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RESUMO
Dentre os compostos que apresentam atividade bioldgica relevante, os heterociclicos
apresentam um importante papel, principalmente os que possuem o anel de cinco membros. O
grupo heterociclico das Tiazolidin-4-onas tem sido estudado por apresentar
plurifuncionalidades que podem ser exploradas. No presente trabalho, propde-se sintetizar e
estudar a atividade bioldgica (Leishmanicida e Larvicida) de 20 inéditas Tiazolidin-4onas
(CHO01-20). As moléculas foram sintetizadas de forma a se observar a contribuicéo lipofilica e
do efeito indutivo dos substituintes. Para a verificacdo da atividade Leishmanicida, os
compostos foram testados em diferentes concentracbes frente a forma promastigota da
Leishmania amazonensis, utilizando como controle positivo a Anfotericina. J& para o estudo
da atividade larvicida, as tiazolidin-4-onas foram testadas frente a larvas do Aedes aegypti no
estdgio L4. Foi observado, na atividade leishmanicida, que sete compostos sintetizados
apresentaram indice de seletividade maior que o controle positivo. Dentre esses, cinco
apresentaram valor de 1C50 equiparaveis ao padrdo e uma CH18 apresentou valor de 1Csy de
0,96 uM, que é equivalente a anfotericina 1,0 uM. O composto CH19 apresentou o melhor
indice de seletividade (34,93), que foi cerca de cinco vezes maior que o padréo (7,5). Quanto

a atividade larvicida nenhuma das moléculas testadas foi ativa.

Palavras-chave: Compostos Heterociclicos. Leishmaniose. Aedes aegypti.



ABSTRACT

Among the components and human activity, heterocyclics play an important role, especially
those with the five-membered ring. The heterocyclic group of Thiazolidines-4-ones has been
studied because it presents multi-functionalities that can be explored. In the present work, it is
proposed to synthesize and study the biological activity (Leishmanicide and Larvicide) of 20
unpublished thiazolidin-4ones (CHO01-20). The molecules were synthesized in order to
observe the lipophilic contribution and the inductive effect of the substituents. For a
verification of the Leishmanicidal activity, the compounds thus tested in different
concentrations against the promastigote form of Leishmania amazonensis, using as a positive
control Amphotericin. For the study of larvicidal activity, such as thiazolidin-4-ones were
tested against Aedes aegypti larvae in the L4 stage. It was observed in the leishmanicidal
activity that seven synthesized compounds showed a selectivity index greater than the positive
control. Among these, five had an IC50 value comparable to the standard and one CH18
presented an IC 50 value of 0.96 uM, which is equivalent to 1.0 uM amphotericin. Compound
CH19 had the best selectivity index (34.93), which was about five times higher than the

standard (7.5). As for the larvicidal activity of the molecules tested for active.

Keywords: Heterocyclic compounds. Leishmaniasis. Aedes aegypti.
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1 INTRODUCAO

Os aneis Heterociclicos figuram como um dos principais grupos de moléculas que
podem atuar como farmacos, sendo a sua modificacdo estrutural uma das principais vias de
estudo para o desenvolvimento de novos medicamentos.

O grupo das Tiazolidin-4-onas é reconhecido na literatura por ser uma molécula
privilegiada, ou seja, com potencial para atuar em diversas aplicacdes a depender da

combinacéo de ligantes em seu anel.

Ja foi comprovado que o anel tiazolidinico possui atividade larvicida (DE OLIVEIRA
FILHO et al., 2015), Antiturbecular (SUBHEDAR et al., 2016), anti-inflamatoria
(ABDELLATIF et al., 2016), antimicrobiana (DESAI et al.,, 2017), antitumoral
(SZYCHOWSKI et al., 2017) e antirretroviral MURUGESAN et al., (2014).

Nesse contexto, devido a versatilidade das tiazolidin-4-onas, esse grupo vem sendo alvo
de diversos estudos para explorar as suas funcionalidades, sendo um grupo privilegiado de

bastante interesse para a quimica medicinal.

A Leishmaniose é um conjunto de doencas provocadas pelo protozoario do género
Leishmania spp., uma doenca de carater endémico, é mais observada basicamente em paises
de clima tropical e sub-tropical (OZBILGIN et al., 2017).

O Brasil figura dentre os paises que apresentam o desenvolvimento dessa doenca,
principalmente na regido norte e nordeste. Dados do ministério da satde indicam que em 2015
foram registrados 19.395 casos de Leishmaniose Tegumentar, concentrados principalmente na
regido norte (8.939 casos), nordeste (5.152 casos) e centro-oeste (2.937 casos) (BRASIL,
2015).

Atualmente, para o tratamento da Leishmaniose, sdo utilizados os farmacos a base de
Antimdnio, a Anfotericina, Paromomicina e Miltefosina, porém os seus efeitos toxicos sdo
bastante pronunciados o que faz com que haja a busca por novas solu¢@es farmacéuticas com
melhor atividade e melhores indices de seletividade (KUMAR et al., 2017).

Ja foi demonstrado na literatura em trabalhos recentes por ALIANCA et al. (2017) e DA
SILVA et al. (2017) o potencial Leishmanicida das tiossemicarbazonas e tiazois, grupos
bioisostericos das Tiazolidin-4-onas. Sendo assim, um dos objetivos desse trabalho é verificar

o0 potencial Leihsmanicida de inéditas Tiazolidin-4-onas.
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O Aedes aegypti se tornou o foco das atengdes da populacdo, principalmente pela
proliferacdo de doencas associadas a esse inseto. Podendo-se citar a dengue , zika, febre
amarela e chikungunya (MOREIRA et al., 2016).

O aumento brusco nos casos de dengue e chikungunya no Brasil nos ultimos anos
levaram & busca de diversas alternativas para sanar o problema da populacdo. Nao ha,
atualmente, nenhum medicamento disponivel para tratar essas doengas, apenas para aliviar 0s

sintomas (febre, dores de cabeca, dores musculares). (FRANCINE et al., 2016).

Existem, nesse contexto, duas alternativas viaveis para diminuir a proliferacdo das
doengas causadas pelo Aedes aegypti: a conscientizacdo da populacédo no sentido de evitar
deixar agua parada, principalmente nos quintais domiciliares, ou a busca por novos agentes
larvicidas, o que impede a transformacdo das larvas em mosquitos na fase adulta, que é

efetivamente a fase onde ocorre a transmissdo das doencas.

DA SILVA et al. (2015), demonstraram a efetividade de novas tiossemicarbazonas no

que diz respeito a atividade larvicida.

Norteados por esse artigo, outro objetivo desse trabalho é avaliar a atividade larvicida
das Tiazolidin-4-onas sintetizadas, visto que essas sdo compostos bioisostéricos das

tiossemicarbazonas.
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2 OBJETIVO

2.1 Objetivo Geral

Sintetizar inéditas Tiazolidin-4-onas com potencial atividade bioldgica

2.2 Objetivos especificos

e Sintetizar 4 derivados de Tiossemicarbazonas a partir de fenois e bromoacetofenona;

e Ciclizar as Tiossemicarbazonas para formar vinte novas tiazolidin-4-onas;

e Caracterizar estruturalmente os compostos sintetizados via RMN *H e ®C,
FT-IR, MS;

e Avaliar a citotoxicidade in vitro das Tiazolidin-4-onas;

eAvaliar a atividade Leishmanicida das novas tiazolidin-4-onas frente a forma
promastigota do Leishmania amazonensis;

e Avaliar a atividade Larvicida das novas Tiazolidin-4-onas na fase larval L4 do Aedes

aegypti.
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3 Cap itulo 1: PLANEJAMENTO,  SINTESE E

CARACTERIZACAO ESTRUTURAL DE INEDITAS
TIAZOLIDIN-4-ONAS
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3.1 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1.1 COMPOSTOS HETEROCICLICOS

Diversos tratamentos para combater ou prevenir doencas vem sendo propostos, visando
melhorar a qualidade e aumentar a expectativa de vida da populagdo. Nesse contexto, a
utilizacdo de compostos quimicos apresenta-se como importante ferramenta (BARREIRO,
2001).

Diz-se quimioterapia, quando o tratamento da enfermidade é realizado a partir de
compostos quimicos que atuam sanando totalmente ou amenizando os problemas causados
pela doenca (OLIVEIRA, 2010).

O desenvolvimento de novos compostos com estruturas privilegiadas, ou seja, com
atuacdo em mais de um problema, ou atuacdo potente em um tipo especifico de doenca tem
norteado nimeros pesquisas no ramo da quimica medicinal (BARREIRO, 2001).

Dentre 0s compostos que podem ser usados como quimioterapicos, pode-se destacar 0s
heterociclicos, que atualmente ocupam uma das posi¢cdes de destaque no mercado mundial
dos medicamentos (KATRITZKY, 2004). Além de atuarem como farmacos, muitas das
moléculas biol6gicas importantes, como por exemplo, as bases nitrogenadas do DNA,
algumas vitaminas e as estruturas da hemoglobina, sdo estruturas heterociclicas (SILVA,
2006).

Muitos dos medicamentos em circulacdo possuem anéis heterociclicos. E o caso dos
antihipertensivos (Captopril, Figura 1a), antirretrovirais (Zidovudina, Figura 1b),

tranquilizantes (Diazepam, Figura 1c.).

Figura 1. Estrutura Quimica de heterociclicos utilizados como medicamentos. Em a) a estrutura quimica do
Captopril, medicamento antihipertensivo. Em b) estrutura quimica da Zidovudina, um antirretroviral. Eemc) a

estrutura do Diazepam, utilizado como um tranquilizante. Fonte: Autor.

SH 0}

OH
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Nos exemplos apresentados na Figura 1 e em muitos outros compostos que possuem
atividade bioldgica, nota-se a presenca do nitrogénio como heteroatomo. E comum os
compostos heterociclicos apresentarem em sua cadeia ciclica os 4&tomos de nitrogénio ou
enxofre, que muitas vezes esta relacionado ao seu mecanismo de acdo (ZHANG et al., 2009).

As moléculas com anéis de cinco membros estdo figurando como umas das principais,
dentre a classe dos heterociclicos que apresentam estrutura privilegiada. Podendo-se destacar
0s anéis tiazolidinicos, que vem se mostrando como um grupamento pluripotente (GILANI et
al., 2016).

3.1.2 Tiazolidin-4-onas

As tiazolidin-4onas, é um grupamento derivado do tiazol, e sua estrutura geral é
apresentada na Figura 2. Ela é um dos anéis heterociclicos que vem sendo explorado ao longo

dos anos devido as suas conhecidas potencialidades (GILANI et al., 2016).

Figura 2. Estrutura geral das tiazolidin-4-onas

O grupamento tiazolidinico é um anel de cinco membros, composto por um atomo de
enxofre na posi¢do 1, um nitrogénio na posi¢cdo 3 e uma carbonila na posicdo 4 do anel. O
processo de ciclizacao para a formacao desse anel pode ser realizado de diversas formas.

SAFAEI-GHOMI et al (2016) apresentaram uma sintese one-pot de tiazolidin-4-onas,
a partir de um aldeido, da anilina e do &cido tioglicélico, e utilizando-se nanoparticulas de
CdZr4(PO4)s como catalisador.

MURUGESAN et al. (2014) Estudaram as potencialidades de uma nova classe de
tiazolidin-4-onas sintetizadas a partir de um processo reacional one-pot entre uma aril amina,
um aldeido e o acido mercaptoacético, utilizando-se como solvente o tolueno sob temperatura
de refluxo.

HASSAN et al., (2013) propuseram um processo de sintese das tiazolidin-4-onas a
partir de uma reacdo em etanol, sob refluxo entre uma tiossemicarbazona e o dimetil

acetilenodicarboxilato.
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MOREIRA et al.,(2014) estudou atividade biolégica de uma série de tiazolidin-4-onas
que foram sintetizadas em meio etandlico, a partir da reagdo entre tiossemicarbazonas e o-
halo acidos, utilizando como catalisador o acetato de sodio.

Uma das formas mais comuns de obtencdo das tiazoldin-4-onas, com rendimentos
toleraveis, é a partir da reacdo de ciclizagdo, em meio etanolico, entre as tiossemicarbazonas e
um o—Halo&cido a partir da catalise com uma base fraca (geralmente acetato de sodio anidro).

