que a presenca de derivados do
grupamento benzilideno em C(5) do anel ndo é essencial para a atividade. Complementando, o
derivado sintetizado por Feitoza et al. em substituicdes em N(3) do anel 4-TZD e com o grupo
N(Me). na posi¢do para do benzilideno ndo apresentou atividade contra nenhuma linhagem

celular.

N S

f
i YN
M
| 5 \N’““a‘*\):o Nz S
o

Cloy= 1.81 uM (K-562)
HaC —n
kY

CHy

Clg = 3.23 pM (NCI-H292)

Figura 12. Derivados 4-tiazolidinbnicos citotdxicos identificados por Feitoza et al.
(2012).

Em 2012, Guimardes Neto et al. sintetizaram uma série de regioisomeros C(2) de
derivados 4-TZD (Figura 13) e identificaram quatro compostos citotoxicos, com Clsg entre 1,42
e 7,26 uM, contra linhagens celulares de carcinoma epidermdide de laringe (HEp-2).
Observando a estrutura desses compostos, confirmou-se que a presenca do grupo N(Me): o-
substituido no grupamento benzilideno ndo € essencial para atividade, que a presenca do
grupamento benzilideno em C(5) do anel 4-TZD ndo € essencial para citotoxicidade e que

substituicdes no nitrogénio N(3) do anel 4-TZD nao causam perda total da atividade.
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R

R =NMe, NO,

Figura 13. Derivados 4-tiazolidindnicos citotoxicos identificados por Guimardes Neto
et al. (2012).

A etapa seguinte foi a sintese e citotoxicidade de regioisomeros C(3) de piridina em
derivados 4-TZD. A sintese desses regioisdmeros foi realizada por Dias et al. (2013). Quanto a
avaliagéo da citotoxicidade, verificou-se perda total da atividade. Outra observagéo importante
foi a presenga dos grupos pirrolidinil, piperidinil e morfolinil na estrutura quimica de entidades
quimicas citotoxicas, encontradas na literatura (HUANG et al., 2013; GUO, LIU & PEI, 2015).

A partir da observacdo desses resultados, analogos de TSC e 4-TZD foram propostos,
como mostra a Figura 14. O grupamento benzilideno em C(5) no anel 4-TZD foi retirado, ja
que estudos anteriores mostraram que a presenca dele ndo é essencial para atividade; em
substituicdo ao anel piridina, utilizou-se o grupo fenil p-substituido pelas seguintes aminas
secundarias ciclicas: pirrolidina, piperidina e morfolina. Também foram analisadas as
diferentes influéncias dos grupos H, Me, Et e Ph em N(4) de TSC e N(3) de 4-TZD.

?2
N
oYt — L
) C
S\_)::
R > R

1 1

R,=H, Me, Et, Ph

Figura 14. Analogos tiossemicarbazonicos e 4-tiazolidindnicos propostos.
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Analisou-se as séries propostas segundo os critérios da Regra de Lipinski (Regra dos
Cinco) e o resultado disto & mostrado nas Tabelas 2 e 3. O PM, em g/mol, e o cLogP foram
calculados utilizando o software ChemAxon (versdo online chemicalize.org). Todas as
moléculas obedecem os parametros da Regra dos Cinco e sdo, portanto, possiveis candidatos a
farmacos com boa biodisponibilidade oral (LIPINSKI et al., 2001).

Tabela 2. Pardmetros de Lipinski calculados para as tiossemicarbazonas propostas.

Composto Ry R, PM cLogP Doadores  Aceptores
(g/mol) deH deH
2a Pirrolidina H 248,4 2,18 3 4
2b Pirrolidina Me 262,4 2,40 2 4
2cC Pirrolidina Et 276,4 2,76 2 4
2d Pirrolidina Ph 3244 4,42 2 4
2e Piperidina H 262,4 2,62 3 4
2f Piperidina Me 276,4 2,85 2 4
29 Piperidina Et 290,4 3,20 2 4
2h Piperidina Ph 338,5 4,86 2 4
2i Morfolina H 264,4 1,55 3 5
2j Morfolina Me 278,4 1,78 2 5
2k Morfolina Et 292,4 2,14 2 5
2l Morfolina Ph 340,4 3,80 2 5

Tabela 3. Parametros de Lipinski calculados para as 4-tiazolidinonas propostas.

Composto M cLogP Doadores de H Aceptores de H
(g/mol)
3a 288,4 1,99 1 5
3b 302,4 2,21 0 5
3c 316,4 2,57 0 5
3d 364,5 3,87 0 5
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3e
3f
39
3h
3i
3]
3k
3l

302,4
316,4
330,5
378,5
304,4
318,4
332,4
380,5

2,44
2,66
3,02
4,32
1,37
1,59
1,95
3,25

O O O b O O O Bk

o OO O o o1 o1 O Ol

Patricia Santos Barbosa



39

4. OBJETIVOS

4.1. Objetivo geral

Obter andlogos tiossemicarbazonicos e 4-tiazolidindnicos com potencial atividade

anticancer.

4.2. Objetivos especificos

- Analisar a eficiéncia do ligante de derivados 4-tiazolidindnicos encontrados na literatura;
- Sintetizar as tiossemicarbazonas propostas;

- Sintetizar as 4-tiazolidinonas propostas;

- Caracterizar os compostos propostos utilizando métodos espectroscdpicos convencionais;

- Avaliar in vitro a citotoxicidade dos compostos propostos nas linhagens neoplésicas HEp-2,
MCF-7, MOLT-4 e NCI-H292.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Anélise da eficiéncia do ligante de derivados 4-tiazolidindnicos com atividade
antitumoral

INTRODUCAO

O céncer é comumente definido como grupo composto por mais de 100 doencas
caracterizadas pelo crescimento descontrolado de células anormais no corpo, sendo uma das
maiores causas de mortes no mundo (RUBIN, 2006). Em 2012, surgiram 14 milhdes de novos
casos e 8,2 milhGes de mortes causadas pelo cancer. Mais de 70% das mortes ocorreram na
Africa, Asia e nas Américas do Sul e Central (WHO, 2014; NCI, 2015). Terapias avancadas
vém sendo utilizadas no tratamento de pacientes com cancer, porém as celulas tém adquirido
MDR rapidamente (HUANG et al., 2012). O principal mecanismo de MDR € através da
superexpressdo de Pgp, uma proteina transportadora que age como uma bomba de efluxo de
farmacos anticancerigenos (AMBUDKAR et al., 1999).

4-TZD possuem continuo interesse pela industria farmacéutica devido a sua diversidade
de atividades farmacoldgicas, como hipoglicemiante, anti-inflamatoria, anticonvulsivante,
antiviral, antidiabética, antitumoral, cardiovascular, entre outras (TRIPHATI et al., 2014).
Diversos compostos contendo o nlcleo 4-tiazolidinona com substituintes nas posicdes 2, 3e 5
tém demonstrado boa citotoxicidade contra linhagens de células cancerigenas, incluindo células
com superexpressdo de Pgp (LIESEN et al., 2008; ZHOU et al., 2008; ZHANG et al., 2014;
WANG et al., 2015).

Meétricas de eficiéncia do ligante quantificam propriedades moleculares necessarias para
garantir afinidade do composto pelo alvo terapéutico. Calculos de eficiéncia do ligante tém sido
aplicados com sucesso na selecdo e otimizacdo de fragmentos, moléculas bioativas e compostos
lideres (HOPKINS et al., 2014). Os conceitos de EL, energia livre de ligacao por &tomo pesado,
e LipE, que combina poténcia e lipofilia, sdo os mais utilizados na descoberta de farmacos
(KUNTZ et al., 1999; REYNOLDS, TOUNGE & BEMBENEK, 2008; RYCKMANS et al.,
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2009; MORTENSON & MURRAY, 2011). No céalculo do EL, os NHA séao tratados sem
distincdo, mesmo que os tamanhos e propriedades de ligacdo sejam diferentes. Prevendo esse
inconveniente, o FQ propde uma corre¢cdo nos valores de EL, tornando essa métrica
independente da influéncia das diferencas de tamanho dos atomos (HOPKINS et al., 2014;
ZHANG et al., 2014). Ja existem diversos estudos publicados utilizando andlise da eficiéncia
do ligante como auxilio no planejamento de novos farmacos (MASOOD et al., 2011; TANAKA
et al., 2011; JABEEN et al., 2012; RACKHAM et al., 2014; TURLINGTON et al., 2014).
Baseado na necessidade de direcionar o planejamento de novas 4-tiazolidinonas para uma
melhor citotoxicidade contra células cangerigenas, o presente estudo teve como objetivo a
analise do EL, FQ e LipE de moléculas com atividade anticancer in vitro comprovada contendo

0 nlcleo 4-TZD em sua estrutura quimica.

MATERIAIS E METODOS

Para a realizacdo da pesquisa, um banco de dados de compostos 4-TZD provenientes da
literatura foi gerado. Somente os artigos que apresentaram a Clso dos derivados 4-TZD para
atividade citotoxica in vitro foram incorporados ao banco de dados. Alguns compostos
apresentaram a concentragao inibitoria média (Clso) na unidade pesovolume, nesses casos, foi
necessario realizar a conversdo da Clsp para a unidade molaridade. Os valores de LogP foram
calculados usando o programa computacional ChemAxon (versao 5.4 online chemicalize.org).
Compostos com cLogP negativo ndo foram inclusos no banco de dados .Para o célculo de EL
(SEGALL, 2012), FQ (ZHANG et al., 2014) e LipE (HOPKINS et al., 2014) foram utilizadas

as seguintes formulas:

30 1- =14
Equacdo 1. EL = TR pCls,

EL
0,0715+(7,5328 XNHA™1)+(25,7079XNHA™2)—(361,4722XNHA~3)

Equacédo 2: FQ =

Equacdo 3: LipE = pClsy — cLogP
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Onde o NHA é o nimero de atomos diferentes de hidrogénio; pCls, = —LogClsy;
cLogP € o coeficiente de particdo calculado. O banco de dados foi criado e analisado utilizando
o software Microsoft Excel®. Os gréficos foram gerados utilizando o software OriginPro 8 SR2
v8.0891 (B891).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram encontrados 121 compostos derivados 4-TZD com atividade anticancer avaliada
in vitro, provenientes das seguintes referéncias: Gududuru et al. (2004), Ottana et al. (2005),
Kamel et al. (2010), Modha et al. (2010), Ma et al. (2011), Wang et al. (2011), Feitoza et al.
(2012), George et al. (2012), Guimarées Neto et al. (2012), Hanna & George (2012), Paulikova
et al. (2012), Dawood et al. (2013), Masoud et al. (2013), Sharath Kumar et al. (2014), Revelant
et al. (2015). Realizou-se a analise de eficiéncia do ligante calculando-se as métricas EL, FQ e
LipE dos compostos encontrados. A Tabela 3 mostra a média dos valores encontrados para 0s
compostos estudados. O valor médio calculado para EL foi 0,26, inferior a 0,3 — limite minimo
aceitavel para EL. Quando aplicou-se o FQ para correcdo do valor médio de EL, o novo valor
médio encontrado foi 0,75. O cLogP médio encontrado foi 4,51, obedecendo a Regra dos Cinco,
proposta por Lipinski et al. (2001). Entretanto, a média da pCI50 (5,42) ndo foi muito diferente
da média do cLogP e por isso o LipE (0,91) foi bem abaixo de >5-7, valor ideal (HOPKINS et
al., 2014). Além disso, Schultes et al. (2010) mostraram que compostos bem sucedidos tém, em

média, pClso igual a 8.

