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RESUMO

As doencas negligenciadas um sdo grupo de doencas parasitarias e infecciosas que afetam
mais de um bilhdo de pessoas no mundo, afetando paises tropicais e subtropicais,
principalmente a populacdo que vive na pobreza. A doenca de Chagas faz parte desse grupo
de doencas. E causada pelo protozoério Trypanosoma cruzi, sendo uma antropozoonose de
ampla incidéncia tanto no Brasil quanto no mundo. Apesar de apresentar alta incidéncia, o
tratamento € limitado a dois farmacos que apresentam severos efeitos colaterais e inefetivos
em alguns casos, necessitando de investimento na pesquisa de novos compostos que possam
ser utilizados como escolha terapéutica. As leishmanioses também fazem parte das doengas
negligenciadas, apresentando altas taxas de morbimortalidade, sendo um problema de saltde
publica em diversos paises do mundo, com arsenal terapéutico limitado justificando a
necessidade da descoberta de novas terapias. Estudos apontam tiazois e tiadiazinas como
compostos promissores para o tratamento destas doencas, onde o derivado 8c, publicado
recentemente por nosso grupo de pesquisa (constituido de um hibrido molecular de tiazol e
tiofeno), apresentou resultados promissores contra T. cruzi € que pode ser um lead importante
no desenvolvimento de novos compostos. Baseando-se nessa molécula, os objetivos deste
trabalho foram realizar alteragBes no composto 8c, sintetizando duas novas séries de tiazois e
tiadiazinas, com o objetivo de verificar a influéncia na atividade bioldgica, bem como
determinar o mecanismo de inibigdo por meio de estudos computacionais (docking, DFT e
dindmica molecular). A metodologia de sintese mostrou-se eficaz com a obtencdo de 11
compostos intermediarios e 99 compostos finais, com rendimentos satisfatorios variando entre
50-95%. As técnicas de RMN 2D HMBC e NOESY foram precisas em confirmar a
conectividade dos compostos, conduzindo a confirmacéo estrutural dos tiazois N-etila, N-alila
e N-benzila substituidos, por HMBC, e dos derivados N-fenila substituidos por NOESY. O
método de teoria do funcional de densidade (DFT) foi eficiente em explicar a
regiosseletividade observada para os compostos N-fenila substituidos, por meio de célculos de
otimizacdo geomeétrica e orbitais moleculares de fronteira, propondo 0 mecanismo de reacédo e
a formacdo dos compostos principais. Com relacdo aos ensaios frente a Leishmania
amazonensis, foram encontrados 42 compostos ativos, com Clso entre 1,37-9,67 uM contra
formas amastigotas, com baixa citotoxicidade e 6timos valores de indice de seletividade.
Dentre esses compostos, 2f, 3f, 5¢ e 11f foram os mais ativos (Clso de 1,78, 1,37, 2,09, e 1,85
uM, respectivamente). Por fim, docking molecular mostrou que 0s compostos sdo capazes de
interagir com residuos criticos da enzima (Cys™®® e His?®), similar a um inibidor encontrado
na literatura. Além disso, simulacdes de dindmica molecular demonstraram a estabilidade dos
compostos em complexo com a CPla. Mais além, docking molecular na cruzaina mostrou
afinidade e interagBes importantes (Cys®® e His®™®), mostrando que sdo compostos potenciais
contra este alvo. A validagdo das regras de Lipinski e Veber por meio de estudos
computacionais também mostrou que 0s compostos respeitam todos os critérios e podem
apresentar boas propriedades biofarmacéuticas.

Palavras-chave: Trypanosoma cruzi; Leishmania amazonensis; cruzaina; CPB; planejamento
de farmacos; modelagem molecular.