Diversas modificacdes e adaptacdes no anel tiazolidinico tem sido propostas, visando
aumentar, descobrir ou direcionar o potencial bioldgico desse grupo heterociclico
(SURYAWANSHI et al., 2017).

MURUGESAN et al., (2014), sintetizaram uma série de tiazolidin-4-onas com um
grupamento fenil (com variadas di-substitui¢cbes) na posi¢do 4 do anel e adicdo de um ligante
ao nitrogénio tiazolidinico. As moléculas apresentaram potenciais atividades antirretrovirais
atuando como inibidor da transcriptase reversa do virus (HIV- tipol). A tiazoldin-4-ona
apresentada na Figura 3, foi a que obteve a melhor atividade, com 1Cs, para o HIV-1 de 70
nM e indice de seletividade de 854.

Figura 3. Estrutura da molécula tiazolidin-4-ona com melhor atividade antirretroviral. Fonte:
(MURUGESAN et al., 2014)
—O0
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SZYCHOWSKI et al. (2017) Estudou a atividade antitumoral de algumas tiazolidin-4-
onas substituidas na posicdo 2 e 4 por outros anéis heterociclicos (diazois e aneis lactamas). A
melhor atividade antitumoral, frente a células SCC-15 (carcinoma) foi a da tiazolidin-4-onas

substituida apresentada na Figura 4.
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Figura 4. Estrutura da tiazolidin-4-onas substituida com melhor atividade antitumoral. Fonte:
SZYCHOWSKI et al., (2017)
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DESAI et al., (2017) estudaram a atividade antimicrobiana de uma série de tiazolidin-4-
onas, frente a bactérias gram-positivas, gram-negativas e alguns tipos de fungos. As
modificacdes do anel heterociclico foi executada na posicdo 2 do anel, com um grupamento
que continha 3 grupos fenil (um deles monossubstituido) e outro anel heterociclico de cinco
membros. As melhores atividades antimicrobianas foram registradas pela molécula
apresentada na Figura 5, que apresentou concentracdo minima inibitéria (MIC) cerca de 50%

menor que o padrdo (controle positivo), para todos 0s micro-organismos testados.

Figura 5. Estrutura quimica da Tiazolidin-4ona com melhor atividade antimicrobiana.
Fonte: DESAI et al., (2017)
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ABDELLATIF et al., (2016) propuseram uma nova classe de moléculas que contém o
tiazolidinico e que apresenta propriedades anti-inflamatdrias, inclusive apresentando
seletividade pela COX-2, Os pesquisadores sintetizaram dez novas tiazolidin-4-onas, a partir

da insercdo de aneis tiazolicos (anel de 5 membros) e fenolicos na posicdo 5 do anel
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tiazolidinico. A melhor molécula, obteve um ICs, para inibicdo da COX-2 de 1,9 uM, com
indice de seletividade COX-1/ COX-2 de 5,68.

Além dessas atividades, as tiazolidin-4-onas apresentam atividade tripanocida frente ao
Trypanossoma cruzi (DE OLIVEIRA FILHO et al.,, 2015) e (MOREIRA et al., 2014),
atividade antinociceptiva (MOREIRA et al., 2017), Antiturbecular (SUBHEDAR et al.,
2016).

Nesse contexto, devido a versatilidade das tiazolidin-4-onas, esse grupo vem sendo alvo
de diversos estudos para explorar as suas funcionalidades, sendo um grupo privilegiado de

bastante interesse para a quimica medicinal.

3.2 PLANEJAMENTO DAS MOLECULAS

As moléculas sintetizadas nesse trabalho foram totalmente planejadas com base em
resultados anteriores obtidos pelo grupo de pesquisa do LPgM (Laboratério de Planejamento
em Quimica Medicinal).

A premissa da utilizagdo do nucleo tiazolidinico veio com base na sua conhecida
plurifuncionalidade como quimioterdpico em diversas aplicagdes, assim como dos seus
bioisdsteros (Tiossemicarbazonas e Tiazois). Alguns trabalhos, jA conduzidos pelo nosso
grupo de pesquisa, demonstraram as atividades Antinociceptiva (MOREIRA et al., 2017),
Tripanocida (DE OLIVEIRA FILHO et al., 2015; MOREIRA et al., 2014), Leishmanicida
(ALIANCA et al., 2017; DA SILVA et al., 2017) e Larvicida (DA SILVA et al., 2015) das
Tiazolidin-4-onas e seus bioisosteros.

DE OLIVEIRA FILHO et al. (2015) relata o estudo da atividade tripanocida de uma
série de Tiazoldin-4-onas, onde ocorre a variacdo da tiossemicarbazona precursora dos
compostos finais e da acetofenona utilizada para a formagéo dessas tiossemicarbazonas. Foi
constatado que a melhor atividade tripanocida, com ICsy para a forma tripomastigota do T.
cruzi igual a 1,7 uM e indice de seletividade maior que 58, foi o da molécula (Figura 6 (a))
apresentava em sua estrutura o grupo fenil, que era derivado da 4-feniltiossemicarbazona
(Figura 6 (b)) e 0 3,4 dicloro fenol, derivado da 3,4-dicloro acetofenona ((Figura 6 (c)). Essa

foi umas das observacdes norteadoras do planejamento desse projeto.



23

Figura 6. Estruturas das moléculas utilizadas em DE OLIVEIRA FILHO et al., (2015). Em (a) estrutura
da molécula com maior atividade tripanocida e indice de seletividade. Em (b) estrutura da tiossemicarbazida

percussora do composto final. E em (c) estrutura da acetofenona percussora do composto final. Fonte: Autor.
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DA SILVA et al., (2015), relataram a sintese de uma série de tiossemicarbazonas e suas
respectivas atividades contra larvas do Aedes aegypti no estagio L4. Nesse estudo foi
demonstrado o potencial larvicida da tiossemicarbazona ilustrada na Figura 7, além de
apresentar que o mecanismo de acdo dos compostos €, possivelmente, atuando na inibicdo das
lipases, que sdo essenciais ao desenvolvimento das larvas. A relagdo estrutura-atividade
apresentada no trabalho, confirma a ideia de que os grupos fenoxi-metil (sendo esse fenol
substituido nas posicdes 3 e 4 pelo atomo de cloro) e os halogénios, principalmente o bromo,
ligados a um anel aromético na posicdo —para, é importante para o papel larvicida das
moléculas.

Figura 7. Estrutura da tiossemicarbazona sintetizada por (DA SILVA et al., 2015) que possui melhor

atividade larvicida. Fonte: Autor
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Além disso, (MOREIRA et al., 2014), que produziram uma séries de ineditas tiazolidin-
4-onas, apresentaram que a melhor atividade tripanocida dentre as moléculas sintetizadas, foi
ocasionada pelo o anel aroméatico com o bromo substituinte na posi¢do quatro, corroborando

com a importancia de tal grupo na atividade bioldgica das tiazolidin-4-onas.
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Nesse contexto, a estrutura final das moléculas propostas nesse trabalho, apresentada na
Figura 8, foi elaborada a partir da juncdo de quatro grandes grupos que possuem atividades
bioldgicas ja conhecidas, com a intencdo de verificar a se ha ou nédo a potencializacdo das
bioatividades dos compostos. O processo de “montagem” da molécula foi realizado a partir de
varias etapas reacionais.

De forma geral, na série planejada fixou-se os grupos provenientes da 2°,4
Dibromoacetofenona e da 4-fenil tiossemicarbazona e variou-se os fenois (3-OCH3Ph; 3-Cl-4-
F Ph; 3,4-DiCl Ph e 4-CH(CHj3),Ph) e os grupamentos alquilicos ligados ao anel tiazolidinico
( H, CH3, CH,CHjs, (CH3), e CH(CHs), ) para a obtencéo de 20 novos compostos .

Figura 8. Estrutura geral das Tiazoldin-4-onas sintetizadas no trabalho. Fonte: Autor

2',4 Dibromoacetofenona I

Ester ou cido
o-Halogenado

| 4-Fenil Tiossemicarbazona

Utilizando-se a variacdo dos fendis substituidos, pode-se avaliar importancia da
contribuicdo hidrofobica e do efeito indutivo dos grupamentos, tendo em vista que ha uma

variacdo dos grupos substituintes no anel aromatico.

O grupamento “-OCH3”, possui efeito indutivo negativo (¢ < 0), ou seja, possui a
propriedade de desativar o anel aromatico e efeito lipofilico também negativo (x < 0), que
diminui a lipofilicidade do anel aromatico. Os halogénios F e Cl possuem ambos os efeitos
(lipofilico e indutivo) positivos, ou seja, o ¢ = > 0, a diferenga é que a contribuicdo para o
aumento da lipofilicidade do anel aromatico é muito mais pronunciado com o cloro atuando
como substituinte do que fluor. Ja o substituinte 4-isopropil, contribui com o aumento da

lipofilicidade da molécula e com a desativacdo do anel aromatico, portanto c <0 e > 0.
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Em relacdo aos grupos alquilicos ligados ao anel tiazolidinico, com a variagdo do
tamanho e arranjo das cadeias carbonicas, pode-se avaliar o efeito estérico, além da
contribuicdo lipofilica dos radicais, tendo em vista que, de forma geral, quando maior a cadeia

alquilica, maior a sua lipofilicidade.

3.3 METODOLOGIA

3.3.1 Materiais e reagentes

Todos os reagentes e solventes utilizados foram de grau analitico (P.A.), com a
procedéncia de confianga. Os reagentes foram adquiridos da Sigma Aldrich, Acros Organica
ou Vetec e 0s Solventes utilizados foram adquiridos da Dindmica ou Vetec. Para a realizacdo
dos RMNss foi utilizado o DMSO deuterado (DMSO-d6) da Sigma-Aldrich.

As reacdes, em laboratério, foram acompanhadas a partir de cromatografia em camada
delgada (CCD), na qual a fase estacionaria utilizada foi a silica-gel 60 da Alugram® com
indicador fluorescente F254.

Para a visualizacdo das placas cromatograficas foi utilizada uma camara de radiacao
ultravioleta que possuia duas lampadas: Uma com 365 e outra com 254 nm.

O banho ultrassonico, utilizado para auxiliar nos processos reacionais, era da marca
Unique EM-804, com frequéncia de 40 KHz (180W de poténcia). Ja o Fusidmetro utilizado
era da marca Fisatom 430D.

Todas as andlises espectroscopicas foram realizadas em laboratérios externos. A
Ressonancia Magnética Nuclear (**C e 1C e DEPT) foi realizada na central analitica do
Departamento de Quimica Fundamental da UFPE, utilizando os instrumentos da Varian,
modelo Unit Plus (400MHz para *H e 100MHz para **C) e o equipamento da Bruker AMX
(300 MHZ para 'H ; 75,5 MHz para *3C), utilizando-se o tetrametilsilano como padréo e o
dimetilsulféxido deuterado (DMSO-d6).

A andlise de espectrometria de massas de alta resolucdo foi realizada também no
CETENE.
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3.3.2 Rota Sintética

Para a realizacdo da sintese dos compostos finais, foram executadas primeiramente duas
etapas reacionais: a sintese das acetofenonas e a sintese das tiossemicarbazonas, conforme é

apresentado de forma resumida na Figura 9.

Figura 9. Processo de sintese das tiazolin-4-onas CH01-20. Reagentes e condi¢des: (A) K,CO3, K,
Acetona, T.A., 3 h; (B), Etanol, HCI (7 gotas), ultrassom, 2 h; (C) Acidos ou ésteres a-halogenados, Etanol,
AcO'K" 24-48h.
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3.3.2.1 Sintese do Intermediario 1 (Acetofenona)

Em um baldo de fundo redondo, previamente pesado, adicionou-se 25 mL de acetona
P.A., juntamente com 5,4 mmol do fenol (3-OCHs-Ph, 3-CI-4-F-Ph, 3,4-DiCI-Ph ou 3-iPr-
PH) , 5,4 mol de K,COj3 (0,75 g) e uma ponta de espatula de KI sélido. Deixou-se o sistema
homogeneizando, sob agitacdo vigorosa, por 30 minutos a temperatura ambiente. Apos esse
tempo, adicionou-se a mistura 3,6 mmol de 2’,4- Dibromo acetofenona (1,0 g) e entdo o
sistema permaneceu sob agitacdo constante por 2h. Para verificar a formagdo dos produtos,
realizou-se uma CCD com os reagentes e a mistura reacional, utilizando-se como eluente o
Tolueno P.A..