Tabela 3. Valores médios calculados para eficiéncia do ligante (EL), fit quality (FQ) e
eficiéncia lipofilica do ligante (LipE) para os 121 compostos contendo o nucleo 4-

tiazolidinona estudados.

Quantidade de )
pClso NHA EL FQ cLogP LipE
compostos
121 542+062 30,12+433 026+005 0,75+0,08 451+144 0,91+1,59
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O histograma (Figura 15) mostra o numero de compostos em fungdo dos valores
calculados para EL. Somente 14% dos compostos possuem valores de EL > 0,3, isto &, possuem
maiores chances de serem bem sucedidos (ABAD-ZAPATERO, 2007). A grande maioria dos
compostos teve valores de EL calculados abaixo do ideal devido ao NHA. Sabe-se que o NHA
pode influenciar na lipofilia, considerada um fator de risco no planejamento de farmacos. Em
sua maioria, compostos com alta lipofilia possuem farmacocinética e toxicologia inadequadas.
Por outro lado, a afinidade do composto pelo alvo também aumenta em fungdo da lipofilia
(LEESON & SPRINGTHORPE, 2007;JOSEPH-MC CARTHY et al., 2014).
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Figura 15. Distribuicdo dos valores de eficiéncia do ligante para 121 compostos derivados 4-

tiazolidinbnicos encontrados na literatura.

Com o objetivo de verificar a influéncia do NHA sobre os valores de EL, seis derivados
4-TZD presentes no banco de dados foram selecionados e comparados seus valores de EL, Clso
e NHA (Tabela 4). Os compostos A, B e C possuem Clso igual a 0,9 uM, entretanto, somente o
composto C possui EL aceitavel. Provavelmente, isto é devido ao NHA. No composto C, foram
necessarios 27 NHA para produzir uma Clsg igual a dos compostos A e B, que necessitaram de

34 e 33 NHA, respectivamente. Os compostos D, E e F se encaixam nesse mesmo perfil. Ambos
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possuem Clso de 9 UM e somente o composto D possui EL aceitavel, ou seja, o composto D,

com 0,37 Kcalemol? por NHA, necessita de 19 NHA para produzir uma Clso igual a dos

compostos E e F. Em contrapartida, estes Gltimos necessitam de muito mais &tomos pesados

para produzir uma Clsg igual a do composto D.

Tabela 4. Valores para eficiéncia do ligante (EL), concentracédo inibitéria minima (Clso) e

namero de dtomos diferentes de hidrogénio (NHA) para 6 derivados 4-tiazolidindnicos

encontrados na literatura.

Composto EL (Kcalemol* por NHA)

A

m m O O W

0,24
0,26
0,31
0,37
0,27
0,17

0,9

0,9

0,9
9
9
9

Clso (M)

NHA

34
33
27
19
26
41

Referéncia

Wang et al. (2011)

Revelant et al. (2015)

Ma et al. (2011)
Dawood et al. (2013)

Valores de FQ (Figura 16) proximo a 1,0 indicam uma étima afinidade de ligacdo da

molécula pelo alvo terapéutico. Assim, temos 29% dos compostos com FQ > 0,8. Ainda,

compostos com valores de FQ > 1 possuem uma afinidade excepcional pelo alvo molecular

(HOPKINS et al., 2014). Na Figura 16 estdo destacados trés compostos com FQ acima de 1.
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Figura 16. Grafico dos valores de fit quality (FQ) x nimero de atomos diferentes de

hidrogénio (NHA) para os 121 derivados 4-tiazolidinbnios encontrados na literatura.

Segundo Lipinski et al. (2001), os valores de LogP para compostos com boa
biodisponibilidade oral devem ser iguais ou menores que 5. A Figura 17 apresenta os graficos
cLogP x pClso (Figura 17a) e NHA x pClse (Figura 17b). Um total de 37% dos compostos em
estudo possuem valores de cLogP superiores a 5, ou seja, desobedecem uma das regras de
Lipinski et al. (2001) para farmacos com boa biodisponibilidade oral®®. Analisando a Figura
17a, ndo notamos uma tendéncia em aumentar a pClso em fungdo do cLogP. Isso demonstra
que a pClso para citotoxicidade de 4-TZD néo é dependente do aumento da lipofilia e que é
possivel sintetizar novas entidades quimicas obedecendo o limite do valor de LogP estabelecido
na Regra dos Cinco e com excelente atividade anticancer. Percebemos o mesmo quando
observamos o grafico NHA x pClso (figura 17b). A maioria dos compostos possuem NHA entre

25 e 35, entretanto, ndo existe uma tendéncia em aumentar a pClso em funcdo do NHA.
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Figura 17. Graficos dos valores de cLogP x pClso (3a) e nUmero de dtomos diferentes de
hidrogénio (NHA) x pClso (3b) para 121 compostos derivados 4-tiazolidindnicos com

atividade anticancer encontrados na literatura.

Na figura 17a estdo destacados dois compostos sintetizados por Wang et al. (2011).
Esses compostos (Figura 18) sdo exemplos de moléculas bioativas com LogP dentro dos
padrdes de Lipinski et al. (2001) com pClso proximo a 8 (SCHULTES et al., 2010). Além disso,
possuem valores de EL > 0,3 e FQ > 1, se encaixando no seleto grupo de moléculas que possuem

afinidade excepcional pelo alvo terapéutico.

(MR=5F  (§R=6F

/_
\_n 0
\\ O Clsy - 25 nM Clsp— 28 nM
\1 m > pClsy = 7.60 pCla - 7,55
N cLogP - 4,36 cLogP - 3,75
S 0 LE - 0,30 LE-031

FQ -1,02 F-1,02
\\\‘ LipE - 3,19 LipE - 3,85

R—— —O0

Figura 18. Compostos sintetizados por Wang et al. (2011) com cLogP dentro dos padrbes de
Lipinski et al. (2001).
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Figura 19. Grafico eficiéncia do ligante (EL) x eficiéncia lipofilica do ligante (LipE) para 0s

121 compostos derivados 4-tiazolidindnicos encontrados na literatura.

O grafico EL x LipE (Figura 19) nos permite analisar o EL e LipE em conjunto. Com o
cLogP maior que a pClso, 31% dos compostos tiveram valores de LipE menores que zero. Isso
significa que essas moléculas possuem afinidade maior pelo n-octanol do que pelo alvo
molecular (HOPKINS et al., 2014). Duas linhas dividem os compostos com valores favoraveis
minimos de EL e LipE. Observa-se que, dos 121 compostos estudados, somente um, em
destaque, possui valores de EL e LipE adequados. Esse composto (Figura 20), sintetizado por
Feitoza et al. (2012), possui melhores chances de ser bem sucedido que os demais compostos
em estudo. A métrica EL penaliza compostos com mesma poténcia e diferentes NHA, visto que
compostos mais pesados possuem piores propriedades fisico-quimicas e farmacocinética. Ja a
métrica LipE penaliza compostos que possuem o aumento da poténcia em funcdo do aumento
da lipofilia. Altos valores de LogP séo associados a baixas solubilidade, absorcéo e estabilidade
metabodlica, além do aumento do risco de interacGes ndo-especificas e toxicidade (LEESON &
SPRINGTHORPE, 2007).
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Figura 20. Estrutura quimica e dados do composto sintetizado por Feitoza et al. (2012).

CONCLUSAO

A analise da eficiéncia do ligante e da eficiéncia lipofilica do ligante dos 121 compostos
4-TZD citotéxicos em estudo mostraram que 14% deles possuem EL > 0,3, 29% possuem FQ
acima de 0,8 e somente 1 composto possui LipE > 5-7. Isso se deve a uma desproporgao entre
a pClso e 0 cLogP, ou seja, no geral, os compostos estudados possuem uma alta lipofilia em
relacdo a poténcia. Entretanto, os dados mostraram que o aumento da poténcia é independente
da lipofilia. Mesmo com o conhecimento a respeito da Regra dos Cinco, ainda tivemos 37%
dos compostos com cLogP superior a cinco. A vista disto, destacamos a necessidade do uso
adequado da analise de eficiéncia do ligante durante o planejamento e sintese de novos analogos

4-tiazolidindnicos antitumorais.
5.2 Sintese e citotoxicidade de analogos de tiossemicarbazonas e 4-tiazolidinonas

INTRODUCAO

Em 2012, o cancer causou 8,2 milhdes de mortes no mundo e a projecdo é de que esse
namero aumente para 13,2 milhdes em 2030 (WHO, 2014; NCI, 2015). Apesar de novos
farmacos estarem disponiveis, ainda existem obstaculos no tratamento quimioterapico, sendo o
principal deles a MDR (HUBER, MARUIAMA & ALMEIDA, 2010). Assim, faz-se necessario
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a necessidade de obter-se novos agentes antineoplasicos. TSC e 4-TZD tem sido estudadas
como potenciais agentes anticancer. S&o encontradas na literatura TSC com citotoxicidade em
diversas linhagens celulares, entre elas A549, HeLa, MCF-7, BEL-7404, T98G, U87 e K-562
(MARKOVIC et al., 2013; GAN et al., 2014; SOARES et al., 2014; AKGEMCI et al, 2015;
ALTINTORP et al., 2016). Em 2008, Zhou et al. identificou dez 4-TZD com citotoxicidade nas
linhagens celulares H460 e H4607axr. Em 2012, Feitoza et al. sintetizaram duas 4-TZD com
citotoxicidade nas linhagens celulares K-562 e NCI1-H292. No mesmo ano, Guimardes Neto et
al. identificaram quatro derivados 4-TZD com citotoxicidade na linhagem celular HEp-2. Outra
observacao, € a presenca dos grupos pirrolidinil, piperidinil e morfolinil em entidades quimicas
com citotoxicidade (RIPAMONTI et al, 1996; BADISA et al, 2009).

