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RESUMO

O céancer é considerado um grave problema de saude publica em todo o
mundo. Estima-se que em 2020 o niumero de novos casos sera em torno de 15
milhdes. Nas Ultimas décadas, a necessidade do desenvolvimento de novos
antineoplasicos tem se tornado cada vez mais evidente. Nesta direcdo, este
trabalho objetivou a sintese e avaliacdo da atividade antineoplasica de
derivados guanilhidrazonas e tiossemicarbazonas. A literatura reporta varias
atividades bioldgicas para estas substancias, inclusive antineoplasica. Partindo-
se da aminoguanidina e de aldeidos aromaticos foram sintetizados, através de
aguecimento sob refluxo em etanol, vinte guanilhidrazonas, com rendimentos
entre 71% e 95%, que foram testadas quanto a sua atividade citotéxica frente a
linhagens celulares tumorais (HCT-8, MDA-MB435, SF-295 e HL-60). Destas,
guatro substancias: 3,5-di-tert-butil-4-hidroxibenzaldeidoguanilhidrazona, 4-
Bifenilcarboxialdeidoguanilhidrazona, 3,4-Diclorobenzaldeidoguanilhidrazona e
2-Bifenilcarboxialdeidoguanilhidrazona (10, 14, 17 e 19; respectivamente)
apresentaram elevada atividade citotoxica com percentuais de inibicdo do
crescimento celular entre 92% e 100%; além de Clsy abaixo de 4ug/mL.
Entretanto, a avaliacdo frente a linfécitos humanos demonstrou que estas
substancias (10, 14, 17 e 19) ndo sao seletivas, apresentando frente a estas
células um perfil de citotoxicidade semelhante ao apresentado nas células
cancerigenas. Desta forma, com o intuito de elevar a seletividade foram
realizadas modificacbes estruturais que levaram a obtencdo das
tiossemicarbazonas: 3,5-di-tert-butil-4-hidroxibenzaldeidotiossemicarbazona, 4-
Bifenilcarboxialdeidotiossemicarbazona, 3,4-Diclorobenzaldeidotiossemicarba-
zona e 2-Bifenilcarboxialdeidotiossemicarbazona (10a, 14a, 17a e 19a;
respectivamente), com rendimentos compreendidos entre 92% e 100%, que
foram obtidas a partir da condensacédo dos mesmos aldeidos utilizados para o0s
protétipos mais ativos (10, 14, 17 e 19) com a tiossemicarbazida. Estas ultimas
substancias apresentaram pouca atividade citotoxica frente a células
cancerigenas, o0 que evidencia a importancia da regido da guanidina como um
farmacoforo importante para a atividade antineoplasica.

Palavras-chave: guanilhidrazonas, guanidina, tiossemicarbazonas,
citotoxicidade, bioisosterismo.
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ABSTRACT

Cancer is considered a serious public health problem worldwide. It is estimated
that by 2020 the number of new cases will be around 15 million. In recent
decades, the need for development of new anticancer drugs has become
increasingly evident. In this direction, this paper aims at the synthesis and
evaluation of anticancer activity of thiosemicarbazones and derivatives
guanylhydrazones. The literature reports many biological activities for these
substances, including anticancer. Based on the aminoguanidine and aromatic
aldehydes were synthesized by heating under reflux in ethanol, twenty
guanylhydrazones, with yields between 71 - 95%, which were tested for their
cytotoxic activity against tumor cell lines (HCT-8, MDA-MB435, SF-295 and HL-
60). Of these, four: 3,5-di-tert-butyl-4-hydroxybenzaldeydeguanylhydrazone, 4-
Biphenylcarbaldehydeguanylhydrazone, 3,4-Dichlorobenzaldehydeguanylhydra-
zone e 2- Biphenylcarbaldehydeguanylhydrazone (10, 14, 17 e 19; respectively)
showed high cytotoxic activity with percentage inhibition of cell growth between
92% to 100%, well below the IC50 4ug/mL. However, the evaluation against the
human lymphocytes showed that these substances (10, 14, 17 and 19) are not
selective, presenting the face of these cells a profile similar to that displayed
cytotoxicity against cancer cells. Thus, in order to increase the selectivity were
carried out structural changes that led to the formation of thiosemicarbazones:
3,5-di-tert-butyl-4-hydroxybenzaldeydethiosemicarbazone, 4-Biphenyl-
carbaldehydethiosemicarbazone, 3,4-Dichlorobenzaldehydethiosemicarbazone
e 2-Biphenylcarbaldehydethiosemicarbazone (10a, 14a, 17a e 19a;
respectively), with yields ranging from 92% to 100%, which were obtained from
the condensation of these aldehydes prototypes for the most active (10, 14, 17
and 19) with thiosemicarbazide. The latter substances exhibited little cytotoxic
activity against cancer cells, highlighting the importance of the guanidine region
as a important pharmacophore for anticancer activity.

Keywords: guanylhydrazones, guanidine, thiosemicarbazones, cytotoxicity,
bioisosterism.
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1. Introducgéo

O Direito a Saude, ai compreendido acesso aos medicamentos, € parte
de um conjunto de direitos chamados de direitos sociais, que tém como
inspiracdo o valor da igualdade entre as pessoas. O Direito a Saude foi
reconhecido internacionalmente em 1948, quando da aprovacéo da Declaracao
Universal dos Direitos Humanos pela Organizacdo das Nac¢des Unidas (ONU).
No Brasil, foi reconhecido somente quarenta anos depois, na Constituicao
Federal de 1988, e desde entdo promover a salude de todos passou a ser dever
do Estado (Brasil, 2007).

Tendo em vista que 0os medicamentos sao instrumentos essenciais a
preservacdo, manutencado e promoc¢do da Saude. O acesso ao medicamento
representa um importante fator de incluséo social. Acesso este que depende da
disponibilidade do farmaco — principio ativo contido no medicamento e que em
85% dos casos € de origem sintética (Barreiro, 2009).

Neste contexto, a capacidade de planejar, desenvolver e produzir
farmacos que atendam as necessidades de saude da populacdo brasileira
consiste numa das ferramentas mais eficazes para universalizacdo do acesso
aos medicamentos e, consequentemente, do acesso a saude no Brasil.

Este processo, atribuicdo da Quimica Medicinal, caracteriza-se por sua
complexidade, fruto da multiplicidade de fatores que envolvem o planejamento
molecular de novas estruturas capazes de apresentarem o0s efeitos
farmacologicos desejados, com biodisponibilidade adequada ao seu emprego
terapéutico, seguro e confortavel (Wermuth, 1996; Barreiro, 2001).

Diversas estratégias da Quimica Medicinal podem ser empregadas no
desenho molecular de novos candidatos a agentes terapéuticos, i.e. novos
protétipos de farmacos. Sendo também, estas estratégias, cruciais na etapa de
modificacdo molecular necessaria a sua otimizacdo, diminuindo efeitos
colaterais e aumentando sua poténcia, por exemplo. Dentre muitas se
destacam o bioisosterismo, a simplificacdo molecular e a hibridacdo molecular
(Barreiro, 2009).

A modificacdo ou variacdo molecular, utilizando principalmente o
conceito de bioisosterismo, € o método mais frequentemente utilizado como

estratégia para descoberna de novos protétipos de farmacos. Com a aplicacao
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do bioisosterismo pode-se analisar a influéncia da modificacdo de um atomo ou
de um grupo de atomos por seu bioiséstero sobre a atividade biologica que o
farmaco original apresenta, podendo ser mais ativo, ter acdo idéntica ou
mesmo antagbnica (Korolkovas, 1977; Barreiro, 2001).

Neste ambiente interdisciplinar, uma das ferramentas mais importantes
para obtencdo de novos compostos com potencial terapéutico € a Sintese de
Farmacos, uma vez que permite a construcao de moléculas, em seus diversos
niveis de complexidade (Menegatti, 2001).

A Sintese de Farmacos, numa definicdo mais geral, e certamente
incompleta, compreende o estudo de uma sequéncia planejada de reacdes
organicas de alto grau de seletividade, aplicadas consecutivamente sobre uma
substancia de partida, de facil obtencdo, definida como matéria-prima. A
metodologia usada na Sintese de Farmacos precisa ser capaz de viabilizar o
acesso, com maior rendimento quimico possivel, na escala adequada de
menor custo, a composto farmacoterapeuticamente ativo, de elevado grau de
pureza, passivel de ser em pregado, com seguranga, na posologia prescrita,
como medicamento (Barreiro, 1991).

Focalizando-se na busca por novos agentes terapéuticos com atividade
antineoplasica, este trabalho utilizou o bioisosterismo como estratégia para o

planejamento racional de novos prototipos de farmacos contra o cancer.
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2. Revisao de Literatura

2.1 Cancer

O termo cancer é utilizado genericamente para representar um conjunto
de mais de 100 doencas, incluindo tumores malignos de diferentes
localizacbes. Importante causa de doenca e morte no Brasil, desde 2003, as
neoplasias malignas constituem-se na segunda causa de morte na populacao,
representando quase 17% dos Obitos de causa conhecida, notificados em 2007
no Sistema de Informacgdes sobre Mortalidade (INCA, 2009).

Segundo relatorio da Agéncia Internacional para Pesquisa em Cancer
(IARC)/OMS (World Cancer Report, 2008), o impacto global do cancer mais
gue dobrou em 30 anos. Estimou-se que, no ano de 2008, ocorreriam cerca de
12 milhdes de casos novos de cancer e 7 milhdes de o6bitos (INCA, 2009).

Neoplasia significa o processo de um novo crescimento celular e um
novo crescimento é chamado de neoplasma. Consiste, entdo, na proliferacao
celular anormal, descontrolada e autbnoma (fora do controle dos mecanismos
gue regulam a multiplicacdo celular), na qual as células reduzem ou perdem a
capacidade de diferenciar; em consequéncia de alteracdes nos genes que
regulam o crescimento e a diferenciacdo celulares. Quando ocorre em 6rgaos
sdlidos, o maior numero de células forma o tumor (Brasileiro-Filho, 2006).

Na pratica, neoplasias sdo chamadas de tumores. O termo tumor é mais
abrangente, pois significa qualquer lesdo expansiva ou intumescimento
localizado, podendo ser causado por varios outros processos. Originalmente o
termo foi aplicado ao edema causado por uma inflamacdo. Impende salientar
gue o termo cientifico adotado para o cancer é neoplasia maligna. Entretanto é
comum a utilizacdo do termo tumor como sinbnimo de neoplasia. Segundo
Kumar (2005) o emprego ndo-neoplastico de tumor saiu de uso; portanto, o
termo agora equivaleria a neoplasma (Almeida, 2005; Kumar, 2005; Brasileiro-
Filho, 2006).

A natureza do cancer sugere que ele seja a doenca do caos, o0 colapso
da ordem biolégica no corpo humano, pois as neoplasias sao formadas por
células que perderam sua habilidade para manter e criar tecidos de forma e
funcdes normais (Weinberg, 2008). Este processo - denominado carcinogénese

- ocorre, geralmente, de maneira lenta e pode levar varios anos para que uma
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célula neoplasica se prolifere e dé origem a um tumor visivel. S8o varios os
estagios que estas células passam antes de serem consideradas um tumor
propriamente dito, entre eles: o estagio de iniciagdo ou primeiro estagio, onde
as células sofrem a acdo de agentes cancerigenos passando para a fase
seguinte; o estagio de promocao, onde as células iniciadas sao transformadas
em malignas; e o estagio de progressédo, no qual as células apresentam uma
multiplicacédo descontrolada e irreversivel, este é o ultimo estagio (INCA, 2009).
Os tumores podem ser classificados de acordo com varios critérios:

e Pelo comportamento clinico (benignos ou malignos);

e Pelo aspecto microscopico (critério histomorfoldgico);

e Pela origem da neoplasia (critério histogenético).

De modo geral, o critério de classificagdo mais recorrente € o do
comportamento clinico. Pois as implicacdes de uma neoplasia maligna sao
substancialmente mais graves que de uma neoplasia benigna.

As neoplasias benignas apesar de muitas vezes néo representarem
grandes problemas para seus portadores, tém grande interesse préatico por sua
alta frequéncia e pelas consequéncias que podem gerar. Seja por seu volume,
seja por sua localizacdo ou outras propriedades, tumores benignos podem
causar varios transtornos para o paciente (obstrucdo de 6rgados ou estruturas
ocas, compressdo de 6rgdos e tecidos, producdo de substancias em maior
guantidade etc.) inclusive sua morte. Neste sentido, o termo benigno deve ser
entendido com reservas (Brasileiro-Filho, 2006; Kumar, 2005).

As células benignas em geral ndo sdo bem diferenciadas e podem até
ser indistinguiveis das células normais correspondentes, ou seja, o tumor
reproduz bem o tecido que Ihe deu origem. Como a taxa de divisdo celular é
pequena (baixo indice mitético), em geral o tumor tem crescimento lento. Este
altimo fato permite o desenvolvimento adequado de vasos sanguineos,
assegurando boa nutricdo das células. Desse modo, degeneracdes, necroses e
hemorragias sdo pouco comuns. Por essa razao e pelo fato de n&o infiltrar ou
destruir os tecidos vizinhos, o tumor benigno néo leva a ulceragcédo. Além disso,
ndo compromete a nutricdo do hospedeiro (a acdo espoliativa € discreta ou
ausente) e geralmente tem um crescimento como uma massa expansiva
esférica. O crescimento do tipo infiltrativo € praticamente exclusivo dos tumores
malignos (Brasileiro-Filho, 2006; Kumar, 2005).
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Ja as células das neoplasias malignas tém propriedades funcionais e
morfologicas diferentes das células benignas. A taxa de reproducéo celular é
elevada (alto indice mit6tico); seu crescimento é usualmente rapido; 0 mesmo
ndo acontece com 0 estroma e 0S vasos sanguineos, que se desenvolvem
mais lentamente, resultando muitas vezes em degeneracfes, nhecroses,
hemorragias e ulceracdes. Por essa razdo as neoplasias malignas
frequentemente sangram e apresentam areas de necrose. Também devido ao
crescimento infiltrativo, ndo apresentam capsula (Quadro 1) (Brasileiro-Filho,
2006; Weinberg, 2008).