Para obtencdo do produto na forma solida, a mistura foi rotaevaporada e o produto

solido seco foi submetido a trés lavagens sucessivas com éter etilico e secagem em
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evaporador rotatorio. O baldo foi acondicionado em dessecador por 24h e entdo pesado para
que fossem obtidos dados de rendimento reacional.

3.3.2.2 Sintese do Intermediario 2 (Tiossemicarbazona)

Em um tubo de ensaio grande, contendo 20 mL de alcool etilico P.A., adicionou-se
1,06 mmol do intermediario 1, juntamente com 7 gotas de &cido cloridrico P.A. (usado aqui
como catalisador). A mistura foi ultrassonicada até a total solubilizagdo do sélido (cerca de 30
minutos). Apds esse tempo, foi adicionado ao sistema 1,06mmol de 4-Fenil
tiossemicarbazona (0,4 g) e o tubo de ensaio volta entdo para ultrassonicar durante 2h, com
constantes homogeneizagdes manuais.

Para finalizar o procedimento, a mistura foi submetida a filtracdo a vécuo e tanto o
solido formado quando o sobrenadante sdo submetidos a CCD para verificar a formacao de

novo intermediario. Toda a por¢édo sélida é pesada para fins de calculo de rendimento.

3.3.2.3 Sintese dos Compostos Finais (Tiazolidin-4-onas)

Em um baldo de fundo redondo, adicionou-se 25 mL de alcool etilico P.A., 1,06 mmol
do intermediario 2 e 4,8 mmol (0,4711 g) de acetato de potassio. A mistura ficou sob
homogeneizacdo constante, com o auxilio de uma barra de agitacdo magnética, e sob
aquecimento (cerca de 90°C), durante 30 minutos. ApoOs esse tempo, foi adicionado ao
sistema 2,12mmol do a- Haloacido especifico para formar cada composto final. A reacéo foi
deixada sob condicBes de refluxo e agitacdo de 24 a 48h, e entdo ap6s a formacdo do
precipitado, o sistema foi filtrado e tanto do sobrenadante quanto do precipitado foram feitas
placas de CCD para verificar a formacdo do composto final. A massa obtida do composto foi

entdo anotada, para posteriores calculos de rendimento reacional.

3.3.3 Caracterizacao Estrutural

Para verificar a efetividade da rota sintética, os compostos finais foram submetidos as
analises espectroscépicas (FTIR, MS, e RMN 3C e 'H). Além disso, foi examinado o ponto

de fusdo e fator de retencdo das moléculas em hexano:acetato de etila 6:4.
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3.4 RESULTADOS

Em nenhuma das etapas reacionais houve a necessidade de realizacdo de processos de
purificacdo (recristalizagcdo ou cromatografia em coluna), essa conclusdo foi tomada a partir
da observacdo das placas de CCD. Isso reduziu bastante tempo total do procedimento de

sintese, facilitando assim a obtencao dos compostos finais.

Na Tabela 1 estdo listadas as principais propriedades dos compostos sintetizados, bem
como os rendimentos reacionais que foram obtidos dos valores (em mol) dos reagentes
utilizados na ultima etapa reacional, ou seja, da etapa de ciclizagdo. O célculo foi procedido a
partir dos valores do reagente limitante, que no caso foram os intermediarios 2. O valor de
guantidade de mol dos acidos ou ésteres também usados durante a ciclizacdo foi desprezado,
pois esses estavam em excesso no sistema reacional. Os rendimentos dos intermediarios (1 e

2) foram na faixa de 89 a 93% . Ja os compostos finais, apresentaram rendimento de 59-81%.

Todas as placas de CCD feitas a partir de 24-48h de reacdo (sintese das
tiazolidin-4-onas) apresentaram novos pontos, 0 que corrobora para a formacdo de um
composto diferente dos reagentes. E ao fim do processo reacional, os produtos foram
separados do sistema por meio de filtracdo a vacuo, caso fosse observado a formacdo de um

precipitado, ou por rotaevaporagdo caso a substancia ficasse dissolvida no meio etanolico.

Todos os compostos finais (CH) foram obtidos na forma de um p6, a maioria amorfo,
exceto os compostos CHO1 e CHO5 que se apresentaram na forma de cristais, sem passar por

nenhum processo fisico-quimico para cristalizacao.



Tabela 1. Caracteristicas gerais dos compostos finais e rendimento das reacdes.
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Estrutura Geral Rendimento
da Molécula Composto Ph R PF | RF (%)
CH-01 (CHy), 154 | 0,60 63
CH-02 C,Hs 160- | 0,59 75
161
CH-03 3-OCH,Ph H 210- | 0,56 66
212
CH-04 CHj; 200 | 0,63 68
CH-05 CH(CHa), | 233 | 0,60 70
CH-06 (CHy), | 214- | 0,68 74
216
CH-07 C,Hs 222 | 0,64 65
Br CH-08 H 228- | 0,55 69
3-F-4-Cl Ph 230
CH-09 CH; 200 | 0,67 81
CH-10 CH(CHy), | 188- | 0,70 79
189
CH-11 (CHsy), 224- | 0,66 77
o) N
Ph/ \N/ \( 225
CH-12 C,Hs 234- | 0,68 59
N _ 236
CH-13 | 3/4-DiCl Ph H 230 | 0,74 61
CH-14 CH; 210- | 0,59 66
2011
CH-15 CH(CH,), | 199 | 0,60 69
CH-16 (CHy), 187- | 0,70 80
188
CH-17 C,Hs 199- | 0,72 74
200
CH-18 4-i-Pr Ph H 190 | 0,67 77
CH-19 CHs 196 | 0,70 71
CH-20 CH(CHy), | 200- | 0,74 79

201
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Os dados de espectroscopia, utilizados para verificar a efetividade do processo
reacional, corroboram para a formagdo dos produtos planejados, haja vista 0s espectros
demonstrados abaixo que ilustra o processo de caracterizacdo dos compostos, a partir do
exemplo da molécula CHO09.

Figura 10. Espectro de RMN *H da molécula CH09. Fonte: Autor.
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As Figuras 11 e 12 apresentam o espectro de RMN *H obtido para o composto CH09,
onde pode-se observar em 1,66 ppm um dupleto, integrando para 3 hidrogénios, referente aos
H do grupamento CHj; ligados ao anel tiazolidinico. Em 4,48 ppm nota-se um quadrupleto
integrando para 1 H, referente ao hidrogénio ligado ao anel heterociclico. Ja em 5,14, o
singleto integrando para 2 hidrogénios é referente ao grupo CH,-O (8). Na regido de 8 a 6,9
ppm, verifica-se inimeros picos referentes aos hidrogénios aromaticos. Em 7,73 ppm e muito
proximo em 7,69 ppm encontra-se dois dupletos, com integracdo total para 4 hidrogénios
referentes ao 2 H (7) e 2 H (3). Ja em 7,46 ppm o tripleto é referente aos hidrogénios (4). O

outro triplo, agora em 7,24 ppm, integrando para 1 hidrogénio é referente ao H (5). Os
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hidrogénios (6), (9), (10), (11) aparecem como picos proximo em um duplo dupleto 695 ppm
e um triplo dupleto em 6,73ppm.

Ja no espectro de RMN de *3C observa-se nas regides mais desblindadas, os picos dos
carbonos ligados aos elementos mais eletronegativos. Por exemplo, em 174,90 o pico €
referente & ligacdo (C=0), em 163,49 (N=C-S), 150,40 (Br-C), 153,66 (C-Cl), 153,95 (C-0),
153,98(C=N), 158,63 (C-F). Na regido de 134-114 ppm, pode-se observar vdrios picos
referente aos carbonos (C-H) aromaticos. Nas regides de campo mais baixo, encontramos
basicamente os 3 ultimos picos: em 61,18 referente ao C-H heterociclico, em 41,4 referente
ao CH,-O (carbono numero 12) e em 18,63 referente ao grupo metila ligado ao anel
tiazolidinico.

Figura 11. Espectro de RMN 23C para o composto CHO09 na regido de 176 a 116 ppm. Fonte: autor
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Figura 12. Espectro de RMN 13C para o composto CH09 na regido de 64 a 06 ppm. Fonte: autor
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3.4.1 Composto Intermediério 1.1.:

Br

Formula Molecular: Ci5H14BrO3
Massa Molar: 320,00 g

Principais picos no FT-IR:

3.4.2. Composto Intermediéario 2.1.:

OCH,

Férmula Molecular: CyyH»oBrNz;O,S
Massa Molar: 469,05 g

Principais picos no FT-IR:

(0]
0]

Br
NN /N

OCH,

32
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3.4.3 Composto CHO1:

Br

OCH;

Férmula Molecular: CygH24BrN3;O3S
Massa Molar: 537,07 g

RMN *H (DMSO-d6, 400MHz): 1,27(s, 3H, CHa), 1,35(s, 3H, CHs), 2,50 (s, 3H, CH3-0),
3,72(CH,-0), 7,96 (d, 1H, H-Ar), 7,89 (7,77(d,1H, H-Ar), 7,68(s, 1H, H-Ar), 7,56 (d, 2H, H-
Ar), 7,39(d, 2H, H-Ar), 7,20 (t, 1H, H-Ar), 6,53(d, 2H, H-Ar),

RMN *C (DMSO-d6, 100MHz): 10,66 (CH3), 40,17 (CH3-O), 55,09 (CH,-0), 61,19(CH-
Heterociclico), 120,919 (C-Ar), 125,73(C-Ar), 126,96 (C-Ar), 127,22 (C-Ar), 127,96 (C-Ar),
128,07 (C-Ar), 129,30 (C-Ar), 131,06 (C-Ar), 129,61 (C-Ar), 131,67 (C-Ar), 132,08 (C-Ar),
149,05 (Br-C), 150,09 (C-0), 155,46(C=N), 158,71 (N=C-S), 160,41 (C=0).

Principais sinais na EMAR (espectrometria de massas de alta resolucéo):
[M-H]"= 538,49
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3.4.4 Composto CHO2:

Br

OCH;

Férmula Molecular: C,gH»4BrN3;O3S
Massa Molar: 537,07 g

RMN 1H (DMSO-d6, 400MHz): 1,07(t, 3H, CHs), 2,45(q, 2H, CHj), 3,60 (s, 3H, CH3-O),
5,15(s, 2H, CH,-0), 6,46 (t, 1H, H-Ar), 6,48(d, 2H, H-Ar), 6,53(d, 2H, H-Ar), 7,07 (d, 2H, H-
Ar), 7,44 (d, 1H, H-Ar), 7,64(s, 1H, H-Ar), 7,75(d,1H, H-Ar), 7,82 (d, 2H, H-Ar)

RMN C (DMSO-d6, 100MHz): 10,66 (CHs), 26,05 (CH,), 48,93 (CH3-0), 55,48 (CH.-O),
61,05(CH-Heterociclico), 100,919 (C-Ar), 105,33(C-Ar), 106,96 (C-Ar), 107,22 (C-Ar),
124,26 (C-Ar), 128,370 (C-Ar), 129,15 (C-Ar), 129,37 (C-Ar), 129,61 (C-Ar), 130,42 (C-Ar),
131,88 (C-Ar), 159,05 (Br-C), 160,07 (C-O), 160,84(C=N), 165,24 (N=C-S), 174,40 (C=0).

Principais sinais na EMAR (espectrometria de massas de alta resolucao):
[M-H]"= 538,048
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3.4.5 Composto CHO3:

Br

OCH;

Férmula Molecular: C,4H0BrNz;O3S
Massa Molar: 509,04 g

RMN 1H (DMSO-d6, 400MHz): 3,31 (s, 3H, CH3-0), 3,62(s, 2H, CH,-0), 4,14 (s, 1H, H-
Heterociclico), 7,07 (t, 1H, H-Ar), 7,20 (d, 2H, H-Ar), 7,37 (d, 2H, H-Ar), 7,40 (d, 2H, H-Ar),
7,43 (d, 1H, H-Ar), 7,45(s, 1H, H-Ar), 7,50(d,1H, H-Ar), 7,64 (d, 2H, H-Ar)

RMN *C (DMSO-d6, 100MHz): 55,01 (CH3-0), 55,10 (CH,-0), 60,56(CH-Heterociclico),
123,73 (C-Ar), 126,08(C-Ar), 127,90 (C-Ar), 128,09 (C-Ar), 128,59 (C-Ar), 128,85 (C-Ar),
128,10 (C-Ar), 129,37 (C-Ar), 129,95 (C-Ar), 131,10 (C-Ar), 131,41 (C-Ar), 158,59 (Br-C),
159,38 (C-0), 160,41(C=N), 166,44 (N=C-S), 171,80 (C=0).