Assim, 0 presente estudo teve como objetivo a sintese e citotoxicidade de analogos de
TSC e 4-TZD. Duas séries foram planejados de forma a verificar as influéncias das aminas
ciclicas pirrolidina, piperidina e morfolina e dos grupos H, Me, Et, Ph para a citotoxicidade de
TSC e 4-TZD.

PARTE EXPERIMENTAL

Os pontos de fusdo foram medidos atraves do aparelho para ponto de fusdo a seco
Quimis modelo Q340S e ndo foram corrigidos. As cromatografias em camada delgada (CCD)
foram realizadas utilizando placas de silica gel (Sigma-Aldrich 60 Fzss) de 250 uM de
espessura. A revelacdo foi realizada por ultravioleta (UV) (254 nm). Os espectros de
infravermelho (1V) (v, cm™) foram obtidos em espectrometro Bruker modelo IFS66 (pastilha
de KBr) ou Shimadzu modelo UV-mini 1240. Os espectros de RMN *H e 3*C foram obtidos em
aparelho Unity Plus, Varian, 300 e 75 MHz, respectivamente. Os deslocamentos quimicos ()
indicados, expressos em ppm, foram medidos em relacdo ao tetrametilsilano, utilizado como
referéncia interna. As multiplicidades dos sinais foram designadas da seguinte forma: singleto
(), dubleto (d), tripleto (t), quintupleto (g) e multipleto (m). Os espectros de massas de alta
resolucdo (EMAR) foram obtidos em espectrémetro de massas hibrido, modelo micrOTOF-Q
I (Bruker Daltonics), onde utilizou-se a técnica de ionizacdo por electrospray (ESI) no modo

positivo.
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Figura 15. Esquema da sintese dos derivados tiossemicarbazénicos e 4-tiazolidindnicos.
Reagentes e condi¢des: (a) K2CO3z(2 eq.), DMF, 90°C, 7-22 horas; (b) HClcat), EtOH,
refluxo, 3-7 horas; (c) AcONa anidro (4 eg.), Cloroacetato de etila (1,5 eq.), EtOH, refluxo,

23-76 horas.

Procedimento geral para obtencdo dos intermediarios benzaldeidos (1a-c)

A uma solucdo contendo 0,2 mmol de K2COs e 20 mL de dimetilformamida (DMF),

adicionou-se 0,15 mmol da amina secundéria ciclica e 0,1 mmol de 4-fluorbenzaldeido. A

mistura foi mantida sob agitacdo constante e aquecida até 90°C até o término da reacdo,

confirmado por CCD. Em seguida, a solucdo final foi resfriada até a temperatura ambiente. Para

obtencdo de la-b, adicionou-se gelo para precipitacdo, com posterior filtracdo. Para obtencao

de 1c, realizou-se uma extracdo com acetato de etila com posterior rotaevaporacdo. Os

compostos obtidos foram purificados em metodologia adequada.
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4-(pirrolidin-1)-ilbenzaldeido (1a)

Sélido amarelo. Tempo de reacdo: 8 horas. Rf 0,53 (Hexano/Ac. Etila 1:1). Purificacdo:
Recristalizacdo em agua:etanol 2:1. Rendimento: 86%. PF (°C) (lit.): 83-84 (84-85).

IV (KBr) vmax (cm™) 1669 (C=0), 1167 (C-N).

4-(piperidin-1-il)benzaldeido (1b)

Sélido amarelo. Tempo de reacdo: 8 horas. Rf 0,48 (Hex/Ac. Etila 7:3). Purificacdo:
Recristalizacdo em agua:etanol 3:1. Rendimento: 80%. PF (°C) (lit.): 62-63 (62-64).

IV vimax (ML) 1664 (C=0), 1158 (C-N).

4-(morfolin-1-il)benzaldeido (1c)

Solido branco. Tempo de reacdo: 22 horas. Rf 0,59 (Hexano/Ac. Etila 1:9). Purificacao:
Recristalizagdo em 2-propanol*®. Rendimento: 66%. PF (°C) (lit.): 51-52 (61-63).

IV vimax (cm?) 1658 (C=0), 1173 (C-N).

Procedimento geral para obtencdo dos intermediarios tiossemicarbazonicos (2a-1)

A uma solucdo contendo 0,1 mmol da requerida tiossemicarbazida em 20 mL de etanol,
adicionou-se 0,11 mmol dos benzaldeidos sintetizados previamente (1a-c) e 2 gotas de acido
cloridrico. A mistura foi mantida sob agitacdo constante e aquecida em temperatura de refluxo
até o término da reacdo, confirmado por CCD. Em seguida, a solucdo final foi resfriada até

temperatura ambiente e o precipitado obtido foi filtrado e purificado em metodologia adequada.

[(E)-{[4-(pirrolidin-1-il)fenil]metilideno }amino]tiouréia (2a)
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Soélido amarelo. Tempo de reacdo: 3 horas. Rf 0,51 (CHCIs/EtOH 10:1). Purificacdo: lavagem
em cloroférmio a quente. Rendimento: 87%. PF (°C): 211-212 (decomposicao).

IV (KBr) vimax (cm™t) 3366, 3346, 3253 (N-H), 1596 (C=N), 1389 (C-N), 1182 (C=S).

RMN 'H (CDCls, 300 MHz) & (ppm) 2,02 (4H, t, CH), 3,24 (3H, d, CHs), 3,33 (4H, t, CH>),
6,54 (2H, d, Ar-H), 7,41 (H, s, C-H), 7,50 (2H, d, Ar-H), 7,69 (H, s, N-H), 9,32 (H, s, N-H).

RMN 3C (CDCls, 75 MHz) & (ppm) 25,44, 31,07, 47,54, 111,56, 119,97, 128,92, 143,84,
149,37, 117,60.

EMAR (ESI positivo) calculado para C12H1sNaN4S* [M+Na]* 271,3354, encontrado 271,0988.

3-metil-1-[(E)-{[4-(pirrolidin-1-il)fenil]metilideno}amino]tiouréia (2b)

Solido amarelo. Tempo de reacdo: 3 horas. Rf 0,59 (CHCI/EtOH 20:1). Purificacao:
Recristalizagdo em etanol. Rendimento: 88% PF (°C): 224-226 (decomp.).

IV (KBr) vmax (cm) 3272, 3110 (N-H), 1617 (C=N), 1255 (C-N), 1179 (C=S). RMN H
(DMSO-ds, 300 MHz) & (ppm) 1,95 (4H, t, CHy), 3,26 (4H, t, CH,), 6,54 (2H, d, Ar-H), 7,57
(2H, d, Ar-H), 7,73 (H, s, C-H), 7,92 (2H, s, N-Hy), 11,14 (H, s, N-H).

RMN *3C (DMSO-ds, 75 MHz) & (ppm) 24,94, 47,21, 111,43, 120,70, 128,75, 143,57, 148,76,
176,87.

EMAR (ESI positivo) calculado para Ci13H1sNaN4S* [M+Na]* 285,3618, encontrado 285,1156.

3-etil-1-[(E)-{[4-(pirrolidin-1-il)fenilJmetilideno }amino]tiouréia (2c)

Solido amarelo. Tempo de reacdo: 4 horas. Rf 0,6 (CHCI/EtOH 20:1). Purificacao:
Recristalizacdo em etanol. Rendimento: 81%. PF (°C): 214-216.

IV (KBr) vimax (M) 3309, 3173 (N-H), 1600 (C=N), 1383 (C-N), 1175 (C=S).

RMN *H (DMSO-ds, 300 MHz) & (ppm) 1,14 (3H, t, CHs), 1,95 (4H, t, CH2), 3,27 (4H, t, CH>),
3,58 (2H, g, CH,), 6,55 (2H, d, Ar-H), 7,58 (2H, d, Ar-H), 7,92 (H, s, C-H), 8,28 (H, t, N-H),
11,12 (H, s, N-H).

Patricia Santos Barbosa



53

RMN 3C (DMSO-ds, 75 MHz) & (ppm) 14,76, 24,92, 38,10, 47,22, 111,39, 120,77, 128,68,
143,08, 148,71, 175,90.

EMAR (ESI positivo) calculado para Ci14sH20NaN4S* [M+Na]* 299,1310, encontrado 315,4967.

1-fenil-3-[(E)-{[4-(pirrolidin-1-il)fenil]metilideno}amino]tiouréia (2d)

Sélido amarelo. Tempo de reacdo: 4,5 horas. Rf 0,64 (CHCIs/EtOH 20:1). Purificacdo:
Recristalizacdo em cloroférmio. Rendimento: 58%. PF(°C): 206-209.

IV (KBr) vimax (cm™t) 3288, 3152 (N-H), 1589 (C=N), 1386 (C-N), 1179 (C=S).

RMN H (DMSO-ds, 300 MHz) & (ppm) 1,96 (4H, t, CH2), 3,28 (4H, t, CH,), 6,57 (2H, d, Ar-
H), 7,18 (H, t, Ar-H), 7,35 (2H, t, Ar-H), 7,62 (2H, d, Ar-H), 7,69 (2H, d, Ar-H), 8,04 (H, s, C-
H), 9,90 (H, s, N-H), 11,56 (H, s, N-H).

RMN 13C (DMSO-ds, 75 MHz) & (ppm) 24,94, 47,22, 111,40, 120,45, 124,91, 125,37, 127,94,
129,17, 139,21, 144,20, 148,91, 174,73.

EMAR (ESI positivo) calculado para CigH20NaN4S* [M+Na]* 324,4412, encontrado 347,4310.

[(E)-{[4-(piperidin-1-il)fenil]metilideno}amino]tiouréia (2e)

Solido roseo. Tempo de reacdo 4 horas. Rf 0,55 (hexano/acetato de etila 1:1). Purificacao:

lavagem em cloroformio a quente. Rendimento: 60%. PF(°C): 197-200.
IV vmax (cm™) 3349, 3278, 3174 (N-H), 1695 (C=N), 1355 (C-N), 1249 (C=S).

RMN *H (DMSO-ds, 300 MHz) & (ppm) 1,69 (2H, s, CHz), 1,98 (4H, s, CH>), 3,50 (4H, t, CH>),
7,79 (2H, s, Ar-H), 7,93 (2H, d, Ar-H), 8,08 (2H, s, NH2), 8,26 (H, s, CH), 11,52 (H, s, NH).