ABSTRACT

The neglected diseases are a group of parasitic and infectious diseases that affect more than
one billion people worldwide, affecting tropical and subtropical countries, mainly the
population living in poverty. Chagas disease is part of this group of diseases. It is caused by
the protozoan Trypanosoma cruzi, which is an anthropozoonosis of wide incidence both in
Brazil and in the world. Despite having a high incidence, the treatment is limited to two drugs
that have severe side effects and are ineffective in some cases, requiring investment in the
research of new compounds that can be used as a therapeutic choice. Leishmaniasis is also
part of the neglected diseases, presenting high rates of morbidity and mortality, being a public
health problem in several countries of the world, with a limited therapeutic arsenal, justifying
the need to discover new therapies. Studies point to thiazoles and thiadiazines as promising
compounds for the treatment of these diseases, in which the compound 8c, recently published
by our research group (consisting of a molecular hybrid of thiazole and thiophene), showed
promising results against T. cruzi and that can be an important lead in the drug development.
Based on this molecule, the objectives of this work were to make changes in compound 8c,
synthesizing two new series of thiazoles and thiadiazines, to verify the influence on biological
activity, as well as determining the inhibition mechanism through computational studies
(docking, DFT, and molecular dynamics). The synthesis methodology proved to be efficient,
obtaining 11 intermediate compounds and 99 final compounds, with satisfactory yields
ranging from 50 - 95%. The HMBC and NOESY 2D NMR techniques were accurate in
confirming the connectivity of the compounds, leading to structural confirmation of N-ethyl,
N-allyl, and N-benzyl thiazoles by HMBC, and N-phenyl derivatives by NOESY. The density
functional theory (DFT) method was efficient in explaining the regioselectivity observed for
the substituted N-phenyl compounds, employing geometric optimization calculations and
molecular orbitals, proposing the reaction mechanism and the formation of the main
compounds. Regarding the assays against Leishmania amazonensis, 42 active compounds
were found, with ICso between 1.37 — 9.67 uM against amastigote forms, with low
cytotoxicity and excellent selectivity index values. Among these compounds, 2f, 3f, 5¢, and
11f were the most active (ICso of 1.78, 1.37, 2.09, and 1.85 uM, respectively). Finally,
molecular docking showed that the compounds can interact with critical residues of the
enzyme (Cys™® and His?®), similar to an inhibitor found in the literature. In addition,
molecular dynamics simulations demonstrated the stability of compounds in complex with
CPla. Furthermore, molecular docking in the cruzain showed important affinity and
interactions (Cys?® and His'®®), showing that they are potential compounds against this target.
The validation of Lipinski and Veber's rules through computational studies also showed that
the compounds meet all the criteria and can present good biopharmaceutical properties.

Keywords: Trypanosoma cruzi; Leishmania amazonensis; cruzain, CPB; drug discovery;
molecular modeling.
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1 INTRODUCAO

As doencas tropicais negligenciadas sdo grupos de doencas infecciosas e parasitérias
que afetam mais de um bilh&o de pessoas no mundo, acometendo principalmente a populacao
que vive na pobreza, sem saneamento basico, custando bilhGes de dolares as economias dos
paises (WHO, 2022a). O termo “doengas negligenciadas’’ se deve ao baixo investimento da
indUstria farmacéutica no setor de inovacdo e desenvolvimento de farmacos para essas
condic@es clinicas, visto que as mesmas sao mais proeminentes na populacdo de baixo poder
aquisitivo e sem influéncia politica, que por sua vez ndo irdo gerar o devido retorno financeiro
para os cofres das empresas, sendo negligenciadas por parte do empresariado farmacéutico
(BRASIL, 2022a).

A doenca de Chagas faz parte desse grupo, sendo causada pelo protozoério
Trypanosoma cruzi, que é uma antropozoonose de ampla incidéncia tanto no Brasil quanto no
mundo (BRASIL, 2022b). Estima-se que cerca de 6 a 7 milhdes de infectados e
aproximadamente 10 mil pessoas morram por ano por conta das manifestacdes clinicas,
estando cerca de 75 milhdes em de risco de contrai-la (WHO, 2022b). As estimativas para o
Brasil indicam que existem cerca de um milhdo de infectados em todo o territério nacional,
principalmente nas regifes Norte-Nordeste, mostrando que o0 pais apresenta uma alta
incidéncia dessa doenca e que € preciso investimento para combaté-la (BRASIL, 2022b).

As leishmanioses também fazem parte das doencas negligenciadas, apresentando altas
taxas de morbimortalidade, sendo um problema de salde publica em diversos paises do
mundo (CDC, 2022a). Globalmente as leishmanioses sdo endémicas em aproximadamente 98
paises, apresentando cerca de 0,7-1,2 milhdes de novos casos de leishmaniose cutanea, e 0,2-
0,4 milhdes de leishmaniose visceral por ano, causando a morte de 20.000-40.000 individuos
por ano (KONE et al., 2016).

Segundo dados da Organizacdao Mundial de Saude (OMS), em 2012, aproximadamente
300 mil individuos foram acometidos pela forma visceral da leishmaniose. Dentre estes, 20
mil chegaram ao 6bito (WHO, 2022c). No Brasil, dados do ministério da saide mostraram
que durante o ano de 2013, foram registrados cerca de 3,2 mil casos, sendo que destes, 1,7 mil
foram na regido Nordeste, caracterizando esta regido como a mais acometida (BRASIL,
2022c).

O arsenal terapéutico para o tratamento dessas doencas € bem restrito, baseado em
farmacos desenvolvidos na década de 60 e que apresentam vérias limitacGes. Para o

tratamento da doenga de Chagas, existem apenas dois farmacos (nifurtimox e benzonidazol)
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(NASCIMENTO et al., 2021). Por outro lado, para leishmaniose apenas cinco (Antimoniato
de meglumina; Anfotericina B; Pentamidina; Miltefosina; e Paromomicina), que apesar de
efetivos, apresentam alta incidéncia de efeitos colaterais, necessitando assim de uma escolha
terapéutica de maior eficdcia e menos efeitos maléficos ao organismo. Além disso, a alta
incidéncia de resisténcia aos farmacos atuais limita a terapia contra leishmaniose, surgindo a
necessidade de novas alternativas que superem essa limitacdo (ALMEIDA E SANTOS,
2011).

