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RESUMO

Esquistossomose é considerada pela Organizacdo Mundial de Saide um grave problema de
salde publica, uma vez que acomete milhdes de pessoas em vérios paises do mundo. O
farmaco atualmente utilizado para o tratamento desta parasitose é o Praziquantel. Porém, foi
evidenciado que algumas cepas de S. mansoni vém desenvolvendo uma possivel resisténcia a
esta droga. Diante deste fato e sabendo-se que as tiazolhidrazonas possuem diversas
atividades biologicas comprovadas, este estudo teve como objetivos o planejamento
estrutural, a sintese e avaliacdo das atividades esquistossomicida, microbiolégica e citotoxica
de novas 2-tiazolhidrazonas a fim de contribuir no tratamento da esquistossomose mansonica,
doencas microbianas e alguns tipos de cancer. Dezesseis moléculas foram sintetizadas, oito
tiossemicarbazonas e oito tiazolhidrazonas. A sintese das novas tiazolhidrazonas foi realizada
em duas etapas. As dezesseis moléculas foram avaliadas quanto ao seu potencial
microbiolégico, através do método qualitativo de difusdo de disco de papel, e citotdxico, a
partir do método do MTT. As novas tiazolhidrazonas também foram avaliadas quanto a sua
atividade esquistossomicida in vitro frente aos parasitos adultos do S. mansoni. Para a
avaliacdo microbioldgica foram utilizados micro-organismos Gram-positivos, Gram-
negativos, bactéria alcool-acido resistente e levedura. A determinacéo da atividade citotoxica
foi realizada frente as linhagens de células humanas: HL60 (leucemia promielocitica), MCF-7
(adenocarcinoma de mama), HEp-2 (carcinoma de laringe) e NCI H-292 (carcinoma
epidermoide de pulmdo). Os compostos foram caracterizados através de técnicas
espectroscopicas convencionais e apresentaram rendimentos satisfatorios. As moléculas ndo
apresentaram boas atividades microbioldgica, halos entre 8,33 e 25 mm, e esquistossomicida,
na concentragdo de 100 pg/mL, com maior percentual de mortalidade de 36,36% (lle).
Porém, apresentaram boa atividade citotéxica com percentuais de inibicdo de até 97,1% (lIf).
Diante dos resultados obtidos na atividade citotoxica, foi possivel concluir que a capacidade
de inibicdo da proliferacdo celular das tiazolhidrazonas foi superior quando comparada aquela
demonstrada por sua tiossemicarbazona correspondente. Outro aspecto a ser concluido é que
estas moléculas devem passar por novas modificacbes a fim de melhorar as suas atividades
microbioldgica e esquistossomicida.

Palavras-chaves: Antimicrobiano. Atividade citotdxica. Esquistossomose. Tiazolhidrazona.
Tiossemicarbazona.



ABSTRACT

Schistosomiasis is considered by the World Health Organization a serious public health
problem as it affects millions of people in several countries around the world. The drug
currently used for the treatment of this disease is the Praziquantel. However, it was shown that
some strains of S. mansoni have been developing a possible resistance to this drug.
Considering this fact and knowing that thiazolylhydrazone have several proven biological
activities, this study aimed at structural design, synthesis and evaluation of schistosomicidal,
microbiological and cytotoxic activity of new 2- thiazolylhydrazone to contribute to the
treatment of schistosomiasis mansoni, bacterial diseases and some kinds of cancers. Sixteen
molecules were obtained, eight thiazolylhydrazone and eight thiosemicarbazones. The
synthesis of new thiazolylhydrazone was performed in two steps. The sixteen molecules were
evaluated for their antibacterial potential by the paper disc diffusion qualitative method and
cytotoxic, by the MTT method. The new thiazolylhydrazone were also evalueted for their in
vitro antischistosomal activity forward to adult parasites of S. mansoni. For microbiological
evaluation were used microorganisms Gram-positive bacteria group, Gram-negative, Alcohol
acid resistant and yeast. The cytotoxicity determination was performed against human cell
lines: HL60 (promyelocytic leukemia), MCF-7 (breast carcinoma), HEp-2 (laryngeal
carcinoma) and NCI H-292 (lung cancer). The compounds were characterized by standard
spectroscopic techniques and had satisfactory yields. The molecules did not show good
microbiological activities, halos between 8,33 and 25 mm, and schistosomicidal with
concentration of 100 mg/mL, with highest percentage of mortality of 36.36% (lle). However,
showed good cytotoxic activity with percentage inhibition up to 97.1% (I1f). Given the results
obtained in cytotoxic activity, it was concluded that the ability to inhibit cell proliferation
thiazolylhydrazone was superior compared to that demonstrated by its corresponding
thiosemicarbazone. Another aspect to be concluded is that these molecules must undergo
further modifications to improve its microbiological and antischistosomal activities.

Keywords: Antimicrobial. Cytotoxic activity. Schistosomiasis. Thiazolylhydrazone.
Thiosemicarbazone.
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1 INTRODUCAO

As doengas negligenciadas sdo patologias causadas por diversos agentes infecciosos,
como virus, bactérias, protozoéarios e helmintos. Essas doencas sdo consideradas endémicas
nas classes menos favorecidas da populagdo. A Organizacdo Mundial de Saide (OMS) as
considera como responsaveis por grande sofrimento humano, podendo levar as pessoas
acometidas a Obito. A esquistossomose € uma das dezessete doencas consideradas como
negligenciadas pela OMS. Em 2012, mais de 40 milhdes de pessoas foram tratadas para este
mal (WHO, 2014).

A esquistossomose é uma doenca parasitaria causada por vermes Trematodeos do
género Schistosoma. Seis espécies deste parasito sdo capazes de infectar o ser humano. No
Brasil, a espécie infectante mais comum é a Schistosoma mansoni. Através dos caramujos do
género Biomphalaria este parasito penetra nos mamiferos e desencadeia diferentes sintomas,

que variam de simples dermatites ate graves complicac6es hepaticas (WHO, 2013).

O tratamento mais utilizado contra esta parasitose é o Praziquantel. Este farmaco
apresenta boa tolerancia, menor custo e baixa toxicidade quando comparado aos demais
(BRASIL, 2005; TALLIMA & RIDI, 2007; KATZ & COELHO, 2008). Porém, o surgimento
de resisténcia dos parasitos a este farmaco, impulsionou as pesquisas a fim de encontrar uma

droga eficaz, segura e de boa tolerabilidade para o tratamento desta doenca parasitaria.

As tiazolhidrazonas possuem um anel tiazélico e uma hidrazona em sua estrutura
quimica. Pelo método tradicional, para obtencdo destes compostos sdo necessarias duas
reacOes. Na primeira delas obtém-se um derivado tiossemicarbdnico; na segunda ocorre a
formacdo do ndcleo tiazdlico. Pesquisadores do mundo inteiro dedicam-se na sintese e estudo
destas moléculas, visto que possuem indmeras atividades bioldgicas e conseguem atuar em

diversos alvos do organismo.

Das diversas atividades bioldgicas atribuidas as tiazolhidrazonas, merecem destaque:
atividade antimicrobiana (LV et al., 2009; BHARTI et al., 2010), atividade antituberculose
(TURAN-ZITOUNI et al.,, 2008; OZADALI et al., 2014), atividade inibidora da enzima
monoamina oxidase (DISTINTO et al.,, 2012), atividade anti-inflamatéria (BHARTI &
SINGH, 2014) e atividade antichagasica (CAPUTTO et al., 2012).
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Diante do exposto, dezesseis compostos foram sintetizados, sendo oito
tiossemicarbazonas e oito inéditas tiazolhidrazonas. As moléculas foram avaliadas in vitro
frente a vermes adultos S. mansoni. Os potenciais antimicrobiano e citotoxico dos compostos

também foram estudados.
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2 REVISAO DE LITERATURA

Vérios compostos com potenciais propriedades bioldgicas sdo obtidos por meio de
combina¢fes na mesma molécula organica de espécies quimicas que por si s6 possuem
atividades bioldgicas. Por meio da juncdo das moléculas ativas, espera-se um efeito
cooperativo das mesmas, 0 que potencializa a atividade biolégica nos compostos sintetizados
(TARASCONI et al., 2000). Partindo desse principio, moléculas contendo dois grupos
bioativos foram sintetizadas. Estes compostos possuem em suas estruturas partes hidrazonas
(1) e tiazois (2), sendo nomeados de tiazolhidrazonas. Assim, pode acontecer um sinergismo

na acdo das moléculas sintetizadas (Figura 1).

Figura 1 - Estruturas quimicas: (1) Hidrazona; (2) Tiazol.

R® N
TR ANV
R‘I’C\RZ 1
1) (2)

2.1 TIOSSEMICARBAZONAS

As tiossemicarbazonas (3) (Figura 2) consistem em uma das classes de compostos
organicos mais estudados pela Quimica Medicinal. Estas moléculas despertam o interesse dos
pesquisadores devido ao fato de possuirem um amplo perfil farmacoldgico. Dentre algumas
atividades destacam-se a antitumoral, antibacteriana, antiviral, antiprotozoéaria e citotoxica
(TENORIO et al, 2005). Porém, apesar desta versatilidade farmacoldgica, algumas
especificidades em suas estruturas podem acarretar o desenvolvimento de atividades
altamente especificas (BERALDO, 2004).
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Figura 2 - Estrutura quimica das tiossemicarbazonas.
R4 1
>:N\2 //S
R, NH—\
3
N_R3
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R1, R2, Rs, Ra=H, Alquil ou Aril

Fonte: BERALDO, 2004.

Estas moléculas sdo normalmente obtidas a partir de reagdes de condensagdes
quimiosseletivas de tiossemicarbazidas com aldeidos ou cetonas. As reacdes para sintese das
tiossemicarbazonas apresentam baixo custo e economia atbmica, pois apenas agua € liberada
durante a sintese, enquanto todos os outros atomos dos reagentes encontram-se no produto
final. Assim, a obtencdo destes compostos € dita como versatil, fazendo com que estes sejam
extensivamente utilizados como reagdes intermediarias para a aquisicdo de ndcleos
importantes (TENORIO et al., 2005).

2.1.1 Aspectos quimicos e moleculares

As tiossemicarbazonas apresentam-se como sistemas com extrema deslocalizacao
eletronica, principalmente quando ha grupos aromaticos ligados ao carbono da imina. Devido
a isto, estes compostos podem coexistir na forma tiona (4) ou tiol (5) em equilibrio
tautomérico (Figura 3) (TENORIO et al., 2005).

Figura 3 - Formas tautoméricas das tiossemicarbazonas

H b=t IEH
% i
M f{ ey
1 N—l —= N N—H
=N / -/ '
A H Ar H
Farma Tiona Forma Tiol
Ar = arll
(4) (5)

Fonte: (TENORIO et al., 2005).

As tiossemicarbazonas ndo substituidas na posi¢cdo N-4 apresentam estrutura basica,

C=N-NHCS-NH, aproximadamente planar, com o atomo de enxofre em posi¢do anti em
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relacdo ao 4tomo de nitrogénio da funcdo imina. Este arranjo estrutural é favorecido por
fatores eletrdnicos e estéricos. A formacdo de ligacdo de hidrogénio intramolecular entre o
nitrogénio da imina e os hidrogénios da tioamida é favorecida quando o atomo de enxofre
encontra-se em posicdo anti (6). Este, provavelmente, seja o fator que mais contribua para a
formacdo deste arranjo estrutural. Porém, quando ocorrem adi¢fes de grupos substituintes na
posicdo N-4, a posicdo anti (6) é alterada significativamente. Este fato contribui para a
conformacéo sin (7) entre o 4&tomo de nitrogénio da imina e o dtomo de enxofre (Figura 4)
(TENORIO et al., 2005).

Figura 4 - Representacdo das conformaces das tiossemicarbazonas.

Ra
H S \

\ N_R4
R4 N—(
/ Ry NH
>:N‘ N /

R
anti 2 sin
R3,R4 ZH
(6) (7)

Fonte: TENORIO et al., 2005.

De forma geral, as tiossemicarbazonas (3), obtidas a partir de reacdes de aldeidos,
tendem a formar, preferencialmente, o ismero E (8), pois este é termodinamicamente mais
estavel em relacdo ao isbmero Z (9). Por outro lado, as tiossemicarbazonas obtidas por meio
de reacBes que utilizam cetonas assimétricas, a propor¢do entre E (8) e Z (9) depende da
estrutura dos substituintes ligados a carbonila (Figura 5) (TENORIO et al., 2005).

Figura 5 - Representacdo dos estereoisdmeros E e Z das tiossemicarbazonas.

H R
>:N\ //S >:N\ //S
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(9) (8)
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Do ponto de vista da quimica de coordenacdo, as tiossemicarbazonas (3) apresentam-
se como ligantes versateis, podendo se ligar aos metais tanto na forma neutra quanto na forma
anibnica (LOBANA et al., 2009). As atividades farmacoldgicas desta classe de compostos
estdo frequentemente relacionadas a coordenagdo a um ion metélico. Esta propriedade destes
compostos promove mudangas na lipofilia, parametro que determina a velocidade de entrada
do composto na célula. Com isso, o complexo metélico pode ser mais ativo que a
tiossemicarbazona livre, e alguns efeitos colaterais podem diminuir pela coordenacdo. O
mecanismo de acdo pode envolver a ligacdo do centro metalico em um sitio biolégico ou o
complexo metélico pode agir como um meio de ativacdo do ligante. Finalmente, a
coordenacdo pode levar a uma mudanga no mecanismo de agdo da droga e consequente
reducdo da resisténcia a droga (BERALDO, 2004).

2.1.2 Sintese das tiossemicarbazonas

Existem duas metodologias quem podem ser utilizadas para a sintese das
tiossemicarbazonas. A primeira delas € a obtencdo direta, que se passa a partir da reacdo
quimiosseletiva de aldeidos e/ou cetonas com as tiossemicarbazidas em meio alcodlico, sob
refluxo, e com quantidades cataliticas de acido. Esta reacdo é muito utilizada por possuir alta
quimiosseletividade e rapidez, apresentando, geralmente, altos rendimentos (CASTINEIRAS
et al., 1999). Na outra estratégia que pode ser empregada, € necessaria a obtencao préevia das
tiossemicarbazidas, a partir de hidrazina (NH2-NH2) e diferentes reagentes, para posterior
reacdo de condensacio com o derivado carbonilado apropriado (Figura 6) (TENORIO et al.,
2005).
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Figura 6 - Estratégias de sintese das tiossemicarbazonas
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Fonte: TENORIO et al., 2005.

Quanto a nomenclatura, recebem o nome da classe tiossemicarbazona ap6s o0 nome do

respectivo aldeido ou cetona (HANG & BERTOZZI, 2001).

2.2 TIAZOIS

Os compostos tiazolinicos consistem em uma classe importante de compostos
heterociclicos que apresentam um leque diversificado de atividades bioldgicas (LV et al.,
2009). Estas moléculas possuem além de carbono e hidrogénio, atomos de nitrogénio e

enxofre como partes do anel aromatico de cinco membros (Figura 7) (AZAM et al., 2009).
Figura 7 - Sistema de numeracao do ndcleo tiazolico
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Fonte: SIDDIQUI et al., 20009.
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Os nucleos tiazdlicos estdo presentes em varias moléculas biologicamente ativas,
como o sulfatiazol (10), importante farmaco antimicrobiano, o ritonavir (Norvir®) (11)
medicamento utilizado no combate ao virus HIV, as epotilonas A e B, (12), produtos naturais
que possuem potente atividade antitumoral e o pirofosfato de tiamina (13), presente em uma
variedade de enzimas catalisadoras de reacOes de descarboxilagdo (descarboxilases) e de
condensacdo do tipo aldélica (aldolases) (Figura 8) (SOUZA et al., 2005).

Figura 8 - Moléculas biologicamente ativas possuidoras do nucleo tiazolinico.
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Fonte: SOUZA et al., 2005.

Estes compostos sdo bastante utilizados na sintese organica, podendo ser utilizados em
reacdes de condensacdo, oxidacdo, transformacéo de grupos funcionais e formacéo de ligacdo
carbono-carbono (SOUZA et al., 2005).

2.2.1 Aspectos quimicos e moleculares

Os tiazois (2) sdo compostos heterociclicos, pois possuem heterodtomos, (atomos

diferentes de carbono e hidrogénio), em seus anéis. Além disso, sdo aromaticos, uma vez que
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um par de elétrons do 4tomo de enxofre sofre deslocalizacdo, completando seis elétrons 7, o

que é necessario para o cumprimento da regra de Hickel (Figura 9) (SIDDIQUI et al., 2009).