Quadro 1. Caracteristicas das neoplasias benignas e malignas.

Neoplasia Benignha Neoplasia Maligna

Taxa de crescimento Baixa Alta

Grau de diferenciagdo  Bem diferenciadas Desde bem
diferenciadas até
anaplasticas

Degeneracao, necrose  Ausentes Presentes

Tipo de crescimento Expansivo Infiltrativo

Cépsula Presente Geralmente ausente

Limites da leséo Bem definidos Imprecisos

Efeitos locais e Geralmente Geralmente importantes

A inexpressivos e as vezes letais

sistémicos

Recidiva Em geral ausente Presentes

Metastases Ausentes Presentes

Fonte: Brasileiro-Filho, 2006. Adaptado.

A maior gravidade das neoplasias malignas consiste no fato destas
células serem capazes de gerar metastases. A metastase (do grego metastatis
= mudanca de lugar, transferéncia) é a formacdo de uma nova lesao tumoral a
partir da primeira, mas sem continuidade entre as duas. A formagédo de
metastases € um processo complexo e depende de inUmeras interagdes entre
células malignas e componentes dos tecidos normais do hospedeiro. A
formacdo de uma metastase envolve: o destacamento das células da massa
tumoral original, deslocamento dessas células através da matriz extracelular,
invasdo dos vasos linfaticos ou sanguineos, sobrevivéncia das células na

circulacao, adeséo ao endotélio vascular no 6rgdo onde irdo se instalar, saida
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dos vasos nesse oOrgao, proliferacdo do 6rgao invadido e inducdo de vasos
para o suprimento da nova colbnia (Brasileiro-Filho, 2006; Weinberg, 2008).

De acordo com as estatisticas disponiveis, o cancer afeta parcela
expressiva da populacdo mundial e tem sido uma das principais causas de
morte. Apesar do declinio do nimero de ébitos para alguns tipos da doenca
(linfomas, certas neoplasias da infancia etc.), a taxa de mortalidade global por
cancer tem aumentado nas ultimas décadas (Brasileiro-Filho, 2006).

No ano de 2005, das 58 milhGes de mortes ocorridas no mundo, o
cancer foi responsavel por aproximadamente 7,6 milhdes e destas, mais de
70% ocorreram em paises com média ou baixa renda (Brasil, 2007; WHO,
2006). As taxas de mortalidade bruta, no Brasil, tanto entre homens quanto
entre mulheres sao especialmente elevadas nas regifes sul e sudeste do pais
No estado de Alagoas, particularmente, a taxa bruta de mortalidade alcanga um
média de 36,16 casos de morte por cancer para cada 100.000 homens; e 37,24
casos de morte por cancer para cada 100.000 mulheres (Figuras 1 e 2, pag.
21) (INCA, 2011).

Segundo a Organizacdo Mundial da Saude (2002) uma estimativa feita
para o ano de 2020 mostra que, neste ano, o numero de Novos casos sera em
torno de 15 milhdes, e que 60% destes surgirdo em paises em
desenvolvimento. No ano de 2011, no Brasil, aproximadamente 500 mil
pessoas terdo algum tipo de cancer. Ainda em estimativa, acredita-se que o
namero de mortes devidas ao cancer continue crescendo e ja em 2015 este
namero chegara a 9 milhées e em 2030 a 11,4 milhdes de mortes (WHO, 2002;
WHO, 2006; INCA 2011).
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Taxas brutas de mortalidade
por 100.000 homens

. 81,74 a 148,74

. 59,68 a 81,73
. 43,13 a 59,67
D 26,45 a 43,12

Figura 1. Representacdo espacial das taxas brutas de mortalidade por todas
as neoplasias, por 100.000 homens, nas unidades da federacao, de 2000 a
2007. Fonte: Atlas de mortalidade por cancer, INCA, 2011.

Taxas brutas de mortalidade
por 100.000 mulheres

. 65,74 a 112,12

. 48,62 a 65,73
. 37,97 a 48,61

Figura 2. Representacao espacial das taxas brutas de mortalidade por todas
as neoplasias, por 100.000 mulheres, nas unidades da federagao, de 2000 a
2007. Fonte: Atlas de mortalidade por cancer, INCA, 2011.

O tratamento das neoplasias malignas tem como objetivos a cura, o
prolongamento da vida e/ou um melhoramento na qualidade de vida. Dentre os
tipos de tratamento disponiveis podem ser citados a quimioterapia, a

radioterapia, cirurgia, tratamento hormonal, etc. (WHO, 2006).
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A aniquilacdo das células neoplasicas malignas é o principal objetivo da
guimioterapia, sem que haja dano algum para as células normais. Contudo, os
agentes quimioterapicos, em sua grande parte, ndo agem especificamente, o
gue gera danos tanto as células normais, principalmente células com alta
velocidade de crescimento, como as gastrointestinais, as capilares e as do
sistema imunoldgico, quanto as neoplasicas malignas (Almeida, 2005).

Isto decorre, principalmente, do fato dos tumores surgirem a partir de
tecidos normais, sendo dificil a construgdo de moléculas capazes de diferenciar
as células normais das neoplasicas (Weinberg, 2008).

Nesse cenario, torna-se fundamental que recursos e esforcos sejam
direcionados no sentido de orientar as estratégias de sintese e
desenvolvimento de novos agentes antineoplasicos. Comumente, a pesquisa
por novas entidades quimicas bioativas é realizada a partir de analogos
relatados como capazes de oferecer a atividade esperada. Duas das classes
de substancias que apresentam uma ampla variedade de atividades
farmacoldgicas - inclusive atividade antineoplésica — sdo as guanilhidrazonas e
as tiossemicarbazonas, que detém diversos analogos reportados com esta
atividade (Andreani, 2000; Karah, 2002; Foye, 1990; Brzozowski, 2007; Feun,
2002).

2.2 As Guanilhidrazonas e as Tiossemicarbazonas

As guanilhidrazonas e as tiossemicarbazonas representam duas classes
de substancias amplamente estudadas. S&o compostos de consideravel
interesse cientifico, devido as suas importantes propriedades quimicas e
biolégicas.

Ha relatos de diversas guanilhidrazonas estudadas como anti-
hipertensivos (Foye, 1990; Hoffman, 2003), antidiabéticos (Larsen, 2001,
Edmont, 2000), antineoplasicos (Andreani, 2000; Foye, 1990; Brzozowski,
2007), antibacterianos (Walzer, 1994; Gadad, 2000; Borges, 2001),
antimalaricos (Ruiz, 1970) e tripanocida (Sundberg, 1990; Messeder, 1995;
Santos-Filho, 1997).

Andreani e colaboradores (2000) relataram a sintese de novas

guanilhidrazonas que foram testadas como potenciais agentes antitumorais em
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linhagens celulares cancerigenas do pulmdo, mama e glioma. Além disso,
concluiram que os grupos 3-nitrofenil e 4-nitrofenil s&o importantes
grupamentos farmacoforicos para esta atividade.

Messeder e colaboradores (1995) demonstraram que guanilhidrazonas
aromaticas simples também séo ativas contra as formas tripomastigotas de
Trypanosoma cruzi, agente causador da doenca de Chagas, possivelmente por
meio da interacdo com a membrana do parasita ou DNA (Messeder, 1995;
Andreani, 2000).

Ha diversos farmacos - que sao guanilhidrazonas ou guardam
similaridade estrutural com esta - de uso consagrado na terapéutica
antihipertensiva (Hoffman, 2003, Lemke, 2008a) (Figura 3).

Cl

N No _NH H
NH» ~N NH2 o) NH,
Cl
HN y—H Anticancer Antihipertensivo
) Foye, 1990 Hoffman, 2003
N
N\ Cl
H H
X N NH N H
N N
/N T A
NO, NH
~ 2 N
S N NO, cl
Anticancer Antichagasico Antihipertensivo
Andreani, 2000 Messeder, 1995 Hoffman, 2003

Figura 3. Estruturas de algumas guanilhidrazonas de importancia biolégica.

As tiossemicarbazonas, por sua vez, sdo relatadas como agentes com
atividade antitumoral (Feun, 2002), antimalarica (Klayman, 1984),
antibacteriana (Kasuga, 2003), antiviral (Teitz, 1994; Casas, 1998),
antiprotozoéaria (Bharti, 2002), citotéxica (Liu, 1992; Li, 1998), dentre outras.

Casas e colaboradores (1998) reportaram a atividade inibitdria sobre a
enzima transcriptase reversa - presente em virus do tipo HIV - para
tiossemicarbazonas, derivadas de piridoxal, complexadas com estanho (IV). A
atividade anti-HIV também foi relatada para tiossemicarbazonas por Teitz e
colaboradores (1994), que relataram tiossemicarbazonas atuantes sobre a

sintese de proteinas estruturais do HIV. Bharti e colaboradores (2002)
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efetuaram testes antiprotozodrios de alguns derivados tiossemicarbazonas e
obtiveram bons resultados bioldgicos frente a Entamoeba histolytica e
Trichomonas vaginalis.

Li e colaboradores (1998) - partindo de estudos prévios de Liu e
colaboradores (1992) - desenvolveram um pré-farmaco tiossemicarbazona,
com elevada atividade frente a células tumorais. Esta substancia chegou a ser

avaliada em ensaios clinicos de fase Il (Beraldo, 2004) (Figura 4).

o)
X -
(NaO),(0)PO b/\;\j N\y/s
N

NH»
Anticancer
Li, 1998
HO
H NH,
H X _N S H
X N S oW \f N \N/NYS
N
Y \ S NHC4Hqg
NH2 N NH,
OH O.N
Antiviral Antiprotozoario Anticancer
Casas, 1998 Bharti, 2003 Liu, 1992

Figura 4. Estruturas de algumas tiossemicarbazonas de importancia biolégica.

As guanilhidrazonas sdo geralmente obtidas pela reacdo de
condensacao quimiosseletiva da aminoguanidina com aldeidos e/ou cetonas
em meio alcoodlico sob refluxo e quantidades cataliticas de acido, e recebem a
denominacéo da classe guanilhidrazona apds o nome do respectivo aldeido ou
cetona condensado (Ulrich, 1984).

As tiossemicarbazonas aromaticas sao também obtidas pela reacéo
direta entre aldeidos e/ou cetonas com a tiossemicarbazida sob refluxo,
usualmente em etanol, sob catalise &cida (Hang, 2001, Antonini, 1981).

A preparacdo de tiossemicarbazonas € extensamente explorada e
descrita na literatura (Tendrio, 2005). Na analise retrossintética, em geral, duas
estratégias podem ser empregadas: obtencdo direta, pela reacéo

quimiosseletiva de aldeidos e/ou cetonas com as tiossemicarbazidas, e
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obtencdo indireta, através da preparacdo prévia das tiossemicarbazidas,
utilizando hidrazina (NH2-NH.) e diferentes reagentes, seguida de condensacao

com o derivado carbonilado especifico (Esquema 1).

S
o //JL\\ ~Rs
s N
H,N—/NH, * | S
OH H )L
\s N/R3
H2N_NH2 * |
H S H S H
\ Rl \ :
R4 /N ::::> )ﬁ::o + N . ;::;j
/ -
NH H
R2 1 4 H,N—NH, * R3—NCS
R3N3

HzN_NHz + CHSZ + ou

NH-oR3

Esquema 1. Analise retrossintética de tiossemicarbazonas (Fonte: Tendrio,
2005; modificada).

Tanto as guanilhidrazonas quanto as tiossemicarbazonas apresentam-se
como sistemas com extrema deslocalizacdo eletronica, principalmente quando
ha grupos aromaticos ligados ao carbono da imina. Palenik e colaboradores
demonstraram, em 1974, a influéncia nos comprimentos de ligacdo devido a
deslocalizacdo dos elétrons 1 nas tiossemicarbazonas (Palenik, 1974). Em
decorréncia da deslocalizagdo eletronica, as tiossemicarbazonas podem
coexistir na forma tiona ou tiol em equilibrio tautomérico (Tendrio, 2005)
(Equema 2, pag. 26).

Segundo Casas e colaboradores (2000), as tiossemicarbazonas nao
substituidas na posicdo N-4 apresentam estrutura basica, C=N-NHCS-NH,,
aproximadamente planar, com o atomo de enxofre em posi¢cao anti em relacéo
ao atomo de nitrogénio da funcdo imina (Esquema 2, pag. 26). Fatores
eletrbnicos e estéricos contribuem para este arranjo estrutural, porém,
possivelmente o fator mais importante € que o atomo de enxofre em posi¢cao

anti possibilita a ocorréncia de ligacdo de hidrogénio intramolecular entre o
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nitrogénio da imina e os hidrogénios da tioamida (Chattopadhyay, 1989)

(Equema 2).

H S NR.R
\ 2 3< \ o
R N
/
sin

S
[1.65
—N——N——C——NH

1,28 1,37 1,35 1,32

Comprimentos de ligacdo em
Angstron (A)

\ SH
4/< N%
- /

N—H -

/—N N—H
Ar H H/

Forma Tiona Forma Tiol
Ar= Aril

Esquema 2. Arranjo estrutural, comprimentos de ligacao e formas tautoméricas

das tiossemicarbazonas (Fonte: Tendrio, 2005; modificada).