A doenca de Chagas e leishmanioses, por serem doencas endémicas no Brasil, vém
ganhando grande destaque na area de desenvolvimento de farmacos. Existe hoje um arsenal
terapéutico restrito para o tratamento desta doenca, sendo necessério investimento em
pesquisas visando novas alternativas terapéuticas, sendo de fundamental importancia o
desenvolvimento de um novo prototipo com baixa toxicidade, e que futuramente possa ser
usado como medicamento de escolha, objetivando um tratamento mais eficaz e de menor
custo, protegendo a populacdo carente da regido, que vem sendo afetada nos ultimos anos.
Finalmente, aqui sera apresentado uma breve abordagem sobre essas doencas, destacando
fisiopatologia e principais desenvolvimentos em planejamento de farmacos, seguido do

planejamento racional de novos protdtipos.
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2. FUNDAMENTACAO TEORICA
2.1 Familia Trypanosomatidae

A familia Trypanosomatidae pertence ao género Trypanosoma, com ampla
distribuicdo geografica, responsavel pela infeccdo em hospedeiros vertebrados e invertebrados
(YURCHENKO et al., 2021). Os agentes infecciosos mais conhecidos desta familia s&o
Trypanosoma cruzi, responsavel por causar a doenca de Chagas, e o Trypanosoma brucei,
relacionado a tripanossomiase africana humana, as diferentes espécies causadoras das
leishmanioses (THAIJARERN et al., 2019). Todos esses tripanossomatideos compartilham
uma ordem gendmica altamente conservada (sintenia), bem como o genoma geral. Além
disso, esses patogenos compartilham um alto grau de homologia em seus alvos bioldgicos,
justificando o planejamento de um farmaco que possa ser Util contra ambos 0s parasitas.
(ENNES-VIDAL et al., 2021). Dessa forma, nos topicos seguintes, serdo abordadas uma
breve introducdo sobre doenca de Chagas e leishmanioses, e as estratégias utilizadas em
descoberta de farmacos.

2.2 Doenca de Chagas (Trypanosoma cruzi)

A doenca de Chagas, também chamada de tripanossomiase americana, € uma doenca
transmitida de animais para os seres humanos por meio de vetores ou de forma congénita,
encontrada no continente americano, e principalmente nas regifes rurais mais pobres da
América Latina (CDC, 2022b). Devido a globalizacdo e os crescentes meios de viagens, a
doenca se alastrou para outros continentes, sendo estimados cerca de 75 milhdes de pessoas
em situacdo de risco de contrai-la (WHO, 2022b).

A forma mais comum de transmissdo ocorre por meio de fezes infectadas do
triatomineo (Figura 1), que para se alimentar, ele pica areas expostas dos seres humanos,
normalmente no rosto, de forma que ap6s sua alimentacdo, o0 mesmo defeca no local proximo
a picada, isso induz a uma reacdo instintiva de coceira, que coloca as fezes em contato com o
local da picada, gerando a infec¢do do individuo (WHO, 2022d). A infeccdo também pode
acorrer por meio de contato do parasita com a mucosa dos olhos, boca ou lesdes cutaneas;
alimentos contaminados com fezes do vetor; ou mesmo por meio de transfusdes com sangue
contaminado (WHO, 2022d).

Igor J. S. Nascimento
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Figura 1. Inseto triatomineo transmissor da doenca de Chagas

Fonte: CDC, 2022.

2.2.1 Ciclo bioldgico

O ciclo biologico do parasita € mostrado na figura 2. O inseto triatomineo infectado,
durante sua alimentacdo, libera as formas tripomastigotas em suas fezes proximo ao local da
picada. Assim, as formas tripomastigotas infectam o hospedeiro, invadem células préximas ao
local de entrada e se diferenciam em formas amastigotas intracelulares. Essas formas se
multiplicam por meio de fissdo binaria diferenciando-se em tripomastigotas, sendo liberadas
na corrente sanguinea, que serdo responsaveis pela infecdo de varios outros tecidos. O inseto
ao se alimentar de sangue contaminado com formas tripomastigotas, e tanto de humanos
quanto de animais, sera infectado. As tripomastigotas ingeridas geram as epimastigotas no
intestino do vetor. Estas se multiplicam e se diferenciam no intestino do vetor, formando as
tripomastigotas metaciclicas no intestino posterior, que pode infectar outros individuos (CDC,
2019c).

Igor J. S. Nascimento
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Figura 2. Ciclo biol6gico do Trypanosoma cruzi
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Fonte: Autor, 2022 (Adaptado de: CDC, 2022)
2.2.2 Sintomatologia

A doenca pode se manifestar de maneira sintomatica ou assintomatica a depender do
estado imunoldgico do hospedeiro. A fase aguda sintomatica é caracterizada pelo sinal de
Romana (Figura 3) ou chagoma de inoculacdo, que € quando o inseto morde e penetra na
conjuntiva ou na pele. As manifestacdes clinicas gerais sdo febres, edema localizado e
generalizado, poliadenia, hepatomegalia, esplenomegalia, além de insuficiéncia cardiaca e até
danos neuroldgicos. As principais manifestacdes da fase cronica sintomética sdo cardiopatia
chagésica cronica, caracterizada pela cardiomegalia (Figura 3), bem como, a forma digestiva
da doenca com megaeséfago e megacolon, aumentando o risco de morte dos pacientes
(LANA e TAFURI, 2005; CDC, 2019d).