Figura 9 - Formas de ressonancia do anel tiazélico.
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2.2.2 Sintese dos tiazois

Em 2003, Holla e seu grupo de pesquisa sintetizaram seis novos derivados tiazolicos,
com rendimentos variando entre 52 e 86%. Os compostos foram obtidos a partir da reagéo de
condensacéo de aldeidos aromaticos apropriados (14) com tiossemicarbazida (15) na presenca
de acido sulfrico concentrado. O produto formado nessa primeira reacao,
ariltiossemicarbazonas, (16) reagiu com brometo de 2,4-dicloro-5-fluor-acetofenona (17) em
etanol, sob refluxo, durante 3 horas O solido foi purificado e recristalizado em etanol
rendendo o derivado (2-arilidenohidrazina)-4-(2,4-dicloro-5-fluorofenil)-tiazois  (18)
(Esquema 1) (HOLLA et al., 2003).

5
Sy, = B
. E
N e B
HN \l | e

15 H - = /\ NH;
o . c1 o o \/ E;
Iy P ‘ )J\ - a s
Sy = \H“T NH; T - —
H H = ’ | N\ \_/P_ Y
F = \H
(16) (17)

(18)
Esquema 1. Esquema sintético para obteng&o dos (2-arilidenohidrazino)-4-(2.4-dicloro-5-
fluorofenil)tiazois. 1) Etapa de condensacdo de aldeidos aromaticos (14) com a tiossemicarbazida (15);
I1) Etapa de ciclizagdo da ariltiossemicarbazona (16) com brometo de 2,4-dicloro-5-flior-acetofenona
@an.
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Cukurovali et al., em 2006, relataram a sintese de novas tiazolhidrazonas contendo
anéis de ciclobutano 3-substituidos. O grupo sintetizou derivados tiossemicarbazbnicos a
partir da reacdo entre a tiossemicarbazida (15) e aldeidos selecionados (19) na presenca de
etanol e 4cido para-toluenossulfénico, variando a temperatura entre 50 e 60 °C.
Posteriormente, as tiossemicarbazonas (20) obtidas reagiram com a-clorocetona (21) para
conversdo em seus respectivos derivados de hidrazonas (22), contendo anéis tiazolinicos 2,4-
dissubstituidos e ciclobutanos ligados a diferentes ciclos aromaticos, na presenca de NaHCO3
ou K>COs como um agente de neutralizagdo a 60-70 °C durante cerca de 5 min (Esquema 2)
(CUKUROVALI et al., 2006).

K- R
T"I | .d_‘x 7 i‘:;”_' -\_{
-.-": NH=MH, + OHC .'_:; .?." [ = .___I. —h!l—h—-;ll—i;.ﬁ N‘—k
5 ¥ t'\-\. 3 r_‘_' .f ",
(15) Ho B Ho R,
(19) AT (20) B
AT, \;'O\ ) 3
' )</~.- c=0 M ) —
e ”:& Y] . " o ~—NH=MN=L |[—"_:; :-'\_H:
- / .
(21) ‘(20 1o R,
(22)

Esquema 2. Esquema sintético para obtencao das novas tiazolhidrazonas contendo anéis de
ciclobutano 3-substituidos (CUKUROVALI et al., 2006).

Cetonas ciclicas ou aldeidos aromaticos (23) foram colocados para reagir diretamente
com a tiossemicarbazida (15). Para esta reagdo foi utilizado acido acético como catalisador e
alcool isopropilico como solvente. Em seguida, as tiossemicarbazonas (24) obtidas reagiram
com a-halogenocetonas (25), também utilizando alcool isopropilico, produzindo vinte
derivados tiazolicos 4-substituidos. Os produtos das reacfes precipitaram no meio reacional,
foram filtrados e purificados por cristalizacdo a partir de etanol ou da mistura etanol/iso-
propanol para render as 2-tiazolhidrazonas (26) (Esquema 3) (CHIMENTI et al., 2007).
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Esquema 3. Rota sintética para obtencao das 2-tiazolhidrazonas (CHIMENTI et al., 2007).

A sintese de novas tiazolhidrazonas também foi relatada Turan-Zitouni et al., em
2008. A tiossemicarbazida (15) e diferentes acetofenonas (27) reagiram em quantidades
equimolares, produzindo 1-(1-ariletilideno) tiosemicarbazonas (28). A reacdo ocorreu sob
refluxo durante 1 hora na presenca de quantidade catalitica de acido acético, utilizando alcool
isopropilico como solvente. Em seguida, o produto da reacdo anterior (28) foi misturado a
quantidades equimolares de 1-(5-indanil)-2-bromoetanona (29) sob refluxo em alcool
isopropilico para obtencdo das seis novas N-(1l-ariletilideno)-N’-[4-(indan-5-il)tiazol-2-
ilJhidrazonas (30). Por fim, o sélido obtido foi filtrado e lavado com solucdo saturada
NaHCOs e agua, em seguida com agua fria e depois cristalizado em etanol (Esquema 4)
(TURAN-ZITOUNI et al., 2008).

s
N " i 5
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(29) / )_\I{ﬁx\

(30)

Esquema 4. Esquemas de sintese dos compostos 1-(1-ariletilideno) tiosemicarbazona (28) e N-(1-
ariletilideno)-N’-[4-(indan-5-il)tiazol-2-il]hidrazonas (30) (TURAN-ZITOUNI et al., 2008).
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Diferentes compostos carbonilados (31) foram submetidos a reacdo com a
tiossemicarbazida (15) na presenca de quantidades cataliticas de acido acético em etanol. As
tiosemicarbazonas obtidas (32) foram condensadas com o éster etilico do &cido
bromopirtvico (33) em etanol para obtencdo dos 1,3-tiazois-2,4-dissubstituidos (34).
Subsequentemente alguns dos derivados foram hidrolisados para o 4&cido carboxilico
correspondente (35), através de hidrdlise alcalina moderada (1-LiOH.H20,H.0/MeOH, 2-
HCI, 3 N), formando uma série de novos derivados 4-acil-2-tiazolhidrazonas (Esquema 5)
(CHIMENTI et al., 2009).
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)L WH = e J\
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Esquema 5. Rota sintética para obten¢do dos derivados da 4-acil-2-tiazolhidrazona.

Vérios novos compostos foram obtidos em duas etapas. Na primeira, 0s pesquisadores
reagiram varios compostos carbonilados (36) com tiossemicarbazida (15), utilizando acido
acetico como catalisador e iso-propanol como solvente, a temperatura ambiente, obtendo
tiossemicarbazonas (37). Posteriormente, os produtos destas rea¢fes foram condensados com
a-bromo-4-metil/4-metoxiacetofenona (38), nas mesmas condi¢bes, culminado com a
obtencdo dos 2,4-dissubstituidos-1,3-tiazois (39) (Esquema 6) (CHIMENTI et al., 2011).
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Esquema 6. Rota sintética para obtencao dos 2,4-dissubstituidos-1,3-tiazois.

A sintese, em Unica etapa, de N-(4-ariltiazol-2-il)-hidrazonas foi realizada com
sucesso reagindo aldeidos aromaticos ou cetonas (31), tiossemicarbazida (15), brometo de
fenacil substituido (40) e 4gua. A mistura reacional foi agitada e irradiada com ultrassom a
temperatura ambiente. O produto N-(4-ariltiazol-2-il)-hidrazonas (41) foi lavado com etanol e
purificado por cromatografia em coluna. Os rendimentos e o tempo reacional foram
otimizados em relacdo a metodologia tradicional, que seria realizada em duas etapas e sem a
utilizacdo do ultrassom (Esquema 7) (ZHANG et al., 2012).

)k,,- . Q/L/ HQ[\%\

40
(15) (31) (40) (1)

Esquema 7. Rota de sintese para obtengdo das N-(4-ariltiazol-2-il)-hidrazonas.

Em 2013, novos compostos 2-tiazolhidrazonas-4-substituidos foram obtidos a partir de
2-, 3- e 4-acetilpiridina (42). Os reagentes 2-, 3- ou 4-acetilpiridina (42) e tiossemicarbazida
(15) foram dissolvidos em etanol e &cido acético e agitados magneticamente por 24 horas a
temperatura ambiente. As tiossemicarbazonas (43) preparadas reagiram com quantidades
equimolares de a-halocetona ou o-haloceto éster (44) dissolvidos em etanol. As 2-
tiazolhidrazonas-4-substituidas (45) resultantes foram filtradas e lavadas com éter de petrdleo
e éter dietilico (Esquema 8) (CHIMENTI et al., 2013).
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Esquema 8. Rota sintética para obtencao das 2-tiazolhidrazonas substituidas com
acetilpiridina.

2.2.3 Aplicaces farmacoldgicas dos tiazois

Os tiazois representam uma classe de compostos cujas propriedades tém despertado
cada vez mais interesse em pesquisadores atuantes na area de Quimica Medicinal. Isto se deve
principalmente ao amplo espectro de aplicacdo farmacologica demonstrado por seus
derivados.

Vérios relatos literarios tém demonstrado a gama de atividades bioldgicas
concernentes aos nucleos tiazolicos, tendo como destaque a atividade antitumoral,

antibacteriana, antiviral, antiprotozoéria, citotoxica, dentre outras.

2.2.3.1 Atividade Antibacteriana

Em 2009, Lv et al. obtiveram 27 novas tiazolhidrazonas e as testaram contra trés cepas
de bactérias Gram-positivas (Bacillus subtilis ATCC 6633, Staphylococcus aureus ATCC
6538 e Streptococcus faecalis ATCC 9790) e trés Gram-negativas (Escherichia coli ATCC
35218, Pseudomonas aeruginosa ATCC 13525 e Enterobacter cloacae ATCC 13047). Os
resultados revelaram que a maior parte dos compostos sintetizados mostrou significativa
atividade antibacteriana. Trés dos compostos sintetizados apresentaram as seguintes CMI’s
contra E. coli ATCC 35218: 1,56; 0,78; 1,56 pg/mL. Estes resultados mostraram ser
promissores quando comparados aos demonstrados pelo controle positivo canamicina B (CMI
= 3,125 pg/mL). Uma das moléculas mostrou atividade significativa para esta mesma

bactéria, com CMI igual ao da canamicina B.

Um dos compostos sintetizados apresentou atividade potente com valor de CMI de
0,78 pug/mL contra S. aureus ATCC 6538, que foi superior ao do controle positivo penicilina
G (CMI = 1,562 pg/mL). Outro derivado apresentou atividade significativa com valor de CMI
de 1,562 pg/mL contra a mesma cepa bacteriana, a qual foi semelhante ao CMI da penicilina

G. No geral, dois dos compostos mostraram ndo s atividade antibacteriana potente contra E.
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coli ATCC 35218, mas também atividade favoravel contra outras cinco cepas de bactérias,
indicando amplo espectro de atividade antibacteriana (Figura 10) (LV et al., 2009).

Figura 10 - Estrutura quimica dos compostos sintetizados
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Fonte: LV et al., 2009.

Bharti et al., em 2010, sintetizaram trinta bases de Schiff contendo hidrazona e anel
tiazolinico 2,4-dissubstituido. As moléculas foram submetidas para avaliagdo de sua atividade
antibacteriana pelo método de difusdo em disco e depois a determinacdo da concentracao
minima inibitéria (CMI). Para realizacdo deste estudo foram utilizadas bactérias Gram-
negativas e Gram-positivas: Escherichia coli (E. coli), Staphylococcus aureus (S. aureus),
Salmonella typhi (S. typhi), Pseudomonas aeruginosa (P. aeruginosa), Klebsiella pneumoniae

(K. pneumoniae) e Vibrio cholerae (V. cholerae).

Alguns derivados mostraram moderada a boa atividade quando comparados com o
padrdo, ciprofloxacina. Os valores de CMI variaram entre 12,5-50 pg/mL em DMSO.
Particularmente, o composto 2-(2-(4-(4-bromofenil)tiazol-2-il)hidrazona)-1,2-difeniletanol
mostrou boa atividade (zona de inibicdo entre 17-20 mm na concentragdo de 12,5 pg/mL)
contra S. aureus e V. cholerae. O composto 2-(2-(4-(4-metoxifenil)tiazol-2-il)hidrazona)-1,2-
difeniletanol apresentou boa atividade contra V. cholerae (zona de inibi¢do variando entre 16-
19 mm na concentragéo de 25 pg/mL) (BHARTI et al., 2010).

2.2.3.2 Atividade Antituberculose

Em 2008, Turan-Zitouni et al. direcionaram seus estudos na busca por novas classes
de agentes quimicos com atividade antimicobacteriana. A partir de estudos de relacdo

estrutura-atividade encontraram novos grupos farmacoféricos, entre elas as tiazolhidrazonas.
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Assim, desenvolveram a sintese de N-(l-ariletillideno)-N’-[4-(indan-5-il)tiazol-2-il]
hidrazonas e estudaram sua atividade anti-tuberculose e a toxicidade destas moléculas. Estes
pesquisadores sintetizaram seis compostos. Dentre eles, quatro apresentaram excelentes
percentuais de inibicdo contra o Mycobacterium tuberculosis, acima de 90%, e baixa
citotoxicidade, ou seja, foram considerados agentes promissores para 0 tratamento da
tuberculose (Figura 11) (TURAN-ZITOUNI et al., 2008).

Figura 11 - Estrutura basica dos N-(1-ariletillideno)-N’-[4-(indan-5-il) tiazol-2-il]hidrazonas.

Fonte: TURAN-ZITOUNI et al., 2008.

Ozadali et al., em 2014, desenvolveram algumas tiazolhidrazonas e avaliaram a
atividade in vitro destes compostos contra Mycobacterium tuberculosis. As atividades
citotoxicas de todos os compostos também foram avaliadas. Os compostos apresentaram
atividade antimicobacteriana promissora com CMlIs entre 1,03-72,46 pM e fraca
citotoxicidade (8,9-36,8% a 50 pg/mL). Entre as moléculas sintetizadas, o composto 1-(4-
(1H-1,2,4-triazol-1-il)-benzilideno)-2-(4-(4-nitrofenil)-tiazol-2-il)hidrazona, mostrou ser o
mais ativo (CMI de 1,03 uM) com um bom perfil de seguranca (16,4% a 50 pg/mL) (Figura
12) (OZADALI et al., 2014).

Figura 12 - Estrutura basica dos compostos desenvolvidos com atividade antimicobacteriana.

Fonte: OZADALI et al., 2014.
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2.2.3.3 Atividade inibidora da MAO

Em 2012, Distinto e seus colaboradores sintetizaram derivados halogenados de 1-
arilideno-2-(4-ariltiazol-2-il)hidrazona e avaliaram o efeito destes compostos frente a
monoamina oxidase B (MAO-B), alvo promissor para o tratamento de doencas
neurodegenerativas. Os autores investigaram a influéncia da introducdo de 4-cloro- ou 4-
fluor-fenil na posicdo quatro do anel tiazolico. Os compostos substituidos com o &tomo de
cloro ndo inibiraram a MAO-B. Entretanto, os derivados substituidos com 4-Flior
apresentaram efeito inibitorio sob a isoforma B da monoamina oxidase com IC’sso variando
entre 0,19 e 44,74 uM. As drogas-padrdo utilizadas foram: clorgilina (ICso: 61,35 pUM),
deprenil (ICso: 0,019 pM) eiproniazida (1Cso: 7,54 uM) (Figura 13) (DISTINTO et al., 2012).

Figura 13 - Estrutura dos compostos desenvolvidos com atividade iMAO-B. Os circulos vermelhos

indicam a posicédo 4 do anel onde foram introduzidos os atomos de fltor e cloro.

N /N R=H. 4-Cl. 3.4-OCH., 4-OCH, 2-CHs , 4-CH,
N=—NH < X=Cl a-6a
T/ X=B b-6b

Fonte: DISTINTO et al., 2012.

2.2.3.4 Atividade anti-inflamatéria

Uma série de benzilideno-2-(4-substituido-feniltiazol-2-il)hidrazina foi desenvolvida
por Bharti & Singh, em 2014. A atividade anti-inflamatoria destes compostos foi avaliada a
partir de duas metodologias distintas. Avaliaram a inflamacao aguda através do edema de pata
induzido por carragenina e a inflamacdo cronica pelo modelo de granuloma induzido por
pellet de algoddo. A partir do primeiro método citado, observaram que sete compostos, em
uma dose de 20 mg kg de peso corporal, por via oral, mostraram excelentes inibi¢oes (51,80-
86,74%) entre uma e quatro horas. Através do modelo de granuloma induzido por pellet de
algodéo, esses mesmos compostos, nas mesmas dose e via de administragdo, inibiram a

formacdo do granuloma (71,71-90,19% de inibicdo). Baseados nestes resultados, os autores
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concluiram que das dezessete moléculas sintetizadas, sete apresentaram atividade anti-
inflamatoria comparavel a de uma droga de referéncia, como ibuprofeno (90,36% de inibigdo
do volume da pata em 3 horas e 94,02% de inibi¢cdo na formacgdo de granulomas) (Figura 14)
(BHARTI & SINGH, 2014).