2.3 Estratégias de modificacdo molecular

O bioisosterismo é uma estratégia da Quimica Medicinal para o desenho
racional de novos farmacos. Consiste, assim, num processo especial de
modificacdo molecular de uma substancia protétipo. A substancia protétipo
deve apresentar uma estrutura quimica bem definida, inclusive quanto aos
aspectos estereoquimicos, em niveis configuracionais e conformacionais
(Barreiro, 2001; Lima, 2005; Lima, 2007).

O sucesso do emprego desta estratégia no desenvolvimento de novas
substancias farmacoterapeuticamente atraentes tem observado significativo
crescimento em distintas classes terapéuticas. No campo dos agentes
antineoplasicos, a busca por moléculas capazes de atuar com maior

seletividade é fundamentalmente importante. O desafio, naturalmente, € tragar
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modificacbes moleculares que resultem em um farmaco com mdltiplas
propriedades aceitaveis, sobretudo com eficacia terapéutica, seguranca e
facilidade de formulacéo, adequado para uso clinico (Viegas-Jr, 2006, Pereira,
2007).

O Bioisosterismo resultou da aplicacdo do principio de isosterismo,
desenvolvido por Langmuir, em moléculas de substancias bioativas. Em 1919,
esse pesquisador estudava o comportamento quimico e a reatividade de
determinadas substancias que possuiam atomos com o mesmo numero de
elétrons de valéncia — portanto isoeletrénicos (p. ex., N, e CO) (Barreiro, 2001).

Existem inUmeras razGes para 0 uso do bioisosterismo no processo de
descoberta de novos medicamentos, incluindo a necessidade de melhorar a
atividade farmacoldgica, a seletividade de um determinado farmaco frente ao
seu receptor — com reducao simultanea de certos efeitos adversos -, ou mesmo
aperfeicoar a farmacocinética da substancia (Lima, 2005).

O bioisosterismo, em suas primeiras aplicacbes como estratégia de
modificagdo molecular de um protétipo, beneficiou-se enormemente da regra
do hidreto, uma regra empirica, formulada por Grimm em 1925. A regra
empirica que diz que a adicdo de um atomo de hidrogénio com um par de
elétrons para um atomo, produz um pseudo-atomo apresentando as mesmas
caracteristicas fisicas daqueles presentes na coluna imediatamente posterior
da Tabela Periédica dos Elementos do primeiro &tomo. Impende salientar que a
regra de Grimm refere-se ao periodo inicial do desenvolvimento do

bioisosterismo (Figura 5, pag. 27) (Barreiro, 2001; Lima, 2005).

n"dee 6 7 8 9 10 11
C N O F Ne Na*
H| CH NH OH FH
b4 | CH, NH, OH, FH,*
CH, NH, OH,*

o CH, NH.*

Figura 5. Regra de Grimm para o hidreto.

Trabalhos posteriores de Erlenmeyer e Hinsberg ampliaram
consideravelmente o principio do isosterismo, permitindo que, atualmente, o

bioisosterismo represente uma estratégia Util para a descoberta de novos
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compostos ativos ou novas séries congéneres de novos compostos protoétipos,

incluindo-se o emprego de técnicas computacionais (Barreiro, 2001; 2008).

O bioisosterismo pode ser classificado em duas categorias: classico e

nao-classico, que sdo subclassificado como a seguir (Barreiro, 2001; Lemke,

2008):
e Classico:
o Atomos ou grupos monovalentes;
o Atomos ou grupos divalentes;
o Atomos ou grupos trivalentes;
o Atomos tetravalentes;
o Bioisosterismo de anéis equivalentes.
¢ Nao-classico:
o Grupos funcionais;
o Abertura de anéis;
o Fechamento de anéis;

o Retroisosterismo.

Quadro 2. Grupos e atomos bioisosteros classicos.

Monovalentes

F, OH, NH;, CH3, OR, CI, SH, PH,, SR, SR3, Br, |
Divalentes

-CHy-, -O-, -S-, -Se-, -Te-

Trivalentes

Tetravalentes
=C=, =Si=, :N+:’ = +:’ :AS+:, =Sh*=

Anéis equivalentes

5000

Fontes: Barreiro 2008 e Lemke, 2008. Adaptado.

O bioisosterismo classico subdivide-se em funcao

da valéncia dos

atomos, grupos ou radicais, incluindo nesta categoria 0s anéis aromaticos
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equivalentes ou ndo (Quadro 2). As demais possibilidades foram classificadas,
genericamente, como bioisosterismo nao-classico. Com a evolucdo deste
conceito, incorporam-se a esta segunda classe o bioisosterismo envolvendo
grupos funcionais com propriedade estruturais equivalentes, incluindo
retroisosterismo, abertura e fechamento de anéis (Quadro 3) (Barreiro, 2001,
Barreiro, 2008; Lemke, 2008; Lima, 2005; Wermuth, 1996).

Quadro 3. Exemplos de modificacdes bioisostéricas ndo-classicas.
Grupos funcionais
OH ||4

Fechamento de anéis

Abertura de anéis

Retroisosterismo

Fontes: Barreiro, 2008; Lemke, 2008 e Wermuth, 1996. Adaptado.
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Este trabalho utilizou, especialmente, o bioisosterismo classico para
propor e realizar as modificacbes moleculares, racionalmente planejadas, para
as guanilhidrazonas e tiossemicarbazonas em estudo; com dois objetivos
principais: melhorar a atividade antineoplasica e/ou reduzir os efeitos toxicos
das substancias. Para tanto, o uso correto do bioisosterismo requer atencéo
aos parametros fisicos, eletrbnicos e conformacionais envolvidos na
substituicdo prevista. A analise cuidadosa destes parametros permite prever,
mesmo que apenas em teoria, as alteragbes farmacocinéticas e
farmacodinamicas que ocorrerdo com o novo bioisostero. Assim sendo, a
substituicdo deve ser rigorosamente precedida por uma analise cuidadosa dos
seguintes parametros (Lima, 2005, Barreiro, 2008):

a) volume, tamanho, distribuicdo eletronica, hibridacdo, polarizabilidade

e angulos de ligacao;

b) grau de solubilidade lipidica e aquosa, de modo a permitir a previsao

de alteracao propriedades fisico-quimicas, tais como logP e pKa;

c) reatividade quimica dos grupos funcionais ou subunidades

bioisostericas estruturais, principalmente para prever alteracoes

significativas nos processos de biotransformacdo, inclusive para a

eventual alteragdo do perfil de toxicidade em relagdo aos principais

metabolitos;

d) fatores conformacionais.
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3. Objetivos
3.1. Geral

Sintetizar  derivados  guanilhidrazonas e  tiossemicarbazonas,
racionalmente planejados, visando atividade citotoxica em linhagens de células

tumorais.

3.2. Especificos
v Sintetizar guanilhidrazonas a partir da aminoguanidina para avaliagcao
citotoxica;
v/ Selecionar os protétipos mais ativos e realizar a sintese das
tiossemicarbazonas;
v Avaliar a atividade citotoxica das guanilhidrazonas e das
tiossemicarbazonas, através de uma abordagem in vitro frente a células

tumorais e linfécitos humanos saudaveis.



32

4. RESULTADOS E DISCUSSAO
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4. Resultados e Discussao

As guanilhidrazonas e as tiossemicarbazonas representam duas classe
de substancias que apresentam uma ampla variedade de atividades
farmacologicas, incluindo as neoplasias malignas (Andreani, 2000; Foye, 1990;
Brzozowski, 2007). De acordo com trabalhos anteriores do nosso grupo de
pesquisas, incluindo a sintese e avaliacdo farmacologica de derivados
amidinicos (Araujo-Janior, 2006; Schmitt, 2006; Araujo-Janior, 2007;
Benderitter, 2007), planejou-se a sintese de guanilhidrazonas e
tiossemicarbazonas.

A obtencdo dos prototipos foi planejada variando-se duas regides, a
partir do esqueleto base das guanilhidrazonas e das tiossemicarbazonas
aromaticas. A sintese foi realizada utilizando-se quantidades equimolares de
aldeidos aromaticos e cloridrato de aminoguanidina, para obtencdo das
guanilhidrazonas, e com a tiossemicarbazida, para a obtencdo das

tiossemicarbazonas (Esquema 3, pag. 33).

(O i Aldeido O
Aldeido id
Ar aromatico aromatico Ar —<

H H
X N __R .\
+ N \f
H — — H
| NH; |
N NH _N S
N \]/ H,N \]/

NH; R = NH (Guanilhidrazona) _ ~ NHz
Aminoguanidina R = S (Tiossemicarbazona) Tiossemicarbazida

Esquema 3. Retrossinstese do esqueleto base das guanilhidrazonas e das
tiossemicarbazonas.

A primeira familia consistiu em vinte guanilhidrazonas com diferentes
regibes aromaticas obtidas a partir de diferentes aldeidos aromaticos. Os
aldeidos foram estrategicamente escolhidos para avaliar a importancia de cada
substituinte na relacéo estrutura-atividade frente a atividade farmacolégica para
a qual foram planejados (Esquema 5, pag. 35).

Posteriormente, partindo-se dos quatro protétipos mais promissores
obtidos na primeira parte do trabalho, realizou-se a segunda etapa sintética,

conservando-se a regido aromatica — possiveis farmacoforos - e realizando
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modificacBes estruturais na regido R. Utilizou-se, para tal, a sintese a partir da
tiossemicarbazida. Estes ultimos prototipos foram também submetidos a
avaliacdo farmacolégica para verificar as implicacdes biologicas das

modificagcOes estruturais realizadas (Esquema 4).

Regido Aromética Regido R
12 Etapa 23 Etapa

1 1

20 _Pr_otétipos Avalia(;iilo_ . 4 Prlototlpos
guanilhidrazonas Farmacolégica «—— tiossemicarbazonas

Esquema 4. Planejamento da sintese das guanilhidrazonas e
tiossemicarbazidas.

4.1. Obtencgéo das Guanilhidrazonas

As guanilhidrazonas aromaticas foram preparadas pela reacdo direta
dos respectivos aldeidos com cloridrato de aminoguanidina sob refluxo de
etanol 95% utilizando-se uma adaptacdo da metodologia descrita por Ulrich e
Cerami (1984). Estes autores descrevem a condensacao equimolar de um
derivado carbonilado, do tipo aldeido ou cetona, com aminoguanidinas em
meio alcodlico sob refluxo e quantidades cataliticas de acido (Ulrich, 1984).

Entretanto, realizamos a sintese destas substancias sem a adicdo de
guantidades cataliticas de acido, pois a aminoguanidina esta na forma de
cloridrato. Obtivemos com esta metodologia 6timos rendimentos,
compreendidos entre 71% e 98% (Esquema 5, pag. 35; Tabela 1, pag. 37).

Ha relatos na literatura que demonstraram que as tiossemicarbazonas —
substancias cuja sintese ocorre através do mesmo mecanismo que as
guanilhidrazonas - poderiam ser sintetizadas em solucéo neutra indicando que,

possivelmente, 0 emprego do acido ndo seria uma condicdo indispensavel para
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formacdo dessas moléculas (Shailendra, 2003; Chiyanzu, 2003; Afrasiabi,
2003).

=

EtOH, 100°C
19h -25h

p T
Cloridrato de /K
. . N NH
aminoguanidina e
Ar H 4 > N \K
NH,

oy L
Negho s gl ogiNogitees
o

Esquema 5. Esquema geral da sintese das vinte guanilhidrazonas.

O mecanismo reacional é semelhante ao de formacdo de iminas
(Solomons, 2000; Carey, 2007). Inicia-se com a protonacdo do grupo carbonila
seguida da adicdo da aminoguanidina a este grupo para formar um
intermediario dipolar tetraédrico, posteriormente ocorre a transferéncia do
proton, intermolecular, do nitrogénio para o oxigénio, produzindo um
aminoalcool. A reacdo avangca com a protonacao do oxigénio, o que produz um
bom grupo abandonador. A perda de uma molécula de 4gua leva ao ion iminio,
ocorrendo, por fim, a perda de um préton para a agua formando-se a

guanilhidrazona (Esquema 6, pag. 36).
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Esquema 6. Mecanismo proposto para a sintese das guanilhidrazonas.

O progresso das reagbes foi acompanhado através de placas de
cromatografia em camada delgada onde observava-se o desaparecimento total
ou parcial do produto de partida. As guanilhidrazonas foram obtidas como
produtos cristalinos apés resfriamento a temperatura ambiente e adicdo de um
solvente apropriado: acetato de etila ou hexano.

A metodologia utilizada demonstrou-se eficaz e forneceu os produtos
com elevados rendimentos, compreendidos entre 71 e 98% (Tabela 1, pag. 37).
Além disso, todas substancias foram obtidas como cloridratos e sdo soluveis
em DMSO.

Tendo em vista que a regido guanidinica foi mantida, com a indicacao de
ser o grupamento farmacoforico mais importante das moléculas, a sintese foi
realizada modificando-se inicialmente apenas a regido aromatica. Sendo cada
modificagdo estrutural verificada por ressondncia magnética nuclear de
hidrogénio e carbono (RMN *H e *3C).
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Tabela 1. Rendimentos e tempos reacionais da sintese das guanilhidrazonas.

H
H
_N NH
Ar N \]/

NH»
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Tabela 1. Continuagéo.
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De uma maneira geral, na andlise do RMN H, podemos verificar um
singleto de hidrogénio desblindado, em torno de & 8,0, referente ao hidrogénio
iminico presente em todas as substancias. Os sinais referentes aos hidrogénios
aromaticos e ndo aromaticos de cada molécula encontram-se na Tabela 2, pag.
40. Na analise do RMN **C observa-se sempre a presenca do carbono iminico
em torno de 6 145,0 e do carbono da guanidina em torno de 6155,0, além dos

carbonos aromaticos e nao aromaticos, conforme espectros em anexo.