EMAR (ESI positivo) calculado para C12H19N4S™ [M+H]" 263,3798, encontrado 263,1362.

3-metil-1-[(E)-{[4-(piperidin-1-il)fenil]metilideno}amino]tiouréia (2f)
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Soélido réseo. Tempo de reacdo: 4 horas. Rf 0,51 (hexano/acetato de etila 3:2). Purificacdo:
lavagem em cloroférmio a quente. Rendimento: 80%. PF(°C): 203-204.

IV vimax (cm™) 3249, 3115 (N-H), 1533 (C=N), 1293 (C-N), 1239 (C=S).

RMN *H (DMSO-ds, 300 MHz) & (ppm) 1,65 (2H, s, CHz), 1,95 (4H, s, CHz), 3,01 (3H, d,
CHs), 3,47 (4H, t, CH2), 7,93 (2H, d, Ar-H), 7,77 (2H, s, Ar-H), 8,04 (H, s, CH), 8,56 (H, d,
NH), 11,53 (H, s, NH).

RMN 13C (DMSO-ds, 75 MHz) & (ppm) 21,34, 23,16, 30,78, 54,32, 120,50, 121,06, 128,36,
140,19, 144,99, 177,71.

EMAR (ESI positivo) calculado para C14H21N4S™ [M+H]" 277,4062, encontrado 277,1497.

3-etil-1-[(E)-{[4-(piperidin-1-il)feniljmetilideno}amino]tiouréia (2g)

Solido roseo. Tempo de reacdo: 5 horas. Rf 0,57 (hexano/acetato de etila 3:2). Purificacao:

lavagem em cloroférmio a quente. Rendimento: 80%. PF(°C) 203-204.
IV vmax (cm™) 3255, 3122 (N-H), 1527 (C=N), 1307 (C-N), 1188 (C=S).

RMN *H (DMSO-ds, 300 MHz) & (ppm) 1,13 (3H, t, CHs), 1,63 (2H, s, CHz), 1,92 (4H, s, CHo),
3,45 (4H, t, CHy), 3,58 (2H, g, CH2), 7,72 (2H, s, Ar-H), 7,90 (2H, d, Ar-H), 8,02 (H, s, CH),
8,56 (H, t, NH), 11,44 (H, s, NH).

RMN C (DMSO-ds, 75 MHz) & (ppm) 15,05, 21,93, 23,74, 38,74, 54,62, 120,26, 120,83,
128,92, 140,89, 146,07, 177,15.

EMAR (ESI positivo) calculado para C1sH23N4S™ [M+H]" 291,4326, encontrado 291,1645.

1-fenil-3-[(E)-{[4-(piperidin-1-il)fenil]metilideno }amino]tiouréia (2h)

Solido réseo. Tempo de reacdo: 7 horas. Rf 0,47 (hexano/acetato de etila 3:2). Purificacao:

lavagem em cloroférmio a quente. Rendimento: 76%. PF(°C): 184-186.

IV vmax (cm™) 3285, 3077 (N-H), 1530 (C=N), 1322 (C-N), 1183 (C=S).
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RMN H (DMSO-ds, 300 MHz) & (ppm) 1,69 (2H, s, CH), 1,95 (4H, s, CHz), 3,51 (4H, t, CH2),
7,25 (H, t, Ar-H), 7,42 (2H, t, Ar-H), 7,59 (2H, t, Ar-H), 7,74 (2H, s, Ar-H), 8,02 (2H, t, Ar-
H), 8,19 (H, s, CH), 10,16 (H, s, NH), 11,90 (H, s, NH).

RMN 2C (DMSO-ds, 75 MHz) & (ppm) 21,57, 23,36, 38,93, 53,89, 119,99, 125,37, 125,92,
128,05, 128,90, 139,04, 141,65, 146,00, 175,99

EMAR (ESI positivo) calculado para C19H23N4S™ [M+H]" 339,4754, encontrado 339,1647.

[(E)-{[4-(morfolin-1-il)fenil]metilideno}amino]tiouréia (2i)

Solido laranja. Tempo de reacdo: 3 horas. Rf 0,59 (hexano/acetato de etila 1:1). Purificacao:
lavagem em cloroférmio a quente. Rendimento: 78%. PF(°C): 196-198 (decomp.).

IV vmax (c'2) 3384, 3245, 3157 (N-H), 1607 (C=N), 1340 (C-N), 1252 (C=S).

RMN H (DMSO-ds, 300 MHz) § (ppm) 3,24 (4H, t, CHs), 3,78 (4H, t, CH2), 7,09 (2H, d, Ar-
H), 7,70 (2H, d, Ar-H), 7,99 (2H, s, NH3), 8,13 (H, s, CH), 11,37 (H, s, NH).

RMN 3C (DMSO-ds, 75 MHz) § (ppm) 47,05, 48,81, 66,03, 113,67, 115,76, 129,00, 143,25,
151,25.

EMAR (ESI positivo) calculado para Ci2HisNaN4OS* [M+Na]* 287,3348, encontrado
287,0945.

3-metil-1-[(E)-{[4-(morfolin-4-il)fenil]metilideno}amino]tiouréia (2j)

Solido roxo. Tempo de reacdo 3 horas. Rf 0,57 (hexano/acetato de etila 1:1). Purificacao:

lavagem em cloroférmio a quente. Rendimento: 84%. PF(°C): 207-208.
IV vmax (cm™) 3301, 3238 (N-H), 1542 (C=N), 1410 (C-N), 1242 (C=S).

RMN *H (DMSO-ds, 300 MHz) & (ppm) 3,01 (3H, d, CHs), 3,27 (4H, t, CH>), 3,80 (4H, t, CH>),
7,15 (2H, d, Ar-H), 7,72 (2H, d, Ar-H), 7,97 (H, s, CH), 8,42 (H, d, NH), 11,34 (H, s, NH).

RMN ¥C (DMSO-ds, 75 MHz) & (ppm) 31,22, 49,15, 65,93, 66,23, 116,11, 128,83, 142,17,
150,84, 117,80.
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EMAR (ESI positivo) calculado para CisH1sNaN4OS*™ [M+Na]* 301,3612, encontrado
301,10809.

3-etil-1-[(E)-{[4-(morfolin-4-il)fenil]metilideno }amino]tiouréia (2k)

Sélido branco. Tempo de reacdo 4 horas. Rf 0,47 (acetato de etila/hexano 3:2). Purificacdo:
lavagem em metanol a quente. Rendimento: 78%. PF(°C): 209-210.

IV vimax (M) 3304, 3135 (N-H), 1538 (C=N), 1379 (C-N), 1238 (C=S).

RMN *H (DMSO-ds, 300 MHz) § (ppm) 1,14 (3H, t, CH3), 3,19 (4H, t, CH,), 3,58 (2H, g, CHy),
3,71 (4H, t, CHy), 6,96 (2H, d, Ar-H), 7,65 (2H, d, Ar-H), 7,95 (H, s, CH), 8,39 (H, t, NH),
11,22 (H, s, NH).

RMN 3C (DMSO-ds, 75 MHz) & (ppm) 15,17, 38,62, 47,96, 66,39, 114,70, 124,92, 128,85,
142,70, 152,46, 176,65.

EMAR (ESI positivo) calculado para CisH20NaN4OS* [M+Na]* 315,3876, encontrado
315,1245.

1-fenil-3-[(E)-{[4-(morfolin-4-il)fenil]metilideno}amino]tiouréia (2I)

Solido verde. Tempo de reacdo: 4 horas. Rf 0,45 (acetato de etila/hexano 3:2). Purificacao:

lavagem em metanol a quente. Rendimento: 81%. PF (°C): 194-196.

IV vmax (cm™) 3298, 3219 (N-H), 1581 (C=N), 1329 (C-N), 1187 (C=S). RMN 'H (DMSO-ds,
300 MHz) § (ppm). RMN 13C (DMSO-ds, 75 MHz) & (ppm)

EMAR (ESI positivo) calculado para CigH20NaN4OS*™ [M+Na]* 363,4304, encontrado
363,1235.

Procedimento geral para obtencdo dos compostos finais 4-tiazolidindnicos (3a-1)
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A uma solugdo contendo 0,1 mmol de tiossemicarbazona sintetizada previamente (5a-
1), 0,4 mmol de acetato de sodio anidro e 25 mL de etanol, adicionou-se 0,15 mmol de
cloroacetato de etila. A mistura foi mantida sob agitacdo constante e temperatura de refluxo até
o fim da reacdo, confirmado por CCD. Em seguida, a solucdo final foi resfriada até temperatura
ambiente e o precipitado obtido foi filtrado e purificado em metodologia adequada.

(22)-2-[(E)-2-{[4-(pirrolidin-1-il)fenilJmetilideno}hidrazin-1-ilideno]-1,3-tiazolidin-4-ona
(32)

Sélido amarelo. Tempo de reacdo 23 horas. Rf 0,48 (hexano/acetato de etila 3:2). Purificacdo:
lavagem em etanol a quente. Rendimento: 90%. PF(°C): 268-270 (decomp.).

IV (KBr) vimax (cm) 1725 (C=0), 1602 (C=N), 1390 (C-N).

RMN H (DMSO-ds, 300 MHz) & (ppm) 1,96 (4H, t, CHs), 3,28 (4H, t, CH>), 3,85 (2H, s, CH>),
6,59 (2H, d, Ar-H), 7,56 (2H, d, Ar-H), 8,21 (H, s, CH), 11,80 (H, s, NH).

RMN 3C (DMSO-ds, 75 MHz) § (ppm) 25,40, 33,36, 47,69, 110,00, 111,96, 121,28, 129,67,
149,70, 156,97.

EMAR (ESI positivo) calculado para CisHisNaN4OS* [M+Na]* 311,3562, encontrado
311,0915.

(22)-3-metil-2-[(E)-2-{[4-(pirrolidin-1-il)fenil]metilideno}hidrazin-1-ilideno]-1,3-tiazolidin-
4-ona (3b)

Solido amarelo. Tempo de reacdo: 49 horas. Rf (F). Purificacdo: Lavagem em etanol a quente.
Rendimento: 93%. PF (°C): 193-195.

IV vmax (cm™) 1717 (C=0), 1594 (C=N), 1344 (C-N).

RMN *H (CDCls, 300 MHz) & (ppm) 2,02 (4H, g, CHz), 3,30 (3H, s, CHs), 3,34 (4H, t, CH>),
3,76 (2H, s, CH2), 6,56 (2H, d, Ar-H), 7,65 (2H, d, Ar-H), 8,32 (H, s, CH).