Figura 14 - Estrutura do benzilideno-2-(4-substituido-feniltiazol-2-il)hidrazina.
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Fonte: BHARTI & SINGH, 2014.
2.2.3.5 Atividade antichagésica

Uma nova série de 4-ariltiazolhidrazonas (TZHSs) derivada a partir de 1-indanonas foi
sintetizada e submetida a avaliagéo in vitro quanto a sua atividade anti-Trypanosoma cruzi. A
atividade antichagasica foi determinada para as formas epimastigota, tripomastigota e
amastigota do parasita. A maioria das TZHs exibiu excelente atividade. Além disso, algumas
foram mais potentes e seletivas do que o farmaco de referéncia, o Benznidazol, utilizado na
quimioterapia atual. A partir da analise dos esterdis livres dos parasitas incubados, os autores
determinaram que a inibicdo da biossintese do ergosterol € o possivel mecanismo de agédo
dessas novas moléculas (Figura 15) (CAPUTTO et al., 2012).

Figura 15 - Estrutura de TZHs candidatas a farmacos anti-chagasicos.
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Fonte: CAPUTTO et al., 2012.
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2.3 ESQUISTOSSOMOSE

A esquistossomose, doenga causada por vermes trematddeos do género Schistosoma, é
um grave problema mundial. Ocupa o segundo lugar das doencas de importancia na Salde
Publica. A infeccdo por estes parasitos € mais prevalente em regibes tropicais e subtropicais
do mundo, uma vez que nestas regifes é mais dificil o acesso a dgua potavel e o saneamento
béasico € inadequado. Registros recentes da Organizacdo Mundial de Satude (OMS) relataram
que, em 2012, 249 milhdes de pessoas necessitaram de tratamento preventivo para esta
parasitose e 42,1 milhdes foram tratadas para a doenca (WHO, 2014a).

A esquistossomose também ¢ conhecida como “barriga d’agua”, “xistossomose”,
“xistosa” ou “doenga do caramujo”, mas também pode ser chamada de bilharziose devido a

sua descoberta por Theodore Bilharz (REY, 2008).

Seis espécies de Schistosoma sdo conhecidas no mundo. Destas seis, trés merecem
grande destaque, o Schistosoma haematobium, causadora da esquistossomose urinéria, o
Schistosoma japonicum e 0 Schistosoma mansoni, que causam a esquistossomose intestinal.
As outras espécies, Schistosoma intercalatum, Schistosoma malayensis e Schistosoma
mekongi, causam infec¢fes bem focais e, por isso, sdo de menor importancia. No mundo, 77
paises sdo afetados com as principais espécies de Schistosoma. O S. mansoni é encontrado na
Africa, Oriente Médio, Caribe, Brasil, Venezuela e Suriname; S. haematobium encontrado na
Africa e Oriente Médio e o S. japonicum encontrado na China, Filipinas e Indonésia (Figura
16) (WHO, 2014a).
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Figura 16 - Mapa representativo da distribuicdo global da esquistossomose, indicando a
prevaléncia da doenca.
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Fonte: UTZINGER et al., 2010.

No Brasil, as estimativas sdo de 6 a 8 milhGes de pessoas infectadas pelo S. mansoni
(VRANJAC, 2007). A regido Nordeste apresenta mais da metade dos casos registrados em
2011 de esquistossomose mansonica, seguido da regido Sudeste (BRASIL, 2013a). Os estados
endémicos sdo Alagoas, Maranhdo, Bahia, Pernambuco, Rio Grande do Norte, Paraiba,
Sergipe, Espirito Santo e Minas Gerais. A transmissdo € focal, ndo atingindo grandes areas
(BRASIL, 2012) (Figura 17).

No periodo entre 2006 e 2007, 92 dos 186 municipios pernambucanos registraram
endemia desta parasitose. As maiores prevaléncias encontravam-se em localidades dos
municipios das bacias do Capibaribe, Una, Sirinhaém, Ipojuca, Jaboatdo dos Guararapes e
Goiana (BRASIL, 2007). Em 2011, o numero de municipios afetados subiu de 92 para 102, o
que fez com que o estado, no periodo entre 2005 a 2010, obtivesse a maior taxa de
mortalidade no Brasil (BRASIL, 2011a). Em 2011, Pernambuco registrou aproximadamente
nove mil casos positivos para a doenca, ocupando o terceiro lugar em prevaléncia no
Nordeste. Ainda em 2011, foram registrados 231 6bitos por esquistossomose na regido
nordestina. Destes, 114 ocorreram em Pernambuco (BRASIL, 2013b).



40

Figura 17 - Mapa representativo da distribuicdo da esquistossomose no territdrio brasileiro,
indicando as &reas endémicas.
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Fonte: BRASIL, 2009.

A esquistossomose no Brasil pode ter como hospedeiro intermedirio umas das trés
espécies de caramujo do género Biomphalaria: B. glabrata, B. tenagophila e B. straminea. Ao
menos uma das trés espécies foi detectada em 25 das 27 unidades federadas do pais. Estes
moluscos encontram-se em regides onde ha colegcdes de agua doce, como, por exemplo,

barragens, areas de irrigacdo, rios, lagos, lagoas, brejos, etc (PORDEUS et al., 2008).

2.3.1 Ciclo de vida

A esquistossomose mansonica é causada pelo verme trematddeo, da familia
Schistosomatidae, género Schistosoma e da espécie Schistosoma mansoni (Figura 18)
(BRASIL, 2005). No organismo humano, o verme adulto tem seu habitat nas vénulas do
plexo hemorroidario superior e nas ramificacbes mais finas das veias mesenteéricas,
particularmente da mesentérica inferior. S8o, as vezes, encontrados nos pulmdes, baco,
pancreas e bexiga (SOUZA et al., 2011).
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Figura 18 - Macho do S. mansoni. Acima (em menor escala) um casal, mostrando a fémea
inserida no canal ginecoférico do macho.

Fonte: LAMBERTUCCI, 2010.

No hospedeiro vertebrado, quando o S. mansoni evolui para sua forma adulta — no
sistema vascular do plexo venoso mesentérico — macho e fémea copulam, ocorrendo a
fecundacédo da fémea. As fémeas fecundadas, isoladas ou acopladas ao macho, migram contra
a corrente sanguinea e iniciam a postura dos ovos na submucosa dos vasos de menor calibre
da parede intestinal. Alguns ovos sdo langados na corrente sanguinea, outros chegam a luz
intestinal (SOUZA et al., 2011).

Os ovos que caem no intestino sdo excretados juntamente com as fezes. Estes quando
em contato com a agua doce e em condi¢Oes ideais, como hipotonicidade, eclodem liberando
uma larva ciliada, o miracidio. Estas formas evolutivas permanecem na agua doce até o
instante do encontro com o hospedeiro intermediario, 0s caramujos do género Biomphalaria.
Os miracidios, entdo, podem penetrar nos tecidos do caramujo onde dardo origem aos
esporocistos. Os mesmos, através de poliembrionia, ddo origem as cercarias que com
incidéncia de luminosidade e temperatura, o abandonam e retornam a agua. Um Unico

miracidio pode dar origem a 100-300 mil cercarias (LENZI et al., 2008).

A forma infectante para o hospedeiro definitivo, que pode ser o homem ou pequenos
mamiferos, sdo as cercarias. Elas sdo formadas por corpo e cauda, e quando recem-eliminadas
nadam ativamente com movimentos promovidos pela cauda até o encontro com o hospedeiro
definitivo. Quando o homem entra em contato com aguas infectadas pelas cercarias, elas
penetram ativamente, pela pele e mucosa. As cercéarias perdem a cauda e se transformam

rapidamente em esquistossémulos (Figura 19) (LENZI et al., 2008).
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Figura 19 - Cercéria penetrando a pele (a esquerda); esquistossdmulo (& direita).

Fonte: LAMBERTUCCI, 2010.

Os esquistossomulos se dirigem para o sistema porta, por via sanguinea ou por via

transtissular. Uma vez no sistema porta intra-hepatico, alimentam-se e desenvolvem-se,

transformando-se em formas unissexuadas, machos e fémeas, 28 a 30 dias ap0s a penetragéo.

A partir deste ponto migram,
mesenterica inferior, onde fardo
dias da infeccdo do hospedeiro.
20) (SOUZA et al., 2011).

acasalados, via sistema porta, até o territorio da artéria
a oviposicdo. Os primeiros ovos sdo vistos nas fezes apos 40

Assim, completa-se o ciclo evolutivo do hospedeiro (Figura

Figura 20 - Ciclo evolutivo do Schistosoma mansoni.
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Fonte: SOUZA et al., 2011.
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2.3.2 A doenca

A patogénese da esquistossomose mansdnica € dependente da interagdo
humano/helminto. Em relacdo ao S. mansoni sdo importantes a cepa, a fase evolutiva, a
intensidade e o nimero de infeccbes. Do lado do hospedeiro, participam a constituicéo
gendmica, o6rgao predominantemente lesado, padrdo alimentar, etnia, reativacdo da doenga,
tratamento especifico, infecgdes associadas (Enterobacteriaceae, virus das hepatites B e C,
dentre outras) e, sobretudo, o perfil imunitéario antes, durante e ap6s a infeccdo — talvez o fator
mais importante na determinacdo e evolucdo das formas anatomoclinicas (SOUZA et al.,
2011).

Os achados clinicos fazem com que a doenca esquistossomose possa ser dividida nas
fases aguda e crbnica. A partir das primeiras doze horas apds a penetracdo das cercarias
observa-se importante reagdo inflamatdria dérmica e subdérmica. Sua intensidade varia desde
um quadro assintomatico até o surgimento de dermatite urticariforme, com erupgéo papular,
eritema, edema e prurido, persistindo até cinco dias apos a infeccdo (Figura 21) (PORDEUS
et al., 2008).

Figura 21 - Dermatite cercariana.

Fonte: GRYSEELS et al., 2012.

Durante a fase aguda o paciente pode apresentar febre, calafrios, fraqueza, cefaleia,
anorexia, nauseas, vomitos e mal-estar geral. A maioria dos pacientes se recupera
espontaneamente apds 2-10 semanas, mas alguns persistem e desenvolvem perda de peso,
dispneia, diarreia, dor abdominal, toxemia, hepatoesplenomegalia e erupcdo cutanea
generalizada. A hepatoesplenomegalia pode ser encontrada no exame fisico.
Laboratorialmente, o achado da eosinofilia elevada é bastante sugestivo, quando associado a
dados epidemioldgicos (BRASIL, 2005; GRYSEELS et al., 2012).
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A alta carga parasitaria associada a reinfeccdo e/ou deposicdo continua de ovos, na
auséncia de tratamento adequado, faz com que haja uma maior severidade da resposta
inflamatoria sobre os ovos do parasito 0 que pode conduzir a parasitose a fase cronica
(LAMBERTUCCI et al., 2000; GRYSEELS et al., 2012).

A doenca comeca a se cronificar a partir dos seis meses apds a infec¢do, podendo
evoluir por muitos anos. Os sinais e sintomas de evolucdo da patologia aparecem em Varios
6rgdos, com niveis extremos de gravidade. As manifestacdes clinicas variam, a depender da
localizacdo do parasito e da intensidade da carga parasitaria, podendo apresentar as formas
intestinal, hepatointestinal, hepatoesplénica e até neurol6gica (PORDEUS et al., 2008).

O evento patogénico mais importante na esquistossomose é a formacao do granuloma
hepatico e a fibrose hepatica peri-portal (SOUZA et al., 2011). Com a deposicdo dos ovos no
figado, € desencadeada uma resposta inflamatéria com formacdo do granuloma e a
persisténcia desse antigeno pode ocasionar a fibrose hepatica, com aumento do figado,
hepatomegalia, e posterior hipertensdo portal (Figura 22) (CONLON, 2005).

Figura 22 - Granuloma hepatico em torno de ovo de S. mansoni no figado de um rato
experimentalmente infectado (a esquerda); crianca com hepatoesplenomegalia (a direita).

Fonte: GRYSEELS et al., 2012.

O surgimento da hipertensdo portal estd associado a dois fatores: reducdo do fluxo
sanguineo na veia porta devido a formacdo do tecido fibroso cicatricial (REY, 2008),
decorrente da formacdo do granuloma (PETROIANU, 2003), e oclusdo dos vasos hepéticos
provocada pelo proprio parasito vivo ou principalmente morto, nos casos de alta carga
parasitaria. A principal preocupacdo associada a hipertensdo portal é a formacdo de varizes
esofagicas e gastricas o que pode levar a um sangramento digestorio (PETROIANU, 2003).
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A formacdo dos granulomas em diferentes 6rgdos e tecidos explica as manifestaces
da doenga, destacando-se: a hipertensdo portal (granulomas hepaticos com a desorganizacdo
da arquitetura sinusoidal hepética), a formacdo de pseudotumores (granulomas no omento e
na parede intestinal), as disfuncGes neuroldgicas (granulomas no sistema nervoso central,
principalmente na medula) e as lesdes vasculares pulmonares (granulomas nos vasos
pulmonares) (SOUZA et al., 2011).

2.3.3 Tratamento

A importancia do tratamento da esquistossomose reside ndo sé no fato de curar a
doenca ou diminuir a carga parasitaria dos pacientes, bem como impedir sua evolugdo para
formas graves. Existem trabalhos demonstrando que a quimioterapia também reduz a
hepatoesplenomegalia previamente instalada. Todo caso confirmado deve ser tratado, a ndo
ser que haja contraindicacdo médica. Nas areas de baixa prevaléncia com transmissao focal e
nas areas indenes esta indicada a verificagdo de cura no 4° més ao término do tratamento, com
trés amostras colhidas em dias sucessivos. Em caso de persisténcia da positividade do exame,
o tratamento deve ser repetido (BRASIL, 2005).

O arsenal terapéutico para tratar pacientes portadores de esquistossomose ja conteve
diversos farmacos, como 0s compostos antimoniais, emetina, niridazol, metrifonato,
nitrofuranos, lucantone, hicantone. Porém, como todos apresentaram diversos efeitos

colaterais, a utilizacdo destes medicamentos ficou obsoleta (CIOLI et al., 1995).

Por muito tempo o praziquantel (PZQ) e a oxamniquina foram considerados o0s
farmacos de escolha para o tratamento da esquistossomose em adultos e criancas (BRASIL,
2009). A oxamniquina, derivado 2-aminometiltetrahidroquinolina, foi desenvolvida por
pesquisadores do laboratério Pfizer entre as décadas de 60 e 70. Apesar de apresentar alto
percentual de cura da esquistossomose mansénica no Brasil e em outros paises americanos,
ndo alcancou o mesmo resultado nos paises africanos, uma vez que nestes lugares esta
parasitose € causada por helmintos de espécies diferentes, o S. haematobium e o S. japonicum
(Figura 23) (KATZ & COELHO, 2008).

Na década de 70, foi lancado o praziquantel, (2-ciclohexilcarbonil-1,2,3,6,7,11b-
hexahidro-4H-pirazino-(2,1-a))-isoquinolin-4-ona). Este farmaco mostrou ser eficaz contra as

trés principais espécies causadoras da esquistossomose, S. mansoni, S. japonicum e S.
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haematobium (KATZ & COELHO, 2008). Esta grande vantagem associada a boa tolerancia,
menor custo e toxicidade deste composto em comparacdo aos outros farmacos
esquistossomicidas anteriormente utilizados, tornou o PZQ o medicamento de escolha para
tratar esta doenca (TALLIMA & RIDI, 2007). Os efeitos colaterais mais comumente
observados com o uso do praziquantel sdo diarreia, dor abdominal, nduseas e tonturas (Figura
23) (BRASIL, 2009).

Figura 23 - Estruturas quimicas da Oxaminiquina (a esquerda) e do Praziquantel (a direita).
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Fonte: CIOLI et al., 1995.

A utilizacdo do praziquantel como droga de escolha para a quimioterapia desta doenca
estd ficando comprometida, pois relatos de resisténcia dos parasitos a este farmaco estdo
surgindo. Na clinica, a primeira observacéo de resisténcia ao PZQ foi feito por Stelma & Talla
(1995). Os primeiros casos de diminuicdo da taxa de cura foram observados em um foco
endémico localizado no Senegal, onde uma amostra de pacientes aleatérios foram tratados
com 40 mg/kg por via oral do PZQ por 12 semanas e apresentaram taxa de cura parasitologica
entre 18-39% (STELMA et al., 1995). A taxa de cura esperada seria de 80-90% em areas
endémicas (KATZ & COELHO, 2008).

No Egito, tratamentos sucessivos e em doses maiores foram administrados (duas doses
de 40 mg/kg e uma dose de 60 mg/kg) e mesmo assim alguns pacientes, 1-2,4%, ndo
responderam ao tratamento e ainda ovos viaveis foram detectados nas fezes destes doentes
(FALLON, 1998; ISMAIL et al., 1996).
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3 OBJETIVOS

Nesta secdo serdo descritos todos o0s objetivos almejados com o desenvolvimento deste

trabalho.