Igor J. S. Nascimento
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Figura 3. Sinal de Romand; Cardiomegalia

2.2.3 Tratamento.

O tratamento é indicado com urgéncia na fase aguda da doencga, para que a infecgdo
ndo seja reativada, pois a eficicia diminui a medida que a doenca progride (WHO, 2022¢).
Apenas dois medicamentos estdo aprovados para o tratamento, Nifurtimox e Benznidazol
(Figura 4), com duracdo de tratamento de 60 a 90 dias, durante a fase aguda da doenca,
principalmente em neonatos e criangas com transmissdo congénita (GUARNER et al., 2019;
KRATZ et al., 2019). O problema encontra-se na fase cronica da doenga, em que 0S
compostos apresentam eficacia inadequada, além de causarem efeitos colaterais severos
(distarbios cutaneos e gastrointestinais), e serem contraindicados em algumas ocasifes, tais
como em casos de insuficiéncia renal e gravidez, necessitando assim de novas alternativas
mais efetivas (KRATZ et al., 2019).

Figura 4. Estrutura quimica do Nifurtimox e Benznidazol
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Fonte: KRATZ et al., 2019

2.3 Leishmanioses (Leishmania spp.)

A leishmaniose € uma zoonose que faz parte do grupo das doengas tropicais
negligenciadas, sendo um problema de salde publica tanto no Brasil quanto nos diversos
paises do mundo (METZDORF et al., 2017). Essa parasitose é transmitida por meio de um
vetor, onde os parasitas infectam obrigatoriamente 0 meio intracelular dos macréfagos,
causando diversos danos a saide (ORYAN & AKBARI, 2016).

O género Leishmania é da ordem dos Kinetoplastida, e pertence a familia

Trypanosomatidae, sendo um grupo de espécies de protozoarios unicelulares digenéticos
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(heter6xenos), encontrada em duas principais formas: amastigotas, que é forma do parasito
intracelular e ndo flagelada; e promastigota, ou paramastigota, forma flagelada, presente no
trato digestivo do hospedeiro (MICHALICK, 2005).

A infeccdo em vertebrados ocorre através de insetos fémeas, onde o principal agente
transmissor € o Lutzomyia longipalpis, que funciona como vetor, inoculando as formas
promastigotas metaciclicas no hospedeiro (LARA-SILVA et al., 2015). Em seguida, essas
formas sdo fagocitadas pelos macrdéfagos, que para se adaptar ao novo ambiente,
transformam-se em formas amastigotas que podem se multiplicar no meio acido do vacutolo
digestivo. O aumento dessa multiplicacdo causa o rompimento da célula e liberacdo das
formas amastigotas, que por sua vez, irdo ser internalizadas por outros macréfagos
(MICHALICK, 2005; CDC 2022¢).

Quando o hospedeiro invertebrado (vetor) volta a se alimentar desse individuo
infectado, 0 sangue aspirado acompanha as formas amastigotas, que vao para o intestino
médio do inseto e l& se transformam em formas flageladas pequenas, ovoides e pouco moveis,
que apos alguns dias de multiplicacdo intensa, transformam-se em formas promastigotas
delgadas e longas que serdo multiplicadas e inoculadas no hospedeiro vertebrado
(MICHALICK 2005; CDC 2022¢).

Semelhante a doenca de Chagas, o arsenal terapéutico contra as leishmanioses é bem
restrito, sendo baseado em compostos que foram desenvolvidos na década de 60, os quais
apresentam baixa seletividade e alto indice de resisténcia. Os antimoniais pentavalentes sdo a
principal linha para o tratamento, entretanto, o protozoario pode apresentar resisténcia aos
farmacos desta classe, tendo como segunda linha de tratamento a anfotericina B, pentamidina
miltefosina, e paromomicina (AQUINO et al., 2022)

2.4 — Abordagens utilizadas na descoberta de compostos tripanocidas e leishmanicidas.

Devido ao baixo arsenal terapéutico disponivel para o tratamento destas doencas e a
baixa efetividade dos farmacos em determinadas condi¢bes clinicas, existe entdo a
necessidade da descoberta de novos compostos, e nesse contexto, a necessidade de novas
abordagens para tais estudos (MELO-FILHO et al., 2019; MATTHEWS, 2015). Atualmente,
a abordagem de planejamento de farmacos auxiliado por computador (do inglés Computer-
aided drug design, CADD) apresenta-se como uma estratégia promissora na descoberta de

novos compostos frente ao Trypanosoma cruzi (NJOGU et al., 2015).
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Dentro de uma campanha de descoberta de farmacos, as principais abordagens
baseadas em CADD sdo: planejamento de farmacos com base em um alvo (do inglés
Structure-based drug design, SBDD); e planejamento de farmacos com base em um ligante
(do inglés, Ligand-based drug design, LBDD). A primeira estratégia € utilizada quando se
tem um alvo conhecido e que apresenta um ligante co-cristalizado. J& a segunda abordagem é
utilizada quando n&o se tem conhecimento sobre o alvo ou ndo existe estrutura cristalizada do
alvo, sendo baseada somente na estrutura do ligante (NJOGU et al., 2015).