Tabela 2. Dados de RMN *H das guanilhidrazonas.

40

Substancia RMN *H
"H iminico 'H aromaticos (J em Hz) Demais "H
1 . H 8,36 | 2:7,8(s, 1H)
6 a3 42N NSZNH | (s, 1H) | 5:7,45(d, 1H, J=7,2)
| 1 Hel 6:7,12 (t, 1H, J=7,2)
TN 2 ? 7:7,19 (t, 1H, J=7,7)
8 H 8: 8,28 (d, 1H, J=7,2)
2 6 H 8,15 2e6:7,85(d, 2H, J=8,5)
5 ~N<_~NH (s,1H) |3e5:7,45(d, 2H, J=8,5)
! HCl
o 2 NH;
3 s H o4 8,24 |2e6:8,04(d, 2H, J=8,5)
c _N__NH (s, 1H) | 3e5:7,87 (d, 2H, J=8,5)
TN Y g
NG : 2 NH,
4 6 v 8,04 2:7,33 (d, 1H, J=2,0) H5CO:
5 2NN~ (s, 1H) 5:5,95(d, 1H, J=8,3) 3,79 (s,
L HCI 6: 7,18 (dd, 1H, J=8,3 e 2,0) | 3H)
\O 2 NH»
OH
5 . 8,09 | 2:7,54 (s, 1H) 2 H,CO:
5 oSy NN (s, 1H) |5:6,97 (d, 1H, J=7,9) 3,80 (s,
HCl 6:7,23 (d, 1H, J=7,9) 3H)
~5 2 NH, 3,77 (s,
O 3H)
6 , Ho 8,04 |2:7,50(d, 1,8, 1H) H4CO:
_0 2NN NH (s, 1H) |5:6,83(d, 1H, J=8,0) 3,81 (s,
HCI 6:7,13 (dd, 1H, J=8,0 € 1,8) | 3H)
6 NH,
HO™
7 6 H H 8,06 3e5:6,83(d, 2H, J=8,5)
5 ~N_~NH (s,1H,) | 2e6:7,66(d, 2H, J=8,5)
! HCl
Ho 2 NH,
8 6 H 8,17 3eb5:7,63(d, 2H, J=8.,5)
5 ~N<_~NH (s,1H) |2e6:7,81(d, 2H, J=8,5)
! HCl
B 2 NH,
9 , H o 8,07 | 2:7,64(d,1H, J=1,6) CH,: 6,05
0 ~N<_~NH (s, 1H) 5:6,94 (d, 1H, J=8,0) (s, 2H);
{ N 6:7.17 (dd, 1H, J=8.0 e 1.6)
o 6 NH,
5
10 6 1 8,09 |2e6:7,50 (s, 2H) 6 CHa:
~N-__NH (s, 1H). 1,38 (s,
TN HCl 18H)
2 NH,

HO




Tabela 2. Continuagéo.
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Substancia RMN *H
*H iminico *H aromaticos (J em Hz) Demais ‘H
11 e H 4 8,20 2,3,5e6:7,90 (s, 4H)
N _NH s, 1H
TN el ( )

HOOC

NH3

13 6

19

9,05
(s, 1H)

8,06
(s, 1H)

6:7,72 (t, 1H, J=7,5);
7:7,84 (t, 1H, J=7,5);
8: 8,09 (d, 1H, J=8,2);
5: 8,40 (d, 1H, J=8,2);
3:8,18 (d, 1H, J=4,3);
2: 8,98 (d, 1H, J=4,3);

3-6: 7,43 (m, 3H);
2e6:7,84 (m, 2H)

5:7,68 (d, 1H, J=8,4)

6: 7,79 (dd, 1H, J=8,4 e 2,0)

2: 8,24 (d, 1H, J=2,0)

2’-6’: 7,36 (m, 5H)
2-5:7,49 (m, 4H)
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4.2. Avaliacéo farmacoldgica das guanilhidrazonas

Apoés a sintese das substancias planejadas, estas foram encaminhadas
para a avaliacdo quanto as suas atividades citotoxicas no Laboratorio de
Oncologia Experimental, da Universidade Federal do Ceara, sob
responsabilidade da professora Dr2. Claudia Pessoa. Primeiramente, as vinte
guanilhidrazonas obtidas foram submetidas a avaliacdo da atividade citotoxica
através do método MTT.

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, 1990). E um método
rapido, sensivel e barato. Foi descrito primeiramente por Mosman (1983), tendo
a capacidade de analisar a viabilidade e o estado metabélico da célula. E uma
analise colorimétrica baseada na conversédo 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 acéo (Berridge, 1996).

Uma das vantagens da utilizacdo do método de MTT em screening é
gue ndo se faz necessario nenhuma etapa de lavagem das placas no ensaio,
nem emprego de nenhum radioisétopo, além de ser rapido e preciso.

A avaliacéo foi realizada com 3 linhagens de células tumorais humanas:
célon (HCT-8); melanoma (MDA-MB435); e glioblastoma (SF-295). Os
experimentos foram analisados segundo suas médias e respectivos intervalos
de confianca a partir de regressao néo-linear. Cada amostra foi testada em
duplicata em dois experimentos independentes.

O Laboratério de Oncologia Experimental adota, por convencdo, uma
escala de intensidade que compreende as seguintes abreviaturas:

e SA: substancia sem atividade;
e PA: pouca atividade (inibicdo de crescimento celular variou entre 1 e

50%);

e Mo: atividade moderada (inibicdo de crescimento celular variando de 50

a 75%);



muita atividade (MA) em pelo menos uma das linhagens testadas todas a uma
concentracdo de 5 pg/mL. Sendo que quatro (10, 14, 17 e 19) delas

apresentaram muita atividade (MA) nas trés linhagens testadas (Tabela 3, pag.

43; Figura 6, pag. 46).

MA: muita atividade (inibicdo de crescimento variando de 75 a 100%).

Das vinte guanilhidrazonas seis (2, 8, 10, 14, 17 e 19) apresentaram

Tabela 3. Percentual de inibicdo do crescimento celular (IC%) das
guanilhidrazonas em trés linhagens tumorais testadas na dose de 5 pg/mL.
Substancia HCT-8 MDAMB-435 SF-295
IC% (média) | IC% (média) | IC% (média)
1 S N NH SA SA PA (24,08%)
| N \I/HCI
NH,
N
2 « N an | Mo (72,97%) | MA (80,22%) | Mo (72,15%)
N \I/HCI
cl NH,
3 S N _NH PA (25,46%) | PA (38,85%) | PA (28,63%)
N \(HCI
NH,
N///C
4 S N<_NH SA PA (32,48%) PA (2,50%)
N YHCI
NH,
(o]
I OH
5 S N _NH SA PA (17,31%) | PA (19,56%)
N YHCI
NH,
(0]
I o
6 o ~ N _Nm PA (3,55%) PA (0,22%) PA (25,39%)
N e
HO NH,
7 N SA SA PA (11,57%
\N/NYI-II\IS ( 0)
HO NH,
8 S N NH Mo (67,30%) | MA (81,64%) | Mo (58,00%)
N \I/HCI
Br NH,
9 o B SA Mo (53,24%) | PA (19,68%)
SO
o NH,
10 \N’H\(NH MA (97,23%) | MA (92,61%) | MA (97,88%)
HCI

NH
HO 2




Tabela 3. Continuagéo.
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Substéancia HCT-8 MDAMB-435 SF-295
IC% (média) | IC% (média) | IC% (média)
11 « N __au | PA(10,38%) | PA(16,38%) | PA (26,27%)
N Yo
NH,
HOOC
12 c H PA (45,21%) | PA (15,39%) | Mo (51,92%)
St
cl NH,
13 v PA (42,12%) | PA (29,80%) | PA (52,02%)
SR
N A NH,
14 ~ _N_nv | MA (100,00%) MA MA (100,00%)
G (100,00%)
( 2
15 o PA (28,32%) | PA (26,50%) | PA (24,75%)
NH|-|20|
16 \N’HYNH PA (43,14%) | PA (48,66%) | PA (37,87%)
O N:ZCI
OMe
17 « N s | MA(100,00%) MA MA (100,00%)
/@A Ve (100,00%)
cl 2
Cl
18 S N _NH Mo (52,17%) | PA (46,06%) | Mo (52,05%)
N \|/HCI
NH,
Cl
19 O MA (96,95%) | MA (95,23%) | MA (93,87%)
N ,H NH
O N \I/HCI
NH,,
20 ~ N Mo (52,70%) | PA (33,76%) | PA (45,52%)
N \I/HCI
NH,
CFs
DOX (controle MA (97,30 %) | MA (96,94 %) | MA (87,67 %)
posit.)

HCT-8: linhagem celular tumoral de célon;
MDAMB-435: linhagem celular de melanoma;
SF-295: linhagem celular de glioblastoma;
SA: sem atividade;
PA: pouca atividade (inibicdo de 1 a 50%);

Mo: atividade moderada (inibicdo de 50 a 75%));
MA: muita atividade (inibicdo de 75 a 100%).
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Os resultados obtidos indicam que as estruturas moleculares mais
lipofilicas apresentaram melhor atividade. Os dois grupamentos alifaticos di-
tert-butil presentes em (10) fornecem caracteristicas de lipossolubilidade mais
elevada a este prototipo. As fenilas presentes em (14) e (19) sdo grupos
volumosos e que também fornecem caracteristicas de lipofilicidade a estes
isbmeros constitucionais. Pode-se observar que em (19) ha predominancia do
confdmero anti em funcao do efeito orto-orto causado pela fenila, o que n&o
ocorre em (14).

Por outro lado, as substancias detentoras de grupamentos polares como
metoxila (4, 5, 6, 16), grupamentos hidroxila e acido carboxilico (4, 6, 7, 11), ou
heterodtomos mais eletronegativos como oxigénio e nitrogénio (1, 3, 9, 13),
demonstraram-se pouco promissores, haja vista terem apresentado moderada,
pouca ou nenhuma atividade. Foye e colaboradores (1990) demonstraram que
vérias guanilhidrazonas derivadas do 4-quinolinacarboxialdeido, avaliadas
contra a leucemia linfocitica em ratos, demonstraram-se pouco ativas, apesar
de apresentarem razoavel atividade antihipertensiva, o mesmo ocorreu com a
substancia (13), que possui o anel quinolinico, e apresentou pouca atividade
nas trés linhagens celulares testadas. O oposto ocorre com Andreani e
colaboradores (2000) e Foye e colaboradores (1990) que demonstraram um
bom potencial antitumoral de derivados guanihidrazonas, com o anel
piperidinico, contra células tumorais (Figura 3, pag. 23) (Foye, 1990; Andreani,
2000).

A partir da identificacdo dos protétipos com melhor atividade citotdxica,
realizou-se a determinacdo da concentracao inibitoria média capaz de provocar
50% do efeito maximo (Clso), haja vista que, inicialmente todos os analogos
foram testados na dose de 5 pg/mL. Este ensaio foi realizado frente a quatro
linhagens tumorais, ainda utilizando o método colorimétrico do MTT. Os
resultados deste ensaio podem ser observados na Tabela 4, pag. 46. Além das
trés linhagens celulares tumorais utilizadas anteriormente adicionou-se, nesta

avaliacdo, uma linhagem celular de leucemia promielocitica (HL-60).
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Figura 6. As quatro guanilhidrazonas que apresentaram maior citotoxicidade in
vitro em células tumorais.

Tabela 4. Valores de Clso (concentracao inibitéria média capaz de
provocar 50% do efeito maximo) em quatro linhagens tumorais. Os
valores sdo apresentados em pg/mL.

Linhagem 10 14 17 19
Celular
MDAMB
435 1,13 0,13 1,14 2,70
HL-60 2,20 0,35 1,08 2,20
HCTS8 1,28 0,20 0,49 1,00
SF295 1,28 0,19 0,56 1,65

MDAMB-435: linhagem celular de melanoma,;

HL-60: leucemia promielocitica;

HCT-8: linhagem celular tumoral de célon;

SF-295: linhagem celular de glioblastoma.

Observa-se que o0s quatro protétipos apresentaram Clso inferior a 4
ug/mL, sendo que destas a substancia (14) apresentou as mais baixas
concentracdes inibitdrias capazes de provocar 50% do efeito maximo frente as
qguatro linhagens tumorais utilizadas. Em seguida estdo as substancias (17) e
(19) que apresentaram Clso de até 1,14ug/mL e 2,70ug/mL, respectivamente.

Apoés a avaliacdo da citotoxicidade em células tumorais, realizou-se a
avaliaccéo da toxicidade das substancias mais ativas (10, 14, 17 e 19) frente a

células saudaveis (linfécitos humanos) (Tabela 5, pag. 46).

Tabela 5. Valores de Clsp (concentracdo inibitéria média capaz de
provocar 50% do efeito maximo) em linfécitos humanos. Os valores
sdo apresentados em pg/mL.

Linhagem 10 14 17 19
Celular
Linfocitos 4 4, 0.56 1,23 224

humanos
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Pode-se observar que as substancias apresentaram Clsg em linfocitos
humanos proxima ao valor de Clsp nas linhagens tumorais testadas (Tabela 4,
pag. 44).

Neste caso, 0s prototipos, apesar de terem apresentado significativa
atividade citotéxica contra células tumorais, se demonstraram pouco seletivos,
pois foram citotoxicos frente a células saudaveis (linfocitos humanos) em
concentracbes semelhantes. Um protétipo de farmaco antineoplasico, para ser
considerado eficiente, necessita seletividade. Para um novo antineolpasico ser
lancado ao mercado ele devera apresentar melhor eficiéncia e maior seguranca
gue os ja comercializados, ou eficiéncia semelhante, porém com uma maior
seguranca que os atuais.