Principais sinais na EMAR (espectrometria de massas de alta resolucao):
[M-H]"= 509,99
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3.4.6 Composto CHO4:

Br

OCH;

Férmula Molecular: C,sH,,BrN3;O3S
Massa Molar: 523,06 g

RMN H (DMSO-d6, 400MHz): 1,31(d, 3H, CHs), 3,32 (s, 3H, CHs-0), 3,60 (CH,-0), 4,47
(g, 1H, H-Heterociclico), 6,37 (t, 1H, H-Ar), 6,45 (d, 2H, H-Ar), 6,49 (d, 2H, H-Ar), 7,07 (d,
2H, H-Ar), 7,27 (d, 1H, H-Ar), 7,41 (s, 1H, H-Ar), 7,53(d,1H, H-Ar), 7,63 (d, 2H, H-Ar)

RMN C (DMSO-d6, 100MHz): 18,63 (CHs), 41,60 (CHs-0), 55,03 (s, 2H, CH,-0),
74,85(CH-Heterociclico), 124,19 (C-Ar), 124,63(C-Ar), 125,66 (C-Ar), 12598 (C-Ar),
126,26 (C-Ar), 128,86 (C-Ar), 129,11 (C-Ar), 129,99 (C-Ar), 129,61 (C-Ar), 131,43 (C-Ar),
134,04 (C-Ar), 157,10 (Br-C), 158,30 (C-0), 159,40 (C=N), 160,38 (N=C-S), 174,85 (C=0).

Principais sinais na EMAR (espectrometria de massas de alta resolucao):
[M-H]"= 524,91



37

3.4.7 Composto CHO5:

Br

OCH;

Férmula Molecular: Cy7H26BrN3;O3S

Massa Molar: 551,09 g

RMN tH (DMSO-d6, 400MHz): 1,01(d, 3H, CHs), 1,08 (d, 3H, CHs), 2,5 (m, 1H, CH),
3,33 (s, 3H, CH3-0), 3,62 (s, 2H, CH,-0), 4,59 (q, 1H, H-Heterociclico), 6,32 (t, 1H, H-Ar),
6,48 (d, 2H, H-Ar), 6,55 (d, 2H, H-Ar), 7,07 (d, 2H, H-Ar), 7,38 (d, 1H, H-Ar), 7,46 (s, 1H,
H-Ar), 7,63(d,1H, H-Ar), 7,78 (d, 2H, H-Ar)

RMN *C (DMSO-d6, 100MHz): 16,53 (CHs i-Pr), 20,09 (CH i-Pr), 53,99 (CH3-O), 55,02
(CH-0), 60,62 (CH-Heterociclico), 123,82 (C-Ar), 124,76(C-Ar), 125,10 (C-Ar), 126,22 (C-
Ar), 127,82 (C-Ar), 128,75 (C-Ar), 128,98 (C-Ar), 129,18 (C-Ar), 129,96 (C-Ar), 131,41 (C-
Ar), 133,95 (C-Ar), 134,62 (Br-C), 158,57 (C-O), 160,372 (C=N), 164,69 (N=C-S), 173,46
(C=0).

Principais sinais na EMAR (espectrometria de massas de alta resolucéo):
[M-H]"= 552,48



3.4.8 Composto Intermediério 1.2.:

0
0 Cl
Br F
Formula Molecular: C14H10BrCIFO,
Massa Molar: 341,95 g
3.4.9. Composto Intermediério 2.2.:
Br

\N/T
'e) S

Cl

Formula Molecular: C,1H1sBrCIFN3;0S
Massa Molar: 490,99 g

38
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3.4.10 Composto CHO6:

Br

Cl

Férmula Molecular: C,sH,0BrCIFN3;0,S
Massa Molar: 559,01 g

RMN H (DMSO-d6, 400MHz): 2,5 (s, 3H, CHs), 3,32 (s, 3H, CHz-0), 5,37 (s, 2H, CH,-O),
6,99 (t, 1H, H-Ar), 7,35 (d, 2H, H-Ar), 7,20 (d, 2H, H-Ar), 7,38 (d, 2H, H-Ar), 7,53 (d, 1H,
H-Ar), 7,60 (s, 1H, H-Ar), 7,96 (d,1H, H-Ar), 8,08 (d, 2H, H-Ar)

RMN C (DMSO-d6, 100MHz): 22,13 (CH3), 29,14 (CH3), 61,66 (CH,-O), 70,75(CH-
Heterociclico), 109,51 (C-Ar), 115,69 (C-Ar), 116,36 (C-Ar), 117,04 (C-Ar), 117,33 (C-Ar),
119,49 (C-Ar), 122,9 (C-Ar), 126,16 (C-Ar), 128,12 (C-Ar), 129,42 (C-Ar), 131,15 (C-Ar),
139,00 (Br-C), 140,55 (C-Cl), 143,22 (C-0), 150,65(C=N), 160,98 (C-F), 154,27 (N=C-S),
177,41 (C=0).

Principais sinais na EMAR (espectrometria de massas de alta resolucéo):
[M-H]"= 560,86
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3.4.11 Composto CHO7:

Br

Cl

Férmula Molecular: C,sH,0BrCIFN3;0,S
Massa Molar: 559,01 g

RMN 'H (DMSO-d6, 400MHz): 1,04(t, 3H, CH3), 1,98 (q, 2H, CH,), 2,11 (m, 1H, CH),
3,63 (s, 3H, CH3-0), 4,50 (s, 2H, CH,-0), 5,14 (d, 1H, H-Heterociclico), 6,74 (t, 1H, H-Ar),
6,92 (d, 2H, H-Ar), 6,95 (d, 2H, H-Ar), 7,23 (d, 2H, H-Ar), 7,64 (d, 1H, H-Ar), 7,53 (s, 1H,
H-Ar), 7,77(d,1H, H-Ar), 7,94 (d, 2H, H-Ar)

RMN C (DMSO-d6, 100MHz): 10,23 (CH3), 19,17 (CH,), 40,34 (CH.,-O), 48,57(CH-
Heterociclico), 115,88 (C-Ar), 115,90 (C-Ar), 127,93 (C-Ar), 129,09 (C-Ar), 129,39 (C-Ar),
129,90 (C-Ar), 130,91 (C-Ar), 131,88 (C-Ar), 132,12 (C-Ar), 132,42 (C-Ar), 133,45 (C-Ar),
134,60 (Br-C), 135,99 (C-Cl), 133,80 (C-0), 134,76 (C=N), 164,43 (C-F), 158,83 (N=C-S),
173,97 (C=0).

Principais sinais na EMAR (espectrometria de massas de alta resolucao):
[M-H]"= 560,81
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3.4.12 Composto CHOS:

Br

Cl

Férmula Molecular: C3H16BrCIFN3;0,S
Massa Molar: 530,98 g

RMN tH (DMSO-d6, 400MHz): 4,16 (s, 2H, CH,-0), 5,15 (s, 1H, H-Heterociclico), 6,75 (t,
1H, H-Ar), 6,93 (d, 2H, H-Ar), 6,95 (d, 2H, H-Ar), 7,24 (d, 2H, H-Ar), 7,42 (d, 1H, H-Ar),
7,46 (s, 1H, H-Ar), 7,64(d,1H, H-Ar), 7,72 (d, 2H, H-Ar)

RMN *C (DMSO-d6, 100MHz): 52,46 (CH,-0), 60,51(CH-Heterociclico), 124,01 (C-Ar),
124,19 (C-Ar), 124,66 (C-Ar), 125,14 (C-Ar), 126,03 (C-Ar), 126,49 (C-Ar), 127,19 (C-Ar),
127,66 (C-Ar), 128,92 (C-Ar), 129,12 (C-Ar), 131,05 (C-Ar), 149,00 (Br-C), 150,35 (C-Cl),
153,72 (C-0), 158,25(C=N), 160,14 (C-F), 164,97 (N=C-S), 176,11 (C=0).

Principais sinais na EMAR (espectrometria de massas de alta resolucéo):
[M-H]"= 532,95
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3.4.13 Composto CHO09:

Br

Cl

Férmula Molecular: C,4H1gBrCIFN3;0,S
Massa Molar: 545,00 g

RMN tH (DMSO-d6, 400MHz): ): 1,63 (d,3H, CH3), 3,37 (s, 2H, CH,-0), 4,48 (q, 1H, H-
Heterociclico), 6,73 (t, 1H, H-Ar), 6,75 (d, 2H, H-Ar), 6,93 (d, 2H, H-Ar), 6,96 (d, 2H, H-Ar),
7,24 (d, 1H, H-Ar), 7,46 (s, 1H, H-Ar), 7,63(d,1H, H-Ar), 7,77 (d, 2H, H-Ar)

RMN C (DMSO-d6, 100MHz): 18,63 (CHs), 41,74 (CH,-O), 61,18 (CH-Heterociclico),
114,88 (C-Ar), 114,98 (C-Ar), 117,15 (C-Ar), 117,46 (C-Ar), 119,57 (C-Ar), 123,99 (C-Ar),
128,02 (C-Ar), 128,77 (C-Ar), 128,94 (C-Ar), 129,08 (C-Ar), 131,56 (C-Ar), 150,40 (Br-C),
153,66 (C-Cl), 153,95 (C-0), 153,98(C=N), 158,63 (C-F), 163,49 (N=C-S), 174,90 (C=0).

Principais sinais na EMAR (espectrometria de massas de alta resolucéo):
[M-H]"= 546,85
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3.4.14 Composto CH10:

Br

Cl

Férmula Molecular: C,sH2:BrCIFN3;0,S
Massa Molar: 573,03 g

RMN *H (DMSO-d6, 400MHz): ): 1,19 ( d, 6H, CH3), 2,5(m, 1H, CH), 4,36 (s, 2H, CH,-0),
5,34 (d, 1H, H-Heterociclico), 7,27 (t, 1H, H-Ar), 7,53 (d, 2H, H-Ar), 7,55 (d, 2H, H-Ar),
7,58 (d, 2H, H-Ar), 7,61 (d, 1H, H-Ar), 7,71 (s, 1H, H-Ar), 7,73(d,1H, H-Ar), 7,97 (d, 2H, H-
Ar)

RMN C (DMSO-d6, 100MHz): 28,36 (CHj i-Pr), 22,17(CHs i-Pr), 47,98 (CH,-0), 61,69
(CH-Heterociclico), 115,59 (C-Ar), 115,66 (C-Ar), 116,37 (C-Ar), 117,06 (C-Ar), 117,29 (C-
Ar), 119,68 (C-Ar), 122,92 (C-Ar), 125,57 (C-Ar), 126,03 (C-Ar), 128,10 (C-Ar), 129,38 (C-
Ar), 139,00 (Br-C), 143,24 (C-Cl), 151,02 (C-0), 153,40 (C=N), 154,25 (C-F), 154,27 (N=C-
S), 177,42 (C=0).

Principais sinais na EMAR (espectrometria de massas de alta resolucéo):
[M-H]"= 574,87
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3.4.15 Composto Intermediario 1.3.:

(0]
0] Cl
Br Cl
Formula Molecular: C14H;0BrCI,0,
Massa Molar: 357,92 g
3.4.16. Composto Intermediario 2.3.:
Br

ZT

Cl

Cl

Formula Molecular: C,1H16BrCI,N3;OS
Massa Molar: 506,96 g
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3.4.17 Composto CH11:

Br

Cl

Cl

Férmula Molecular: C,sH,0BrCIl,N3;O,S
Massa Molar: 574,98 g

RMN H (DMSO-d6, 400MHz): 1,0 (s, 3H, CHs), 1,16 (s, 3H, CHs), 4,39 (s, 2H, CH,-0),
7,22 (t, 1H, H-Ar), 7,34 (d, 2H, H-Ar), 7,38 (d, 2H, H-Ar), 7,54 (d, 2H, H-Ar), 7,56 (d, 1H,
H-Ar), 7,58 (s, 1H, H-Ar), 7,6(d,1H, H-Ar), 8,00 (d, 2H, H-Ar)

RMN C (DMSO-d6, 100MHz): 18,50 (CH3), 56,00 (CH,-0), 61,52 (CH-Heterociclico),
116,10 (C-Ar), 116,72 (C-Ar), 122,97 (C-Ar), 123,14 (C-Ar), 125,57 (C-Ar), 126,00 (C-Ar),
128,12 (C-Ar), 129,39 (C-Ar), 130,89 (C-Ar), 131,15 (C-Ar), 131,50 (C-Ar), 139,00 (CI-C),
134,70 (C-0), 143,70 (C=N), 157,17 (N=C-S), 177,50 (C=O0).