RMN 2C (CDCls, 75 MHz) § (ppm) 25,39, 29,67, 32,41, 47,48, 111,37,121,17, 128,85, 129,77,
149,63, 158,96, 172,10.
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EMAR (ESI positivo) calculado para CisHisNaN4OS™ [M+Na]* 325,3862, encontrado
325,1088.

(22)-3-¢til-2-[(E)-2-{[4-(pirrolidin-1-il)fenil]metilideno}hidrazin-1-ilideno]-1,3-tiazolidin-4-
ona (3c)

Soélido amarelo. Tempo de reagdo: 53 horas. Rf 0,55 (hexano/acetato de etila 3:2). Purificacdo:
recristalizacdo em etanol/agua 2:1. Rendimento: 31%. PF(°C): 151-153.

IV vinax (ML) 1717 (C=0), 1594 (C=N), 1384 (C-N).

EMAR (ESI positivo) calculado para C16H2:N4OS™ [M+H]* 317,4270, encontrado 317,1450.

(22)-3-fenil-2-[(E)-2-{[4-(pirrolidin-1-il)fenil]metilideno }hidrazin-1-ilideno]-1,3-tiazolidin-
4-ona (3d)

Solido branco. Tempo de reacdo: 57 horas. Rf 0,49 (hexano/acetato de etila 1:1). Purificacao:
recristalizagdo em DMSO/agua 15:1. Rendimento: 68%. PF(°C): 247-248 (decomp.).

IV vinax (cm™) 1719 (C=0), 1597 (C=N), 1376 (C-N).

RMN *H (DMSO-ds, 300 MHz) & (ppm) 2,00 (4H, t, CH2), 3,31 (4H, t, CH>), 3,92 (2H, s, CHs),
6,52 (2H, d, Ar-H), 7,36 (2H, d, Ar-H), 7,47 (3H, m, Ar-H), 7,58 (2H, d, Ar-H), 8,15 (H, s,
CH).

RMN 2C (DMSO-ds, 75 MHz) § (ppm) 25,43, 32,51, 47,51, 111,40, 121,08, 127,82, 128,89,
129,29, 129,83, 134,70, 149,69, 159,44, 161,11, 171,87.

EMAR (ESI positivo) calculado para C20H20KN4OS™ [M+K]* 403,5603, encontrado 403,1187.

(22)-2-[(E)-2-{[4-(piperidin-1-il)fenilJmetilideno}hidrazin-1-ilideno]-1,3-tiazolidin-4-ona
(3e)

Solido amarelo. Tempo de reacdo: 24 horas. Rf 0,50 (hexano/acetato de etila 3:2). Purificacao:
lavagem em metanol a quente. Rendimento: 62%. PF(°C) (lit.): 269-272 (decomp.) (270-272).
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IV vmax (cm™) 1709 (C=0), 1632 (C=N), 1312 (C-N).

RMN H (DMSO-ds, 300 MHz) & (ppm) 1,55 (6H, s, CH2), 3,25 (4H, s, CH>), 3,83 (2H, s,
CH2), 6,95 (2H, d, Ar-H), 7,55 (2H, d, Ar-H), 8,21 (H, s, CH), 11,82 (H, s, NH).

RMN 3C (DMSO-ds, 75 MHz) & (ppm) 24,39, 25,38, 33,37, 48,74, 110,00, 114,84, 123,58,
129,46, 153,12, 156,57, 174,60.

EMAR (ESI positivo) calculado para C1sH1sN4OS* [M+H]* 303,4007, encontrado 303,1306.

(22)-3-metil-2-[(E)-2-{[4-(piperidin-1-il)fenil]metilideno }hidrazin-1-ilideno]-1,3-tiazolidin-
4-ona (3f)

Solido amarelo. Tempo de reacdo: 26 horas. Rf 0,47 (hexano/acetato de etila 3:2). Purificacao:
lavagem em metanonl a quente. Rendimento: 66%. PF(°C): 170-171.

IV vimax (cm™) 1707 (C=0), 1618 (C=N), 1344 (C-N).

RMN 'H (DMSO-ds, 300 MHz) § (ppm) 1,58 (6H, s, CH2), 3,15 (3H, s, CHs), 3,29 (4H, s,
CHy), 3,93 (2H, s, CH>), 6,98 (2H, d, Ar-H), 7,60 (2H, d, Ar-H), 8,33 (H, s, CH).

RMN C (DMSO-ds, 75 MHz) & (ppm) 24,39, 25,37, 29,73, 32,48, 48,72, 114,81, 123,42,
129,61, 153,25, 157,95, 162,76, 172,56.

EMAR (ESI positivo) calculado para C16H2:N4sOS* [M+H]* 317,4270, encontrado 317,1488.

(22)-3-etil-2-[(E)-2-{[4-(piperidin-1-il)fenil]metilideno }hidrazin-1-ilideno]-1,3-tiazolidin-4-
ona (3g)

Solido amarelo. Tempo de reacdo: 47 horas. Rf 0,49 (hexano/acetato de etila 1:1). Purificacao:

lavagem em metanol a quente. Rendimento: 54%. PF(°C): 133-134.
IV vmax (cm™) 1716 (C=0), 1696 (C=N), 1335 (C-N).

RMN *H (DMSO-ds, 300 MHz) & (ppm) 1,17 (3H, t, CHs), 1,58 (6H, s, CHz), 3,28 (4H, s, CH>),
3,75 (2H, g, CH2), 3,93 (2H, s, CH), 6,98 (2H, d, Ar-H), 7,60 (2H, d, Ar-H), 8,33 (H, s, CH).
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RMN 3C (DMSO-ds, 75 MHz) & (ppm) 12,81, 24,39, 25,38, 32,48, 38,09, 48,71, 114,81,
123,44, 129,60, 153,23, 157,89, 161,98, 172,30.

(22)-3-fenil-2-[(E)-2-{[4-(piperidin-1-il)fenil]metilideno}hidrazin-1-ilideno]-1,3-tiazolidin-4-
ona (3h)

Sélido amarelo. Tempo de reacdo 52 horas. Rf 0,54 (hexano/acetato de etila 1:1). Purificacdo:
recristalizagdo em metanol. Rendimento: 60%. PF (°C): 215-216.

IV vimax (cm) 1727 (C=0), 1601 (C=N), 1382 (C-N).

RMN H (DMSO-ds, 300 MHz) & (ppm) 1,57 (6H, s, CH2), 3,27 (4H, s, CHy), 4,07 (2H, s,
CH2), 6,95 (2H, d, Ar-H), 7,39 (2H, d, Ar-H), 7,52 (5H, m, Ar-H), 8,14 (H, s, CH).

RMN 13C (DMSO-ds, 75 MHz) & (ppm) 24,39, 25,37, 32,65, 48,69, 114,78, 123,39, 128,71,
129,02, 129,49, 129,60, 135,61, 153,25, 158,12, 163,25, 172,37.

(22)-2-[(E)-2-{[4-(morfolin-4-il)fenilJmetilideno}hidrazin-1-ilideno]-1,3-tiazolidin-4-ona (3i)

Solido branco. Tempo de reacdo 25 horas. Rf 0,41 (hexano/acetato de etila 2:3). Purificacao:

lavagem em metanol a quente. Rendimento: 66%. PF(°C): 253-254.
IV vmax (cm™) 1713 (C=0), 1631 (C=N), 1328 (C-N).

EMAR (ESI positivo) calculado para CisHisNaN4O.S™ [M+Na]* 327,3556, encontrado
327,0881.

(22)-3-metil-2-[(E)-2-{[4-(morfolin-4-il)fenil]metilideno}hidrazin-1-ilideno]-1,3-tiazolidin-
4-ona (3j)

Solido branco. Tempo de reacdo: 48 horas. Rf 0,50 (Hexano/acetato de etila 1:1). Purificacao:
lavagem em metanol. Rendimento: 89%. PF(°C): 183-185.

IV vmax (cm™) 1714 (C=0), 1622 (C=N), 1373 (C-N).

EMAR (ESI positivo) calculado para C15H19N4O2S* [M+H]* 319,4000, encontrado 319,1259.
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(22)-3-¢til-2-[(E)-2-{[4-(morfolin-4-il)fenil]metilideno }hidrazin-1-ilideno]-1,3-tiazolidin-4-
ona (3k)

Sélido branco. Tempo de reacdo: 72 horas. Rf 0,51 (Hexano/acetato de etila 1:1). Purificacdo:
lavagem em metanol a quente. Rendimento: 64%. PF(°C): 215-217.

IV vimax (cmt) 1703 (C=0), 1618 (C=N), 1388 (C-N).

EMAR (ESI positivo) calculado para CisH2oNaNsO.S™ [M+Na]* 355,4083, encontrado
355,1189.

(22)-2-[(E)-2-{[4-(morfolin-4-il)fenilJmetilideno}hidrazin-1-ilideno]-3-fenil-1,3-tiazolidin-4-
ona (3I)

Solido branco. Tempo de reacdo 76 horas. Rf 0,55 (Hexano/Acetato de etila 3:2). Purificacao:
lavagem em metanol a quente. Rendimento: 71%. PF(°C): 232-234.

IV vinax (cm™) 1729 (C=0), 1603 (C=N), 1382 (C-N).

EMAR (ESI positivo) calculado para CazoH2NaN4O.S™ [M+Na]* 403,4512, encontrado
403,1187.

Atividade citotéxica

As linhagens neoplasicas humanas HEp-2, HT-29, MCF-7, MOLT-4 e NCI-H292 foram
obtidas do banco de células do Rio de Janeiro, e mantidas em estufa a 37 °C contendo 5% de
CO., em meios especificos RPMI 1640 (Gibco) e DMEN (Gibco), com 10% de soro fetal
bovino (Gibco), 10 mM de HEPES (4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazine ethanesulfonic acid)
(Gibco) e 1% de Penicilina/Estreptomicina (Gibco). Para o repique utilizou-se de
tripsina/EDTA (0,25%).