Neste contexto, estes quatro prototipos (10, 14, 17 e 19) foram utilizados
para a sintese dos seus respectivos analogos tiossemicarbazona, objetivando
reverter a citotoxicidade frente a células saudaveis, e manter a citotoxicidade
frente a células tumorais, buscando, assim, o aumento da seletividade, como

descrito a partir do item 4.3, pag. 48.
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4.3. Obtencéo das tiossemicarbazonas

Conforme o planejamento de modificagdes moleculares previsto
(Esquema 4, pag. 34) foram utilizados, nesta etapa, os mesmos aldeidos que
deram origem as quatro guanilhidrazonas com melhor atividade (10, 14, 17 e
19), para manter a mesma regido aromatica, e variar apenas a regido R, que
passou a consistir, apds a sintese, em grupamentos tiona.

As tiossemicarbazonas sao compostos de consideravel interesse
cientifico, devido as suas importantes propriedades quimicas e biologicas, tais
como antitumoral, antibacteriana, antiviral, antiprotozoaria, citotoxica, dentre
outras (Feun, 2002; Kasuga, 2003; Teitz, 1994; Bharti, 2002; Karah, 2002).

Do ponto de vista sintético, apresentam como caracteristica principal sua
versatilidade de obtencdo, assim como sua vasta aplicacdo como
intermediarios de muitos ndcleos importantes. Em geral, estas moléculas
apresentam baixo custo de sintese, além de grande economia de atomos, uma
vez que, com excec¢do da 4gua que é liberada na sua sintese, todos os outros
atomos dos compostos reagentes estardo presentes na molécula final (Tenorio,
2005).

A sintese utilizada, assim como no caso das guanilhidrazonas, é descrita
pela condensacédo equimolar de um derivado carbonilado, do tipo aldeido ou
cetona, com tiossemicarbazidas em meio alcodlico sob refluxo. Esta reagéo é
bastante conhecida por sua alta quimiosseletividade, versatilidade e rapidez,
apresentando geralmente altos rendimentos (Esquema 7, pag. 49) (Holla, 2003;
Sarodnick, 2003).
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Esquema 7. Esquema geral da sintese das tiossemicarbazonas.

O mecanismo reacional é semelhante ao de formacdo das
guanilhidrazonas. Inicia-se com a protonacdo do oxigénio da carbonila para
formar o intermediario ion ox6nio, seguida de ataque nucleofilico do nitrogénio
N-1 da tiossemicarbazida para formar o intermediario hemiaminal protonado.
Este perde uma molécula de &agua e, apds neutralizacdo, forma-se a
tiossemicarbazona (Esquema 6, pag 36).

O progresso das reagbes foi acompanhado através de placas de
cromatografia em camada delgada onde observavou-se o desaparecimento
total ou parcial do produto de partida. As tiossemicarbazonas foram numeradas
como 10a, 14a, 17a e 19a. Foram obtidas como produtos cristalinos apos
resfriamento a temperatura ambiente e adicdo de um solvente apropriado:
hexano para a substancia 10a e acetato de etila para as demais.

A metodologia utilizada demonstrou-se eficaz e forneceu os produtos
com elevados rendimentos para as quatro tiossemicarbazonas (entre 90% e
100%) (Tabela 6, pag. 50).
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Tabela 6. Rendimentos e tempos reacionais da sintese das
tiossemicarbazonas.

H
H
N

_ S
N Y

NH,

Tempo Rendimento (%)
reacional (h)

10a 5 100

R
R
/o?/

17a 6 90
cl
cl
19a : 7 95

Foi verificada a formacdo dos derivados tiossemicarbazona pelos
espectros de RMN *H e **C, sinais caracteristicos, como os sinais referentes
aos hidrogénios iminicos em torno de 6 8,0, além dos hidrogénios aromaticos,
e demais. Na anélise de RMN **C é caracteristica o sinal do carbono da tiona
em torno de & 175,0, além da exata quantidade de carbonos (C, CH, CH; e

CHs, quando presentes) (Tabela 7, pag. 51).



Tabela 7. Dados de RMN 'H das tiossemicarbazonas.

o1

Substancia RMN 'H
"H iminico 'H aromaticos (J em Hz) Demais 'H
10a v 706 | 2e6:7,42 (s, 2H) CHs: 1,38
N/N\I/S (s, 1H) (s, 18H)
NH,
HO
14a 8,08 |2-6 7,46 (m, 5H)
(s, 1H) |2e6:7,70 (d, 2H,J=8,0)
3e5:7,88 (d, 2H,J=8,0)
17a 798 | 5:7,62(d, 1H, J=8,0)
(s, 1H) |6:7,70 (dd, 1H, J=8,0 e
2.0)
2: 8,22 (d, 2H,J=2,0);
19a 8,07 | 2-6" 7,46 (m, 5H)
(s, 1H) | 2-5:7,30 (m, 4H)

Apos a sintese das tiossemicarbazonas, estas foram submetidas a
avaliacdo da atividade citotoxica para verificar qual a relacdo entre as
modificagdes moleculares, e a atividade biologica.

4.4. Avaliacao farmacoldgica das tiossemicarbazonas

Como mencionado anteriormente, as tiossemicarbazonas pertencem a
uma classe de substancias bastante conhecidas por suas aplicacfes
importantes na pesquisa de novos farmacos, em funcao de seu largo espectro
de acdo. Alguns autores atribuem esta propriedade a alta afinidade que as
tiossemicarbazonas apresentam pela enzima ribonucleotideo redutase,
responsavel pelo passo crucial na sintese do DNA e, consequentemente, da
divisao celular (Louie, 1999; Cory, 1988).

Entretanto, a andlise de citotoxicidade pelo método do MTT das

tiossemicarbazonas demonstrou uma perda de atividade citotdxica, o0 que
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demonstra a importancia da regido guanidinica para a referida atividade
bioldgica.

A atividade citotoxica das substancias (10a, 14a, 17a e 19a) esta
apresentada na Tabela 8, com seus respectivos percentuais de inibicdo. As
substancias com valores de inibicdo = 75 % em pelo menos duas linhagens
tumorais testadas sao utilizadas para avaliacdes subseqiientes, valor esse
considerado como cut-off para o screening de novas substancias com potencial
antitumoral. No entanto, nenhuma das substancias apresentou valores de

inibicdo = 75 % em pelo menos duas linhagens (Figura 7, pag. 52; Tabela 8,

pag. 52).
. . 0, O
N/NYS O N/NYS N/N\(S H H .
HO N2 0 e a Nz O N \I/
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Figura 7. As quatro tiossemicarbazonas sintetizadas e avaliadas quanto a
citotoxicidade in vitro em células tumorais.

Tabela 8. Percentual de inibicdo do crescimento celular (IC%) das
tiossemicarbazonas em trés linhagens tumorais testadas na dose de
5ug/mL.

Linhagem 10a l4a 172 19a DOX
Celular
MDAMB 435 PA PA PA PA MA
IC% (média)  (27,38%)  (36,70%)  (46,59%)  (30,80%)  (96,32%)
HCT8 PA SA MA PA MA
IC% (média) (7,35%) (78,59%)  (28,86%)  (97,24%)
SF295 PA PA PA PA MA

IC% (média) (18,09%) (27,32%) (44,74%) (34,85%) (97,80%)
MDAMB-435: linhagem celular de melanoma;
HCT-8: linhagem celular tumoral de célon;
SF-295: linhagem celular de glioblastoma.
DOX: Doxorrubicina.
SA: sem atividade;
PA: pouca atividade (inibicdo de 1 a 50%);
Mo: atividade moderada (inibicdo de 50 a 75%));
MA: muita atividade (inibicdo de 75 a 100%).

Deste modo, pode-se propor que a guanidina constitui um grupamento
farmacoforico para as quatro guanilhidrazonas (10, 14, 17 e 19), pois uma vez
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substituido (10a, 14a, 17a e 19a) ha um decréscimo substancial da atividade
citotoxica (Tabela 8, pag. 52).

Neste contexto, foi iniciada uma etapa adicional de modificacéo
molecular, n&o prevista inicialmente, por duas razbes principais.
Primeiramente, os quatro analogos mais ativos (10, 14, 17 e 19), apesar da
elevada atividade citotoxica contra células tumorais, demontraram-se pouco
seletivos, apresentanto niveis de citotoxicidade equivalentes em células
tumorais e linfécitos humanos. Posteriormente, como visto, as modificacdes
realizadas com o objetivo de elevar a seletividade (10a, 14a, 17a e 19a)
demonstraram-se ineficazes, pois implicaram em perda de atividade citotoxica
frente a células tumorais.

Deste modo, iniciamos outras modificacdes moleculares no prototipo
(10), apesar desta substancia ter apresentado, em geral, as concentragdes
mais elevadas de Clsg, chegando a 2,20 pg/mL para linhagem de leucemia
promielocitica; um levantamento bibliogréafico realizado previamente, utilizando
o desenho molecular de cada prot6tipo e o programa SciFinder Scholar, indicou
nao existirem referéncias para o prototipo (10). Assim, este foi escolhido — em
detrimento dos demais, ao menos em principio - para realizar etapas adicionais
de modificacdo molecular. Impende salientar que esta etapa constitui-se em

perspectiva para trabalhos posteriores, mas ja iniciados (Esquema 8, pag. 54).
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Esquema 8. Sintese do derivado SCHj3 e perspectiva de obtencéo dos
derivados aminicos.

A sintese de prototipos modificados nesta regido pode ser Util para
elevar a seletividade. Para isto realizou-se a reagcdo com iodeto de metila em
DMF anidro, a temperatura ambiente, por 72 horas segundo a metodologia de
Buchheit, 1995. O produto foi obtido na forma de iodeto, sendo um pé cristalino
de coloracdo amarelada. Precipitou em Hexano:AcOEt 50%, com rendimento
de 65%. Foi identificado por RMN *H e *C onde verificou-se a presenca do
SCHj3 no espectro RMN *H em 52,71 (s, 3H) e no espectro RMN *3C em 14,02.

Posteriormente, sera realizada a sintese de novos analogos através da
da substituicho do grupamento SCH3z; por aminas substituidas com
grupamentos alquila ou arila. Com estas modificagbes podera ser mantido o
carater aminico da regido da molécula e, em razdo do substituinte, elevar a
lipoficilidade da mesma. Estes Ultimos prototipos serdo submetidos aos testes
farmacologicos para avaliar a relacdo estrutura-atividade das modificacfes

realizadas.
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5. CONCLUSOES E PERSPECTIVAS
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5. Conclusbes e Perspectivas

De acordo com os resultados encontrados podemos concluir que:

e A metodologia utilizada para a sintese das guanilhidrazonas mostrou-se
eficiente para as modificacbes propostas e apresentou 6timos
rendimentos compreendidos entre 71% e 95%;

e Foram sintetizados 20 protétipos derivados da aminoguanidina
(guanilhidrazonas) que foram avaliados quanto a atividade citotoxica
frente a células tumorais.

e Destes vinte, quatro substancias (10, 14, 17 e 19) apresentaram elevada
atividade citotdxica, compreendidas entre 92% e 100%, e Clso abaixo de
4ug/mL.

e A avaliagéo frente a linfocitos humanos saudaveis demonstrou que estas
substancias (10, 14, 17 e 19) nao sao seletivas, apresentando frente a
estas células perfil de citotoxicidade semelhante ao apresentado frente
as ceélulas cancerigenas.

e A modificacbes estruturais feitas na regido da amina, que levou a
obtencdo das tiossemicarbazonas (10a, 14a, 17a e 19a), demonstrou
diminuicdo na atividade citotéxica frente a células cancerigenas, o que
evidencia a importancia da regido da guanidina como um farmacoforo
importante para a atividade antineoplasica;

e Os derivados sintetizados poderdo ser utilizados para avaliacdo da
atividade citotdéxica frente a outras linhagens celulares tumorais,
ampliando o espectro de acdo dos mesmos.

e Serdo necessarios outros ensaios para elucidar o mecanismo pelo qual
estas substancias atuam;

e Outras modificagdes estruturais ja estdo em fase de realizagéo, visando
a diminuicdo da citotoxicidade frente a células saudaveis, e a
manutencdo da citotoxicidade contra células tumorais, elevando a
seletividade;

e Tendo em vista o amplo espectro de atividades descrito na literatura
para estas duas classes de substancias, outras atividades bioldgicas ja

estdo sendo avalidadas;
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6. Experimental

Os experimentos foram realizados no Laboratorio de Pesquisa em
Recursos Naturais do Instituto de Quimica e Biotecnologia da Universidade
Federal de Alagoas e no Laboratério de Oncologia Experimental, na

Universidade Federal do Ceara.