3.1 GERAL

O presente trabalho objetivou a sintese de novas tiazolhidrazonas, visando a obtencéo

de compostos ativos contra o S. mansoni. Além disso, teve a finalidade de determinar as

atividades antimicrobiana e citotoxica destas moléculas.

3.2 ESPECIFICOS

v

v

Sintetizar novos derivados tiossemicarbazonicos;
Realizar a sintese de novos compostos da nova série tiazolhidrazona;
Determinar as principais propriedades fisico-quimicas dos derivados;

Caracterizar estruturalmente os compostos atraves de Ressonancia Magnética Nuclear
de Hidrogénio (RMNH), Ressonancia Magnética Nuclear de Carbono treze

(RMN?3C), espectroscopia de absor¢do na regido do infravermelho (1V) e massas;
Avaliar a atividade antimicrobiana frente a micro-organismos de diferentes classes;

Avaliar a atividade citotoxica das novas moléculas frente a diferentes linhagens

celulares;

Avaliar a suscetibilidade in vitro de vermes adultos de S. mansoni (CEPA BH) frente

as novas tiazolhidrazonas sintetizadas.
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4 MATERIAL E METODO

A seguir serdo descritos os materiais e as metodologias empregados na sintese dos
novos derivados e na avaliacdo de suas atividades bioldgicas.

4.1 ESTUDO QUIMICO

As novas tiazolhidrazonas foram obtidas a partir de uma rota sintética consolidada na

literatura.

4.1.1 Materiais

Para a sintese e comprovacao estrutural das novas tiazolhidrazonas sintetizadas, foram
utilizadas placas cromatograficas Merck silica gel 60 F254, de 0,25 mm de espessura,
reveladas com lampada ultravioleta com duplo comprimento de onda (254 ou 366 nm). Os

equipamentos, reagentes e solventes utilizados estéo relacionados abaixo.

4.1.1.1 Equipamentos

v’ Espectrofotdmetro de Absorcdo no Infravermelho - PerkinElmer - Spectrum 400
(Departamento de Quimica Fundamental — UFPE);

v Espectrémetro de RMN - espectrémetro Varian, modelo Unity Plus (400 MHz para
1H; 100 MHz para **C) ou Bruker AMX (300 MHz para 'H e 75.5 MHz para *3C),
usando tetrametilsilano como padrao interno (Departamento de Quimica Fundamental
— UFPE);

v Espectrémetro de Massa MALDI-TOF Autoflex Ill (Bruker Daltonics, Billerica, MA,
USA). Laser Nd:YAG, 355 nm. Freq. laser: 100 Hz (Departamento de Quimica
Fundamental — UFPE);

v Fusiometro - Quimis Modelo 340.23 (Laboratério de Produtos Naturais e Sintéticos —
UFPE);

v/ Lampada de Ultravioleta — Philco (Laboratério de Produtos Naturais e Sintéticos —
UFPE);

v Placas de agitacdo e aquecimento FISOTON 752A (Laboratério de Produtos Naturais
e Sintéticos — UFPE);
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v Balanca analitica BEL, modelo Mark 210a (Laboratério de Produtos Naturais e
Sintéticos — UFPE).

4.1.1.2 Reagentes e Solventes

Para a obtencdo das moléculas propostas, 0s seguintes reagentes e solventes foram

utilizados:

v Tiossemicarbazida;

v Aldeidos aromaticos (3-Bromobenzaldeido, 3-Clorobenzaldeido, 3-Fluorbenzaldeido,
3-Nitrobenzaldeido, 4-Bromobenzaldeido, 4-Clorobenzaldeido, 4-Fluorbenzaldeido,
4-Nitrobenzaldeido);

2-Bromo-4-hidroxiacetofenona;

Acido Cloridrico (HCI) concentrado;

Iso-propanol,;

Acetato de Etila;

N-Hexano;

Dimetil-suféxido (DMSO);

Acetona;

AN NNV N N N N

Agua Destilada.

Os reagentes foram obtidos da Sigma-Aldrich e os solventes das marcas Vetec ou

Dinamica.

4.1.2 Procedimento experimental para obtencéo das novas tiazolhidrazonas

As novas tiazolhidrazonas foram sintetizadas conforme o protocolo de Hantzsch
(ALAM et al., 2011). O processo reacional € constituido de duas etapas. Na primeira ocorre a
reacdo de condensacdo entre a tiossemicarbazida e diferentes benzaldeidos. A segunda etapa
consiste na reacdo de cicliza¢do entre o produto obtido na rea¢do anterior e a acetofenona (a-
halocetona) escolhida. E possivel também reagir a tiossemicarbazida diretamente com a a-
halocetona, mas esta via gera inimeros subprodutos, o que diminui o rendimento da reacdo e
dificulta a purificacdo do produto final (Esquema 9) (CUKUROVALI et al., 2006).
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R1= 4-Cl; 4-Br; 4-NOy; 4-F; 3-Cl; 3-Br; 3-F; 3-NO..

Esquema 9. Rota sintética para obtencdo das novas tiazolhidrazonas: (A) Tiossemicarbazida;
(B) Aldeido aromatico; (C) Tiossemicarbazona; (D) 2-Bromo-4’-hidroxiacetofenona; (D)
Tiazolhidrazona.

4.1.3 Métodos

Nesta secdo serdo descritos os métodos empregados para a sintese das novas

tiazolhidrazonas.

4.1.3.1 Sintese das benzaldeidos-tiossemicarbazonas (la-h)

Em um baldo de fundo redondo com capacidade para 25 mL, foram adicionados 1
mmol do benzaldeido substituido e 2 mL de iso-propanol. Apos total solubilizacdo do aldeido
aromatico, foram adicionadas 3 gotas de uma solucao de acido cloridrico concentrado diluido
em iso-propanol. O &cido utilizado como catalizador da reacdo, objetiva a protonacdo do
oxigénio da carbonila do aldeido, facilitando o ataque da amina que serd adicionada
posteriormente. A reacdo foi mantida sob agitacdo magnética a temperatura ambiente por 15
minutos. Posteriormente, foi adicionado, gota a gota, 1 mmol da tiossemicarbazida
parcialmente solubilizada em 2 mL de iso-propanol. Em seguida, a mistura reacional foi
conduzida ao banho de dleo, onde permaneceu sob refluxo e agitacdo a 65 °C. Apos
comprovar que a reacdo havia chegado ao seu término, o produto foi resfriado em banho de
gelo. O precipitado obtido foi filtrado, submetido a sucessivas lavagens com agua destilada, a

fim de remover residuos do acido, e seco em estufa a 37 °C.
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4.1.3.2 Sintese das novas tiazolhidrazonas (l1a-h)

Em um baldo de fundo redondo com capacidade para 25 mL, foram adicionados 1
mmol do 2-Bromo-4-hidroacetofenona e 2 mL de iso-propanol. Apds total solubilizacdo da
acetofenona, foram adicionadas 3 gotas de uma solucdo de &cido cloridrico concentrado
diluido em iso-propanol. A reacdo foi mantida sob agitacdo magnética a temperatura ambiente
por 15 minutos. Posteriormente, foi adicionado, gota a gota, 1 mmol da benzaldeido-
tiossemicarbazona, a qual foi obtida na etapa anterior, solubilizada em 2 mL de iso-propanol.
Em seguida, a mistura reacional foi conduzida ao banho de 6leo, onde permaneceu sob
refluxo e agitacdo a 65 °C. Apds comprovar que a reacdo havia chegado ao seu término, o
produto foi resfriado em banho de gelo. O precipitado obtido foi filtrado, submetido a
sucessivas lavagens com agua destilada, a fim de remover residuos do acido, e seco em estufa
a 37 °C.

A Tabela 1 mostra as estruturas quimicas e 0s respectivos codigos dos compostos

sintetizados.

Tabelal. Compostos sintetizados e seus respectivos codigos.
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Compostos I: Derivados tiossemicarbazonicos; Compostos Il: Tiazolhidrazonas.

4.2 ESTUDO BIOLOGICO

Nos topicos abaixo serdo descritos 0s métodos para avaliacdo das atividades

esquistossomicida, antimicrobiana e citotdxica.
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4.2.1 Avaliagéo da atividade esquistossomicida

Nesta se¢do serdo descritos os métodos para avaliagdo da atividade esquistossomicida.

4.2.1.1 Animais

Foram utilizados camundongos com 30 dias de idade, albinos sui¢os (Mus musculus)
mantidos no Laboratério de Imunopatologia Keizo Asami — UFPE (LIKA), em gaiolas
individuais, sob condi¢des padronizadas de temperatura, luminosidade e alimentagéo.

As cercérias (Cepas BH) de S. mansoni foram obtidas no Departamento de
Parasitologia do Centro de Ciéncias da Saude da Universidade Federal de Pernambuco. Os
vermes adultos de S. mansoni foram obtidos no LIKA apés realizacdo da perfusdo dos

camundongos infectados.

4.2.1.2 Materiais e Equipamentos

Camara de fluxo;

Microscopio optico invertido;

Placas de Petri e placas de cultura com 24 pocos;

Anestesicos: cloridrato de xilasina (Bayer) e cloridrato de ketamina (Agener Unido);

Solucéo salina obtida a partir de cloreto de sodio, citrato de sddio e agua destilada;

AN NN N NN

Pipeta graduada, tubos de falcon, seringa, ponteiras, alcool 70% e matérias cirurgicos

todos esterilizados;

v Praziquantel (2-ciclohexilcarbonil-1,2,3,6,7,11b-hexahidro-4H-pirazino{2,1-
a}isoquinolina-4-ona) (PZQ) (Sigma-Aldrich) como farmaco controle nos
experimentos;

v' Meio RPMI 1640 (Sigma-Aldrich) completo suplementado com penicilina,
estreptomicina e soro bovino fetal;

v" Dimetilsulfoxido (DMSO) (Sigma-Aldrich);

v' Compostos sintetizados.

4.2.1.3 Infeccdo por Schistosoma mansoni

Apos 15 dias do recebimento dos camundongos, os animais foram infectados por via

percutanea, utilizando cerca de 120 cercérias (Cepa BH), oriundas de Biomphalaria glabrata,
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para cada animal. Apés 45 dias de infec¢do, foi realizado exame parasitolégico das fezes dos
camundongos para avaliar a positividade da infeccdo (HOFFMAN & STRAND, 1996).

4.2.1.4 Perfusdo do sistema porta para recuperacdo de vermes adultos de Schistosoma

mansoni

Os camundongos foram submetidos a eutanasia apds 55 dias de infecgdo. Os animais
foram anestesiados por via intraperitoneal com cloridrato de ketamina (100-200 mg/KQg)
associada a cloridrato de xilasina (5-16 mg/Kg). Apds anestesia, 0s animais foram submetidos
a perfusdo do sistema porta hepéatico para a recuperacdo dos vermes, os quais foram separados
em placas de petri contendo meio RPMI-1640 e em seguida os parasitos foram contados e
classificados, de acordo com o sexo e vitalidade (DUVAL & DEWITT, 1967).

4.2.1.5 Avaliagdo da suscetibilidade in vitro de vermes adultos Schistosoma mansoni frente

aos compostos sintetizados

Os parasitos foram removidos dos camundongos infectados e posteriormente lavados
em meio RPMI-1640 acrescido de HEPES 20 mMpH 7,5 e suplementado com penicilina (100
Ul/mL), estreptomicina (100 ug/mL) e soro bovino fetal a 10% em uma placa de petri. Apos a
lavagem os vermes adultos foram transferidos para placas de cultura de tecidos contendo 2
mL de meio RPMI-1640 completo.

Para cada composto foram utilizados 4 pocos da placa de cultura e foram acrescidos a
cada pogo 2 casais, em seguida foram incubados a 37 °C, em atmosfera Umida contendo 5%
de CO2. ApoOs o periodo de 2 horas de adaptacdo ao meio, os derivados tiazolicos foram
adicionados na concentragdo de 100 pg/mL. Utilizou-se o praziquantel como controle positivo
dos experimentos, na concentracdo de 10 pg/mL. Os parasitos foram mantidos em cultura por
5 dias sendo monitorados a cada 24 horas e observados no microscopio Optico invertido
(BestScope BS-2090) para avaliacdo da atividade motora e da taxa de mortalidade. Para

confirmacdo dos resultados, todos os testes foram realizados em duplicata.

4.2.2 Avaliacdo da atividade antimicrobiana

Os testes para avaliar a atividade antimicrobiana dos compostos sintetizados foram

realizados no Laboratério de Microbiologia de Farmacos do Departamento de Antibi6ticos —
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UFPE. Foram utilizados os micro-organismos da Cole¢do de Culturas do Departamento de
Antibioticos - UFPE, representantes dos grupos de bactérias Gram-positivas: Staphylococcus
aureus DAUFPE 01, Micrococcus luteus DAUFPE 06, Bacillus subtilis DAUFPE 16,
Enterococcus faecalis DAUFPE 138; Gram-negativas: Pseudomonas aeruginosa DAUFPE
39, Escherichia coli DAUFPE 224, Serratia marcescens DAUFPE 398; Alcool-acido
resistente: Mycobacterium smegmatis DAUFPE 71 e levedura: Candida albicans DAUFPE
1007.

Os in6culos foram obtidos a partir de culturas recentes dos micro-organismos teste,
com 18-24 horas de incubacédo a 35 °C nos seguintes meios de cultura:

v Mueller-Hinton agar — bactérias Gram-positivas e Gram negativas.

<

Sabouraud dextrose 4gar — Candida albicans.
v Glicose extrato de levedura agar (GL) — Enterococcus faecalis e Mycobacterium

smegmatis.

Suspensdes desses indculos foram padronizadas a densidade Optica de 0,2 de
absorbancia a 600 nm, equivalentes a turvacdo 0,5 da escala de McFarland, em solucédo
fisioldgica, correspondente a, aproximadamente, 102 UFC para bactérias e 10 UFC leveduras,

obedecendo aos métodos descritos por Barry et al., 2002 e Koneman et al., 2001.

4.2.2.1. Método de difusdo em disco de papel

A avaliacdo in vitro da atividade antimicrobiana dos compostos sintetizados foi
inicialmente realizada pela técnica de difusdo em disco de papel, de acordo com Bauer et al.,
1966.

Os testes foram realizados com uma solucdo de 30.000 pg/mL das substancias em

estudo, utilizando DMSO (Dimetilsulfoxido) como solvente.

As suspensbes dos micro-organismos teste foram semeadas em placas de Petri
contendo 10 mL do meio de cultura apropriado para o micro-organismo. Foram utilizados
discos de 6 mm de diametro impregnados com 10 pL da solucdo, obtendo-se uma

concentracdo de 300 pg por disco.
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Os discos foram colocados na superficie do meio semeado com 0 micro-organismo
teste, sendo as placas incubadas de acordo com a exigéncia do micro-organismo em estudo
(Tabela 2).

Tabela 2. Condicdes de crescimento dos micro-organismos utilizados para determinagéo da atividade
antimicrobiana dos compostos obtidos por sintese.

Micro-organismos Meios de cultura Temperatura (°C) Tempo (h)
Staphylococcus aureus Mieller-Hinton 35 24
Micrococcus luteus Mieller-Hinton 35 24
Bacillus subtilis Mieller-Hinton 35 24
Pseudomonas aeruginosa Mieller-Hinton 35 24
Mycobacterium smegmatis Glicose-extrato de 35 48

levedura agar

Enterococcus faecalis Glicose-extrato de 35 24
levedura agar

Escherichia coli Moueller-Hinton 35 24
Serratia marcescens Moueller-Hinton 27 24
Candida albicans Sabouraud-agar 30 48

A placa com o micro-organismo Serratia marcescens foi deixada a temperatura
ambiente para que houvesse producdo de pigmentacdo. Apds esse periodo de incubacao foi
realizada a leitura dos resultados, medindo o diametro dos halos de inibicdo formados em
torno dos discos. Os testes foram realizados em triplicata e os resultados expressos pela média
aritmética dos halos de inibicdo em mm e calculado os desvios padrdo. Os controles positivos
utilizados como padroes foram a ampicilina (10 pg/disco), cefotaxime (30 pg/disco) e

kanamicina (30 pg/disco).