As células foram plaqueadas numa densidade de 0,3x10° (MOLT-4) e 1x10* (HEp-2,
HT-29, MCF-7 e NCI-H292), por pogo em placas de 96 pocos. As linhagens neoplasicas foram
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tratadas com os compostos e com o controle doxorrubicina (2 pg/mL ) na concentracgéo final
de 25 pg/mL e, em seguida incubadas por 72 horas. Apos este periodo 25 pL de MTT foi
adicionado e as células foram reincubadas por 3h. A absorbancia foi lida apés dissolugdo do
precipitado com 100 uL de DMSO em espectrofotdmetro de placa a 560 nm. Os experimentos
foram realizados em quadruplicatas e a percentagem de inibicdo foi calculada no programa
GraphPadPrism 5.0.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os intermediarios, 4-pirrolidin-1-ilbenzaldeido 1a, 4-piperidin-1-ilbenzaldeido 1b e 4-
morfolin-1-ilbenzaldeido 1c, descritos anteriormente na literatura, foram preparados através da
substituicdo nucleofilica entre o 4-fluorbenzaldeido e aminas secundarias ciclicas em
dimetilformamida, na presenca de carbonato de potéssio (DREIKORN & UNGER, 1989;
MAGDOLEN, MECIAROVA & TOMA, 2001; ABDEL-AZIZ et al, 2009). Foram
encontrados PF de 83-84 °C e 62-63°C para os derivados la e 1b, respectivamente. Os
rendimentos obtidos (66-86%) foram satisfatorios as estruturas dos intermediarios la-c foram
confirmada utilizando V. Verificou-se a presenca das bandas de deformacdo axial de C=0 de
aldeido em 1658-1669 cm™ e de deformagéo axial de C-N em 1158-1173 cm™. A presenca
dessas bandas e a auséncia da banda de deformacdo axial de N-H, entre 3350-3310 cm?,

confirmam a formacao da ligagdo C-N e a estrutura dos compostos sintetizados.

O tratamento dos aldeidos 1a-c com as tiossemicarbazidas em &cido cloridrico catalitico
e etanol em refluxo deu origem aos derivados TSC 2a-I com rendimentos acima de 58%
(TENORIO et al., 2005). Os derivados TSC foram caracterizados utilizando técnicas de 1V,
RMN !H e 13C e EMAR, com excecdo do composto 2e, ja descrito e caracterizado anteriormente
por EI-Gaby (2004), o qual foi caracterizado apenas por RMN *H, IV e EMAR. O derivado 2a
também ja havia sido descrito na literatura, entretanto nenhum dado foi encontrado
(HOGGARTH et al., 1949). Os compostos sintetizados 2a-1 foram elucidados e encontradas
bandas entre 3384-3077 cm, referentes ao estiramento axial de N-H, entre 1527-1695 cm?,
referentes ao estiramento axial de C=N, entre 1293-1410 cm?, referentes ao estiramento axial
de C-N, e entre 1175-1252 cm™, referentes ao estiramento axial de C=S, comprovando a

condensacéo entre os intermediarios benzaldeidicos 1a-c e as tiossemicarbazidas. Outro forte

Patricia Santos Barbosa



63

indicativo é a auséncia de absor¢éo na regido de estiramento axial de carbonilas de benzaldeidos
(1710-1685 cm™). A analise dos espectros de RMN !H permitiu observar singletos com
deslocamento quimico entre 9,32 e 11,90 ppm, integrando para um hidrogénio, correspondentes
ao hidrogénio da posicdo N(2). A presenca do singleto nessa regido significa que ndo ha
acoplamento a hidrogénios ligados a &tomos vicinais ao N(3), confirmando mais uma vez a
formacdo da ligacdo C=N entre o carbono proveniente da carbonila e 0 N(1). Os espectros de
RMN 1C permitiram observar picos entre 151,25-177,80, referentes ao C(3).

Para obtencéo das respectivas 4-TZD 3a-I, as TSC 2a-l reagiram com cloroacetato de
etila na presenca de acetato de sddio anidro e etanol sob refluxo (NURKENOV et al., 2013).
No geral, os derivados de 4-TZD foram obtidos com rendimentos satisfatdrios, entre 60-93%,
com excecdo dos derivados 3c e 3g, que foram obtidos com rendimentos de 31 e 54%,
respectivamente. As 4-TZD obtidas 3a-l foram caracterizadas estruturalmente através de 1V,
RMN 'H e 13C e EMAR. A analise dos espectros de IV permitiu observar as bandas entre 1707-
1729 cm™, referentes ao estiramento axial de C=0, entre 1594-1696, referentes ao estiramento
axial de C=N, e entre 1312-1390, referentes ao estiramento axial de C-N. Além da observacao
das bandas de estiramento axial de C=0, a auséncia das bandas de estiramento de C=S
confirmou a formagéo do anel 4-TZD. Nos espectros de RMN *H, constatou-se a presenca do
singleto entre 3,76 e 4,07 ppm, integrando para dois hidrogénios, correspondente aos
hidrogénios da posicdo 5 do anel 4-TZD. Nos espectros de RMN 3C, observou-se a presenca
de picos em 156,97-174,60, referentes ao C(4) do anel 4-TZD. Né&o foram observados picos
referentes ao C=S, presentes em TSC, confirmando mais uma vez a obtencdo de 4-TZD. De
modo geral, os andlogos de TSC e 4-TZD foram obtidos com rendimentos satisfatérios e

tiveram suas estruturas elucidadas pelos dados espectroscépicos.

Atividade citotéxica

Os anélogos de TSC 2a-1 e 4-TZD 3a-| sintetizados foram submetidos a testes de
citotoxicidade in vitro, através do método do MTT, nas linhagens celulares de cancer humano
HEp-2, HT-29, MCF-7, MOLT-4 e NCI-H292. O método do MTT ¢ atualmente o ensaio de
citotoxicidade in vitro mais utilizado. Este teste baseia-se na capacidade que as células viaveis

possuem em reduzir o MTT em formazan, um outro composto que possui a coloracdo roxa e
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absorbancia méaxima proximo a 570 nm. Células inviaveis perdem a capacidade de reduzir o
MTT, assim, a mudanca de cor é utilizada como um marcador de células viaveis (RISS et al.,
2005).

As Tabelas 5 e 6 mostram o percentual de inibigdo do crescimento tumoral que o0s
compostos e o controle Doxorrubicina apresentaram nas linhagens testadas. A determinacédo do
percentual de inibicdo do crescimento tumoral faz parte do screening inicial para determinar o
potencial antitumoral das moléculas testadas. Apenas 0s compostos que apresentarem >75% de
inibicdo séo considerados ativos e tem suas Clso determinadas. Os compostos que apresentarem
percentual de inibicdo entre 50 e 75% sao considerados moderadamente ativos, ja 0s que

apresentarem percentual de inibicado <50% sao considerados inativos.

Tabela 5. Percentual de inibi¢do do crescimento tumoral dos andlogos de

tiossemicarbazonas sintetizados.

mN/NH\[(NHHR
~F

X

% inibicéo + desvio padrao

Composto X R Hep-2 HT-29 MCF-7  MOLT-4 el
H292
2a CH: H 50,2+0,3 23,9+0,3 46,410,2 86,014 30,2+0,4
2b CH, Me 39,2+15 35+0,1 21,8£0,4 47,2£1,0 9,9+0,8
2c CH, Et 12,240,9 31,8+0,05 18,1+0,05 26,9+0,5 8,2+0,7
2d CH, Ph 195#0,5 9,1+0,5 50,1+0,1 52,4+1,4 51,9+1,8
2e (CH22 H 76,6%3,3 32,2£19 69,4+2,1 94,9+0,3 38,9+1,9
2f (CH2)2 Me 45,743 24,4+0,05 53,5+0,7 88,9+1,0 13,4+10
29 (CH2)2 Et 64,2423 18,3+1,5 52,8449 79,6+1,1 25,3+15
2h (CH2)2 Ph 56,1+2,6 24,0£1,3 46,2+1,7 79,619 23,8+0,9
2i OCH, H 23519 3,1#0,1 NT NT NT
2j OCH2 Me 43,0£3,8 22,2+0,3 NT 16,3+1,6 NT
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2k OCH, Et 48,2+1,2 28,025 NT NT NT
2l OCH2 Ph 41,4+17 49,3+0,3 NT 38,01+1,9 NT

NT — ndo testadas. Dox. — Doxorrubicina.

Tabela 5. Percentual de inibigdo do crescimento tumoral dos anélogos de 4-

tiazolidinonas sintetizados.

w
R
@Q” e

X

% inibicgéo + desvio padréo

Composto X R Hep2 HT-29 MCF-7 MOLT-4 Nel-
H292
3a CH: H 26416 25824 40,3%02 543+2,0 155%0,6
3b CH: Me 26300 20,0+0,7 444+11 NT  21,3%0,6
3¢ CH, Et 622453 156£12 322419 67,0630 184+16
3d CH, Ph 334%15 221420 429+11 43,6+0,9 158+0,8
3e (CH)2 H 36825 NT 315425 484207 26,7417
3f (CH2)2 Me 340+13 295+20  NT NT 45015
3g (CH2)z Et 44445 60,7413 744425 245:0,2 44,616
3h (CH2)2 Ph 44507 7,040,6 NT NT NT
3i OCH, H 44400 22811  NT NT 8,4+0,6
3] OCH, Me 36,300 3194007 583+18  NT NT
3k OCH, Et 150+12 27,3+22 418+40  NT NT
3| OCH, Ph 36300 293+22 534+28  NT NT
Dox. . . 794426 753%13 74,8+21 96,6+0,9 94,2+19

NT — ndo testadas. Dox. — Doxorrubicina.

Patricia Santos Barbosa



66

Dentre os compostos submetidos ao ensaio de citotoxicidade, cinco TSC e apenas 1 4-
TZD apresentaram atividade. Os derivados 2a e 2e-h foram considerados ativos na linhagem
celular MOLT-4 e 2e na linhagem HEp-2. Analisando a influéncia dos grupos pirrolidina,
piperidina e morfolina nos derivados TSC 2a-I, percebemos que a substituicdo da pirrolidina
pela piperidina incrementou a atividade. Todos os derivados contendo a morfolina em sua
estrutura 2i-1 foram considerados inativos frente as linhagens celulares testadas. Os derivados
com o grupo piperidina 2e-h, apresentaram forte citotoxicidade na linhagem celular MOLT-4.
O derivado 2e, com o nitrogénio N(4) ndo substituido, apresentou forte citotoxicidade também
na linhagem celular HEp-2. Dentre os derivados substituidos com a pirrolidina 2a-d,
verificamos que apenas o derivado 2a, com o nitrogénio N(4) ndo substituido, foi considerado
fortemente ativo na linhagem celular MOLT-4. Comparando os derivados TSC considerados
citotoxicos 2a e 2e-h com suas respectivas 4-TZD 3a e 3e-h observa-se perda de atividade.
Quanto as 4-TZD, apenas o derivado 3g foi considerado ativo na linhagem celular MCF-7.