6.1 Especificac0es dos materiais e equipamentos

e Todas as vidrarias utilizadas foram previamente limpas e secas em estufa a
150 °C por 24 horas.

e Nas reacdes e demais metodologias quimicas foram utilizados solventes
PA,

e Para a evaporacédo dos solventes foram utilizados evaporadores rotatorios,
da marca BUCHI (modelo RE-114V);

e Para as cromatografias em camada delgada analitica (CCDA - 0,25mm)
utilizaram-se placas Merck, silica gel 60 F2s4;

e Os cromatogramas foram revelados em lampada UV da SPECTROLINE,
modelo ENF-260 CIF, em comprimentos de onda de 254 e 366 nm;

e Os espectros de RMN (*H: 400 MHz; **C: 100 MHz) foram obtidos em
espectrobmetros da BRUKER DPX-500 (ETTLINGER, ALEMANHA), no
Laboratério de Ressonancia Magnética Nuclear da UFAL. Sinal residual do
solvente ndo deuterado ou o TMS foi utilizado como referéncia interna;

e Os dados de RMN foram processados através do programa NMRNotebook
versao 2.50.

e Os reagentes foram pesados em balanca eletronica analitica (Modelo AX
200 Shimadzu);

e Para solubilizagdo das substancias foi utilizado ultrassom da marca Unique.

e Para as sinteses foi utilizada placa da marca IKA® C-MAG HS 7, com
termdémetro IKA® ETS-D5 acoplado;

e As estruturas quimicas, as reacfes e 0s esquemas foram desenhados
utilizando os programas ChemDraw Ultra® Versdo 10.0 e MDL ISIS™/Draw

versao 2.5;
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e A andlise bioestatistica da avaliacdo farmacoldgica foi realizada com o

auxilio do programa GraphPad Prism®;

6.1.1 Obtencéo do Indol-3-carboxialdeidoguanilhidrazona
H

! |
HzN/NYm?;, _N NH
H NH, N \’/HCI
EtOH, 100°C, 25h NH,
N

(1)

Iz

Em um baldo monocolo de 50 mL foram adicionados 0,2000 g (1,3778
mmol) do Indol-3-carboxialdeido e 0,1522 g (1,3778 mmol) do cloridrato de
aminoguanidina. Posteriormente foi adicionado 5 mL de EtOH PA e uma barra
magnética. A mistura reacional obtida foi levada a refluxo durante 25 horas a
100 °C. A confirmacéo de consumo dos reagentes foi realizada por meio de
placas cromatogréficas de camada delgada (CCDA). O solvente foi retirado
com evaporador rotatorio e o material suspenso em AcOEt. Ao adicionar AcOEt
ocorreu a precipitacdo do produto. Apos trituracdo o precipitado foi filtrado em
funil de buchner/kitassato com papel filtro sob pressdo negativa e
acondicionado em frasco de vidro pesado. Foi obtido 0,2311 g da substancia 1
(0,9723 mmol) com rendimento de 71%. RMN *H (400 MHz, DMSO-de): 7,12(t,
1H, J=7,2Hz); 7,19 (t, 1H, J=7,2Hz); 7,45 (d, 1H, J=7,2Hz); 7,8 (s, 1H); 8,28 (d,
1H, J=7,2); 8,36 (s, 1H). RMN **C (100 MHz, DMSO-dg): 121,23; 122,75;
123,27; 124,31; 132,24; 137,51; 145,35; 155,20.

6.1.2 Obtencéo da 4-Clorobenzaldeidoguanilhidrazona
H

i
lori

ar%iggdrato_ d_e _N NH

guanidina N \’/HCI

H o
EtOH, 100°C, 23h NH,
Cl
Cl

)

Em um baldo monocolo de 50 mL foram adicionados 0,2003 g (1,4249
mmol) do 4-Clorobenzaldeido e 0,1579 g (1,4249 mmol) do cloridrato de
aminoguanidina. Posteriormente foi adicionado 5 mL de EtOH PA. A mistura

reacional foi levada a refluxo por 23 horas a uma temperatura de 100 °C. A
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confirmacdo de consumo dos reagentes foi realizada por meio de placas
cromatograficas de camada delgada (CCDA). Evaporou-se o EtOH, o material
apresentou aspecto oleoso e incolor. Foi suspenso em AcOEt ocorrendo a
formacédo de precipitado que foi filtrado conforme a metodologia padrdo. Foi
obtido 0,2369 g da substancia 2 (1,0163 mmol) com rendimento de 71%. RMN
'H (400 MHz, DMSO-de): 7,45(d, 2H, J=8,5Hz); 7,85 (d, 2H, J=8,5Hz); 8,15 (s,
1H). RMN **C (100 MHz, DMSO-dg): 129,23; 129,70; 132,81; 135,43; 146,01;
155,83.

6.1.3 Obtencéao da 4-Formi|benzonitrilaguaniIhidrazona

. /N
Cloridrato de \]/
aminoguanidina HCI
o NH
EtOH, 100°C, 22h 2

.C
/%C 4

3

Em um baldo monocolo de 50 mL foram adicionados 0,0212 g (1,5267
mmol) do aldeido 4-Formilbenzonitrila e 0,1687 g (1,5267 mmol) do cloridrato
de aminoguanidina. Posteriormente foi adicionado 5 mL de EtOH PA. A mistura
reacional foi levada a refluxo por 22 horas a uma temperatura de 100 °C. Cerca
de 30 minutos ap6s a adicdo do EtOH observou-se a formacdo de um
precipitado branco. Ap6s 22 horas apresentavam-se ainda como uma
suspensdo. A CCDA indicou o término da reacdo. Foi dado sequéncia ao
procedimento para a separacdo do produto sem a necessidade de evaporar o
EtOH pois ja havia precipitado. Assim, o produto foi logo filtrado em funil de
buchner/kitassato sendo lavado com AcOEt. A suspensao foi entédo filtrada
novamente e o produto acondicionado em frasco de vidro pesado. Foi obtido
0,3023 g da substancia 3 (1,3515 mmol) com rendimento de 88%. RMN 'H
(400 MHz, DMSO-dg): 7,87(d, 2H, J=8,5); 8,04 (d, 2H, J=8,5Hz); 8,24 (s, 1H,).
RMN C (100 MHz, DMSO-dg): 112,67; 119,11; 128,60; 133,02; 138,30;
145,36; 155,89.
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6.1.4 Obtencédo da 3-Hidroxi-4-metoxibenzaldeidoguanilhidrazona

5
N/N NH
H Cloridrato de \’/HCI
aminoguanidina NH,
(@) EtOH, 100°C, 24h cl)
OH OH

(4)

Em um baldo monocolo de 50 mL foram adicionados 0,2002 g (1,2654
mmol) do 3-Hidroxi-4-metoxibenzaldeido e 0,1399 g (1,2654 mmol) do
cloridrato de aminoguanidina. Posteriormente foi adicionado 5 mL de EtOH PA.
A mistura reacional foi levada a refluxo por 40 horas a uma temperatura de 100
°C. O produto, ap6s a evaporacdo, apresentou aspecto oleoso e coloracéo
amarelada. Adicionou-se AcOEt e fez-se a trituracdo do soélido obtido. A
principio ndo precipitou, mas apds alguns minutos triturando com espatula foi
possivel perceber que haveria a formacdo do precipitado, que se formou
completamente apds mais alguns minutos. Foi filtrado e lavado com AcOEt.
Obteve-se 0,2857 g da substancia 4 (1,1676 mmol) com rendimento de 92%.
RMN *H (400 MHz, DMSO-de): 3,79 (s, 3H); 6,95 (d, 1H, J=8,3); 7,18 (dd, 1H,
J=8,3Hz e 2,0Hz); 7,33 (d, 1H, J=2,0Hz) 8,04 (s, 1H,). RMN *3C (100 MHz,
DMSO-dg): 56,11; 112,05; 113,81; 121,09; 126,63; 147,06; 147,62; 150,49;
155,61.

6.1.5 Obtencéo da 3,4-Dimetoxibenzaldeidoguanilhidrazona
0 H H

N NH
H Cloridrato de N \’/HC|
aminoguanidina

NH,

o) EtOH, 100°C, 22h T
~© O
©)

Em um baldo monocolo de 50 mL foram adicionados 0,2003 g (1,2053
mmol) do 3,4-Dimetoxibenzaldeido e 0,1332 g (1,2053 mmol) do cloridrato de
aminoguanidina. Posteriormente foi adicionado 5 mL de EtOH PA. A mistura
reacional foi levada a refluxo por 22 horas a uma temperatura de 100 °C. A

CCDA indicou o término da reacdo. Adicionou-se AcOEt e fez-se a trituracao.



62

Foi filtrado e lavado com AcOEt. Obteve-se 0,2889 g da substancia 5 (1,1167
mmol) com rendimento de 93%. RMN *H (400 MHz, DMSO-dg): 3,80 (s, 6H);
6,97(d, 1H, J=7,9); 7,23 (d, 1H, J=7,9Hz); 7,54 (s, 1H) 8,09 (s, 1H,). RMN **C
(100 MHz, DMSO-dg): 109,17; 111,60; 123,09; 126,53; 147,39; 149,51; 151,47,
155,63; 155,70; 56,16.

6.1.6 Obtencéo da 4-Hidroxi-3-metoxibenzaldeidoguanilhidrazona

H H
Q |

O N NH
0 Cloridrato de ~ N~
H aminoguanidina HCI

EtOH, 100°C, 24h g NH

HO 6)

Em um baldo monocolo de 50 mL foram adicionados 0,2009 g (1,3204
mmol) do 4-Hidroxi-3-metoxibenzaldeido e 0,1460 g (1,3204 mmol) do
cloridrato de aminoguanidina. Posteriormente foi adicionado 5 mL de EtOH PA.
A mistura reacional foi levada a refluxo por 24 horas a uma temperatura de 100
°C. A CCDA indicou o término da reacdo. Adicionou-se AcOEt e fez-se a
trituracdo. Foi filtrado e lavado com AcOEt. Obteve-se 0,3175 g da substancia 6
(1,2976 mmol) com rendimento de 98%. RMN *H (100 MHz, DMSO-dg): 3,81 (s,
3H); 6,83(d, 1H, J=8,0); 7,13 (dd, 1H, J=8,0Hz e 1,8Hz); 7,50 (1,8, 1H); 8,04 (s,
1H,). RMN C (400 MHz, DMSO-dg): 56,24; 110,08; 115,67; 123,18; 125,22;
147,74; 148,51; 149,78; 155,52.

6.1.7 Obtencédo da 4-Hidroxibenzaldeidoguanilhidrazona

H
H
Cloridrato de N/N\’/NH
H aminoguanidina HCI
EtOH, 100°C, 25h NH;
HO HO

()

Em um baldo monocolo de 50 mL foram adicionados 0,2009 g (1,6451
mmol) do 4-Hidroxibenzaldeido e 0,1819 g (1,6451 mmol) do cloridrato de
aminoguanidina. Posteriormente foi adicionado 5 mL de EtOH PA. A mistura
reacional foi levada a refluxo por 25 horas a uma temperatura de 100 °C. A
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CCDA indicou o término da reacdo. Adicionou-se AcOEt e fez-se a trituracéo.
Foi filtrado e lavado com AcOEt. Obteve-se 0,3357 g da substancia 7
(2,5639mmol) com rendimento de 95,06%.

RMN *H (400 MHz, DMSO-ds): 6,83 (d, 2H, J= 8,5); 7,66 (d, 2H, J=8,5); 8,06 (s,
1H,). RMN *3C (100 MHz, DMSO-dg): 116,06; 124,79; 129,85; 147,52; 155,62;
160,28.

6.1.8 Obtencé&o da 4-Bromobezaldeidoguanilhidrazona

. /N
H Cloridrato de
aminoguanidina HCI
o EtOH, 100°C, 25h NHz

Em um baldo monocolo de 50 mL foram adicionados 0,2006 g (1,0842
mmol) do 4-Bromobenzaldeido e 0,1199 g (1,0842 mmol) do cloridrato de
aminoguanidina. Posteriormente foi adicionado 5 mL de EtOH PA. A mistura

reacional foi levada a refluxo por 25 horas a uma temperatura de 100 °C. A
CCDA indicou o término da reacdo. Adicionou-se AcOEt e fez-se a trituracéo.
Foi filtrado e lavado com AcOEt. Obteve-se 0,2506 g da substancia 8 (0,9029
mmol) com rendimento de 83%.

RMN *H (400 MHz, DMSO-dg): 7,63 (d, 2H, J= 8,5); 7,81 (d, 2H, J=8,5); 8,17 (s,
1H,). RMN C (100 MHz, DMSO-dg): 124,31; 129,93; 132,15; 133,15; 146,11;
155,79.

6.1.9 Obtencao da Piperonalguanilhidrazona

H
@) Cloridrato de
< H aminoguanidina HCI
o EtOH, 100°C, 25h NH

)

Em um baldo monocolo de 50 mL foram adicionados 0,2003 g (1,3321
mmol) do Piperonal e 0,1473 g (1,3321 mmol) do cloridrato de aminoguanidina.
Posteriormente foi adicionado 5 mL de EtOH PA. A mistura reacional foi levada

a refluxo por 25 horas a uma temperatura de 100 °C. A CCDA indicou o término
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da reacdo. Adicionou-se AcOEt e fez-se a trituracdo. Foi filtrado e lavado com
AcOEt. Obteve-se 0,2632 g da substancia 9 (1,0846 mmol) com rendimento de
81%.

RMN *H (400 MHz, DMSO-dg): 6,05 (s, 2H); 6,94 (d, 1H, J=8,0); 7,17 (dd, 1H,
J=8,0Hz e 1,6Hz); 7,64 (d, 1H, J=1,6Hz); 8,07 (s, 1H). RMN **C (100 MHz,
DMSO-dg): 102,03; 105,94; 108,65; 124,80; 128,37; 146,83; 148,45; 149,80;
155,74.

6.1.10 Obtencéo da 3,5-di-tert-butil-4-hidroxibenzaldeidoguanilhidrazona

H
H
N/N NH
H Cloridrato de \’/ HCI
aminoguanidina NH,,
HO EtOH, 100°C, 25h HO
(10)

Em um baldo monocolo de 50 mL foram adicionados 0,2000 g (0,8535
mmol) do 3,5-di-tert-butil-4-hidroxibenzaldeido e 0,0944 g (0,8535 mmol) do
cloridrato de aminoguanidina. Posteriormente foi adicionado 5 mL de EtOH PA.
A mistura reacional foi levada a refluxo por 25 horas a uma temperatura de 100
°C. A CCDA indicou o término da reacdo. Adicionou-se Hexano e fez-se a
trituracdo. Foi filtrado e lavado com AcOEt:Hexano 50%. Obteve-se 0,2379 g
da substancia 10 (0,7283 mmol) com rendimento de 85%. RMN *H (400 MHz,
DMSO-dg): 1,38 (s, 18H); 7,50 (s, 2H); 8,09 (s, 1H). RMN *C (100 MHz,
DMSO-dg): 30,69; 35,01; 124,99; 139,66; 148,96; 155,53; 156,98.