4.2.3 Avaliacdo da citotoxicidade dos compostos

A avaliacdo da atividade citotoxica in vitro foi realizada para verificar a citotoxicidade
das substancias puras em 4 linhagens de células tumorais. Esta analise faz parte de um

screening inicial para determinacdo do potencial antitumoral destas amostras.
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Andlise de citotoxicidade pelo método do MTT vem sendo utilizada no programa de
screening do National Cancer Institute dos Estados Unidos (NCI), que testa mais de 10.000
amostras a cada ano (SKEHAN et al., 1990). E um método rapido, sensivel e barato. Foi
descrito primeiramente por Mosmann, 1983, e tem a capacidade de analisar a viabilidade e o
estado metabdlico da célula. E uma analise colorimétrica baseada na conversdo do sal 3-(4,5-
dimetil-2-tiazol)-2,5-difenil-2-H-brometo de tetrazolium (MTT) em azul de formazan, a partir
de enzimas mitocondriais presentes somente nas células metabolicamente ativas. O estudo
citotoxico pelo método do MTT permite definir facilmente a citotoxicidade, mas ndo o
mecanismo de acdo (MOSMANN, 1983).

As linhagens tumorais utilizadas, HL60 (leucemia promielocitica - humana), MCF-7
(adenocarcinoma de mama - humano), HEp-2 (carcinoma de laringe — humano) e NCI H-292
(carcinoma epidermoide de pulmdo - humano) foram obtidas do Banco de células da
Universidade Federal do Rio de Janeiro (UFRJ), tendo sido cultivadas em meio DMEN e
RPMI, suplementados com 10% de soro fetal bovino e 1% de solucdo de antibioticos
(penicilina 1000 UI/mL + estreptomicina 250 mg/mL) e 1% de L-glutamina 200 mM. As

placas foram mantidas em estufa a 37 °C e atmosfera contendo 5% de CO..

As células foram plagueadas na concentragdo de 1 x 10° células/mL para as linhagens
MCF-7, HEp-2 e NCI H-292. Para a linhagem HL60, a concentracdo foi de 3 x 10°
células/mL. As substancias previamente dissolvidas em DMSO foram diluidas, em série, no
meio de cultura para obtengao das concentragdes finais (25 pg/mL) e distribuidas em placa de
96 pocos (100 uL/pogo). As placas foram incubadas por 72 horas em estufa a 5% de CO; a 37
°C. Em seguida, foram adicionados 25 uL da solu¢do de MTT (sal de tetrazolium), e as placas
foram incubadas por 3 horas. No final deste periodo, 0 meio de cultura com o excesso de
MTT foi aspirado e depois, 100 uL. de DMSO foi adicionado a cada pogo para dissolver os
cristais de formazan. A doxorubicina foi utilizada como padrdo. A absorbancia foi lida apos
dissolucdo do precipitado e comparada com o controle (células apenas com o meio) em
espectrofotdmetro a 595 nm. O valor de ICso foi definido como a concentragéo pela qual
inibiu 50% do crescimento celular. Os testes foram realizados em concentracdes de 25; 12,5;
6,2; 3,1; 1,5; 0,7 e 0,3 pg/mL.
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A seguir serdo descritos os resultados obtidos na sintese dos compostos e nos estudos

bioldgicos pelos quais estas moléculas foram submetidas.

5.1 ESTUDO QUIMICO

As propriedades fisico-quimicas de todos 0s compostos sintetizados estdo expressas na

Tabela 3.
Tabela 3. Constantes fisico-quimicas dos compostos sintetizados.
Comporo £ P e P R S o)
(minutos)
la CgHgCIN3S 213,6872 5 89 0,51 (0,7:0,3) 208-209
Ib CsHsBrNzS 256,1382 10 72 0,43 (0,7:0,3) 209-210
Ic CsHsN4O,S 224,2397 3 60 0,45 (0,6: 0,4) 233-234
Id CgHsFN3S 197,2326 13 54 0,48 (0,65: 0,35) 184-185
le CsHsCIN3S 213,6872 33 61,3 0,48 (0,7:0,3) 184-185
If CgHsFN3S 197,2326 13 59.2 0,43 (0,65: 0,35) 184-185
Ig CsHsBrNsS 258,1382 30 89,4 0,46 (0,7:0,3) 201-202
Ih CsHsN4O,S 224,2397 0 52,5 0,46 (0,55: 0,35) 214-215
lla C16H12CIN3OS  329,8040 15 91 0,39 (0,6:0,4) 267-269
Ib Ci6H12BrNsOS  374,2550 10 78,7 0,46 (0,55: 0,45) 213-214
lic Ci16H10N4O3S 340,3565 215 65,6 0,48 (0,55: 0,45) 262-263
Id CisHi2 FN3OS  313,3494 60 695 05 (0,55: 0,45) 194-195
lle C16H12CIN3OS  329,8040 32 60,3 0,43 (0,55: 0,45) 172-173
f CisH12FN3OS  313,3494 15 50,7 0,43 (0,55: 0,45) 190-191
lig Ci6H12BrNsOS  374,2550 53 50,1 0,48 (0,55: 0,45) 147-148
IIh CisH12N4O3S  340,3565 61 655 0,51 (0,5:0,5) 215-216

Os rendimentos obtidos foram considerados satisfatdrios, uma vez que para todos 0s

compostos foi superior a 50%. As tiossemicarbazonas la e Ig apresentaram 0s maiores

rendimentos, 80 e 59,4%, respectivamente. Em relacdo as tiazolhidrazonas, as reacfes para

obtencdo dos derivados Ila e Ilb foram as que renderam maior quantidade de produto puro

(91 e 78,7%, respectivamente).
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5.1.1 Anélise espectrocospica

Para a caracterizacdo das moléculas foram realizadas analises de Ressonancia
Magnética Nuclear (RMN) de 'H e 3C, Infravermelho (IV) e Massas.

5.1.1.1 Tiossemicarbazonas

A andlise inicial dos espectros de IV teve como objetivo identificar a presenca das
bandas de absorcdo referentes aos principais grupamentos quimicos caracteristicos dos
compostos sintetizados.

De acordo com dados encontrados na literatura, a banda de absorcdo referente ao
estiramento da ligacdo N-H hidrazinico é verificada na regido entre 3141 e 3178 cm™. Para as
moléculas sintetizadas neste trabalho esta banda foi encontrada em frequéncias entre 3145 e
3165,84 cm™ (PALENIK et al., 1974; TARASCONI et al., 2000).

A presenca de uma banda de absorgéo entre 1589,11 e 1604,88 cm™ indica o sucesso
da metodologia empregada na condensacéo entre os aril-aldeidos e a tiossemicarbazida, uma
vez que esta banda foi atribuida a frequéncia de estiramento da ligacdo C=N para os
compostos desta série (DUFFY et al., 2002; PANDEYA et al., 1999).

Como discutido anteriormente, as tiossemicarbazonas podem coexistir na forma tiona
ou tiol. A inexisténcia da banda caracteristica do C-SH (forma tiol) nos espectros de IV, a
qual é observada em geral na regido de 2500 — 2600 cm™, bem como a presenca da banda de
C=S entre 1062,5 e 1106,84 cm™ confirma a forma tiona das aril-tiossemicarbazonas
sintetizadas (TARASCONI et al., 2000; BHARTI et al., 2003).

A figura 24 representa o espectro de IV do composto la. A partir dela é possivel
verificar as bandas caracteristicas desta molécula, as quais foram discutidas anteriormente: v
3437,5 cm? (assimétrica NH2); 3281,42 cm™ (simétrica NH,); 3165,80 cm™ (NH); 1600,87
cm? (C=N) e 1062,5 cm™ (C=S).



63

Figura 24 - Espectro de IV do composto la.
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Na elucidagdo estrutural das tiossemicarbazonas, através da analise do RMN!H,
pontos caracteristicos foram observados. Singletos referentes ao proton do grupamento NH
foram detectados. Este pico apresentou deslocamento quimico variando entre 11,7 e 10,55
ppm (DILOVIC et al., 2008).

Outro ponto importante presente no RMN*H dos derivados tiossemicarbazonicos € a
presenca de dois singletos em diferentes deslocamentos referentes aos hidrogénios do NHo.
Nestes compostos, estes protons apresentaram deslocamentos quimicos variando de 8,76 a
7,55 e 8,75 a 7,56 ppm. Estes protons apresentam-se como singletos distintos devido ao
blogueio da rotacdo livre da ligagdo C-N que ocorre nas tiossemicarbazonas, em virtude de
seu carater parcialmente duplo (TARASCONI et al, 2000; JOUAD et al, 2001).
Consequentemente, os hidrogénios se encontram em ambientes quimicos diferentes, de modo
gque 0 mais proximo espacialmente ao enxofre da tiocarbonila apresenta um deslocamento
quimico maior, ou seja, esta mais desblindado, devido a sua interacdo com a nuvem eletrénica

deste 4&tomo, que possui um raio atdbmico relativamente grande.

O sinal relativo ao hidrogénio da funcdo azometina (CH=N) corrobora com dados do
IV e revela, portanto, o sucesso da realizacdo da etapa de condensacdo entre os aldeidos

aromaticos e a tiossemicarbazida. Os picos observados para esses hidrogénios
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corresponderam a singletos com deslocamentos quimicos variando entre 9,05 e 8,04 ppm
(BAUTISTA et al., 2013).

Em todos os espectros analisados foi possivel observar sinais de singleto (s), dubleto
(d), e/lou multipleto (m) na regido caracteristica de grupamentos aromaticos (8,73 a 7,14 ppm).

Na Figura 25, é possivel identificar, através do RMN!H, os sinais referentes aos
prétons do derivado tiossemicarbazdnico la. Os singletos do hidrogénio do NH (11,455 ppm),
do préton azometinico (8,205 ppm) e dos hidrogénios do grupamento NH3 (8,047 e 8,02 ppm)
comprovam a eficacia da rota sintética na obtencdo do composto planejado. Também foram
identificados os quatro hidrogénios aromaticos, 0s quais se apresentaram como dois dubletos
em 7,82 (J = 8,4 Hz) e 7,45 ppm (J = 8,7 Hz).

Figura 25 - Espectro de RMN'H do composto la
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Nos espectros de RMNC, por sua vez, foi possivel identificar os oito carbonos
constituintes dos derivados tiossemicarbazonicos. Os sinais encontrados nos espectros entre
139,55 e 141,88 ppm foram atribuidos ao carbono da funcdo CH=N, como pode ser

observado no espectro do composto la (TENORIO et al., 2005).
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As tiossemicarbazonas foram obtidas na forma tiona. Essa confirmagéo se deu tanto
por meio do infravermelho, uma vez que ndo foi observada a banda caracteristica do
grupamento C-SH, apenas a banda que indica a presenca de C=S (1062,5 e 1106,84 cm™),
como por meio do RMN®C. Nesta Gltima técnica, os maiores deslocamentos quimicos foram
atribuidos ao carbono da tiocarbonila (C=S), bastante desblindado (TENORIO et al., 2005).

Os sinais referentes aos carbonos benzilicos foram detectados em deslocamentos
quimicos variando entre 113,5 e 162,67 ppm. A partir da analise dos DEPTs dos compostos

foi permitido diferenciar os carbonos quanto a sua quantidade de substituintes (C ou CH).

Figura 26 - Espectro de RMN*C do composto la.
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A Figura 26 revela os sinais caracteristicos de RMNC do derivado la. Em 178,14
ppm foi observado o sinal correspondente ao carbono da tiocarbonila (-C=S); em 141,05 ppm
foi identificado o carbono do grupamento N=C-H. Os carbonos aromaticos benzilicos foram

detectados a partir de sinais com deslocamentos quimicos entre 128,8 e 134,35 ppm.
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51111 4-Cloroariltiossemicarbazona (l1a)

3
J\ N
H.N T/ i,
H H

cl

IV, principais bandas (v cm™, KBr): 3437,5 (assim. NH); 3281,42 (sim. NH,); 3165,80
(NH); 1600,87 (C=N); 1062,5 (C=S).

RMN!H (300 MHz, DMSO-ds, ppm): & 11,45 (s, 1H, NH); 8,2 (s, 1H, N=CH); 8,04 (s, 1H,
NH2); 8,02 (s, 1H, NH>); 7,82 (d, 2H, J = 8,4 Hz, benzilideno); 7,45 (d, 2H, J = 8,7 Hz,
benzilideno).

RMNC (75 MHz, DMSO-ds, ppm) e DEPT: & 178,14 (-C=S); 141,05 (C-H); 134,35 (Cq
benzilideno); 133,23 (Cq benzilideno); 129,03 (CH benzilideno); 128,8 (CH benzilideno).
EMAR (ESI): Calculado: 214,028; Encontrado: 213,0127.

51.1.1.2 4-Bromoariltiossemicarbazona (1b)

Hr

5
J\ N
H N rT.-f’ S,
H H

IV, principais bandas (v cm™, KBr): 3434,3 (assim. NH,); 3288 (sim. NH2); 3165,84 (NH);
1600,28 (C=N); 1075 (C=S).

RMN!H (300 MHz, DMSO-dg, ppm): § 11,46 (s, 1H, NH); 8,2 (s, 1H, N=CH); 8,04 (s, 1H,
NH>); 8,0 (s, 1H, NHy); 7,75 (d, 2H, J = 8,1 Hz, benzilideno); 7,57 (d, 2H, J = 8,7 Hz,
benzilideno).

RMN®C (75 MHz, DMSO-ds, ppm) e DEPT: § 178,14 (-C=S); 141,14 (N=C-H); 133,57
(Cq benzilideno); 131,70 (CH benzilideno); 129,26 (CH benzilideno); 123,15 (Cq
benzilideno).

EMAR (ESI): Calculado: 257,993; Encontrado: 256,9622.
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51.1.1.3 4-Nitroariltiossemicarbazona (Ic)

3
J\ N
HoN T/ i,
H H

MO,

IV, principais bandas (v cm™, KBr): 3492,67 (assim. NH.); 3365,94 (sim. NH,); 3145
(NH); 1589,11 (C=N); 1099,28 (C=S).

RMN!H (300 MHz, DMSO-ds, ppm): & 11,7 (s, 1H, NH); 8,39 (s, 1H, N=CH); 8,22-8,06
(m, 6H, benzilideno e NHy).

RMNC (75 MHz, DMSO-ds, ppm) e DEPT: § 178,48 (-C=S); 147,56 (Cq benzilideno);
140,71 (Cq benzilideno); 139,55 (N=C-H); 128,15 (CH benzilideno); 123,76 (CH
benzilideno).

EMAR (ESI): Calculado: 225,065; Encontrado: 224,0368.

51.1.1.4 4-Fluorariltiossemicarbazona (1d)
5
M
HQN)J\N/ R
Lo

IV, principais bandas (v cm™, KBr): 3393,5 (assim. NHz); 3238 (sim. NH2); 3158,14 (NH);
1601,57 (C=N); 1090,99 (C=S).

RMN!H (400 MHz, DMSO-ds, ppm): & 11,41 (s, 1H, NH); 8,18 (s, 1H, N=CH); 8,03 (s, 1H,
NH>); 8,02 (s, 1H, NHy); 7,85 (d, 2H, J = 8,8 Hz, benzilideno); 7,21 (d, 2H, J = 8,8 Hz,
benzilideno).

RMN®C (100 MHz, DMSO-ds, ppm) e DEPT: § 178,0 (-C=S); 164,21 (Cq benzilideno);
161,75 (Cq benzilideno); 141,05 (N=C-H); 129,50 (CH benzilideno); 129,43 (CH
benzilideno); 115,76 (CH benzilideno); 115,55 (CH benzilideno).

EMAR (ESI): Calculado: 198,070; Encontrado: 197,0423.
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51.1.15 3-Cloroariltiossemicarbazona (le)
Cl

S
)J\ N
HaN T/ S
H H

IV, principais bandas (v cm™, KBr): 3391,56 (assim. NH); 3233,27 (sim. NH>); 3154,03
(NH); 1603,33 (C=N); 1105,34 (C=S).

RMN!H (400 MHz, DMSO-ds, ppm): & 11,49 (s, 1H, NH); 8,24 (s, 1H, NH>); 8,17 (s, 1H,
NH2); 8,04 (s, 1H, N=CH); 8,01 (s, 1H, benzilideno); 7,64 (m, 1H, benzilideno); 7,41 (d, 2H,
J = 3,6 Hz, benzilideno).

RMNC (100 MHz, DMSO-ds, ppm) e DEPT: & 178,17 (-C=S); 140,49 (N=C-H); 136,46
(Cq benzilideno); 133,74 (Cq benzilideno); 130,42 (CH benzilideno); 129,37 (CH
benzilideno); 126,57 (CH benzilideno); 125,99 (CH benzilideno).

EMAR (ESI): Calculado: 214,048; Encontrado: 213,0127.

51.1.1.6 3-Fluorariltiossemicarbazona (If)

S
)J\ N
HN |\|J"/ iy
H H

IV, principais bandas (v cm™, KBr): 3394,68 (assim. NH2); 3238 (sim. NH2); 3160,05
(NH); 1602,98 (C=N); 1073,98 (C=S).