CONCLUSOES

Os analogos de TSC 2a-1 e 4-TZD 3a-I| foram sintetizados, em sua maioria, com bons
rendimentos e caracterizados segundo seus dados fisicos e espectroscopicos e espectrométricos.
As duas séries foram submetidas a avaliacdo da atividade citotdxica in vitro através do método
do MTT. Foram calculados os percentuais de inibicdo de crescimento tumoral em quatro
linhagens celulares. As TSC 2a e 2e-h apresentaram citotoxicidade nas linhagens celulares
HEp-2 e MOLT-4. Apenas um derivado 4-TZD 3g apresentou citotoxicidade na linhagem
celular MCF-7. As proximas etapas deste estudo devem compreender a determinacao da Clso

desses compostos para a posterior realizacdo de estudos de andlises da eficiéncia do ligante.
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6. CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

Na primeira parte do trabalho, foi realizada a analise da eficiéncia do ligante de 121
derivados 4-TZD com atividade anticancer in vitro encontrados na literatura. Com esse estudo,
foi possivel perceber que esses compostos possuem uma desproporcéo entre lipofilia e poténcia,
ou seja, possuem uma alta lipofilia em relagdo a poténcia apresentada na atividade anticancer.
Também foi verificado que o aumento da poténcia é independente da lipofilia e que o uso de
métricas de eficiéncia do ligante deve ser aplicado durante o planejamento e sintese de futuros

derivados 4-TZD anticancerigenos.

Na etapa seguinte, realizou-se a sintese e citotoxicidade de analogos de TSC e 4-TZD.
Todas as TSC e 4-TZD propostas foram sintetizadas e purificadas em rendimentos satisfatorios
e tiveram suas estruturas elucidadas com sucesso. Os derivados sintetizados foram submetidos
ao ensaio de citotoxicidade, atraves do método do MTT, nas linhagens HEp-2, HT-29, MCF-7,
MOLT-4 e NCI-H292. Os derivados TSC 2a e 2e-h apresentaram citotoxicidade na linhagem
celular MOLT-4. O derivado 2e também foi citotoxico na linhagem HEp-2. Nenhuma 4-TZD
foi considerada citotoxica nas linhagens celulares testadas. N&o foi possivel analisar a eficiéncia
do ligante das TSC citotoxicas, visto que as Clso ndo foram determinadas até o presente

momento.
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ANEXO A: Espectros de ressonancia magnética nuclear de *H e *C
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Espectro 1. Espectro de RMN *H para o derivado [(E)-{[4-(pirrolidin-1-
il)feniljmetilideno}amino]tiouréia (2a) (DMSO-de/300 MHz)
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Espectro 2. Espectro de RMN *3C para o derivado [(E)-{[4-(pirrolidin-1-
il)fenillmetilideno}amino]tiouréia (2a) (DMSO-de/75 MHz).
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Espectro 3. Espectro de RMN *H para o derivado 3-metil-1-[(E)-{[4-(pirrolidin-1-
il)feniljmetilideno}amino]tiouréia (2b) (CDCI3/300 MHz).
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Espectro 4. Espectro de RMN 3C para o derivado 3-metil-1-[(E)-{[4-(pirrolidin-1-
il)feniljmetilideno}amino]tiouréia (2b) (CDCls/75 MHz).
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Espectro 5. Espectro de RMN *H para o derivado 3-etil-1-[(E)-{[4-(pirrolidin-1-

il)fenil]metilideno}amino]tiouréia (2c) (DMSO-ds/300 MHz).
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Espectro 6. Espectro de RMN 3C para o derivado 3-etil-1-[(E)-{[4-(pirrolidin-1-
il)feniljmetilideno}amino]tiouréia (2c) (DMSO-ds/75 MHz).
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Espectro 7. Espectro de RMN *H para o derivado 1-fenil-3-[(E)-{[4-(pirrolidin-1-
il)feniljmetilideno}amino]tiouréia (2d) (DMSO-ds/300 MHZ).
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Espectro 9. Espectro de RMN H do derivado [(E)-{[4-(piperidin-1-

i) feniljmetilideno}amino]tiouréia (2e) (DMSO-d6/300 MHz).

Patricia Santos Barbosa



89

0
Hidrogénio
(ppm)
1 3,01
2 8,56
3 11,53 5 4 A
4 8,04 7 I :
8 N 3
5 7,93 3
9 7
6 7,77 -
7 3,47
8 1,95
3.014
9 1,65
3474
3.49 345
A 1.95 -l 165 _l
4.09 2.84 376 245
S [S— 1
7.93 T T T T T T T T T
8.04 35 3.0 25 20 18
deslocamento guimico (ppm)
NOT30_35 3.01 1
B8.56
’]—8 55
0.97 098 200 1.79
| L |
8.50 8.25 8.00 775
deslocamento guimico (ppmy)
8.044 3.45 -
347
-7.93
7.90
I 3.49
11.63 1 165
1.95 9
8.55
8.56 :I rra
-
112 097098200179 4092384 376245
= H H H H = 4 | |
12 1 10 9 8 7 6 g : 3 2

deslocamento guimico (ppm)

Espectro 10. Espectro de RMN *H para o derivado 3-metil-1-[(E)-{[4-(piperidin-1-
il)feniljmetilideno}amino]tiouréia (2f) (DMSO-de/300 MHZz).
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Espectro 12. Espectro de RMN *H para o derivado 3-etil-1-[(E)-{[4-(piperidin-1-
il)feniljmetilideno}amino]tiouréia (2g) (DMSO-de/300 MHz).
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Espectro 14. Espectro de RMN *H para o derivado 1-fenil-3-[(E)-{[4-(piperidin-1-
il)feniljmetilideno}amino]tiouréia (2h) (DMSO-ds/300 MHZ).
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Espectro 16. Espectro de RMN *H para o derivado [(E)-{[4-(morfolin-1-
il)fenil]jmetilideno}amino]tiouréia (2i) (DMSO-ds/300 MHz).
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Espectro 18. Espectro de RMN *H para o derivado 3-metil-1-[(E)-{[4-(morfolin-4-
il)feniljmetilideno}amino]tiouréia (2j) (DMSO-de/300 MHz).
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Espectro 20. Espectro de RMN *H para o derivado 3-etil-1-[(E)-{[4-(morfolin-4-
il)fenillmetilideno}amino]tiouréia (2k) (DMSO-des/300 MHz).
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Espectro 24. Espectro de RMN *H para o derivado (2Z)-2-[(E)-2-{[4-(pirrolidin-1-
il)fenil]metilideno}hidrazin-1-ilideno]-1,3-tiazolidin-4-ona (3a) (DMSO-ds/300 MHZz).
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Espectro 26. Espectro de RMN H para o derivado (2Z)-3-metil-2-[(E)-2-{[4-(pirrolidin-1-
il)fenil]metilideno}hidrazin-1-ilideno]-1,3-tiazolidin-4-ona (3b) (CDCls/300 MHz).
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Espectro 30. Espectro de RMN *H para o derivado (22)-3-fenil-2-[(E)-2-{[4-(pirrolidin-1-
il)fenil]metilideno}hidrazin-1-ilideno]-1,3-tiazolidin-4-ona (3d) (DMSO-ds/300 MHz).
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Espectro 32. Espectro de RMN *H do derivado (22)-2-[(E)-2-{[4-(piperidin-1-
il)fenil]metilideno}hidrazin-1-ilideno]-1,3-tiazolidin-4-ona (3e) (DMSO-d6/300 MHz).
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Espectro 33. Espectro de RMN *3C do derivado (22)-2-[(E)-2-{[4-(piperidin-1-
il)fenil]metilideno}hidrazin-1-ilideno]-1,3-tiazolidin-4-ona (3e) (DMSO-d6/75 MHz).
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Espectro 34. Espectro de RMN H do derivado (22)-3-metil-2-[(E)-2-{[4-(piperidin-1-
il)fenil]metilideno}hidrazin-1-ilideno]-1,3-tiazolidin-4-ona (3f) (DMSO-d6/300 MHz).
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Espectro 36. Espectro de RMN H do derivado (22)-3-etil-2-[(E)-2-{[4-(piperidin-1-
il)fenil]metilideno}hidrazin-1-ilideno]-1,3-tiazolidin-4-ona (3g) (DMSO-d6/300 MHz).
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Espectro 38. Espectro de RMN H do derivado (22)-3-fenil-2-[(E)-2-{[4-(piperidin-1-
il)fenil]metilideno}hidrazin-1-ilideno]-1,3-tiazolidin-4-ona (3h) (DMSO-d6/300 MHz).
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ANEXO B: Espectros de infravermelho
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Espectro 1. Espectro de IV do intermediario 4-(pirrolidin-1-il)benzaldeido (1a) (pastilha de
KBr) (cm™).
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Espectro 2. Espectro de IV do intermediario 4-(piperidin-1-il)benzaldeido (1b) (cm™).
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Espectro 3. Espectro de IV do intermediario 4-(morfolin-1-il)benzaldeido (1c) (cm™).
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Espectro 4. Espectro de IV do derivado [(E)-{[4-(pirrolidin-1-

il)fenillmetilideno}amino]tiouréia (2a) (pastilha de KBr) (cm™).
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Espectro 5. Espectro de IV do derivado 3-metil-1-[(E)-{[4-(pirrolidin-1-
il)fenillmetilideno}amino]tiouréia (2b) (pastilha de KBr) (cm™).
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Espectro 6. Espectro de IV do derivado 3-etil-1-[(E)-{[4-(pirrolidin-1-

il)fenillmetilideno}amino]tiouréia (2c) (pastilha de KBr) (cm™).
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Espectro 7. Espectro de IV do derivado 1-fenil-3-[(E)-{[4-(pirrolidin-1-
il)fenillmetilideno}amino]tiouréia (2d) (pastilha de KBr) (cm™).
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Espectro 8. Espectro de 1V do derivado [(E)-{[4-(piperidin-1-

il)fenillmetilideno}amino]tiouréia (2€) (cm™).
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Espectro 9. Espectro de IV do derivado 3-metil-1-[(E)-{[4-(piperidin-1-
il)fenillmetilideno}amino]tiouréia (2f) (cm™).
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Espectro 10. Espectro de IV do derivado 3-etil-1-[(E)-{[4-(piperidin-1-

il)fenillmetilideno}amino]tiouréia (2g) (cm™).
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Espectro 11. Espectro de 1V do derivado 1-fenil-3-[(E)-{[4-(piperidin-1-