Uma abordagem que foi bastante utilizada € a descoberta de farmacos baseada em
fendtipo (do inglés Phenotype-based drug design, PDD), que ndo se baseia em um alvo
especifico, de forma que todos os alvos e vias bioldgicas do organismo sdo avaliados. Devido
ao crescimento das abordagens SBDD e LBDD, alguns grupos de pesquisa deixaram essa
abordagem um pouco de lado. Entretanto, 0 nimero de publicac¢fes utilizando essa estratégia
PDD aumentou nos Ultimos anos (SCARIM et al., 2018).

2.5 Técnicas computacionais aplicadas no desenvolvimento de farmacos

Atualmente, na area de quimica medicinal, podemos considerar que as técnica
computacionais de docking, dinamica molecular (DM) e teoria do funcional de densidade (do
inglés, Density Functional Theory, DFT) apresentam grande destaque no desenvolvimento de
farmacos. A técnica de docking molecular esta em ascensdo desde a década de 60, fato esse
inteiramente ligado ao crescente desenvolvimento da fisica, quimica, bioquimica e tecnologia
da informacdo, sendo uma ferramenta poderosa e essencial aos laboratérios de
desenvolvimento de farmacos. Nesse sentido, o atual cenario da abordagem CADD é
dominado por essa técnica, baseada no encaixe de pequenas moléculas em macromoléculas
seguindo a técnica de descoberta de farmacos baseado em estrutura, SBDD (CHEN, 2015;
GUPTA et al., 2018). Por meio dessa abordagem, pode-se prever as conformacdes e energias
livres de ligacdo de um ligante em um alvo especifico, gerando a predi¢cdo de mecanismos de
acao (Figura 5), por isso é amplamente utilizado no planejamento de novos farmacos
(HIRAYAMA, 2016).
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Figura 5. Procedimento geral de docking molecular

Fonte: Autor, 2022 (adaptado de KOLB et al., 2009)

A teoria do funcional da densidade vem ganhando cada vez mais espago na quimica
medicinal, sendo um método quimico quéantico de alta aplicabilidade, por apresentar baixo
custo e desempenho satisfatério, em que a densidade eletrénica de uma molécula determina a
energia do estado fundamental e diferentes propriedades moleculares (REZANIA et al, 2018;
TANDON et al.,, 2019). Assim, esse método pode ser utilizado para a predicdo de
caracteristicas estruturais, frequéncia vibracional e energia das moléculas, aléem de outras
propriedades relacionadas, de forma que passam ser usados para prever reatividade quimica e
para estudos envolvendo interagdes entre uma substdncia e um receptor bioldgico
(DEMIRCIOGLU et al., 2015; JIN et al., 2018).

Simulagdes de dindmica molecular ndo sdo novidade, sendo utilizadas desde a década
de 50. Esses experimentos comecaram a aparecer com mais frequéncia em artigos cientificos
nos ultimos anos por ser uma ferramenta bastante eficiente, principalmente quando se trata da
otimizacdo de novos leads (HOLLINGSWORTH et al., 2018). Isso porque a maioria dos
protocolos de docking molecular prevé o encaixe ideal do ligante em um alvo especifico,
considerando o alvo biolégico como estrutura rigida. Dessa maneira, torna-se importante a
simulacdo de dindmica, pois ela considera as interagdes de maneira mais eficiente e proxima
do real, sendo uma poderosa ferramenta quando utilizada em conjunto com procedimentos de
docking, aumentando a probabilidade de descoberta de novos compostos, e determinando os
mecanismos de inibicio (GANESAN et al., 2017; SLEDZ et al., 2017; MORTIER et al.,
2015).
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2.6 Alvos moleculares utilizando no planejamento de farmacos tripanocidas
leishmanicidas.

A maior parte dos estudos de planejamento de farmacos voltados para o tratamento da
doenca de Chagas sdo realizados baseados em um alvo especifico (SBDD), isso
principalmente devido ao Trypanosoma cruzi ser um organismo diferente de outros
eucariotos, apresentando vias metabdlicas e enzimas exclusivas, que ja sdo bem descritas na
literatura e que podem ser usadas como base para o desenvolvimento de novos compostos
(KRATZ, 2019; BERMUDEZ et al., 2015). Dessa forma, os principais alvos e vias
metabolicas descritos para o desenvolvimento de novos compostos sdo: nitroredutases; via da
sintese de ergosterol; topoisomerase; trans-sialidase; mitocondrias; peroxidacdo do heme;
tripanotiona redutase; e por fim, a cruzaina, principal alvo estudado e que serd abordado na
préxima secdo (BERMUDEZ et al., 2015; SCARIM et al., 2018).