RMN!H (400 MHz, acetona, ppm): & 10,55 (s, 1H, NH); 8,17 (s, 1H, N=CH); 7,77-7,67 (m,
2H, benzilideno); 7,55 (s, 1H, NHy); 7,53 (s, 1H, NH>); 7,48-7,42 (m, 1H, benzilideno); 7,19-
7,14 (m, 1H, benzilideno).

RMN®C (100 MHz, acetona, ppm) e DEPT: & 180,66 (-C=S); 162,67 (Cq benzilideno);
141,88 (N=C-H); 137,83 (Cq benzilideno); 131,44 (CH benzilideno); 124,87 (CH
benzilideno); 117,4 (CH benzilideno); 113,5 (CH benzilideno).
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51.1.1.7 3-Bromoariltiossemicarbazona (1g)
Br

s
M
HN rx|1/ =

H 4

IV, principais bandas (v cm™, KBr): 3390,3 (assim. NH.); 3234,7 (sim. NH); 3155,13
(NH); 1602,55 (C=N); 1105,33 (C=S).

RMN!H (300 MHz, acetona, ppm): & 10,55 (s, 1H, NH); 8,14 (s, 1H, N=CH); 8,07 (s, 1H,
NH2); 8,06 (s, 1H, NHy); 7,75-7,71 (m, 1H, benzilideno); 7,58-7,54 (m, 2H, benzilideno);
7,39-7,34 (t, 1H, J=7,8 e 8,1 Hz, benzilideno).

RMN®C (75 MHz, acetona, ppm) e DEPT: § 179,82 (-C=S); 140,5 (N=C-H); 136,9 (Cq
benzilideno); 132,6 (CH benzilideno); 130,8 (CH benzilideno); 129,1 (CH benzilideno); 126,4
(CH benzilideno); 122,2 (Cq benzilideno).

51.1.1.8 3-Nitroariltiossemicarbazona (1h)
NO

s
J\ N
HN r\r/ T

f H

IV, principais bandas (v cm™, KBr): 3393,5 (assim. NH,); 3241,1 (sim. NH); 3158,06
(NH); 1604,88 (C=N); 1106,84 (C=S).

RMN!H (300 MHz, acetona, ppm): & 11,07 (s, 1H, NH); 9,05 (s, 1H, N=CH); 8,76 (s, 1H,
NH>); 8,75 (s, 1H, NHy); 8,73-8,63 (m, 2H, benzilideno); 8,18-8,12 (m, 2H, J = 8,1 Hz,
benzilideno).

RMN®C (75 MHz, acetona, ppm) e DEPT: § 179,71 (-C=S); 140,4 (N=C-H); 136,9 (Cq
benzilideno); 133,57 (CH benzilideno); 132,1 (Cq benzilideno); 130,5 (CH benzilideno);
124,43 (CH benzilideno); 121,74 (CH benzilideno).
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5.1.1.2 Tiazolhidrazonas

A partir da técnica do infravermelho foi possivel identificar algumas funcGes
organicas essenciais para a comprovacao estrutural da molécula. Na frequéncia entre 3267,71
e 3450,75 cm foi observada a banda referente a deformacio axial da ligagdo O-H. A ligacdo
N-H foi verificada entre 3117,3 e 3286,87 cm™. No comprimento de onda que variou entre

1558,07 e 1624,99 cm™ foi possivel observar a banda referente a ligagdo C=N. (CHIMENTI
et al., 2013).

Na figura 27 é possivel observar as bandas do composto llc. As principais bandas
observadas foram: 3425,3 cm™ (O-H); 3225,2 cm™ (N-H); 1558,07 cm™ (C=N).

Figura 27 - Espectro de IV do composto llc.
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A partir da analise dos espectros de RMN!H das novas tiazolhidrazonas foi possivel

evidenciar os picos caracteristicos destas moléculas.

O sinal mais importante para caracterizacdo desta classe de compostos € o do préton
do grupamento =CH-S presente no anel tiaz6lico. O pico que representa este hidrogénio

aparece como singleto e foi detectado em todos os espectros das tiazolhidrazonas sintetizadas.
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O deslocamento quimico deste proton variou entre 6,95 e 7,1 ppm. Nas moléculas
intermediarias para a formacéo dos derivados tiazolicos, as tiossemicarbazonas, este sinal ndo
é observado. Com isso, a presenca deste pico é determinante para comprovar 0 sucesso da
reacao e, consequentemente, a obtencdo do produto final (CHIMENTI et al., 2013).

Outro pico detectado nos espectros de RMN!H destas moléculas € o relativo ao préton
do grupamento NH. Este hidrogénio foi observado como um singleto largo com deslocamento
quimico variando entre 8,46 e 12,51 ppm.

Assim como as tiossemicarbazonas, as tiazolhidrazonas apresentam um singleto
referente ao préton da funcdo azometina (CH=N). Este fato deve ser considerado, uma vez
que deixa claro que a segunda etapa da reacdo nao tem influéncia sob a ligacdo estabelecida
entre o aldeido e a tiossemicarbazida na etapa anterior. Os singletos observados para esse
hidrogénio apresentaram deslocamentos quimicos entre 8,07 e 9,54 ppm (DISTINTO et al.,
2012).

As novas tiazolhidrazonas sintetizadas possuem um anel aromatico substituido com
uma hidroxila na posicdo para do anel. Por se tratar de hidrogénio labil, o sinal referente a
este proton ndo apareceu em todos os espectros. Quando foi possivel a sua deteccao,

apresentou-se como um singleto largo com deslocamento entre 3,56 e 5,6 ppm.

Nos espectros analisados foi possivel observar sinais de singleto (s), dubleto (d), duplo
dubleto (dd), tripleto (t) e/ou multipleto (m) na regido caracteristica de grupamentos

aromaticos (6,81-8,25 ppm).
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Figura 28 - Espectro de RMN'H do composto llc.
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A Figura 28 trata-se do RMN!H da tiazolhidrazona llc. Através deste é possivel
detectar os sinais referentes aos prétons desta molécula. Em 12,51 ppm foi observado o
singleto referente ao proton do NH e em 9,54 ppm o hidrogénio azometinico. O hidrogénio do
grupamento =CH-S, caracteristico do anel tiazolinico e essencial para a comprovacao
estrutural deste ndcleo, foi detectado em 7,1 ppm. Os hidrogénios benzilicos apareceram
como dois dubletos em 7,87 e 7,67 ppm (J = 8,8 Hz). Os prétons pertencentes ao fenol
também foram observados como dois dubletos, com os seguintes deslocamentos: 8,25 e 6,79
ppm (J = 8,8 Hz).

A partir dos espectros de RMN®C, por sua vez, foi possivel identificar os dezesseis
carbonos constituintes das novas tiazolhidrazonas. Entre 167,43 e 168,94 ppm foi detectado o
pico referente ao carbono do grupamento S-C=N. Trata-se do carbono quaternario pertencente

ao anel tiazélico ligado a dois nitrogénios e um enxofre. O ambiente quimico ao redor deste
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atomo torna este carbono o mais desblindado da molécula. Este fato justifica o seu
deslocamento quimico (CUKUROVALLI et al., 2006).

Entre 152,12 e 162,89 ppm foi detectado o sinal referente ao carbono quaternario do
anel aromatico substituido na posicdo para com uma hidroxila. O oxigénio é o segundo 4tomo
mais eletronegativo da tabela periddica. Por isso, ele exerce efeito retirador de elétrons e, com
isso, deixa o carbono pelo qual est& diretamente ligado com nuvem eletrénica menor, ou seja,

mais desblindado.

Das oito moléculas sintetizadas, seis possuem um de seus anéis aromaticos
monossubstituidos com um halogénio. Devido ao grande carater eletronegativo destes atomos,
o carbono quaternario do aromatico encontra-se mais a esquerda do espectro de RMN3C.
Como discutido anteriormente, quanto maior a eletronegatividade do substituinte mais
desblindado estd o carbono diretamente ligado a ele. Os deslocamentos observados para os
compostos que contém halogenetos foram: 1la (4-Cl) 133,03 ppm; 1lb (4-Br) 122,75 ppm;
Ild (4-F) 165,34 ppm; lle (3-Cl) 137,65 ppm; IIf (3-F) 165,5 ppm; Ilg (3-Br) 122,87 ppm.
Os sinais referentes aos carbonos ligados ao bromo foram detectados mais para a direita do
espectro. Este fato € chamado de efeito de atomo pesado (SILVERSTEIN & WEBSTER,
2000).

Nos espectros dos compostos llc e I1h foram observados picos em 147 e 157,31 ppm.
Estes sdo referentes ao carbono quaternario do aromatico ligado ao grupamento nitro. Este

substituinte é retirador de elétrons, o que torna o carbono menos blindado.

O primeiro CH detectado no RMN®C é referente aquele ligado ao carbono quaternario
do anel aromatico e ao nitrogénio, por meio de ligacdo dupla. Por estar ligado a um atomo de

alta eletronegatividade e a um carbono sp?, seu deslocamento é observado 138,28 e 148,3

ppm.

O anel tiazolico possui dois carbonos quaternarios. Um deles foi detectado no campo
mais alto do espectro devido a natureza da sua vizinhanca, o carbono esta ligado a dois
nitrogénios, um por meio de ligacdo dupla e outro por ligacdo simples. O segundo carbono
quaternario € mais blindado, pois se encontra ligado a apenas um atomo de nitrogénio, por

meio de ligacdo simples. O sinal referente a este carbono foi observado entre 134,03 e 152,15

ppm.

Dos grupamentos CH, o pertencente ao anel tiazélico é o mais blindado da molécula.
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Este carbono esta ligado a um atomo de enxofre, que disponibiliza facilmente elétrons para
participar da ressonancia no anel tiazolico, uma vez que € volumoso, mole e de baixa
eletronegatividade. O deslocamento quimico deste CH pode ser verificado entre 101,07 e
101,76 ppm (CHIMENTI et al., 2013).

Os sinais referentes aos carbonos aromaticos e benzilicos foram detectados em
deslocamentos quimicos variando entre 112,81 e 141,87 ppm. A partir da analise dos DEPTs
dos compostos foi permitido diferenciar os carbonos quanto a sua quantidade de substituintes
(C ou CH).

Figura 29 - Espectro de RMN*C do composto Ilc.
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A Figura 29 revela os sinais caracteristicos de RMN3C do derivado Ilc. Em 167,43
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ppm foi observado o sinal correspondente ao carbono quaternario do tiazol (S-C=N); em
157,13 ppm o carbono quaternario ligado ao oxigénio da hidroxila (HO-C=C). Em 150,96
ppm foi identificado o carbono do grupamento C=C-N. O sinal referente ao carbono do
grupamento CH=N foi observado em 138,28 ppm. O carbono mais blindado, C=CH-S, foi
identificado em 101,34 ppm. O sinal correspondente ao carbono ligado ao grupamento nitro
foi detectado em 147 ppm. Os carbonos aromaticos e benzilicos foram detectados a partir de

sinais com deslocamentos quimicos entre 140,86 e 115,31 ppm.

51121 4-{2-[N’-(4-Cloro-benzilideno)-hidrazona]-tiazol-4-il}-fenol (11a)

HO

cl

/s/‘\L N/N\

H H
IV, principais bandas: (vcm™, KBr): 3267,71 (O-H); 3117,3 (N-H); 1622 (C=N).

RMN!H (400 MHz, DMSO-ds, ppm): & 9,41 (s, 1H, NH); 8,13 (s, 1H, CH=N), 7,69 (d, 2H,
J =8 Hz, Ar-H); 7,63 (d, 2H, J = 8,2 Hz, benzilideno); 7,48 (d, 2H, J = 8,2 Hz, benzilideno);
7,08 (s, 1H, H tiazolico); 6,82 (d, 2H, J = 8,8 Hz, Ar-H).

RMN®C (100 MHz, DMSO-ds, ppm) e DEPT: & 168,05 (S-C=N); 157,56 (HO-C=C);
148,3 (CH=N); 141,87 (CH benzilideno); 134,03 (C=C-N); 133,03 (C=C-Cl); 129,29 (CH
benzilideno); 128,96 (CH benzilideno); 128,16 (CH benzilideno); 128,01 (Cq Ar); 127,27
(CH Ar); 124,41 (Cq benzilideno); 115,44 (CH Ar); 115,05 (CH Ar); 101,26 (S-CH).

EMAR (ESI): Calculado: 330,068; Encontrado: 329,0390.

51.1.2.2 4-{2-[N’-(4-Bromo-benzilideno)-hidrazona]-tiazol-4-il}-fenol (11b)

HO

Br

Vi N
SJ\N/N\

H H

IV, principais bandas (v cm™, KBr): 3292 (O-H); 3250 (N-H); 1619 (C=N).
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RMN!H (400 MHz, DMSO-ds, ppm): & 8,08 (s, 1H, CH=N); 7,65 (d, 2H, J = 9,2 Hz, Ar-H);
7,61-7,56 (m, 4H, benzilideno); 7,05 (s, 1H, H tiazolico); 6,81 (d, 2H, J = 8 Hz, Ar-H).
RMN®C (100 MHz, DMSO-ds, ppm) e DEPT: § 168,07 (S-C=N); 157,51 (HO-C=C);
149,53 (C=C-N); 141,65 (CH=N); 133,47 (Cq benzilideno); 131,89 (CH benzilideno); 129,5
(CH benzilideno); 128,36 (CH Ar); 127,26 (CH Ar); 124,71 (Cq Ar); 122,75 (C=C-Br);
115,47 (CH Ar); 115,27 (CH Ar); 101,25 (S-CH).

EMAR (ESI): Calculado: 374,042; Encontrado: 372,9884.

51123 4-{2-[N’-(4-Nitro-benzilideno)-hidrazona]-tiazol-4-il}-fenol (lic)

HO

MO,

/ N
SJ\N’/N\

h h
IV, principais bandas (v cm™, KBr): 3425,3 (O-H); 3225,2 (N-H); 1558,07 (C=N).
RMN!H (400 MHz, DMSO-ds, ppm): & 12,51 (s, 1H, NH); 9,54 (s, 1H, CH=N), 8,25 (d,
2H, J = 8,8 Hz, Ar-H); 7,87 (d, 2H, J = 8,8 Hz, benzilideno); 7,67 (d, 2H, J = 8,8 Hz,
benzilideno); 7,10 (s, 1H, H tiazolico); 6,79 (d, 2H, J = 8,8 Hz, Ar-H).

RMN®C (100 MHz, DMSO-ds, ppm) e DEPT: & 167,43 (S-C=N); 157,13 (HO-C=C);
150,96 (C=C-N); 147 (C=C-NO,); 140,86 (Cq benzilideno); 138,28 (CH=N); 126,92 (CH
benzilideno); 126,84 (CH Ar); 125,84 (Cq Ar); 124,10 (CH benzilideno); 115,31 (CH Ar);
101,34 (S-CH).

EMAR (ESI): Calculado: 341,077; Encontrado: 340,0630.

51.1.2.4 4-{2-[N’-(4-Fluor-benzilideno)-hidrazona]-tiazol-4-il}-fenol (11d)

HO
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IV, principais sinais (v cm™, KBr): 3420,2 (O-H); 3248,16 (N-H); 1624,99 (C=N).
RMN!H (400 MHz, acetona, ppm): & 8,46 (s largo, 1H, NH); 8,08 (s, 1H, CH=N), 7,76-7,71
(m, 4H, Ar-H e benzilideno); 7,22-7,17 (m, 2H, benzilideno); 6,95 (s, 1H, H tiazélico); 6,82
(d, 2H, J = 8,8 Hz, Ar-H).

RMN®C (100 MHz, acetona, ppm) e DEPT: § 168,93 (S-C=N); 165,34 (HC=C-F); 162,89
(0O-C=C); 152,15 (C=C-N); 141,09 (CH=N); 132,27 (Cq Ar); 129,28 (CH benzilideno); 129,2
(CH benzilideno); 128,04 (CH Ar); 127,8 (Cq benzilideno); 116,6 (CH Ar); 116,37 (CH Ar);
116,08 (CH benzilideno); 101,45 (S-CH).

EMAR (ESI): Calculado: 314,105; Encontrado: 313,0685.