Principais sinais na EMAR (espectrometria de massas de alta resolucéo):
[M-H]*= 575,67
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3.4.18. Composto CH12:

Br

Cl

Cl

Férmula Molecular: C,sH,0BrCIl,N3;O,S
Massa Molar: 574,98 g

RMN tH (DMSO-d6, 400MHz): 1,07 (t, 3H, CHs), 1,60 (m, 2H, CHy), 3,36 (s, 2H, CH,-0),
4,51 (t, 1H, H — Heterociclico), 6,22 (t, 1H, H-Ar), 6,36 (d, 2H, H-Ar), 6,75 (d, 2H, H-Ar),
7,01 (d, 2H, H-Ar), 7,43 (d, 1H, H-Ar), 7,45 (s, 1H, H-Ar), 7,66 (d,1H, H-Ar), 7,78 (d, 2H, H-
Ar)

RMN “C (DMSO-d6, 100MHz): 19,67 (CHs), 25,24 (CH,) 54,07 (CH,-O), 61,07 (CH-
Heterociclico), 115,30 (C-Ar), 116,18 (C-Ar), 123,00 (C-Ar), 123,91 (C-Ar), 127,91 (C-Ar),
128,65 (C-Ar), 128,86 (C-Ar), 129,03 (C-Ar), 130,99 (C-Ar), 131,38 (C-Ar), 131,53 (C-Ar),
156,88 (Br-C), 158,44 (CI-C), 166,87 (C=N), 171,81 (N=C-S), 174,71 (C=0).

Principais sinais na EMAR (espectrometria de massas de alta resolucéo):
[M-H]*= 576,03
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3.4.19. Composto CH13:

Br

Cl

Cl

Férmula Molecular: C,3H16BrCIl,N3;O,S
Massa Molar: 546,95 g

RMN *H (DMSO-d6, 400MHz): 4,39 (s, 2H, CH,-0), 7,22 (t, 1H, H-Ar), 7,34 (d, 2H, H-
Ar), 7,38 (d, 2H, H-Ar), 7,54 (d, 2H, H-Ar), 7,56 (d, 1H, H-Ar), 7,58 (s, 1H, H-Ar), 7,6(d,1H,
H-Ar), 8,00 (d, 2H, H-Ar)

RMN 2C (DMSO-d6, 100MHz): 19,67 (CH3), 25,24 (CH,) 54,07 (CH,-O), 61,07 (CH-
Heterociclico), 115,30 (C-Ar), 116,18 (C-Ar), 123,00 (C-Ar), 123,91 (C-Ar), 127,91 (C-Ar),
128,65 (C-Ar), 128,86 (C-Ar), 129,03 (C-Ar), 130,99 (C-Ar), 131,38 (C-Ar), 131,53 (C-Ar),
156,88 (Br-C), 158,44 (CI-C), 166,87 (C=N), 171,81 (N=C-S), 174,71 (C=0).

Principais sinais na EMAR (espectrometria de massas de alta resolucéo):
[M-H]"= 547,88
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3.4.20 Composto CH14:

Br

Cl

Cl

Férmula Molecular: C,4H1sBrCIl,N3;O.S
Massa Molar: 560,97 g

RMN tH (DMSO-d6, 400MHz): 1,67 (t, 3H, CHa), 3,32 (s, 2H, CH,-0), 4,50 (t, 1H, H —
Heterociclico), 6,02 (t, 1H, H-Ar), 6,46 (d, 2H, H-Ar), 6,77 (d, 2H, H-Ar), 7,02 (d, 2H, H-
Ar), 7,41 (d, 1H, H-Ar), 7,46 (s, 1H, H-Ar), 7,65 (d,1H, H-Ar), 7,72 (d, 2H, H-Ar)

RMN ¥C (DMSO-d6, 100MHz): 19,08 (CHs), 42,17 (CH,-0), 61,52 (CH-Heterociclico),
115,77 (C-Ar), 116,66 (C-Ar), 123,49 (C-Ar), 124,40 (C-Ar), 128,40 (C-Ar), 129,14 (C-Ar),
131,44 (C-Ar), 131,98 (C-Ar), 132,01 (C-Ar), 132,99 (C-Ar), 133,13 (C-Ar), 134,21 (Br-C),
135,32 (CI-C), 157,25 (C-0), 158,28 (C=N), 165,89 (N=C-S), 175,28 (C=0).

Principais sinais na EMAR (espectrometria de massas de alta resolucao):
[M-H]"= 562,93
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3.4.21 Composto CH15:

Br

Cl

Cl

Férmula Molecular: CysH2,BrCIl,N3;O.S
Massa Molar: 589,00 g

RMN H (DMSO-d6, 400MHz): 2,15 (d, 3H, CHa), 2,50 (d, 3H, CH3), 3,38 (m, 1H, CH),
4,16 (s, 2H, CH,-0), 5,18 (t, 1H, H — Heterociclico), 7,41 (t, 1H, H-Ar), 7,47 (d, 2H, H-Ar),
7,44 (d, 2H, H-Ar), 7,47 (d, 2H, H-Ar), 7,64 (d, 1H, H-Ar), 7,66 (s, 1H, H-Ar), 7,74 (d,1H, H-
Ar), 7,76 (d, 2H, H-Ar)

RMN *C (DMSO-d6, 100MHz): 25,71 (CHs), 33,06 (CH), 55,09 (CH2-O), 61,54 (CH-
Heterociclico), 116,47 (C-Ar), 115,76 (C-Ar), 123,46 (C-Ar), 124,67 (C-Ar), 128,37 (C-Ar),
129,11 (C-Ar), 129,34 (C-Ar), 129,49 (C-Ar), 131,45 (C-Ar), 131,99 (C-Ar), 132,13 (C-Ar),
135,29 (Br-C), 157,26 (CI-C), 158,91 (CI-C), 167,34 (C-O), 175,00 (N=C-S), 177,98 (C=0).

Principais sinais na EMAR (espectrometria de massas de alta resolucao):
[M-H]"= 590,23



3.4.22 Composto intermediério 1.4.:

0]

Formula Molecular: C17H150;
Massa Molar: 254,13 g

3.4.23. Composto Intermediario 2.4.:

Férmula Molecular: C,4H25BrN3;OS
Massa Molar: 481,08 g

Br
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3.4.24 Composto CH16:

Br

Férmula Molecular: CygHgBrN3;O,S
Massa Molar: 549,11 g

RMN *H (DMSO-d6, 400MHz): 1,05 (s, 3H, CHgs tiazolinona), 1,19 (d, 6H, CHs), 2,85 (m,
1H, CH), 4,38 (s, 2H, CH,-0), 6,99 (t, 1H, H-Ar), 7,02 (d, 2H, H-Ar), 7,19 (d, 2H, H-Ar),
7,36 (d, 2H, H-Ar), 7,38 (d, 1H, H-Ar), 7,41 (s, 1H, H-Ar), 7,43 (d,1H, H-Ar), 7,66 (d, 2H, H-
Ar)

RMN C (DMS0-d6, 100MHz): 15,50 (CHs), 22,14 (CH3), 59,19 (CH,-0), 125,77 (C-Ar),
126,66 (C-Ar), 127,49 (C-Ar), 127,90 (C-Ar), 128,40 (C-Ar), 128,94 (C-Ar), 129,44 (C-Ar),
131,18 (C-Ar), 132,01 (C-Ar), 132,89 (C-Ar), 133,03 (C-Ar), 144,11 (Br-C), 150,62 (C-0),
168,38 (C=N), 170,01 (N=C-S), 176,88 (C=0).

Principais sinais na EMAR (espectrometria de massas de alta resolucéo):
[M-H]"= 550,18
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3.4.25 Composto CH17:
Br

Férmula Molecular: C,gHosBrN3;O,S
Massa Molar: 549,11 g

RMN H (DMSO-d6, 400MHz): 1,05 (t, 3H, CHs tiazolinona), 1,14 (d, 6H, CH3), 2,01( g,
2H, CH,), 2,71 (m, 1H, CH), 3,36 (s, 2H, CH,-0), 4,50 (t, 1H, H — Heterociclico), 6,97 (t,
1H, H-Ar), 7,12 (d, 2H, H-Ar), 7,05 (d, 2H, H-Ar), 7,45 (d, 2H, H-Ar), 7,51 (d, 1H, H-Ar),
7,63 (s, 1H, H-Ar), 7,65 (d,1H, H-Ar), 7,76 (d, 2H, H-Ar)

RMN **C (DMSO-d6, 100MHz): 16,85 (CH3), 18,99 (CHs), 20,15 (CH), 22,18(CH,) 42,78
(CH,-0), 60,14 (CH-Heterociclico), 115977 (C-Ar), 116,90 (C-Ar), 120,69 (C-Ar), 127,77
(C-Ar), 129,34 (C-Ar), 132,36 (C-Ar), 132,54 (C-Ar), 132,98 (C-Ar), 133,10 (C-Ar), 133,49
(C-Ar), 133,93 (C-Ar), 134,19 (Br-C), 159,15 (C-0), 160,28 (C=N), 164,95 (N=C-S), 176,78
(C=0).

Principais sinais na EMAR (espectrometria de massas de alta resolucao):
[M-H]*= 550,18
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3.4.26 Composto CH18:

Br

Férmula Molecular: CygH»4BrN3;O,S
Massa Molar: 521,08 g

RMN 'H (DMSO-d6, 400MHz): 1,01 (d, 6H, CH3), 2,44 (m, 1H, CH), 4,11 (s, 2H, CH,-0),
4,36 (s, 1H, H — Heterociclico), 6,81 (t, 1H, H-Ar), 6,86 (d, 2H, H-Ar), 6,90 (d, 2H, H-Ar),
6,95 (d, 2H, H-Ar), 6,99 (d, 1H, H-Ar), 7,41 (s, 1H, H-Ar), 7,59 (d,1H, H-Ar), 7,73 (d, 2H, H-
Ar)

RMN C (DMSO-d6, 100MHz): 18,50 (CHs), 20,04 (CH3), 55,99 (CH,-0), 60,99 (CH-
Heterociclico), 114,17 (C-Ar), 123,72 (C-Ar), 127,09 (C-Ar), 127,95 (C-Ar), 128,62 (C-Ar),
128,89 (C-Ar), 129,10 (C-Ar), 131,40 (C-Ar), 134,16 (C-Ar), 134,95 (C-Ar), 135,09 (C-Ar),
140,91 (Br-C), 155,53 (C-0), 159,48 (C=N), 166,45 (N=C-S), 171,84 (C=0).

Principais sinais na EMAR (espectrometria de massas de alta resolucéo):
[M-H]*= 522,03
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3.4.27 Composto CH19:

Br

Férmula Molecular: Cy7H26BrN3;O,S
Massa Molar: 535,09 g

RMN 1H (DMSO-d6, 400MHz): 1,14 (d, 6H, CH3), 2,01 (s, 3H, CH3), 2,784 (m, 1H, CH),
3,36 (s, 2H, CH»-0), 4,50 (s, 1H, H — Heterociclico), 6,65 (t, 1H, H-Ar), 6,86 (d, 2H, H-Ar),
7,05 (d, 2H, H-Ar), 7,45 (d, 2H, H-Ar), 7,51 (d, 1H, H-Ar), 7,63 (s, 1H, H-Ar), 7,65 (d,1H, H-
Ar), 7,76 (d, 2H, H-Ar)

RMN *C (DMSO-d6, 100MHz): 19,09 (CHs), 24,48 (CH), 42,07 (CH»-0), 60,49 (CH-
Heterociclico), 114,62 (C-Ar), 120,17 (C-Ar), 124,21 (C-Ar), 127,56 (C-Ar), 128,44 (C-Ar),
129,11 (C-Ar), 129,31 (C-Ar), 129,54 (C-Ar), 131,86 (C-Ar), 134,59 (C-Ar), 135,44 (C-Ar),
141,37 (Br-C), 155,97 (C-0), 159,91 (C=N), 165,47 (N=C-S), 175,30 (C=0).