Com relacdo aos alvos e vias metabolicas explorados contra leishmanioses, a inibicao
da producdo de tripanotiona é uma das mais exploradas, principalmente devido a ser um
produto exclusivo de tripanossomas. Assim, a inibicdo de lutationil espermidina sintetase
(GspS), tripanotiona sintetase-amidase (TS) e tripanotiona redutase (TR) é bastante atraente
na busca de farmacos leishmanicidas (SARAVANAN et al., 2018). Além disso, proteinases
constituem alvos importantes contra leishmanioses, em especial as cisteino proteases, devido
a sua funcdo na interacdo célula-parasita no hospedeiro. As cisteino proteases das
leishmanioses sdo classificadas em dois tipos: CPA e CPB, semelhantes a catepsina L e CPC
semelhante a catepsina B. Por apresentarem alto nivel de homologia com cisteino proteases de
outros membros da familia Trypanosomatidae, sdo alvos potenciais na busca de compostos
contra leishmanioses e Trypanosoma cruzi (CHAWLA et al., 2010).

2.6.1 — Cruzaina

Dentre os alvos moleculares relacionados ao Trypanosoma cruzi, cruzaina é o
principal. E uma cisteina protease expressa em todos os estagios de vida do parasita, e esta
relacionada com a replicacdo e diferenciagdo de epimastigotas na forma infecciosa
metaciclica, além de evasdo imune e interagdes parasita-hospedeiro (SCARIM et al., 2018;
SILVA-JUNIOR et al., 2017). Dessa maneira, a cruzaina é o alvo mais estudado no
planejamento de farmacos antitripanossomas. Basicamente, 0os compostos sdo planejados de
acordo o preenchimento dos subsitios S1, S1°, S2 e S3, bem como sua capacidade de

interacdo com residuos de amino&cidos responsaveis pela atividade catalitica da cruzaina, que
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sdo Cys®®; His'®® e Asn'’®, como mostrados na figura 6 (SILVA-JUNIOR et al., 2017;
Nascimento et al., 2021).

Figura 6: Subsitios S1, S1°, S2, S3 e triade catalitica (Cys®®, His'®® e Asn'”) da cruzaina

His159 A ?

Fonte: Autor, 2022 (Adaptado de Silva-Junior et al., 2017)

2.6.2 Cisteino protease (CP) B

Semelhante a cruzaina, a cisteino protease (CP) B estd presente principalmente em
forma amastigotas, relacionadas ao crescimento celular e evasdo ao sistema imune do
hospedeiro. Dessa forma, inibidores de CP inibem o crescimento celular de formas
amastigotas, reduzindo a infectividade por leishmanioses, destacando seu potencial como alvo
de farmacos (MOTTRAM et al., 1998). Como até 0 momento ndo existe estrutura cristalizada
desse alvo, estudos de planejamento baseado em estrutura sdo realizados por meio da
construcdo de um modelo utilizando modelagem por homologia, com base em outras cisteino
proteases, como a cruzaina (JUDICE et al., 2021). Além disso, por se tratar de uma cisteino
protease, apresenta uma triade catalitica composta por cisteina, histidina e asparagina, nas
respectivas posicdes 153, 289, e 309 (Figura 7). Estudos apontam que a glicina na posi¢ao
151 (Figura 7) também é importante na estabiliza¢do do substrato (LASAKOSVITSCH et al.,
2003). Dessa forma, planejamento de um inibidor focados na interagdo com estes residuos é

fundamental na descoberta de novos compostos contra esta enzima.
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Figura 7: Modelo da CPB de Leishmania amazonensis construido por meio do servidor da web Swiss-
Model.

Cys153

I/Glylsl

Fonte: Autor, 2022 (figura elaborada por meio do software Chimera®)

2.7 Planejamento de farmacos frente a Doenca de Chagas, Doenca do Sono e
Leishmanioses (familia Trypanosomatidae).

Por meio da analise genébmica dos parasitos da familia Trypanosomatidae, composta
pelos protozoarios Trypanosoma cruzi, Trypanosoma brucei e Leishmania spp., foi possivel
mostrar que 0S mesmos apresentam uma protedmica central conservada com
aproximadamente 6.200 genes entre eles. Assim, com um genoma altamente semelhante,
existe uma suposicao de gue o planejamento de novos compostos para essas doencas pode ser
conjunto, podendo apresentar resultados promissores frente as trés espécies, considerando
suas proteases como os principais alvos moleculares (ALVES et al., 2015).