51.1.25 4-{2-[N’-(3-Cloro-benzilideno)-hidrazona]-tiazol-4-il}-fenol (11e)

HO

cl

/ N
s/\KN/N\

H H
IV, principais bandas (v cm™, KBr): 3375 (O-H); 3285,15 (N-H); 1569,28 (C=N).
RMN!H (400 MHz, acetona, ppm): & 8,07 (s, 1H, CH=N), 7,73 (d, 2H, J = 8,8 Hz, Ar-H);
7,7 (s, 1H, benzilideno); 7,6 (d, 1H, J = 7,6 Hz, benzilideno); 7,45-7,37 (m, 2H, benzilideno);
6,99 (s, 1H, H tiazolico); 6,87 (d, 2H, J = 8,8 Hz, Ar-H); 5,83 (s largo, 1H, OH).
RMN®C (100 MHz, acetona, ppm) e DEPT: § 168,94 (S-C=N); 158,28 (HO-C=C); 151,12
(C=C-N); 141,41 (CH=N); 137,65 (C=C-Cl); 135,11 (Cqg benzilideno); 131,24 (CH
benzilideno); 129,86 (CH benzilideno); 128,12 (CH Ar); 126,96 (Cq Ar); 126,63 (CH
benzilideno); 125,94 (CH benzilideno); 116,18 (CH Ar); 101,76 (S-CH).
EMAR (ESI): Calculado: 330,059; Encontrado: 329,0390.
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5.1.1.2.6 4-{2-[N’-(3-Fluor-benzilideno)-hidrazona]-tiazol-4-il}-fenol (11f)
HO

/SJ\N/N\

H H
IV, principais sinais (v cm™, KBr): 3450,75 (O-H); 3190 (N-H); 1574,64 (C=N).
RMN!H (300 MHz, acetona, ppm): & 8,66 (s largo, 1H, NH); 8,07 (s, 1H, CH=N); 7,74-7,71
(dd, 2H, J = 2,4 e J = 1,8 Hz, Ar-H); 7,49-7,41 (m, 3H, benzilideno); 7,16-709 (m, 1H,
benzilideno); 6,97 (s, 1H, H tiazolico); 6,87-6,84 (dd, 2H, J=2,4e J = 2,1 Hz, Ar-H); 3,57 (s
largo, 1H, OH).
RMN®C (75 MHz, acetona, ppm) e DEPT: § 168,84 (S-C=N); 165,5 (C=C-F); 158,13
(HO-C=C); 152,15 (C=C-N); 140,78 (CH=N); 138,22 (Cq benzilideno); 131,43 (CH
benzilideno); 128,06 (CH benzilideno); 127,61 (Cq Ar); 123,55 (CH Ar); 123,52 (CH Ar);
116,76 (CH benzilideno); 116,09 (CH benzilideno); 113,11 (CH Ar); 112,81 (CH Ar); 101,69
(S-CH).

5.1.1.2.7 4-{2-[N’-(3-Bromo-benzilideno)-hidrazona]-tiazol-4-il}-fenol (11g)

HO

Br

/s/\\\N/N\

H H
IV, principais sinais (v cm™, KBr): 3406,25 (O-H); 3286,87 (N-H); 1611,22 (C=N).
RMN!H (300 MHz, acetona, ppm): & 8,77 (s, 1H, NH); 8,23 (s, 1H, CH=N); 7,90-7,89 (m,
1H, benzilideno); 7,73-7,70 (dd, 2H, J = 1,8 e J = 2,4 Hz, Ar-H); 7,68 (s, 1H, benzilideno);
7,58-7,55 (m, 1H, benzilideno); 7,41-7,36 (t, 1H, benzilideno); 7,04 (s, 1H, H tiazolico); 6,91-
6,88 (dd, 2H, J=1,8e J=1,8 Hz, Ar); 5,4 (s largo, 1H, OH).

RMN®C (75 MHz, acetona, ppm) e DEPT: § 168,85 (S-C=N); 158,38 (HO-C=C); 147,96
(CH=N); 143,25 (C=C-N); 137 (Cq benzilideno); 132,92 (CH benzilideno); 131,16 (CH
benzilideno); 129,51 (CH benzilideno); 127,79 (CH Ar); 126,32 (Cq Ar); 124, 65 (CH
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benzilideno); 122,87 (Br-C=C); 115,97 (CH Ar); 101,37 (S-CH).

5.1.1.28 4-{2-[N’-(3-Nitro-benzilideno)-hidrazona]-tiazol-4-il}-fenol (11h)

HO

NO

Vi N
SJ\N/N\

H H
IV, principais bandas (v cm™, KBr): 3396,46 (O-H); 3120,8 (N-H); 1611,22 (C=N).
RMN!H (300 MHz, acetona, ppm): & 8,51 (s, 1H, CH=N); 8,22-8,19 (m, 2H, benzilideno);
8,11 (d, 1H, J = 8,4 Hz, Ar-H); 7,75-7,72 (dd, 2H, J =1,8 e J = 1,8 Hz, Ar-H); 7,70 (s, 1H,
benzilideno); 7,01 (s, 1H, H tiazélico); 6,87-6,84 (dd, 2H, J = 1,5 e J = 2,4 Hz, Ar-H); 4,1 (s
largo, 1H, OH).
RMN®C (75 MHz, acetona, ppm) e DEPT: § 167,72 (S-C=N); 157,31 (C=C-NO); 151,12
(HO-C=C); 148,82 (C=C-N); 139,01 (CH=N); 136,77 (Cq benzilideno); 132,07 (CH
benzilideno); 130,12 (CH benzilideno); 127,22 (CH Ar); 126,61 (Cq Ar); 123,28 (CH Ar);
120,52 (CH benzilideno); 115,27 (CH Ar); 101,07 (S-CH).

5.2 ESTUDO BIOLOGICO

A seguir serdo descritos os resultados obtidos nas avaliacdes biologicas dos

compostos.

5.2.1 Avaliacdo da atividade esquistossomicida dos compostos sintetizados

A atividade esquistossomicida dos derivados tiazolicos foi avaliada frente a vermes
adultos de S. mansoni na concentrag¢do tunica de 100 ug/mL. As leituras foram realizadas a

cada 24 horas por um periodo de cinco dias, ou seja, 120 horas.

Durante todo o periodo de observacdo (120 horas), todos os vermes adultos de S.
mansoni incubados na auséncia de qualquer farmaco (grupo controle negativo) exibiram
movimento ondulatorio e peristaltico caracteristico ao longo do eixo do corpo, com aderéncia

ocasional no fundo da placa de cultura, através da ventosa ventral (pontuagdo 5). Em
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contraste, 0s vermes expostos & droga esquistossomicida de escolha, praziquantel (grupo

controle positivo), apresentaram contracdo muscular imediatamente apds a administragdo do

farmaco. Depois de 24 horas de tratamento com praziquantel, 100% dos vermes morreram

(pontuacéo 0).

As oito tiazolhidrazonas foram testadas, observando-se a capacidade destas moléculas

de inibir a motilidade e/ou levar os parasitos a morte. Das oito moléculas avaliadas apenas

trés mataram os parasitos (llc, lle e 11f), mas com percentuais de mortalidade muito baixos,

variando entre 6,66 e 36,36%. Os derivados Ila, Ilb, Ild, llg e IIh ndo apresentaram

atividade esquistossomicida neste experimento.

A Tabela 4 relne as taxas de mortalidade dos vermes adultos frente aos compostos

sintetizados e também retrata algumas observagdes feitas ao longo das leituras.

Tabela 4. Mortalidade dos vermes adultos de S. mansoni tratados com os derivados tiazélicos

sintetizados (%).

Tempo (horas)

Compostos 24 48 72 96 120 Observacoes

lla 0 0 0 0 0 Vermes escuros e aderidos a placa;
presenca de ovos.

b 0 0 0 0 0 Presenca de ovos.

llc 0 0 0 7,69 30,76 Vermes curtos, escuros e descamados;
auséncia de ovos.

Id 0 0 0 0 0 Casais desacalando e ndo aderidos;
presenca de ovos.

lle 0 0 0 0 36,36 Vermes escuros e  descamados;
presenca de bolhas; auséncia de ovos.

1f 6,66 6,66 6,66 6,66 6,66 Vermes aderidos; presenca de ovos.

llg 0 0 0 0 0 Presenca de ovos.

Ih 0 0 0 0 0 Auséncia de ovos.

de acordo com 0s scores a seguir:

3 — Presenca apenas de movimentos internos;

1 — Verme com pouco movimento ao longo do corpo;

2 — Parasito com movimento apenas nas extremidades;

A motilidade dos parasitos pode ser analisada na Tabela 5. Cada verme foi analisado

0 — Auséncia total de movimento corporal e cefalico do parasito;
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4 — Movimentos ndo coordenados e vermes ndo aderidos a placa;

5 — Movimento padréo do parasito e adesdo a placa.

Tabela 5. Motilidade dos vermes (%) no grupo controle e depois de tratados com o Praziquantel e
com as tiazolhidrazonas em diferentes tempos pds-incubagao.

Tempo (horas)

Compostos 24 48 72 96 120
Controle 100% -5 100% -5 100% -5 100% — 5 100% — 5
Praziquantel 100% -0 100% -0 100% -0 100% — 0 100% — 0
la 100% — 4 100% -5 100% -5 100% — 5 100% — 4
b 100% — 4 100% — 4 100% — 4 70% — 4 60% — 1
10% — 1 30% - 4
20% -5 10% — 2
llc 100% — 4 100% — 4 100% — 4 8,33% -0 30,76% -0
8,33% — 1 46,15% — 1
16,66% — 2 23,07% -3
16,66% — 3
50% — 4
Id 100% — 4 100% — 4 55,55% — 5 55,55% — 5 100% — 4
44,44% — 4 44,44% — 4
e 9,09% — 1 100% — 4 9,09% — 1 36,36% — 1 36,36% -0
90,9% — 4 90,9% — 4 9,09% — 2 27,27% — 1
27,27% — 4 9,09% — 2
27,27% -5 27,27% — 4
If 6,66% — 0 6,66% — 0 6,66% — 0 6,66% — 0 6,66% — 0
93,33% — 4 33,33% -1 66,66% — 4 13,33% - 1 13,33% - 1
60% — 4 26,66% — 5 80% — 4 66,66% — 4
13,33% -5
lg 100% — 4 9,09% — 1 9,09% — 4 9,09% — 1 100% — 4
90,9% — 4 90,9% —5 90,9% — 4
Ih 40% -1 100% — 4 100% — 4 20% — 1 60% — 1
60% — 4 6,66% — 1 33,33% -2
13,33% - 3 6,66% — 4
60% — 4

Como se pode observar, a maioria dos compostos sintetizados ndo se mostraram
eficazes frente aos vermes adultos do S. mansoni. Os compostos lla, Ild e llg ndo
apresentaram taxa de mortalidade, mas, apds 120 horas, foi observado que os vermes tratados
com estes compostos apresentaram movimentos ndo coordenados e ndo encontravam-se

aderidos a placa.
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Os compostos I1b e I1h ndo mataram nenhum parasito. Apds 120 horas de observacéo,
foi possivel verificar que a maior parte dos vermes tratados com estes compostos apresentava

pouco movimento ao longo do corpo.

As tiazolhidrazonas llc, Ile e IIf apresentaram taxa de mortalidade para vermes
adultos de S. mansoni. O composto llc, substituido com um grupamento nitro na posi¢cdo
quatro do benzilideno, matou, apés 120 horas, 30,76% dos parasitos. Apesar da taxa de
mortalidade ser baixa, é importante verificar que 46,15% dos vermes que receberam esta
molécula apresentaram pouco movimento ao longo do corpo no ultimo dia do experimento.

Além disso, esta molécula promoveu descamacdes e escurecimento dos vermes.

O radical nitro é considerado parasitoférico por apresentar um grupo de nitroderivados
auxiliando na atividade antiparasitaria, tais como os furanos, tiofenos, tiazdis e imidazois.
Muitos nitrocompostos vém se destacando na terapéutica como antiparasitarios, tais como o

metronidazol, o benzonidazol e o nifurtimox (PAULA et al., 2009).

O composto IIf matou apenas 6,66% dos parasitos. Mas quase 80% dos vermes

apresentaram alteracdo na sua motilidade.

Dos vermes tratados com o composto lle, 36,36% morreram. O 4-{2-[N’-(3-Cloro-
benzilideno)-hidrazona]-tiazol-4-il}-fenol mostrou ser o mais ativo dos compostos testados,
uma vez que todos os outros parasitos que receberam tratamento com esta molécula (63,64%)
tiveram sua motilidade comprometida ou apresentaram movimentos descoordenados. Além

disso, esta molécula promoveu descamacdes e escurecimento dos vermes.

O atomo de cloro se caracteriza por ser um retirador de elétrons por efeito indutivo
negativo e por apresentar efeito mesomérico positivo (BRUICE, 2006). A introducdo de um
atomo de halogénio como substituinte torna o derivado mais lipofilico, ou seja, menos soluvel
em agua. Estudos indicam que os halogénios podem melhorar a absor¢cdo dos compostos em

meio bioldgico, mais precisamente nas membranas celulares (THOMAS, 2003).

Como dito anteriormente, os halogénios conferem as moléculas certo grau de
lipofilicidade, mas a presenca da hidroxila diminui esse fator. Com isso, aumenta a
dificuldade de penetracdo dos compostos nos organismos a ser tratados, o que provavelmente

justifica os fracos resultados obtidos neste experimento.
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O escurecimento dos parasitos ocorre quando eles se contraem. Esta caracteristica
também € observada quando os vermes sdo tratados com Praziquantel. A descamacéo
observada nos vermes ap0s o tratamento com as tiazolhidrazonas pode ser causada pela

destruicdo do tegumento.

Apenas nos pogos que receberam os compostos llc, Ile e I1h ndo foi detectada a
presenca de ovos, ou seja, 0S compostos inibiram o acasalamento entre os parasitos. Nos
demais pogos, inclusive no que recebeu o composto IIf (molécula que apresentou taxa de
mortalidade), houve oviposicéo.

5.2.2 Estudo da atividade antimicrobiana dos compostos sintetizados

Os resultados da avaliacdo do teste de difusdo em disco de papel estdo descritos na
Tabela 6.
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Tabela 6. Atividade antimicrobiana de compostos testados contra cepas bacterianas e levedura,
utilizando o método de difusdo em disco (diametro do halo de inibicdo em mm).

Micro-organismos

Bactéria
Compostos Bactéria Gram-positiva Bactéria Gram-negativa Ag\;lgi?jool- Levedura
resistente
Sa Mi Bs Ef Pa Ec Sm Ms Ca
la 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Ib 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Ic 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Id 0 0 0 0 0 0 0 0 0
le 0 0 0 0 0 0 0 0 0
13,33
If 0 0 0 0 0 0 0 0,57 0
9,66
Ig 0 0 0 0 0 0 0 +0,57 0
Ih 0 0 0 0 0 0 0 0 0
lla 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Ib 0 0 0 0 0 0 0 0 0
llc 0 0 0 0 0 0 0 0 0
8,33
Id 0 057 0 0 0 0 0 0 0
8,66 8,33 9,33
le 0,57 25+1 £057 0 0 0 0 +057 0
10,66 8,66 8,33
e ®  io057 057 x057 0 O 0 91 0
lg 0 0 0 0 0 0 0 9+1 0
Ith 0 0 0 0 0 0 0 0 0
. 14,6 14,66
Kanamicina 22,33 27 £ 13,33 13+ ' !
. ’ ' * * 14,66+0,58 40+1,0 NT
(30 pg/disco) +0,58 1,0 +0,58 1,0 058 058
Cefotaxime
(30 pg/disco) 34 45 25 12 22 38 36 15 24+£1,0
Ampicilina
(10 pg/disco) 38 45 28 24 NT 20 NT NT NT

Os resultados representam a média + desvio padrao.
Sa: S. aureus; MI: M. luteus; Bs: B. subtilis; Ef: E. faecalis; Pa: P. aeruginosa; Ec: E. coli; Sm: S.
marcescens; Ms: M. smegmatis; Ca: C. albicans.

Das oito tiossemicarbazonas sintetizadas, apenas duas demonstraram possuir atividade
antimicrobiana. Os compostos If e Ig apresentaram halos de inibicdo contra 0 Mycobacterium

smegmatis de 13,33 e 9,66 mm, respectivamente.

Quatro das oito tiazolhidrazonas sintetizadas mostraram inibir o crescimento dos
micro-organismos. O composto 11d exibiu halo inibitério de 8,33 mm contra 0 Micrococcus
luteus, halo este considerado muito pequeno. A sua tiossemicarbazona correspondente, Id,

ndo se mostrou ativa frente a nenhum micro-organismo utilizado neste experimento.
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A molécula Ile inibiu o crescimento de quatro micro-organismos diferentes, sendo um
deles com halo considerdvel. Os halos exibidos por este composto foram: 8,66 mm
(Staphylococcus aureus), 25 mm (Micrococcus luteus), 8,33 mm (Bacillus subtilis) e 9,33 mm
(Mycobacterium smegmatis). O maior halo formado por este derivado foi contra o M. luteus
(25 mm). O seu intermediario, 3-Cloroariltiossemicarbazona (le), ndo mostrou eficicia contra

nenhuma cepa testada.