Principais sinais na EMAR (espectrometria de massas de alta resolucao):
[M-H]"= 536,03
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3.4.28 Composto CH20:
Br

Férmula Molecular: CogHzoBrN3;O,S
Massa Molar: 563,12 g

RMN tH (DMSO-d6, 400MHz): 1,14 (d, 6H, CH3), 2,11 (d, 6H, CH3), 2,48 (m, 1H, CH),
2,784 (m, 1H, CH), 3,46 (s, 2H, CH,-0), 4,61 (s, 1H, H — Heterociclico), 6,85 (t, 1H, H-Ar),
6,96 (d, 2H, H-Ar), 7,15 (d, 2H, H-Ar), 7,40 (d, 2H, H-Ar), 7,49 (d, 1H, H-Ar), 7,53 (s, 1H,
H-Ar), 7,64 (d,1H, H-Ar), 7,75 (d, 2H, H-Ar)

RMN C (DMSO-d6, 100MHz): 10,24 (CHs), 18,24(CHs), 24,00 (CH), 25,60 (CH), 48,48
(CH,-0), 60,58 (CH-Heterociclico), 114,17 (C-Ar), 120,17 (C-Ar), 123,77 (C-Ar), 127,09 (C-
Ar), 127,93 (C-Ar), 128,91 (C-Ar), 129,11 (C-Ar), 131,39 (C-Ar), 132,46 (C-Ar), 134,09 (C-
Ar), 134,84 (C-Ar), 140,92 (Br-C), 155,50 (C-0O), 159,66 (C=N), 164,84 (N=C-S), 173,93
(C=0).

Principais sinais na EMAR (espectrometria de massas de alta resolucéo):
[M-H]"= 564,77
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+ Capitu |0 2: AVALIACAO DA ATIVIDADE LEISHMANICIDA
DAS TIAZOLIDIN-4-ONAS
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4.1 REVISAO DA LITERATURA
4.1.1 Leishmaniose

A palavra Leishmaniose indica um conjunto doencgas causadas pelo protozoario do
género Leishmania, que sdo transmitidos para o ser humano a partir da picada de
flebotomineos fémea infectadas (OZBILGIN et al., 2017). Uma vez dentro do corpo humano,
0s parasitos invadem as células, principalmente os macrofagos e |4 se instalam e se
reproduzem, fato que acarreta danos severos e cronicos ao individuo infectado (KUMAR et
al., 2017).

A doenca, possui carater endémico e caracteristico de regides tropicais e sub-tropicais,
que séo os locais com maior facilidade de proliferacdo do vetor. Estima-se que 12 milhdes de
pessoas no mundo sofrem dessa doengca (MONTEIRO et al., 2017).

Os flebotomineos (Figura 13), também conhecidos como mosquito palha ou birigui, sdo
insetos que tem, de forma geral, de 2 a 3 mm de comprimento, possuem a parte externa do seu
corpo totalmente recoberta por cerdas, e tem ciclo de vida variando entre 1 a 3 meses a
depender da espécie observada e das condi¢cbes ambientais em que 0S mesmo se encontram
(DUTRA REGO, 2013).

Figura 13. Mosquito flebotomineo sob a pele do ser humano.

Fonte: http://www.unigrancapital.com.br/uniblog/noticias.php?id=914

As fémeas, quando em periodo reprodutivo, possuem habitos hematofagicos, usando
como fonte sanguinea diversas especies de vertebrados. Justamente por apresentar essa
caracteristica € que esses insetos possuem a capacidade proliferativa da leishmaniose (
BASTOS, 2012).
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O ciclo de vida do parasito, esquematizado na Figura 14, apresenta diversos estagios de
desenvolvimento, e de forma geral, inicia-se quando o vetor (flebotomineos contaminados) ao
praticar o processo hematofagico transmite o protozoario para o ser humano na sua forma
promastigota (Figura 15 a). O protozoario, ja na corrente sanguinea, invade ou é fagocitado
pelos macrofagos, onde 14, internamente sdo convertidos na forma aflagelada, ou amastigota
(Figura 15 b) e inicia o seu processo de reproducdo por divisdo simples. Apos a reproducéo
excessiva no interior dos macrofagos, essas células sofrem rupturas e entdo os protozoarios
sdo liberados para a corrente sanguinea e passam a infectar novos macréfagos. Quando um
flebdtomo se alimenta do sangue de algum hospedeiro infectado, ele pode ingerir macréfagos
contaminados ou formas amastigotas livres na corrente sanguinea, e entdo 0s protozoarios ao
chegarem no intestino do inseto sdo convertidos na sua forma promastigota e inicia a sua
reproducdo. Apds isso, as formas promastigotas sdo regugitadas e migram para a regido da
probocida do inseto, onde conclui o ciclo ao contaminar outro mamifero através da
hemofagia.

Figura 14. Ciclo de vida do protozoario do género Leishmania.

Fonte:http://obiologoricardohisamoto.blogspot.com.br/2017/03/0-ciclo-de-vida-dos-parasitos.html
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Figura 15. Formas dos Protozoarios do Género Leishmania. Em a) forma promastigota (flagelada) e em
b) a forma amastigota (aflagelada).
Fonte: http://alunoonline.blogspot.com.br/2011/03/leishmaniose.html

Existem, de forma geral, trés tipos de Leishmanioses, que variam de acordo com o
protozoario infectante: a Leishmaniose Cultanea, a Leishamniose Visceral e a Leishmaniose
Muco-Cultanea (DUTRA REGO, 2013).

A leishmaniose tegumentar, ou cultanea, € causada por diversos parasitos, onde pode-se
citar os da espécie brasiliensis e amazonensis. As principais caracteristicas da doencga é o
surgimento de lesdes cutaneas com formatos arredondados ou ovalados na face, no pescoco e
nos membros (BRASIL, 2010).

A leishmaniose Visceral (LV), também conhecida como Calazar, é causada
normalmente pelo Leishmania infantum e é uma das formas mais perigosas da doenca
(ASFARAM et al., 2017). Na fase aguda, os sintomas da LV podem incluir febre com
duracdo inferior a quatro semanas, palidez cutanea e hepatoesplenomegalia (aumento da
regido do baco e figado). Caso ndo seja tratada corretamente, a LV pode evoluir para casos
mais graves e causa ictericia, hemorragia e edemas nos membros inferiores, podendo causar a
morte do individuo (BRASIL, 2006).

Atualmente, os tratamentos para a leishmaniose incluem o uso do farmaco a base de
antimdénio como primeira escolha e Anfotericina B, Paromomicina e Miltefosina como
segunda escolha. A problematica da doenca é que os medicamentos disponiveis para 0 uso
possui uma toxicidade relevante, o que causa problemas no tratamento terapéutico (KUMAR
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et al., 2017). Nesse contexto, a descoberta de novos farmacos mais potentes e menos toxicos

se faz necesséria para melhorar a qualidade de vida da populacdo acometida de Leishmaniose.

4.1.2 Atividades leishmanicida das Tiazolidin-4-onas e seus analogos

Os principais bioisosteros do anel tiazolidinico, os tiazois e tiossemicarbazonas ja se
encontram na literatura sendo utilizados como potenciais leishmanicidas.

ALIANCA et al. (2017), avaliaram o potencial leishmanicida de uma série Ftalil-
Tiazois, e obtiveram excelentes resultados, como o ICsy de 9,8 uM para o Leishmania

infantum, da molécula representada na Figura 16.

Figura 16. Estrutura quimica do ftalil-tiazol sintetizado por (ALIANCA et al., 2017) com melhor

atividade Leishmanicida.

Ph

DA SILVA et al.,, (2017) estudaram a atividade Leishmanicida de uma série de
tiossemicarbazonas e obtiveram bons resultados. Uma das moléculas (Figura 17) apresentou
ICso para a forma promastigota da L. amazonenis de 3,6 uM, sendo atdxico nas concentraces
estudadas, ou seja, com um alto indice de seletividade.

Com os dois recentes bem sucedidos trabalhos publicados pelo grupo de pesquisa do
LPgM, percebe-se que os bioisosteros dos aneis tiazolidinicos apresentaram uma relevante
atividade Leishmanicida, o que leva-se a acreditar que hd a necessidade dos estudos das

atividades leishmanicidas das tiazolidin-4-onas.
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Figura 17. Estrutura quimica da tiossemicarbazona sintetizada por DA SILVA et al. (2017), com melhor

atividade Leishmanicida.
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4.2 MATERIAIS E METODO

4.2.1 Ensaio de citotoxicidade pelo ensaio de MTT

Esse ensaio baseia-se na reducdo dos sais amarelos de tetrazolio por redutases
mitocondriais de células metabolicamente ativas. Cristais de formazan sdo formados no
interior dessas células, que deve ser lisadas para a solubilizacdo e posterior analise por
espectrofotometria. Uma vez que a quantidade de formazan produzida é diretamente
proporcional ao numero de células viaveis, quanto maior for a viabilidade celular, maior sera

a proporcao de reducdo do MTT e maior sera a absorbancia.

As células da linhagem RAW foram plaqueadas em placas de 96 pocos, fundo reto e
incubadas por 24h, a 37°C e atmosfera com 5% de CO,, para aderéncia. Apds esse tempo, 0s
compostos foram adicionados nas concentracdes de 1, 5, 10, 25, 50 e 100 pg/mL e incubados
novamente por um periodo de 48h. Pocos apenas com meio de cultura foram utilizados como

controle.

Foi realizada também, incubacdo com a mesma faixa de concentracdo de DMSO (0,01 a
1%) presente na diluicdo dos compostos. Apds a incubacao foi acrescentado 25uL de MTT (3
- (4,5-dimetiltiazol-2-il) -2,5-brometo difenil tetrazolio) a 5mg/mL em PBS, seguida de uma
nova incubagéo por 3h, a 37°C e ao abrigo da luz. Parte do meio de cultura juntamente com o
restante de MTT foi aspirado e 100puL de DMSO foi adicionado por pogo para solubilizacéo
dos cristais de formazan resultantes da redugdo do MTT. Foi realizada a leitura da
absorbancia a 540 nm no espectrofotometro THERMO SCIENTIFIC Multiskan FC. A
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concentracéo citotoxica para 50% da cultura (CCsp) foi determinada por anélise de regressao
pelo software GraphPad Prism. Cada ensaio foi realizado em triplicata.

4.2.2 Atividade Biologica em formas promastigotas de Leishmania amazonensis

Visando realizar um “screening” inicial dos compostos com atividade leishmanicida,
formas promastigotas foram contadas e diluidas em meio Schneider’s (Sigma) suplementado
com 10% de SFB a 1 x 10° células/mL.

Os parasitas foram incubados a 26°C na presenca de diferentes concentracGes das
tiazolidin-4-onas (0,19 a 100ug/mL) por 96h. Parasitas incubados apenas com meio de cultura
e com Anfotericina B foram utilizados como controle negativo e positivo respectivamente.
Foi realizada também incubagdo com a mesma faixa de concentragcdo de DMSO (0,01 a 1%)
presente na diluicdo dos compostos.

O crescimento celular foi avaliado e a 1Cs,/96h foi determinada por analise de regressao.
As concentracdes usadas para a determinacdo da 1Cso (concentracdo capaz de inibir em 50% o
crescimento dos parasitas) foram: 0.19, 1.56, 6.25, 25 e 100 pg/mL. Cada ensaio foi realizado
em triplicata.

4.3 RESULTADOS

A Tabela 2 apresenta os valores de ICsy e citotoxicidade dos 20 compostos
testados.Dentre as moléculas testadas, sete apresentaram indice de seletividade maior do que
0 composto padrdo. Entre essas, cinco apresentaram valor de ICs, equipardveis e uma

apresentou IC50 menor que a Anfotericina.

As melhores atividades ficaram distribuidas dentre o grupo das moléculas que continha
o fenol substituido pelo grupamento Isopropil. A melhor atividade Leishmanicida foi da
molécula CH18, com IC50 igual a 0,96 pg/mL. Ja a molécula com melhor indice de
seletividade foi a CH20, com valor de IS igual a 34,93, cerca de cinco vezes maior que a
seletividade da Anfotericina.