6.1.11 Obtencéo da 4-Carboxibenzaldeidoguanilhidrazona

H
H
Cloridrato de N NH
H aminoguanidina N \’/Hg
EtOH, 100°C, 25h NH,
HOOC HOOC

(11)

Em um baldo monocolo de 50 mL foram adicionados 0,2003 g (1,3321
mmol) do 4-Carboxibenzaldeido e 0,1473 g (1,3321 mmol) do cloridrato de
aminoguanidina. Posteriormente foi adicionado 5 mL de EtOH PA. A mistura
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reacional foi levada a refluxo por 25 horas a uma temperatura de 100 °C. A
CCDA indicou o término da reacdo. Adicionou-se AcOEt e fez-se a trituracéo.
Foi filtrado e lavado com AcOEt. Obteve-se 0,2308 g da substancia 11 (0,9486
mmol) com rendimento de 71%. RMN 'H (100 MHz, DMSO-dg): 7,90 (s, 4H);
8,20 (s, 1H). RMN **C (100 MHz, DMSO-dg): 128,07; 130,01, 132,45, 137,86;
146,18; 155,84; 167,36.

6.1.12 Obtencéo da 2,6-Diclorobenzaldeidoguanilhidrazona

Cl Cl H
H
Cloridrato de _N NH
H aminoguanidina N \’/HCI
EtOH, 100°C, 25h NH.,
Cl Cl

12)

Em um baldo monocolo de 50 mL foram adicionados 0,2005 g (1,1428
mmol) do 2,6-Diclorobenzaldeido e 0,1263 g (1,1428 mmol) do cloridrato de
aminoguanidina. Posteriormente foi adicionado 5 mL de EtOH PA. A mistura
reacional foi levada a refluxo por 25 horas a uma temperatura de 100 °C. A
CCDA indicou o término da reacdo. Adicionou-se AcOEt e fez-se a trituracéo.
Foi filtrado e lavado com AcOEt. Obteve-se 0,2725 g da substancia 12 (1,0185
mmol) com rendimento de 89%. RMN *H (400 MHz, DMSO-dg): 7,45 (m, 1H);
7,57 (d, 2H, J=7,9); 8,42 (s, 1H). RMN *C (100 MHz, DMSO-ds): 129,56;
130,01; 132,18; 134,53; 142,99; 155,78.

6.1.13 Obtencéo da 4-Quinolinacarboxibenzaldeidoguanilhidrazona

, H
Cloridrato de H
N aminoguanidina__ AN N NH
| " EtoH, 100°C, 25h | N \’/HCI
N A N _~ NH,

(13)

Em um baldo monocolo de 50 mL foram adicionados 0,2001 g (1,2725
mmol) do 4-Quinolinacarboxibenzaldeido e 0,1407 g (1,2725 mmol) do
cloridrato de aminoguanidina. Posteriormente foi adicionado 5 mL de EtOH PA.
A mistura reacional foi levada a refluxo por 25 horas a uma temperatura de 100
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°C. A CCDA indicou o término da reacdo. Adicionou-se AcOEt e fez-se a
trituracdo. Foi filtrado e lavado com AcOEt. Obteve-se 0,2808 g da substancia
13 (21,1534 mmol) com rendimento de 91%. RMN H (400 MHz, DMSO-dg): 7,72
(t, 1H, J=7,5); 7,84 (t, 1H, J=7,5); 8,09 (d, 1H, J=8,2); 8,40 (d, 1H, J=8,2); 8,18
(d, 1H, J=4,3); 8,98 (d, 1H, J=4,3); 9,05 (s, 1H). RMN **C (100 MHz, DMSO-ds):
119,08; 123,89; 125,31; 128,12; 130,14; 130,29; 137,09; 143,47; 148,70;
150,61; 155,77.

6.1.14 Obtencéo da 4-Bifenilcarboxialdeidoguanilhidrazona

H
) _N NH
Cloridrato de N
aminoguanidina _ HCI

EtOH, 100°C, 25h O NH;

(14)

Em um baldo monocolo de 50 mL foram adicionados 0,2003 g (1,0976
mmol) do 4-Bifenilcarboxialdeido e 0,1213 g (1,0976 mmol) do cloridrato de
aminoguanidina. Posteriormente foi adicionado 5 mL de EtOH PA. A mistura
reacional foi levada a refluxo por 25 horas a uma temperatura de 100 °C. A
CCDA indicou o término da reacdo. Adicionou-se AcOEt e fez-se a trituracao.
Foi filtrado e lavado com AcOEt. Obteve-se 0,2706 g da substancia 14 (0,9849
mmol) com rendimento de 90%. RMN *H (400 MHz, DMSO-dg): 7,47 (m, 5H);
7,74 (d, 2H, J=8,4); 7,94 (d, 2H, J=8,4); 8,24 (s, 1H). RMN **C (100 MHz,
DMSO-dg): 127,20; 127,35; 128,44; 128,68; 129,51; 132,94; 139,68; 142,41;
146,95; 155,79.

6.1.15 Obtencéo da Benzaldeidoguanilhidrazona

Cloridrato de

! d _No___NH
aminoguanidina
g - N \’/HCI
EtOH, 100°C, 25h
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Em um baldo monocolo de 50 mL foram adicionados 0,2000 g (1,8847
mmol) do Bezaldeido e 0,2083 g (1,8847 mmol) do cloridrato de
aminoguanidina. Posteriormente foi adicionado 5 mL de EtOH PA. A mistura
reacional foi levada a refluxo por 25 horas a uma temperatura de 100 °C. A
CCDA indicou o término da reacdo. Adicionou-se AcOEt e fez-se a trituracao.
Foi filtrado e lavado com AcOEt. Obteve-se 0,3333 g da substancia 15 (1,6777
mmol) com rendimento de 89%. RMN *H (400 MHz, DMSO-dg): 7,43 (m, 3H);
7,84 (m, 2H); 8,19 (s, 1H). RMN *C (100 MHz, DMSO-dg): 128,03; 129,17;
130,99; 133,81; 147,35; 155,80.

6.1.16 Obtencéo da Metil-4-formilbenzoatoguanilhidrazona

H

H
H ' N NH
Cloridrato de N \]/HCI
aminoguanidina o

NH»

EtOH, 100°C, 21h
OMe OMe (16)

Em um baldo monocolo de 50 mL foram adicionados 0,2001 g (1,2183
mmol) do 4-Metilformilbenzoato e 0,1347 g (1,2183 mmol) do cloridrato de
aminoguanidina. Posteriormente foi adicionado 5 mL de EtOH PA. A mistura
reacional foi levada a refluxo por 21 horas a uma temperatura de 100 °C. A
CCDA indicou o término da reacdo. Adicionou-se AcOEt e fez-se a trituracéo.
Foi filtrado e lavado com AcOEt. Obteve-se 0,2885 g da substancia 16
(1,12397 mmol) com rendimento de 92%. RMN *H (400 MHz, DMSO-dg): 3,84
(s, 3H); 7,98 (s, 4H); 8,25 (s, 1H). RMN *3C (100 MHz, DMSO-dg): 52,79;
128,19; 129,87; 131,21; 138,25; 146,08; 155,82; 166,30.

6.1.17 Obtencédo da 3,4-Diclorobenzaldeidoguanilhidrazona
H

. N NH
Cloridrato de N/
H aminoguanidina HCI

EtOH, 100°C, 25h NH;

Cl

cl cl (17)
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Em um baldo monocolo de 50 mL foram adicionados 0,2003 g (1,1427
mmol) do 3,4-Diclorobenzaldeido e 0,1263 g (1,1427 mmol) do cloridrato de
aminoguanidina. Posteriormente foi adicionado 5 mL de EtOH PA. A mistura
reacional foi levada a refluxo por 25 horas a uma temperatura de 100 °C. A
CCDA indicou o término da reacdo. Adicionou-se AcOEt e fez-se a trituracao.
Foi filtrado e lavado com AcOEt. Obteve-se 0,2823 g da substancia 17 (1,0551
mmol) com rendimento de 92%. RMN 'H (400 MHz, DMSO-de): 7,68 (d, 1H,
J=8,4); 7,79 (dd, 1H, J=8,4 e 2,0); 8,24 (d, 1H, J=2,0); 8,16 (s, 1H). RMN *3C
(100 MHz, DMSO-dg): 128,45; 129,02; 131,33; 132,25; 133,13; 134,66; 144,75;
155,81.

6.1.18 Obtencéo da 3-Clorobenzaldeidoguanilhidrazona

Cloridrato de H H
aminoguanidina _N NH
H EtOH, 100°C, 25h N \’/HCI
NH,
Cl

Cl (18)

Em um baldo monocolo de 50 mL foram adicionados 0,2003 g (1,4228
mmol) do 3-Clorobenzaldeido e 0,1573 g (1,4228 mmol) do cloridrato de
aminoguanidina. Posteriormente foi adicionado 5 mL de EtOH PA. A mistura
reacional foi levada a refluxo por 22 horas a uma temperatura de 100 °C. A
CCDA indicou o término da reacdo. Adicionou-se AcOEt e fez-se a trituracéo.
Foi filtrado e lavado com AcOEt. Obteve-se 0,3015 g da substancia 18 (1,2934
mmol) com rendimento de 93%. RMN *H (400 MHz, DMSO-dg): 7,47 (m, 2H);
7,74 (d, 1H, J=8,0); 8,06 (s, 1H); 8,17 (s, 1H). RMN **C (100 MHz, DMSO-ds):
126,84; 127,30; 130,58; 131,04; 134,19; 136,05; 145,79; 155,81.

6.1.19 Obtencdo da 2-Bifenilcarboxialdeidoguanilhidrazona
Cloridrato de

» J,
aminoguanidina /H NH
H  EtoH, 100°C, 19h N \KH(A
@ L

(19)

o
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Em um baldo monocolo de 50 mL foram adicionados 0,2000 g (1,0977
mmol) do 2-Bifenilcarboxialdeido e 0,1214 g (1,0977 mmol) do cloridrato de
aminoguanidina. Posteriormente foi adicionado 5 mL de EtOH PA. A mistura
reacional foi levada a refluxo por 19 horas a uma temperatura de 100 °C. A
CCDA indicou o término da reacdo. Adicionou-se AcOEt e fez-se a trituracéo.
Foi filtrado e lavado com AcOEt. Obteve-se 0,2761 g da substancia 19 (1,0049
mmol) com rendimento de 92%. RMN *H (400 MHz, DMSO-dg): 7,36 (m, 5H);
7,49 (m, 4H); 8,06 (s, 1H). RMN *C (100 MHz, DMSO-dg): 126,84; 127,30;
130,58; 131,04; 134,19; 136,05; 145,79; 155,81.

6.1.20 Obtencéao da 2-(trifluorometil)benzaldeidoguanilhidrazona

H
Cloridrato de H
aminoguanidina ~N NH
H g N \’/HCI
EtOH, 100°C, 25h
NH,
CF3 CF3

(20)

Em um baldo monocolo de 50 mL foram adicionados 0,2003 g (1,1486
mmol) do 2-Trifluorometilbenzaldeido e 0,1270 g (1,1486 mmol) do cloridrato
de aminoguanidina. Posteriormente foi adicionado 5 mL de EtOH PA. A mistura
reacional foi levada a refluxo por 22 horas a uma temperatura de 100 °C. A
CCDA indicou o término da reacdo. Adicionou-se AcOEt e fez-se a trituracao.
Foi filtrado e lavado com AcOEt. Obteve-se 0,2694 g da substancia 20 (1,0104
mmol) com rendimento de 88%. RMN *H (400 MHz, DMSO-dg): 7,60 (t, 2H,
J=7,8); 7,70 (d, 1H, J=7,8); 8,12 (d, 1H, J=7,8); 8,21 (s, 1H); 8,31 (s, 1H). RMN
13C (100 MHz, DMSO-dg): 124,17; 125,83; 127,15; 130,29; 132,20; 134,95;
145,92; 123,12; 155,74.
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6.2 Obtencao das tiossemicarbazonas
A partir dos prototipos guanilhidrazonas que apresentaram os melhores
resultados farmacoldgicos, utilizamos os respectivos aldeidos que originaram

tais compostos para realizacéo da sintese das tiossemicarbazonas.

6.2.1 Obtencéao da 3,5-di-tert-butil-4-hidroxibenzaldeidotiossemicarbazona

H
I H
N.__S H
HoN Y N/N S
H NHZ ‘ \’/
o) NHZ
HO EtOH, 100°C, 5h HO
(10a)

Em um baldo monocolo de 125 mL foram adicionados 2,5000 g (10,6683
mmol) do 3,5-di-tert-butil-4-hidroxibenzaldeido e 0,9723 g (10,6683 mmol) da
tiossemicarbazida. Posteriormente foi adicionado 20 mL de EtOH PA. A mistura
reacional foi levada a refluxo por 5 horas a uma temperatura de 100 °C. A
CCDA indicou o término da reacdo. Ocorreu a precipitacdo do produto ao
adicionar hexano. Foi filtrado e lavado com hexano. Obteve-se 3,2709 g da
substancia 10a (10,6677 mmol) com rendimento quantitativo de 100%. RMN *H
(400 MHz, DMSO-dg): 1,38 (s, 18H); 7,42 (s, 2H); 7,96 (s, 1H). RMN **C (100
MHz, DMSO-dg): 30,68; 34,99; 124,56; 125,69; 139,65; 144,70; 156,51; 177,67.