il)fenillmetilideno}amino]tiouréia (2h) (cm™).
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Espectro 12. Espectro de IV do derivado [(E)-{[4-(morfolin-1-

il)fenillmetilideno}amino]tiouréia (2i) (cm™).
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Espectro 13. Espectro de 1V do derivado 3-metil-1-[(E)-{[4-(morfolin-4-
il)fenillmetilideno}amino]tiouréia (2j) (cm™).
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Espectro 14. Espectro de 1V do derivado 3-etil-1-[(E)-{[4-(morfolin-4-

il)fenillmetilideno}amino]tiouréia (2k) (cm™).
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Espectro 15. Espectro de 1V do derivado 1-fenil-3-[(E)-{[4-(morfolin-4-
il)fenil]metilideno}amino]tiouréia (21) (cm™).
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Espectro 16. Espectro de 1V do derivado (22)-2-[(E)-2-{[4-(pirrolidin-1-il)
fenil]metilideno}hidrazin-1-ilideno]-1,3-tiazolidin-4-ona (3a) (pastilha de KBr) (cm™).
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Espectro 17. Espectro de 1V do derivado (2Z)-3-metil-2-[(E)-2-{[4-(pirrolidin-1-
il)fenillmetilideno}hidrazin-1-ilideno]-1,3-tiazolidin-4-ona (3b) (cm™).
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Espectro 18. Espectro de IV do derivado (22)-3-etil-2-[(E)-2-{[4-(pirrolidin-1-

il)fenillmetilideno}hidrazin-1-ilideno]-1,3-tiazolidin-4-ona (3c) (cm™).
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Espectro 19. Espectro de 1V do derivado (22)-3-fenil-2-[(E)-2-{[4-(pirrolidin-1-
il)fenillmetilideno}hidrazin-1-ilideno]-1,3-tiazolidin-4-ona (3d) (cm™).
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Espectro 20. Espectro de IV do derivado (22)-2-[(E)-2-{[4-(piperidin-1-

il)fenillmetilideno}hidrazin-1-ilideno]-1,3-tiazolidin-4-ona (3e) (cm™).
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Espectro 21. Espectro de 1V do derivado (2Z)-3-metil-2-[(E)-2-{[4-(piperidin-1-
il)fenillmetilideno}hidrazin-1-ilideno]-1,3-tiazolidin-4-ona (3f) (cm™).
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Espectro 22. Espectro de 1V do derivado(22)-3-etil-2-[(E)-2-{[4-(piperidin-1-
il)fenillmetilideno}hidrazin-1-ilideno]-1,3-tiazolidin-4-ona (3g) (cm™).
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Espectro 23. Espectro de 1V do derivado(22)-3-fenil-2-[(E)-2-{[4-(piperidin-1-
il)fenillmetilideno}hidrazin-1-ilideno]-1,3-tiazolidin-4-ona (3h) (cm™).
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Espectro 24. Espectro de IV do derivado (22)-2-[(E)-2-{[4-(morfolin-4-

il)fenillmetilideno}hidrazin-1-ilideno]-1,3-tiazolidin-4-ona (3i) (cm™).
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Espectro 25. Espectro de 1V do derivado (2Z)-3-metil-2-[(E)-2-{[4-(morfolin-4-
il)fenillmetilideno}hidrazin-1-ilideno]-1,3-tiazolidin-4-ona (3j) (cm™).
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Espectro 26. Espectro de 1V do derivado (22)-3-etil-2-[(E)-2-{[4-(morfolin-4-
il)fenillmetilideno}hidrazin-1-ilideno]-1,3-tiazolidin-4-ona (3k) (cm™).
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Espectro 27. Espectro de 1V do derivado (2Z)-2-[(E)-2-{[4-(morfolin-4-
il)fenillmetilideno}hidrazin-1-ilideno]-3-fenil-1,3-tiazolidin-4-ona (31) (cm™).
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ANEXO C: Espectros de massas de alta resolucéo.

Inls[ns]. +MS, 9.3min #558
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Espectro 1. Espectro de EMAR (ESI positivo) para o derivado [(E)-{[4-(pirrolidin-1-

il)fenillmetilideno}amino]tiouréia (2a) [M+Na]".
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Intens. +MS, 4.1min #245
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Espectro 2. Espectro de EMAR (ESI positivo) para o derivado 3-metil-1-[(E)-{[4-(pirrolidin-
1-il)feniljmetilideno}amino]tiouréia (2b) [M+Na]".
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Intens.
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Espectro 3. Espectro de EMAR (ESI positivo) para o derivado 3-etil-1-[(E)-{[4-(pirrolidin-1-

il)fenillmetilideno}amino]tiouréia (2c) [M+Na]".
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Intens. 1 +MS, 4.9min #294
"
x10%) 325.1481
347.1303
2.0- 6712694
1.5
1.0
343.1020
2931758 | -
oo aJ7
2446
522.5915 —
0.0 : N i .l' [ l Iy ! LL L y l ,
’ 100 200 300 400 500 600 700 800 900 miz

Espectro 4. Espectro de EMAR (ESI positivo) para o 1-fenil-3-[(E)-{[4-(pirrolidin-1-

il)fenillmetilideno}amino]tiouréia (2d) [M+Na]".
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ImeF‘;j NS, 1.5min #89
x105 263.1362
N
6-
o
2.
2461074
G l L 1 L

A " '
100 200 300 400 500 600 700 800m/z

Espectro 5. Espectro de EMAR (ESI positivo) para o derivado [(E)-{[4-(piperidin-1-

il)fenillmetilideno}amino]tiouréia (2e) [M+H]".
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Espectro 6. Espectro de EMAR (ESI positivo) para o derivado 3-metil-1-[(E)-{[4-(piperidin-

1-il)feniljmetilideno}amino]tiouréia (2f) [M+H]".
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Ime{l‘fj +MS, 2.1min #128
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Espectro 7. Espectro de EMAR (ESI positivo) para o derivado 3-etil-1-[(E)-{[4-(piperidin-1-
il)fenillmetilideno}amino]tiouréia (2g) [M+H]".
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Intens. +MS, 5.4min #321
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Espectro 8. Espectro de EMAR (ESI positivo) para o derivado 1-fenil-3-[(E)-{[4-(piperidin-
1-il)feniljmetilideno}amino]tiouréia (2h) [M+H]".
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Intens. +MS, 3.0min #179
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Espectro 9. Espectro de EMAR (ESI positivo) para o derivado [(E)-{[4-(morfolin-1-

i) fenillmetilideno}amino]tiouréia (2i) [M+Na]".

Patricia Santos Barbosa



138

Intens.
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Espectro 10. Espectro de EMAR (ESI positivo) para o derivado 3-metil-1-[(E)-{[4-(morfolin-

4-il)fenil]metilideno}amino]tiouréia (2j) [M+Na]".
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Intens. +MS, 1.9min #11§
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Espectro 11. Espectro de EMAR (ESI positivo) para o derivado 3-etil-1-[(E)-{[4-(morfolin-
4-il)fenil]metilideno}amino]tiouréia (2k) [M+Na]".
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Intens. +MS, 2.0min #117]
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Espectro 12. Espectro de EMAR (ESI positivo) para o derivado 1-fenil-3-[(E)-{[4-(morfolin-

4-il)fenil]metilideno}amino]tiouréia (2I) [M+Na]".
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Intens. | +MS, 7.0min #416
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Espectro 13. Espectro de EMAR (ESI positivo) para o derivado (22)-2-[(E)-2-{[4-(pirrolidin-
1-il) fenil]metilideno}hidrazin-1-ilideno]-1,3-tiazolidin-4-ona (3a) [M+Na]".
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Intens. +MS, 6.3-6.8min #375-408
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Espectro 14. Espectro de EMAR (ESI positivo) para o derivado (22)-3-metil-2-[(E)-2-{[4-
(pirrolidin-1-il)feniljmetilideno}hidrazin-1-ilideno]-1,3-tiazolidin-4-ona (3b) [M+Na]".
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Intens. | +MS, 10.9min #649
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Espectro 15. Espectro de EMAR (ESI positivo) para o derivado (22)-3-etil-2-[(E)-2-{[4-
(pirrolidin-1-il)feniljmetilideno}hidrazin-1-ilideno]-1,3-tiazolidin-4-ona (3c) [M+H]".
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ImeF;j +MS, 5.7-6.2min #343-372
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Espectro 16. Espectro de EMAR (ESI positivo) para o derivado (2Z)-3-fenil-2-[(E)-2-{[4-
(pirrolidin-1-il)feniljmetilideno}hidrazin-1-ilideno]-1,3-tiazolidin-4-ona (3d) [M+K]".
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Intens. +MS, 3.2min #191]
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Espectro 17. Espectro de EMAR (ESI positivo) para o derivado (22)-2-[(E)-2-{[4-(piperidin-
1-il)feniljmetilideno}hidrazin-1-ilideno]-1,3-tiazolidin-4-ona (3e) [M+H]".
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Intens. +MS, 4.3min #259
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Espectro 18. Espectro de EMAR (ESI positivo) para o derivado (22)-3-metil-2-[(E)-2-{[4-
(piperidin-1-il)fenillmetilideno}hidrazin-1-ilideno]-1,3-tiazolidin-4-ona (3f) [M+H]".
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Intens. +MS, 9.3min #556
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Espectro 19. Espectro de EMAR (ESI positivo) para o derivado (22)-2-[(E)-2-{[4-(morfolin-
4-il)fenil]metilideno}hidrazin-1-ilideno]-1,3-tiazolidin-4-ona (3i) [M+Na]".

Patricia Santos Barbosa



148

Intens. +MS, 4.6min #274
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Espectro 20. Espectro de EMAR (ESI positivo) para o derivado (2Z)-3-metil-2-[(E)-2-{[4-
(morfolin-4-il)fenilJmetilideno}hidrazin-1-ilideno]-1,3-tiazolidin-4-ona (3j) [M+H]".
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Espectro 21. Espectro de EMAR (ESI positivo) para o derivado (22)-3-etil-2-[(E)-2-{[4-
(morfolin-4-il)fenilJmetilideno}hidrazin-1-ilideno]-1,3-tiazolidin-4-ona (3k) [M+Na]".
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Intens. +MS, 9.3min #556
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Espectro 22. Espectro de EMAR (ESI positivo) para o derivado (22)-2-[(E)-2-{[4-(morfolin-
4-il)fenil]metilideno}hidrazin-1-ilideno]-3-fenil-1,3-tiazolidin-4-ona (3I) [M+Na]".
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