Os avancos atuais em genética, bioquimica e biologia celular desses parasitas
permitiram identificar enzimas em comum que podem ser utilizadas como alvo no
desenvolvimento de novos compostos (ROMERO et al., 2017; FREITAS et al., 2018 KHAN
et al., 2007). Dessa maneira, as principais em comum entre eles sdo superéxido dismutase
(Fe-SOD); tripanotiona redutase (TryR), cisteino proteases (CP), diidrofolato redutase
(DHFR), pteridina redutase 1 (PTR1), enzimas relacionadas a sintese de ergosterol; 6xido
nitrico sintase (iNOS) e dentre outras (ROMERO et al., 2017; KHAN et al., 2007). Essas

enzimas sdo fundamentais para a sobrevivéncia dos parasitos, sendo alvos de grande
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importancia no desenvolvimento de farmacos anti-chagasicos e anti-leishmania (ROMERO et
al., 2017).

Devido a essa alta similaridade, diversos estudos sdo realizados de forma que os
compostos planejados sdo testados frente ao T. cruzi e diferentes tipos de leishmania (Figura
8), apresentando resultados promissores, com ICso variando entre 0,56 — 20,7 uM, o que
demonstra que a descoberta de novos compostos para o tratamento da leishmaniose e da
doenca de Chagas pode ser de maneira conjunta (ALVES et al., 2015; ESPINOZA-HICKS et
al., 2019; SILVA et al., 2007; COA et al., 2015).

Em adicdo, existe uma alta similaridade estrutural entre a cruzaina do T. cruzi e a CPB
da leishmania. Como sera abordado posteriormente, a maioria dos compostos planejados e
sintetizados neste trabalho se deu baseando-se no fato dos mesmos apresentarem a cruzaina
como alvo principal e consequentemente a atividade anti-T. cruzi destes compostos. Neste
sentido, a similaridade comentada nos levou a pensar que estes mesmos compostos poderiam

inibir também a CPB, e consequentemente levar a uma atividade leishmanicida.

Figura 8. Compostos ativos frente ao Trypanosoma cruzi e Leishmania

g i | I |
O Xy -
oY P P o
\ © /\)\ A/\
o o cl o 0 0 o~
IC,, Epimastigotas T cruzi= 11,9 uM O 1Cyy L. mexicana — 162 uM IC., L. mexicana=20.7uM ¢

IC5, Promastigotas . major = 18,5 uM
IC5y Amastigotas L. major= 1,5 uM

ICs T eruzi=17,5uM ICso T. cruzi=17.8 uM

ESPINOZA-HICKS et al., 2019
ALVES etal., 2015

-~

P
O, = H
N AN \\S=O Z N.. z
—
H 0]
HO OH

Br NG /
EC5, Amatigotsa L panamensis = 0,8 uM
ICy, L. amazonensis = 2,5 uM ICs, L. amazonensis =228 uM ECs, Amatigotas 7. cruzi = 6,6 uM
1Cy, L. chagasi = 0,56 uM ICs L. chagasi = 1,10 uM COA et al. 2015
ICsy T cruzi = 31,75 uM ICsy T. cruzi = 4,10 uM L y

SILVA et al., 2007
\ ”

Fonte: Autor, 2022.
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2.8 Compostos tiazolicos.
2.8.1 Aspectos gerais.

Tiazois sdo compostos heterociclicos de cinco membros apresentando os atomos de
nitrogénio e enxofre. Tanto tiazOis quanto compostos relacionados também séo conhecidos
como 1,3-azdis (apresentando nitrogénio e um outro heterodtomo em um anel de cinco
membros). Sdo compostos aromaticos, pois apresentam deslocalizacéo eletronica de um dos
pares de elétrons do enxofre (Figura 9), carater esse confirmado por meio de estudos de
espectroscopia de RMN (Ressonancia Magnética Nuclear), em que o deslocamento quimico
dos hidrogénios varia entre 7,27 e 8,77 ppm, mostrando um forte efeito diamagnético.
Célculos de densidade de elétrons m indicam que 0 C-5 é o local priméario de substituicéo
eletrofilica aromaética e o C-2 de substituicdo nucleofilica aromatica. Com relacdo ao carater
acido-base, os tiazois sdo protonados sob condi¢des acidas, como mostrado na figura 9
(AYATI et al., 2014)

Figura 9. Deslocalizagdo de um dos pares de elétrons do enxofre e regido de protonagdo

Estruturas de ressonincia do tiazol
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H
N N®
[ \> + H — [ \>
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Fonte: Autor, 2022 (adaptado de AYATI et al., 2014)

2.8.2 — Métodos de sintese.

Existe um grande interesse dos quimicos medicinais em explorar a atividade bioldgica
dos derivados tiazolicos, sendo os principais métodos de obtencdo desses compostos
explorados por Hantzsch, Gabriel e Cook-Heilborn, apresentados na figura 7 (MISHRA et al.,
2015). O método mais utilizado € a sintese de Hantzsch (figura 10A), baseado na ciclizacao e
condensacédo de halocetonas com tioamida, em que ocorre o ataque do enxofre ao carbono da
a-halocetona, formando uma a-tiocetona, que ap6s uma reacdo de desidratacdo gera o
correspondente tiazol. Um outro método é a sintese de Gabriel (Figura 10B), que envolve o

tratamento de a-acilaminocetonas com quantidades estequiomeétricas de P.Ss. Ja 0 método de
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sintese de Cook-Heilborn (Figura 10C) promove a obtencdo de aminotiazois substituidos, a
partir da reagdo com a-aminonitrilas com ditiodcidos ou ésteres, dissulfeto de carbono, sulfeto
de carbonila ou isotiocianatos em condicdes brandas. Recentemente foi desenvolvido um
método (figura 10D) que utiliza nitro-olefinas e DBU (1,8-diazabicicloundec-7-eno) como
organocatalisador, envolvendo a epoxidacdo da nitro-olefina com TBHP (terc-butil-
hidroperoxido) e reagdo com uma tiobenzamida (MISHRA et al., 2015; FRIJA et al., 2015).