6.2.2 Obtencédo da 4-Bifenilcarboxialdeidotiossemicarbazona

H
H

N S
N \’/
Tiossemicarbazida Q NH,
EtOH, 100°C, 6h O

Em um baldo monocolo de 125 mL foram adicionados 2,5000 g (13,7197
mmol) do 4-Bifenilcarboxialdeido e 1,2504 g (13,7197 mmol) da

(14a)

tiossemicarbazida. Posteriormente foi adicionado 20 mL de EtOH PA. A mistura
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apresentou-se como uma suspensao com precipitado branco. O material foi
levado a refluxo por 6 horas a uma temperatura de 100 °C. A CCDA indicou o
término da reacdo. Como ja estava precipitado nao foi utilizado outro solvente
para precipitacdo, sendo o material diretamente filtrado. Obteve-se 3,4108 g da
substancia 14a (13,3853 mmol) com rendimento de 98%. RMN *H (400 MHz,
DMSO-dg): 7,46 (m, 5H); 7,70 (d, 2H,J=8,0); 7,88 (d, 2H,J=8,0); 8,08 (s, 1H).
RMN C (100 MHz, DMSO-dg): 127,33; 128,32; 128,39; 129,50; 133,74;
139,81; 141,77, 142,40; 127,13; 178,34.

6.2.3 Obtencéao da 3,4-Diclorobenzaldeidotiossemicarbazona

H
_N S
H N \]/
Tiossemicarbazida‘ NH,
of EtOH, 100°C, 6h Cl
cl Cl

(17a)

Em um baldo monocolo de 125 mL foram adicionados 2,50009 (14,2841
mmol) do 3,4-Diclorocarboxialdeido e 1,3019g (14,2841 mmol) da
tiossemicarbazida. Posteriormente foi adicionado 20 mL de EtOH PA. O
material foi levado a refluxo por 6 horas a uma temperatura de 100 °C. A CCDA
indicou o término da reacdo. Como ja estava precipitado nao foi utilizado outro
solvente para precipitacdo, sendo o material diretamente filtrado. Obteve-se
3,1953 g da substancia 17a (12,8770 mmol) com rendimento de 90 %. RMN *H
(400 MHz, DMSO-dg): 7,62 (d, 1H, J=8,0); 7,70 (dd, 1H, J=8,0 e 2,0); 8,22 (d,
2H,J=2,0); 7,98 (s, 1H). RMN *C (100 MHz, DMSO-dg): 128,23; 128,62;
131,22; 132,25; 132,34; 135,52; 139,97; 178,63.
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6.2.4 Obtencéo da 2-Bifenilcarboxialdeidotiossemicarbazona

O
| Tiossemicarbazida

H  EtOH, 100°C, 7h N Y
NH,

(19a)

Em um baldo monocolo de 50 mL foram adicionados 0,6000 g (3,2927
mmol) do 2-Bifenilcarboxialdeido e 0,3001 g (3,2927 mmol) da
tiossemicarbazida. Posteriormente foi adicionado 20 mL de EtOH PA. O
material foi levado a refluxo por 7 horas a uma temperatura de 100 °C. A CCDA
indicou o término da reacdo. Como ja estava precipitado nao foi utilizado outro
solvente para precipitacdo, sendo o material diretamente filtrado. Obteve-se
0,8022 g da substancia 19a (3,1417 mmol) com rendimento de 95%. RMN *H
(400 MHz, DMSO-dg): 7,46 (m, 5H); 7,30 (m, 4H); 8,07 (s, 1H). RMN *3C (100
MHz, DMSO-dg): 126,59; 127,94; 128,04; 128,94; 130,08; 130,17; 130,68;
131,74; 139,45; 141,84; 142,45; 178,25.

6.3 Obtencéo do derivado SCH;

H H
H H
_N s CH3l _N SCH,4
: : NY
M .
NH, DMF anidro NH,
HO 72h, ta. HO

65%

Em um baldo monocolo de 50 mL foram adicionados 1,1500 g (3,7403
mmol) do 3,5-di-tert-butil-4-hidroxibenzaldeidotiossemicarbazona (10a) e 0,8
mL de iodeto de metila. Posteriormente foi adicionado 3mL de DMF anidro e
uma barra de agitacdo magnética, em atmosfera inerte (N;). O material foi
deixado sob agitacdo em temperatura ambiente por 72h, incluindo-se, a cada
24 horas o mesmo numero de mols de iodometano. O DMF foi evaporado em

evaporador rotatério. Precipitou em Hex:AcOEt 50%, sendo lavado durante a
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fitragem em AcOEt. Forneceu 1,0850g do produto (2,4143mmol), com
rendimento de 65%. RMN *H (400 MHz, DMSO-de): 1,38 (s, 18H); 2,71 (s, 3H);
7,58 (s, 2H); 8,24 (s, 1H). RMN **C (100 MHz, DMSO-de): 14,02; 30,59; 24,00;
35,00; 126,05; 139,67; 154,23; 158,09; 165,38.
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6.4 Ensaios Bioldgicos

6.4.1 Citotoxicidade in vitro em células tumorais

As linhagens tumorais utilizadas, MDA-MB435 (mama - humano), HCT-8
(colon - humano) e SF-295 (Glioblastoma — humana) foram cedidas pelo
Instituto Nacional do Cancer (EUA), tendo sido cultivadas em meio RPMI 1640,
suplementados com 10 % de soro fetal bovino e 1 % de antibiéticos, mantidas
em estufa a 37 °C e atmosfera contendo 5% de CO,.

Para o screening os resultados foram analisados segundo suas médias
e respectivos intervalos de confianca a partir da regressdo nao linear no
programa GraphPad Prism. Cada amostra foi testada em duplicata em dois
experimentos independentes. Uma escala de intensidade foi utilizada para
avaliar o potencial citotoxico das amostras testadas. Amostras sem atividade
(SA), com pouca atividade (PA, inibicdo de crescimento celular variando de 1 a
50%), com atividade moderada (Mo, inibicdo de crescimento celular variando
de 50 a 75%) e com muita atividade (MA, inibicdo de crescimento variando de
75 a 100%). Ja para o calculo de Clsg 0s dados foram analisados segundo a
média + desvio padrdo da média (DPM) da porcentagem de inibicdo do
crescimento celular, também usando o programa GraphPad Prism.

A citotoxicidade das substancias foi avaliada pelo método do MTT
(Mosman, 1983). As células foram plaqueadas em placas de 96 cavidades nas
seguintes densidades: 0,7 x 105 (HCT-8), 0,1 x 106 (SF-295) e 0,1 x106
(MDAMB-435). As amostras foram adicionadas e as placas foram incubadas
por 72 h em estufa a 5% de CO, a 37°C. Estas foram testadas em uma Unica
concentragao (5 pyg/mL). Ao término deste, as mesmas foram centrifugadas, e o
sobrenadante removido. Em seguida, foram adicionados 150 mL da solucao de
MTT (sal de tetrazolium), e as placas foram incubadas por 3h. A absorbancia
foi lida apds dissolucdo do precipitado com 150 mL de DMSO puro em
espectrofotometro de placa a 595 nm. Doxorrubicina (Dox) foi utilizada como

controle positivo.
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6.4.2 Determinacgéo da Clsp

As linhagens tumorais utilizadas, MDA-MB435 (mama - humano), HCT-8
(colon - humano); e SF-295 (Glioblastoma — humana) e HL60 (leucemia
promielocitica) foram cedidas pelo Instituto Nacional do Cancer (EUA), tendo
sido cultivadas em meio RPMI 1640, suplementados com 10 % de soro fetal
bovino e 1 % de antibidticos, mantidas em estufa a 37 °C e atmosfera contendo
5% de CO..

As células foram plagueadas na concentracdo de 0,1 x 106 células/mL
para as linhagens MDA-MB435 e SF-295, 0,3 x 106 para a linhagem HL-60 e
0,7 x 105 para HCT-8. Em seguida foram adicionadas as amostras numa
concentracéo variando de 0,001 a 5 yg/mL, e as placas foram incubadas por 72
horas em estufa a 5% de CO, a 37°C. Ao término deste, as mesmas foram
centrifugadas, e o sobrenadante, removido. Em seguida, foram adicionados
150 mL da solugéo de MTT (sal de tetrazolium), e as placas foram incubadas
por 3h. A absorbancia foi lida apds dissolucdo do precipitado com 150 mL de

DMSO puro em espectrofotdbmetro de placa a 595 nm.
6.4.3 Citotoxicidade in vitro em linfécitos humanos

Os linfocitos humanos utilizados foram isolados de sangue coletado de
voluntarios sadios e cultivados em meio RPMI 1640, suplementados com 20%
de soro fetal bovino, 1% de antibiéticos e 2% de fitohemaglutinina mantidos em
estufa a 37° C e atmosfera contendo 5% de CO..

Para o isolamento dos linfécitos, foram coletados 5 mL de sangue de
voluntarios sadios em tubos contendo heparina. O sangue foi lavado com
tampéao fosfato (PBS) e os linfécitos foram isolados por gradiente de densidade
usando Ficoll (Histopaque). Os linfécitos foram plaqueados (placa de 96 pocos)
na concentracédo de 2,0 x 10° células/poco e mantidos sob incubac&o por 48h a
37°C e 5% CO..

As substancias previamente dissolvidas em DMSO foram diluidas em
série em meio RPMI para obtencdo das concentracfes finais (0,048-25ug/mL)
e adicionadas (100 uL/poco) as placas contendo os linfécitos. Apés um periodo
de incubagéo de 72h, as placas foram retiradas e centrifugadas a 1500rpm/15
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minutos. O sobrenadante foi aspirado e adicionaram-se 150uL de solugao de
MTT 10% em RPMI, sendo a placa colocada na estufa a 5% de CO, por 3h.
Em seguida, as placas foram novamente centrifugadas a 3000rpm/ 10 minutos,
tendo o sobrenadante aspirado e seu precipitado ressuspendido em 150uL de
DMSO e agitado por 30 minutos, até completa dissolucdo dos cristais de
formazan. As placas foram lidas no espectrofotbmetro de placa a um
comprimento de onda de 595nm.

Os experimentos foram analisados segundo suas médias e respectivos
erros-padréo. O calculo das Clsy (concentracdo inibitoria média capaz de
provocar 50% do efeito maximo) e seus respectivos desvios foram realizados a
partir da regressao nao-linear no programa GraphPad Prism (versao 4). Cada

amostra foi analisada a partir de dois experimentos realizados em duplicata.
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Espectro 1a. RMN *H (400Hz) em DMSO-ds da substancia 1.
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Espectro 1b. Ampliagao do espectro de 87,1 a 68,3.
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Espectro 2a. RMN *H (400Hz) em DMSO-ds da substancia 2.
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Espectro 2c. RMN **C (100Hz) em DMSO-dg da substancia 2.
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Espectro 3a. RMN *H (400Hz) em DMSO-ds da substancia 3.
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Espectro 3b. Ampliagao do espectro de 87,6 a 68,4.
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Espectro 4a. RMN *H (400Hz) em DMSO-ds da substancia 4.
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Espectro 4b. Ampliagao do espectro de 87,6 a 68,4.
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Espectro 5a. RMN *H (400Hz) em DMSO-ds da substancia 5.
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Espectro 5b. Ampliagao do espectro de 67,6 a 88,5.
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Espectro 5¢c. RMN **C (100Hz) em DMSO-dg da substancia 6.
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Espectro 7a. RMN *H (400Hz) em DMSO-ds da substancia 7.
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Espectro 7b. Ampliagao do espectro de 87,6 a 88,4.
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Espectro 7c. RMN **C (100Hz) em DMSO-dg da substancia 7.
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Espectro 8a. RMN *H (400Hz) em DMSO-ds da substancia 8.
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Espectro 8b. Ampliagao do espectro de 67,6 a 68,4.
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Espectro 9a. RMN *H (400Hz) em DMSO-ds da substancia 9.
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Espectro 9b. Ampliagao do espectro de 87,6 a 68,4.
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Espectro 10a. RMN *H (400Hz) em DMSO-dg da substancia 10.
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Espectro 10b. RMN *C (100Hz) em DMSO-d6 da 10.
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Espectro 11a. RMN *H (400Hz) em DMSO-dg da substancia 11.
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Espectro 13c. RMN **C (100Hz) em DMSO-ds da substancia 13.
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Espectro 14a. RMN *H (400Hz) em DMSO-dg da substancia 14.
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Espectro 14b. Ampliagao do espectro de 86,8 a 68,6.
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Espectro 15b. Ampliagado do espectro de 66,2 a 68,8.
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Espectro 18a. RMN *H (400Hz) em DMSO-dg da substancia 18.
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Espectro 19a. RMN *H (400Hz) em DMSO-dg da substancia 19.
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Espectro 19c. RMN **C (100Hz) em DMSO-ds da substancia 19.
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Espectro 20c. RMN **C (100Hz) em DMSO-ds da substancia 20.
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Espectro 21a. RMN *H (400Hz) em DMSO-dg da substancia 10a.
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Espectro 21b. RMN **C (100Hz) em DMSO-d6 da 10a.
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Espectro 22a. RMN *H (400Hz) em DMSO-dg da substancia 14a.
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Espectro 24b. RMN **C (100Hz) em DMSO-dg da substancia 19a.
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Espectro 25a. RMN 'H (400Hz) em DMSO-ds do derivado S-metil.
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Espectro 25b. RMN *3C (100Hz) em DMSO-dg do derivado S-metil.