O derivado I1f apresentou maior espectro de acdo, uma vez que inibiu o crescimento
de cinco micro-organismos. Os halos formados foram: 9 mm (S. aureus), 10,66 mm (M.
luteus), 8,66 mm (B. subtilis), 8,33 mm (Enterococcus faecalis) e 9 mm (M. smegmatis).
Estes halos ndo foram considerados significativos. Porém, vale ressaltar que o seu
intermediario, 3-Fluorariltiossemicarbazona (If), mostrou efetividade frente a apenas uma

cepa, M. smegmatis.

O composto Ilg exibiu halo de inibicdo apenas para a bactéria alcool-acido resistente

(M. smegmatis). O halo formado foi de 9 mm.

De uma forma geral, as moléculas ciclizadas, as tiazolhidrazonas, demonstraram maior
atividade antimicrobiana dos que as suas respectivas tiossemicarbazonas. Estes resultados
demonstram que a presenca de dois grupos bioativos na molécula tende a aumentar a

atividade destes compostos.

Em 2008, Karegoudar et al. sintetizaram sete derivados tiazélicos contendo o radical
2,3,5-triclorofenil. Estes compostos foram testados contra 0os micro-organismos: E. coli, S.
aureus, P. aeruginosa e B. subtilis. Estas moléculas exibiram halos de inibicdo de até 20 mm,
inclusive para as bactérias Gram-negativas. O padrao utilizado por esses pesquisadores foi a
ciprofloxacina, que apresentou halo variando entre 16 e 20 mm, exceto para o B. subtilis, cujo
halo exibido foi de 21 mm (KAREGOUDAR et al., 2008).

Estes resultados contrastam-se aos obtidos neste trabalho, uma vez que as
tiazolhidrazonas sintetizadas ndo inibiram nenhuma cepa Gram-negativa. E 0s halos
apresentados por estas moléculas para o S. aureus e o B. subtilis, foram menores quando

comparados aos trabalhos do grupo de pesquisa de Karegoudar.

No trabalho de Alam e seu grupo de pesquisa, desenvolvido em 2011, os autores

determinaram a atividade microbiolégica de arilidenotiossemicarbazonas e 2-
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arilidenohidrazina-4-ariltiazois nas concentraces de 25 e 50 pug por disco. Para tal, estes
pesquisadores utilizaram o0s seguintes micro-organismos: Bacillus cereus, S. aureus, B.
subtilis, Bacillus megaterium, P. aeruginosa, Shigella dysenteriae, Salmonella typhi, E. coli,
Aspergillus oryzae, C. albicans e Saccharomyces cerevisiae.

As tiossemicarbazonas ndo mostraram nenhuma eficdcia contra estas cepas.
Entretanto, dos onze 2-arilidenohidrazinil-4-ariltiazois apenas trés ndo exibiram nenhuma
atividade antimicrobiana. Os compostos 2-(2-(4-Bromobenzilideno)hidrazinil)-4-fenilltiazol e
2-(2-(4-metoxibenzilideno)hidrazinil)-4-feniltiazol apresentaram forte atividade contra B.
cereus, S. aureus, B. megaterium, S. typhi, e E. coli. Os halos formados por esses compostos
variaram entre 10 e 19 mm. O padréo utilizado para este experimento foi a kanamicina, que
apresentou halos entre 10 e 17 mm. Porém, nas concentracdes de 25 e 50 ug por disco, 0s
derivados sintetizados ndo foram eficazes para as cepas Gram-negativas P. aeruginosa e S.

dysenteriae e para os fungos A. oryzae, C. albicans e S. cerevisiae (ALAM et al., 2011).

Os resultados obtidos por Alam e seu grupo de pesquisa demonstraram que as
moléculas sintetizadas por eles sdo mais eficazes do que as sintetizadas neste trabalho, uma
vez que exibiram halos de inibicdo consideraveis e alguns derivados conseguiram inibir o

crescimento das bactérias Gram-negativas S. typhi, e E. coli.

O caréter lipofilico de uma molécula é o fator mais determinante para a sua atividade
antimicrobiana, uma vez que quanto mais lipofilica € uma substancia mais facilmente ela
conseguird penetrar nas células dos micro-organismos ou causar danos irreversiveis a
membrana desses seres. Alam e sua equipe realizaram estudos de relacdo estrutura-atividade e
concluiram que a introducdo na molécula de grupos polares acarretava a redu¢do ou a nao
presenca de atividade antimicrobiana. Este fato fica muito nitido quando se analisa a Figura
30. Nela sdo retratadas duas tiazolhidrazonas, uma substituida na posicdo para por uma

hidroxila e outra sem substituicdo neste anel aromatico.
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Figura 30 - Estruturas de tiazolhidrazonas: a direita - sintetizada para este trabalho; & esquerda -
sintetizada por Alam et al., 2011.

/% ) Br /; . Br
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Esses pesquisadores testaram suas drogas frente a onze micro-organismos diferentes,
sendo quatro iguais aos utilizados nesta dissertacdo, e em menores concentracdes. A molécula
que possui uma hidroxila na posicdo quatro do anel aromético ndo inibiu o crescimento de
nenhum micro-organismo. Entretanto, a molécula sintetizada por esses estudiosos inibiu o
crescimento de cinco germes, sendo trés deles os mesmos que foram utilizados na avaliacéo
microbiolégica das moléculas sintetizadas para este trabalho. Com isso, concluiu-se que a
introducéo da hidroxila na molécula tornou-a inativa, uma vez que a deixa mais hidrofilica e,
consequentemente, com maior dificuldade de penetrar nos micro-organismos. Este fato
corrobora com os estudos de relagdo estrutura-atividade que também foram realizados por

esse grupo de pesquisa (ALAM et al., 2011).

Nenhum dos compostos sintetizados neste trabalho apresentou inibicdo frente aos
micro-organismos Gram-negativos, P. aeruginosa, E. coli e Serratia marcescens, e frente a

levedura, C. albicans.

5.2.3 Estudo da atividade citotdxica dos compostos sintetizados

A atividade citotoxica in vitro dos compostos (la-h) e (lla-h) foi realizada pelo
método do MTT frente as células NCI H-292 (carcinoma epidermoide de pulmao - humano),
HL60 (leucemia promielocitica - humana), MCF-7 (adenocarcinoma de mama - humano) e
HEp-2 (carcinoma de laringe — humano). A Tabela 7 mostra os valores do efeito da inibi¢éo

do crescimento (% de inibicdo) nas linhagens celulares testadas (em 25 pg/mL).

Ao analisar superficialmente os resultados presentes na Tabela 7, é possivel observar
gue 0s compostos apresentaram citotoxicidade, variando de pouca atividade até muita
atividade. A inibicdo da proliferacdo celular variou de 5,57%, para o composto Ila frente a
linhagem MCF-7, a 97,1%, apresentado pelo composto IIf frente as células da linhagem
HL60.
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Tabela 7. Efeito da inibicdo do crescimento (% de inibi¢cdo) em linhagens celulares de carcinoma

humano (em 25 ug/mL).
Compostos Linhagens

NCI H-292 HL60 MCE-7 HEp-2

la 25,88 83,55 ND 47,21

Ib 5,59 72,24 ND 46,43

Ic 26,43 7,943 ND 26,79

Id 21,08 28,33 ND 61,18

le 25,35 10,24 ND 49,76

If 10,82 14,75 ND 39,8

Ig 29,07 48,97 ND 68,26

lh 46,82 1,71 ND 27,66

lla 59,18 84,18 5,57 70,83

Ilb 68,21 81 13,65 79,9

lic 48,7 88,06 ND 12,26

Ild 66,77 92,57 21,82 77,54

lle 69,93 76,19 ND 77,54

1f 75,56 97,1 52,51 80,54

lg 83,26 75,49 55,59 83,06

Ilh 46,21 11,02 ND 21,85
Doxorrubicina 89,64 ND 64,5 78,75

ND: N&o determinado.

Os compostos testados podem ser divididos em dois grupos distintos, as
tiosemicarbazonas, intermediarios para obtencdo dos compostos finais, e as tiazolhidrazonas.
Oito derivados tiossemicarbarzonicos e oito tiazolhidrazonas foram sintetizados e testados.
As tiossemicarbazonas foram testadas para trés linhagens celulares. A maioria dessas
moléculas apresentou inibicédo abaixo de 50%. Cinco das oito tiazolhidrazonas foram testadas
para quatro linhagens de células. Esses compostos inibiram o crescimento da maioria das

linhagens celulares (Tabela 7).

Em relacdo aos compostos intermediarios, as tiossemicarbazonas, podemos observar
que os melhores resultados foram obtidos para as células HL60, a mais sensivel das linhagens
celulares utilizadas. Os compostos la e Ib apresentaram, respectivamente, 83,55 e 72,24% de
inibicdo para as células dessa linhagem. Para a linhagem NCI H-292 nenhum composto
tiossemicarbazénico inibiu mais que 50% da proliferacdo celular. O melhor resultado para
esse tipo celular foi obtido pelo 11h, com um percentual de 46,82%. Os compostos Id e Ig
apresentaram 0s maiores percentuais de inibicdo frente as células HEp-2, 61,18 e 68,26%,

respectivamente.

As tiossemicarbazonas que possuem substituicio na posicdo para do anel

demonstraram ser mais efetivas frente as células de leucemia promielocitica humana quando
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comparadas as tiossemicarbazonas que possuem 0S mesmos substituintes, mas na posi¢do
meta. A diferenca na efetividade de inibi¢cdo do crescimento celular desta linhagem pode ser
verificada ao comparar os derivados Ib (72, 24%) e Ig (48,97%), por exemplo (Figura 31).

Figura 31 - Estruturas dos compostos la (a esquerda) e Ig (a direita), mostrando que ha diferenca na
atividade citotoxica quando a posi¢ao do substituinte € modificada.
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Ib: 5,59% (NCI H-292); Ig: 29,07% (NCI H-292);
72,24% (HL60) e 46,43% 48,97% (HL60) e 68,26%
(HEp-2). (HEp-2).

Trés destes intermediarios substituidos na posicdo meta do benzilideno mostraram ser
mais efetivos na inibicdo da proliferacdo celular das celulas HEp-2, exceto o Id (4-
Fluorariltiossemicarbazona), que demonstrou maior percentual de inibicdo quando comparado
ao If (3-Fluorariltiossemicarbazona).

As tiazolhidrazonas sintetizadas apresentaram excelentes percentuais de inibigédo.
Frente as células da linhagem NCI H-292, seis dos oito compostos obtidos apresentaram
inibicdo da proliferacdo celular acima de 50%. Os resultados obtidos para essa linhagem
variaram de 46,21 (I1h) a 83,26% (11g).

Todas as moléculas apresentaram inibicdo superior a 50% frente as células de
leucemia promielocitica (HL60). O menor resultado obtido foi 75,49% (ll1g) e o maior foi
97,1% (11f).

A linhagem MCF-7 é a mais resistente das células utilizadas neste experimento. Cinco
compostos foram avaliados contra esta linhagem. Dos cinco, apenas dois, o 1If e o llg,

mostraram inibicdo superior a 50%, 52,51 e 55,59%, respectivamente.
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Das oito tiazolhidrazonas sintetizadas, seis apresentaram mais que 50% de

citotoxicidade frente as células HEp-2. Os resultados variaram entre 12,26 (lic) e 83,06%

(11g).

De forma geral, as tiazolhidrazonas com o substituinte na posi¢éo para do benzilideno
mostraram ser mais eficazes frente a leucemia promielocitica humana. Dos derivados
sintetizados e testados, todas as tiazolhidrazonas substituidas na posi¢do para do benzilideno
demonstraram maior atividade citotdxica contra as células HL60 do que as moléculas com os
mesmos substituintes, mas na posicdo meta. No geral, para o carcinoma epidermoide de
pulmdo as tiazolhidrazonas com o substituinte em meta, também apresentaram maior
atividade citotoxica do que os compostos substituidos na posicdo para do benzilideno. A
comparacgdo dos percentuais de inibicdo de compostos com 0s mesmos substituintes, mas em
posicOes diferentes, podem ser vistos na Figura 32.

Figura 32 - Estruturas dos compostos I1b (a esquerda) e Ilg (a direita), mostrando que ha diferenca na
atividade citotoxica quando a posicao do substituinte ¢ modificada.
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l1b: 68,21% (NCI H-292); 81% lg: 83,26% (NCI H-292);
(HL60); 13,65% (MCF-7) e 75,49% (HL60); 55,59% (MCF-
79,9% (HEp-2). 7) e 83,06% (HEp-2).

O interessante é observar que, na maioria dos casos, as tiazolhidrazonas apresentaram
citotoxicidade maior do que as demonstradas pelas tiossemicarbazonas correspondentes. Por
exemplo, o derivado la, 4-cloroariltiossemicarbazona, apresentou inibicdo de: 25,88% frente
as células NCI H-292, 83,55% contra a linhagem HL60 e 47,21% de inibicdo da proliferacdo
das células HEp-2. Enquanto a sua tiazolhidrazona correspondente, 4-{2-[N’-(4-Cloro-
benzilideno)-hidrazina]-tiazol-4-il}-fenol (I1a), mostrou os seguintes resultados: 59,18%
(NCI H-292), 84,18% (HL60) e 70,83% (HEp-2). Assim, podemos perceber que ao

introduzirmos um anel tiazélico, a partir de uma reacdo de ciclizagdo, no derivado
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tiossemicarbazonico, potencializamos a atividade citotoxica deste, com aumentos expressivos

na sua capacidade inibitoria (Figura 33).

Figura 33 - Exemplo de atividade citotdxica de tiazolhidrazona (a direita) obtida ap6s ciclizacdo de
tiossemicarbazona (a esquerda).
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la: 25,88% (NCI H-292); I1a: 59,18% (NCI H-292);

83,55% (HL60) e 47,21% 84,18% (HL60) e 70,83%
(HEp-2). (HEp-2).

Neste estudo, as moléculas I11f e 11g apresentaram maior citotoxicidade. Inibiram todas
as células com percentuais acima de 50% para todas as linhagens em concentracdo Unica.
Entdo, esses compostos foram submetidos a diluicdes para avaliar a 1Cso. Assim, foi definido
a concentracdo com a qual se observou 50% de inibicdo do crescimento. Os valores obtidos
nesse teste estdo descritos na Tabela 8.

Tabela 8. 1Cso (em pg/mL) para os compostos 11f e Ilg.

LINHAGENS

Compostos —J &1 {292 HL60 MCE-7
T 118 5.34 12.0
Ilg 16.1 12,58 20.0

Os compostos evidenciaram moderada capacidade de inibir a proliferacdo das células
testadas. Os melhores resultados foram obtidos pelo composto 11f, uma vez que apresentou as
menores ICso para as trés linhagens celulares testadas: 11,8 pg/mL (NCI H-292), 5,34 pg/mL
(HL60) e 12 pg/mL (MCF-7). Estes resultados ndo foram considerados excelentes, pois, de
acordo com o protocolo estabelecido no experimento, o composto € ativo, quando a ICso
apresenta valor igual ou inferior a 4 pg/mL (GERAN et al, 1972; FERRARI et al, 1992).
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6 CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

v
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Oito tiossemicarbazonas e oito inéditas tiazolhidrazonas foram sintetizadas,
purificadas e suas constantes fisico-quimicas determinadas;

Todos 0s compostos tiveram rendimento acima de 50%;

Trés tiazolhidrazonas apresentaram atividade esquistossomicidas, llc, lle e IIf,
embora que com baixa taxa de mortalidade;

Apenas duas tiossemicarbazonas (If e 1g) apresentaram atividade antimicrobiana.
Ambas inibiram o crescimento do M. smegmatis, com halos de 13,33 e 9,66 mm,
respectivamente;

Quatro tiazolhidrazonas inibiram o crescimento de micro-organismos. O composto lle
apresentou os maiores halos e o composto Ilf o maior espectro de agéo;

Todavia, nenhum inibiu o crescimento de bactérias Gram-negativas e levedura;

Os resultados ndo mostraram efeitos inibitorios significativos contra as cepas testadas;
Quatro tiossemicarbazonas e sete tiazolhidrazonas apresentaram atividade citotoxica
superior a 50%, frente a, no minimo, uma linhagem celular. Os compostos IIf e llg
mostraram ser 0s mais citotoxicos, apresentaram inibicdo frente as quatro linhagens
testadas.

O composto 1If e 11g apresentaram ICso superior a 4 pg/mL para as trés linhagens
celulares testadas. A molécula I1f apresentou 0s menores valores de ICsq.
Determinacdo da citotoxicidade dos compostos em macréfagos;

Avaliar a atividade esquistossomicida das tiossemicarbazonas;

Avaliar outras atividades bioldgicas dos derivados sintetizados;

Sintetizar os mesmos derivados utilizando o ultrassom, a fim de realizar estudo
comparativo entre as duas metodologias;

Realizar modificacdes nas moléculas, a fim de melhorar as suas atividades bioldgicas;
Avaliar a atividade antitumoral frente a outras linhagens celulares de carcinoma

humano.
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