De forma geral, todas as moléculas apresentaram valores de citotoxicidade menores que
o controle positivo, 0 que é uma vantagem, visto que o que se observa como potencial
atividade bioldgica na molécula néo é apenas o seu efeito no alvo, mas também as possiveis

interacdes com as células sadias (0 que traz efeitos colaterais).
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Tabela 2. Atividade Leishmanicida das tizolidin-4-onas.

Molécula Base Molécula  I1Cg? Citotoxicidade® IS¢
T CHO1 1,82 35,18 1932 >25
CHO02 8,66 >100* >11,54 >15
i CHO03 8,68 21,22 244 <30
o N
7 \(\Z/ CHO4 293 ND** : i
o CHO05 5,75 ND = -

OCHg

T CHO6 1,16 10,43 899 >172
CHO7 819 ND - -
) o CHO8 532 13,86 260 <288
e \(\Z/ CH09  ND 37,04 - -
F | @ : CHI0 118 8,32 705 <1,06

il CH11 9,81 32,37 329 <227
CH12 3,65 ND - -
. \N/N\YS R CH13 1,65 21,48 1301 >1,73
. ( CH14 2,70 12,62 467 <1,60

o CH15 29,16 30,40 1,04 <7,15

i CH16 34,6 53,06 1,63 <4,6

CH17 12,47 18,04 1,44 <5,18

o “ /N\(S CH18 0,96 14,03 14,61 >1,94
N

N‘z/ CH19 2,01 48,90 24,35 >3,24
@ CH20 1,62 56,59 34,93 >4,65

Anfotericina (Controle Positivo) o 1,0 7,5 7,5 -

%= |Cs em pg/mL para a forma promastigota da Leishmania amazonensis

b= Citotoxicidade por MTT

¢ = [ndice de seletividade calculado por: citotoxicidade/ICs,

9= Indice de Seletividade relativo. Relac&o entre o IS dos compostos e o IS da Anfotericina (padrao)

* Atoxico nas concentragdes estudadas

** ND= valores ndo determinados, pois mesmo tendo os resultados individuais nas concentragdes estudadas, ndo foi possivel
obter os dados de regressdo na curva analitica.
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Em alguns compostos ndo foi possivel determinar o valor de ICs, nem da
Citotoxicidade, pois mesmo tendo os resultados individuais nas concentragdes estudadas, néo

foi possivel obter os dados de regressdo na curva analitica.

4.3.1. Relagdo Estrutura-Atividade (SAR)

Para a avaliagdo da SAR, primeiro foi realizada uma busca no site SWISSADME, para
a observacao dos principais parametros das moléculas sintetizadas. Os Parametros observados
durante a pesquisa no site foram: logP (médio), area de superficie polar, nimero de ligacao
rotaveis, niumero de aceptores de ligacdo de hidrogénio, nimero de doadores de ligacdo de
hidrogénio, e refratividade molar. A Tabela 3 apresenta os dados obtidos na busca.

Dentre os parametros observados, nenhum diferencia bastante nas moléculas finais, a
ponto de servir como objeto de estudo para a SAR, exceto o logP. Portanto, a nossa avaliacéo
da relagdo entre a estrutura final e atividade leishmanicida dos compostos serd baseada nas
mudangas de logP da moléculas, com a variagdo dos substituintes das mesmas.

A observacao desse parametro sera realizada a partir do coeficiente de lipofilicidade dos
substituintes ligado ao anel aromatico (), quando o valor de w dos substituintes & maior que
zero, os mesmos aumentam a lipofilicidade do composto final, ja quando o valor de @ ¢ menor

que zero, eles atuam na diminuicdo da lipofilicidade da molécula final.

Além da lipofilicidade, sera avaliada a contribuicéo do efeito indutivo dos substituintes
no anel aromético (o). Quando o valor de ¢ ¢ maior que zero, quer dizer que o grupamento ¢
retirador de elétrons. Ja quando o substituinte possui valor de 6 menor que zero, ele atua

como doador de elétrons.
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Tabela 3. Parametros fisico-quimicos das Tiazolidin-4-onas sintetizadas.

i (CHs); 560 8879 8 5 0 145,10

CoHs 561 88,79 8 5 0 14536

H 424 879 7 5 0 13574

0. \N/N\ R
YK/ CH, 498 879 7 5 0 14505

Q/ b CH(CHy), 592 8879 7 5 0 150,16

B (CHi), 638 79,56 6 5 0 143,87
C,Hs 6,43 79,56 7 5 0 143,83
H 582 79,56 6 5 0 134,22
o \N/N\(s

\( CH, 603 7956 6 5 0 13903
[ ©/ > CH(CHs), 6,73 7956 7 5 0 14864

I (CHs), 658 7956 6 4 0 14892
CHs 665 7956 7 4 0 14819
) \N/\(S R H 609 7956 6 4 0 13917
3 ( CH;, 628 7956 6 4 0 144,08

CH(CHs), 692 7956 7 4 0 153,69

i (CHs), 6,53 79,56 7 4 0 153,48

CHs 654 7956 8 4 0 153,49

o Al nl s H 6,19 79,56 7 4 0 143,83
T X

Cl

\N(\z/ CH; 6,32 79,56 7 4 0 148,64

CH(CH3). 6,77 79,56 8 4 0 158,25

= Valor médio do logP

®= Area de superficie polar em A

¢ = NGmero de ligagdes rotaveis

= Nmero de 4&tomos doador de ligacdo de hidrogénio
= NUmero de 4tomos aceptores de ligacdo de hidrogénio
'= Refratividade molar
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Para facilitar a visualizacéo, a avaliagdo da SAR sera dividida em casos.

Caso 1- Anel tiazolidinico sem substituintes: Neste caso iremos avaliar a influéncia
dos substituintes no grupo fendlico na auséncia das substituicdes alquilicas no anel
tiazolidinico.

A Figura 18 apresenta, de forma resumida, as caracteristicas das moléculas sem

substituintes no anel tiazolidinico e os dados de I1Cs € indice de seletividade para as mesmas.

Figura 18. Caracteristicas quimicas e valores de 1C50 das moléculas sem substituicdo no anel

da tiazolidin-4-ona.

TR TR LTR g

Valor Decrescente de ICsg

CHO03 CHO08 CH13 CH18
6<0em<0 6>0en>0 6>0en>0 6<0em>0
LogP =4,98 LogP =5,82 LogP = 6,09 LogP =5,93
I1C5o = 8,68 1C50 = 5,32 ICs5 = 1,65 1C5 = 0,96
1IS=2,44 IS =2,60 IS=13,01 IS=14,61

Observa-se que, quando ha um aumento da lipofilicidade, hd uma melhora na atividade
biolégica. No caso do efeito indutivo ndo nota-se alteraces coerentes com os valores de ICs,
como por exemplo, a molécula CHO3 e¢ CHI8 ambas possuem ¢ < 0, mas valores de
atividades bem diferentes. Nesse contexto, pode-se concluir que a atividade leishmanicida
depende principalmente do parametro lipofilico.

Dentre as moléculas cujos substituintes aumentam a lipofilicidade, as que possuem
atomos de halogénio possuem menor atividade, o que pode ser ocasionado pelo impedimento
da passagem para o interior da membrana que normalmente deve ocorrer para que a molécula

atue corretamente.
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Outra proposicdo que pode ser feita é que o grupamento isopropil no fenol (como na
molécula CH18) pode ser um importante ponto de interagdo com o alvo molecular. Isso pode
ser concluido porque, em comparacdo do CH18 com a molécula CH13, ha uma diminuicdo da
lipofilicidade, e sendo assim, esperariamos uma diminuicdo da atividade, que ndo acontece,

pois tal fato pode ser compensado pela afinidade da porcéao isopropil com o possivel alvo.

Caso 2- Grupo metilico substituindo no anel tiazolidinico: Neste segundo caso
poderemos avaliar a influéncia dos substituintes no grupo fendlico na presenca da substituicao

de um grupo metil no anel tiazolidinico.

A Figura 19 apresenta, de forma resumida as caracteristicas das moléculas com o (-CHs)

substituinte no anel tiazolidinico e os dados de ICs e indice de seletividade para as mesmas.

Figura 19. Caracteristicas quimicas e valores de IC50 das moléculas com substituicdo metilica no anel da

tiazolidin-4-ona.

egpecgirppes g e S aitoal

Valor Decrescente de I1Csn

CHO04 CHO09 CH14 CH19
6<0em<0 6>0en>0 6>0en>0 6<0em>0
LogP =5,18 LogP =6,03 LogP = 6,28 LogP = 6,12
1C50 = 2,93 1Cs50 = NR 1Cs0 = 2,70 1C50 = 2,01

Observa-se novamente que, de forma geral, quando ha um aumento da lipofilicidade das
moléculas pela inser¢do dos grupamentos, ha uma melhora na atividade biologica.

Pode-se notar que hd um aumento médio no valor da lipofilicidade desse grupo de
compostos, o que reflete negativamente nos valores de ICsg, principalmente nas atividades
compostos CH14 e CH19, que diminuiram com relagdo ao anel ndo substituido. Uma das

explicacOes plausiveis é que ao aumentar um pouco mais a lipofilicidade (pela inser¢édo de um
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grupamento metila ao invés do hidrogénio), as moléculas passem a interagir mais com a
membrana celular e entdo menos moléculas conseguem atingir o alvo, que normalmente é
intracelular.

O grupamento isopropil no fenol (molécula CH19), assim como no caso 1, melhora
atividade Leishmanicida, mesmo com o pequeno decréscimo do valor de logP, 0 que mais

uma vez corrobora a importancia desse grupo quimico para a atividade biolégica da molécula.

Caso 3- Grupo etilico substituindo no anel tiazolidinico: Neste caso, iremos avaliar a
influéncia dos substituintes no grupo fendlico, na presenca da substituicdo de um grupo etil no

anel tiazolidinico.

A Figura 20 apresenta, de forma resumida, as caracteristicas das moléculas com o
(-CH,CHj3) substituinte no anel tiazolidinico e os dados de I1Cs e indice de seletividade para

as mesmas.

Observa-se nesses casos que, de forma geral, ha um processo inverso ao observado nos
casos 1 e 2, ou seja, o aumento da lipofilicidade com a inser¢do de grupos m > 0, tende a
diminuir o valor do ICs, com excec¢do do grupo etil, no composto CH12.

Continua-se ainda a ter a melhor atividade bioldgica a molécula que tem maior logP,
porém como o grupo etil tem um maior coeficiente de lipofilicidade (que aumentou o logP em
média de 8-10%), o valor de ICso diminuiu em comparacdo com as moléculas anteriores.

Figura 20. Caracteristicas quimicas e valores de 1C50 das moléculas com substituigdo etilica no anel da
tiazolidin-4-ona.

Br Br Br Br

TSR TR R

Valor “médio”’decrescente de ICsg

E

CHO02 CHO07 CH12 CH17
6<0em<0 6>0en>0 6>0en>0 6<0em>0
LogP =5,61 LogP =6,43 LogP = 6,65 LogP =6,54

1Cs = 8,66 1C5 = 8,19 I1Cs0 = 3,65 1Cs0 = 12,47
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O fato do grupo isopropil na molécula CH17 ter diminuido a atividade pode ser
explicado por algum tipo de impedimento estérico, visto que mesmo com o aumento do logP
ndo houve aumento no potencial leishmanicida. O grupo etil entdo, por ocupar um volume
maior do que o etil, e possibilitar a maior possibilidade de estados rotacionais, traria um

aumento de volume na molécula, prejudicando sua conexao com o alvo bioldgico.

Caso 4- Grupo di-metilico substituindo no anel tiazolidinico: Nesse caso, iremos
avaliar a influéncia dos substituintes no grupo fendlico, na presenca da substituicdo de um

grupo di-metil no anel tiazolidinico.

A Figura 21 apresenta, de forma resumida as caracteristicas das moléculas como o
(-(CHs)y) substituinte no anel tiazolidinico e os dados de ICs € indice de seletividade para as

mesmas.

Figura 21. Caracteristicas quimicas e valores de IC50 das moléculas com substitui¢éo di-metilica no anel

da tiazolidin-4-ona.

Valor “médio” decrescente de ICsn

CHO1 CHO06 CH11 CH16
6<0em<0 6>0en>0 6>0en>0 6<0em>0
LogP =5,60 LogP = 6,38 LogP = 6,58 LogP = 6,53
1C5 =1,82 1C5 =1,16 1IC5 =9,81 I1IC50 = 34,6

Observa-se novamente que, de forma geral, quando o grupo substituinte da tiazolinona
tem um caréter lipofilico maior que o hidrogénio ou metil, ha uma diminuicdo das atividades

dos compostos que possuem no anel fendlico também maiores valores de m. Ou seja, pode-se
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inferir que os grupos com valor de = menores (ligados ao grupo fenol), contribuem de forma a
“balancear” 0 aumento da lipofilicidade do anel tiazolidinico.

Observa-se também que, em comparagdo com o caso 3, 0s valores de log de P sdo muito
similares, porém o valor de 1Cso € melhorado nesses grupos de moléculas €, em alguns casos

menor.

Caso 5- Grupo Isopropil substituindo no anel tiazolidinico: Nesse caso, iremos
avaliar a influéncia dos substituintes no grupo fendlico, na presenca da substituicdo de um

grupo Isopropil no anel tiazolidinico.

A Figura 22 apresenta, de forma resumida as caracteristicas das moléculas como o
(-CH(CHy3),) substituinte no anel tiazolidinico e os dados de 1Csq € indice de seletividade para
as mesmas.

Figura 22. Caracteristicas quimicas e valores de IC50 das moléculas com substituicdo isopropilica no

anel da tiazolidin-4-ona.

o Y\z/(pr
TR ( ey cohe

CHO05 CH10 CH15 CH20

6<0em<0 c>0em>0 c>0em>0 6<0em>0

LogP =5,92 LogP =6,73 LogP =6,92 LogP =6,77

IC59=5,75 1C50=1,18 1C50 = 29,19 1C50=1,62

Nesse Ultimo caso nota-se um aumento de todos os valores de logP em comparagéo com
0 caso 4, haja vista o maior carater lipofilico do grupo isopropilico (i-Pr) em compara¢do com
0 grupo di-metilico.

Pode-se notar que, os grupos quimicos substituintes que possuem 7 < 0, auxiliam na
atividade geral da molécula, pois balanceam o carater extremamente lipofilico do (-i-pr),
exceto no caso do CH20, que possui um valor de ICsg igual a 1,62. Mais uma vez, o fato de
apresentar o grupamento isopropil traz beneficios para a molécula, mesmo o excesso do
carater hidrofobico. O real motivo dessas atividades (incluindo a fungdo do grupo i-Pr) sera
estudado em breve por docking molecular.



5 CapitUIO 3: Avaliacio da Atividade Larvicida das

TIAZOLIDIN-4-ONAS
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5.1 REVISAO BIBLIOGRAFICA

O Aedes aegypti se tornou o foco das atencdes da populacdo, principalmente pela
proliferacdo de doencas associadas a esse inseto. E um mosquito de habitos diurnos e
noturnos, tem menos de 1 ¢cm de tamanho e uma de suas principais caracteristicas é a
coloragéo preta com a presenca de listras brancas nas patas (NATAL, 2002).

O ciclo de vida do A. aegypti conta, basicamente, com 4 fases: ovos, larva, pupa e fase

adulta (mosquito), como ilustrado na Figura 23.

Figura 23. Ciclo de vida do A. aegypti.
Fonte: https://portugues.cdc.gov/img/cdc/PT_47941.pdf

As fémeas do mosquito

As pupas vivem na agua. Elas 1 depositam ovos em recipientes
se desenvolvem e viram - \ que contém agua.
mosquitos adultos que =

voam em 2 ou 3 dias. 4 ;

Pupa Ovos

As larvas vivemn na agua.
Elas se desenvolvem e viram

pupas em apenas 5 dias.

Os ovos sao incubados
de poucos dias a meses
quando cobertos por agua.

Normalmente, os ovos sdo depositados pelas fémeas em locais com &gua parada, e,
durante o periodo de acasalamento e postura é necessario para a fémea a hemofagia para a
manutencdo e crescimento dos ovos, fato esse que acarreta na transmissdo das doencas
associadas ao mosquito (SOUSA, 2013).

Apbs a eclosdo dos ovos 0 A. aegypti atinge a sua fase larval, que é bastante mével em
meio aquoso, é o periodo destinado principalmente & alimentacdo e consequente aumento de
tamanho. e apresenta 4 estagios de desenvolvimento (L1, L2, L3 e L4) onde ha uma variagédo

de tamanho e forma das larvas, conforme ilustrado na Figura 24. Apds cerca de 5 dias (em
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condi¢Bes normais) nessa fase, a larva no estagio L4 passa para a fase de pupa (MAFIA,
2015) .

Figura 24. Estagios larvais do A. aegypti (L1, L2, L3 e L4).

Fonte: https://www.tuasaude.com/ciclo-de-vida-do-aedes-aegypti/ (Adaptado)

=

——

ELarva 1

A pupa, que tem uma forma de virgula, € um dos estagios mais curtos de todos, de
forma geral, ndo ha alimentacdo, e ela se mantém quase todo o tempo na superficie, ja para
que haja a formacdo do inseto e 0 mesmo saia para 0 ambiente externo. Essa € a principal fase
de transicdo meio aquéatico-meio atmosférico (MAFIA, 2015).

A Ultima transformacdo de fase resulta na formacgdo do mosquito, ja na fase conhecida
como adulta que dura cerca de 30 dias. Essa é a fase reprodutora, onde ha a proliferacdo da
espécie. As fémeas se alimentam, de forma geral, de sangue de animais vertebrados, mas
apresenta certa preferéncia pelo sangue humano (GARCIA NETO, 2011).

A necessidade da hemofagia, traz como consequéncia a proliferacdo de algumas
doencas ja conhecidas e associadas ao A. aegypti: febre amarela, dengue, zika e chikungunya
(MOREIRA et al., 2016).

Para se observar a notoriedade dessas doencas atualmente, segundo o ministério da
salde, em 2016 foram 1.500.535 casos notificados de dengue cléassica no Brasil, levando a
176 6bitos (BRASIL, 2017a).

Com relacéo a febre amarela, de dezembro de 2016 a maio de 2017, 393 municipios
notificaram casos, sendo 729 casos confirmados (BRASIL, 2017)

Atualmente ndo ha nenhum tratamento especifico para essas doencas, apenas a
administracdo de medicamentos para sanar 0s problemas por elas causados, como por

exemplo, para a reducédo da febre e dores de cabeca. Assim, o controle do vetor (A. aegypti) é
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o principal meio de combate (FRANCINE et al., 2016). Esse controle pode se dar a partir da
conscientizacdo da populacdo em evitar deixar &gua parada ou pode advir da busca por novas
moléculas com atividade larvicida.

DA SILVA et al. (2015), propuseram a sintese de uma série de tiossemicarbazonas,
compostos bioisosteros das Tiazolidin-4-onas, e avaliaram a sua capacidade larvicida. Um dos
compostos sintetizados apresentou LC50 (concentracdo que levou a morte 50% das larvas) de

5,8 ppm (composto ilustrado na Figura 25), o que demonstra ser um resultado promissor.

Figura 25. Estrutra da tiossemicarbazona que apresentou melhor atividade larvicida, segundo
DA SILVA et al. (2015)

S

X

H NH,

Y

Nesse contexto, 0 objetivo desse capitulo é avaliar a capacidade larvicida das 20

E—Z

Tiazolidin-4-onas sintetizadas no trabalho.
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5.2 METODOLOGIA

Os testes de atividade larvicida foram desenvolvidos no insetario do Departamento de
Quimica Fundamental da UFPE, sob a coordenacéo da Professora Dra. Daniela Navarro.

Inicialmente, pesou-se 0,0050g de cada composto final e intermediarios 2 e com essa
massa preparou-se uma solucdo aquosa (solucdo-mée) com volume total de 50 mL,
perfazendo assim uma concentracdo do composto igual a 100mg/L. Antes da mistura do
composto com agua, os mesmos foram dissolvidos em 2mL de DMSO ou Tween80, para
entdo ser completado o volume com a fase aquosa. Esse procedimento foi necessario porque,
de forma geral, as moléculas sdo bastante insolGveis em meio aquoso.

A partir da solugdo-mae, para cada composto testado foram preparadas 3 novas solugdes
e colocados em copos pléasticos pequenos (capacidade 80mL). Cada copo continha um total de
20 larvas do Aedes aegypti no estagio L4, previamente separada das larvas nos demais
estagios de desenvolvimento.

No primeiro copo descartavel, foram adicionados 2 mL da solucdo-mae e 18 mL de
agua destilada, atingindo uma concentracdo do composto igual a 10 mg/L. No segundo copo,
foram adicionados 10 mL de agua destilada e 10 mL de solucdo-mae, perfazendo entdo uma
concentracdo de 50mg/L. E por fim, no copo nimero trés, foram adicionados 20mL apenas da
solucdo-méae (concentracdo de 100 mg/mL).

Para cada dia de andlises, foram feitos separadamente dois brancos, ou seja, nos copos
descartaveis havia apenas os solventes utilizados (Tween80 ou DMSO e agua) com as 20
larvas no estagio L4.

A partir da inser¢do das solucdes nos copos com as larvas, foram observadas as

mortalidades das mesmas nos tempos de 24 e 48h.

5.3 RESULTADOS

Nenhum dos compostos apresentou atividade larvicida, ou seja, no intervalo de 48h de
exposicao das Larvas do A. aegypti no estagio L4 aos compostos ndo foi observada nenhuma

mortalidade.

A tentativa de encontrar a atividade larvicida das Tiazolidin-4-onas foi principalmente
norteada pelo trabalho de DA SILVA et al., (2015), que apresentou a atividade larvicida de
Tiossemicarbazonas, moléculas bioisdsteras das tiazoldin-4-onas. E citada nesse trabalho

algumas caracteristicas moleculares que torna os compostos potencialmente larvicidas, dentre
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elas pode-se citar a presenca de cabecas polares, certa hidrofobicidade, e um grupo espacgador
(O-CH,-C=), caracteristicas essas encontradas nas moléculas sintetizadas nesse trabalho.

Segundo os autores, o principal mecanismo de acao das moléculas sintetizadas é a partir
da inibicdo da proteina carreadora de esterol 2 (AeSCP-2), uma proteina essencial para o A.
aegypti , visto que para a sua sintese de esteroides ele se utiliza de colesterol obtido pela
alimentacdo, pois ndo pode produzi-lo. Nesse contexto, uma molécula que venha a inibir a
AeSCP-2 tende a causar a mortalidade do inseto. Os estudos de docking realizado no trabalho,
demonstraram uma grande afinidade entre as moléculas e a AeSCP-2.

Provavelmente a auséncia de atividade larvicida das Tiazolidin-4-onas sintetizadas, se
deve ao tamanho das moléculas em comparagcdo com as moléculas sintetizadas no trabalho
supracitado. Mesmo apresentando grupos funcionais similares, as moléculas propostas nesse
trabalho apresenta um tamanho muito grande, o que pode dificultar a entrada na AeSCP-2, ou

até mesmo na membrana celular do A. aegypti, impossibilitando assim sua agéo.
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6 CONCLUSAO

A partir dos dados de RMN H, RMN 13C, e Espectrometria de massas de alta resolucao,
pode-se afirmar que as 20 Tiazolidin-4-onas foram efetivamente formadas a partir do
processo reacional proposto no trabalho.

Todos os compostos tiveram testada a sua atividade larvicida e Leishmanicida, bem

como a Citotoxicidade.

Dentre as moléculas testadas para atividade leishmanicida, sete apresentaram indice de
seletividade maior do que o composto padrdo (anfotericina) e a melhor atividade
Leishmanicida foi a da molécula CH18, com IC50 igual a 0,96 pg/mL. Ja a molécula com
melhor indice de seletividade foi a CH20, com valor de IS igual a 34,93, cerca de cinco vezes

maior que a seletividade da Anfotericina.

De forma geral, a maioria as moléculas sintetizadas apresentaram valores de
citotoxicidade menores que a Anfotericina, o que é uma vantagem principalmente com

relacdo aos efeitos colaterais a partir da administracdo das moléculas como medicamento.

As Tiazolidin-4-onas ndo apresentaram atividade larvicida, provavelmente devido ao
seu elevado tamanho molecular, o que impede a entrada nas células das larvas ou o

acoplamento e consequente inibicdo das proteinas.
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