Figura 10. Principais métodos utilizados na sintese de tiazois
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Fonte: Autor, 2022 (adaptado de MISHRA et al., 2015 e FRIJA et al., 2015)

2.8.3 Compostos tiazolicos promissores frente ao Trypanosoma cruzi.

Os compostos tiazolicos sdo heterociclos de grande interesse na quimica medicinal,
sendo estas substancias de ampla ocorréncia natural e de grande versatilidade, o que permite a
obtencdo de diferentes leads com atividade bioldgica promissora, bem como sua facil
otimizacdo (SILVA et al.,, 2017; GOMES et al., 2016). Esses compostos também sdo

conhecidos pela sua possibilidade de interacGes importantes com diferentes alvos biologicos,
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principalmente aqueles relacionados com doencas parasitéarias, demonstrado em estudos in
vitro e in vivo (SILVA et al., 2017; GOMES et al., 2016).

Nos ultimos anos, os estudos buscando novos compostos tiazélicos com atividade
frente ao Trypanosoma cruzi aumentou esporadicamente, demonstrando o interesse da
comunidade cientifica nessa classe de compostos (SCARIM et al., 2019). A figura 11 mostra
0s principais compostos tiazolicos descobertos com atividade tripanocida, em que se pode
observar compostos com atividade de ICso variando entre 0,055 — 20,01 puM, frente a
diferentes formas do parasita, demostrado que sdo compostos promissores na descoberta de

farmacos frente a doenca de Chagas.

Figura 11. Compostos tiazélicos promissores frente ao Trypanosoma cruzi
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2.9 Compostos tiadiazinicos
2.9.1 Aspectos gerais, métodos de obtencdo e compostos tripanocidas.

As tiadiazinas sd@o compostos heterociclicos de 6 membros que apresentam dois
atomos de nitrogénio e um de enxofre. Sdo compostos de grande importancia na quimica
medicinal, apresentando atividade antifingica, antimicrobiana, antiviral, antioxidante,
anticancer e mais recentemente atividade frente ao Trypanosoma cruzi (MISHRA et al., 2018;
GUERRA et al., 2017). A sintese dessa classe de moléculas é bem conhecida, e foi
primeiramente reportada por Bose em 1924. E baseada na reacdo de uma a-bromoacetofenona
com tiossemicarbazidas, mostrada na figura 12 (SHUBAKAR et al., 2013). Recentemente,
alguns autores reportaram a sintese dessa classe de moléculas realizada em solventes proticos,
tais como MeOH ou EtOH, ou ainda em condi¢des acidas utilizando &cido cloridrico diluido,
sob temperatura ambiente ou refluxo, gerando os compostos finais sem maiores dificuldades
(YAZICI et al., 2006; GU et al., 2014; HAMMOUD et al., 2018).

Figura 12. Método de sintese das tiadiazinas
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Fonte: Autor, 2022.

Com relacdo a atividade frente ao Trypanosoma cruzi, a figura 13 mostra algumas
tiadiazinas sintetizadas por Guerra e colaboradores (2017), em que as cinco mais promissoras
apresentaram ICso entre 4,5 — 16,7 uM frente a formas epimastigotas. Tal classe pdde
apresentar resultados promissores na descoberta de novos compostos para o tratamento da

doenca de Chagas.
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Figura 13. Tiadiazinas com atividade tripanocida
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2.10 Fundamentacao tedrica para a sintese dos compostos e hipoteses do trabalho.

Em um recente trabalho publicado por nosso grupo de pesquisa, uma série de
derivados tiofeno-2-iminotiazolidinas foi sintetizada e avaliada frente ao T. cruzi e a enzima
cruzaina. Dentre os derivados avaliados, o composto 8c (um derivado tiofeno-2-iminotiazol)
se destacou, o qual apresentou atividade frente a formas amastigotas (Clso = 9,7 uM) e frente
a cruzaina (Clsp = 2,4 uM). Neste sentido, no intuito de descobrir compostos que
apresentassem uma melhor atividade (ou poténcia) quando comparados com o derivado 8c,
objetivamos a sintese de 3 novas séries de moléculas: (i) série de novos derivados tiofénicos,
alterando substituintes em diversas posi¢fes da molécula (este trabalho faz parte de uma outra
tese de doutorado de nosso grupo de pesquisa); (ii) série de derivados piridinicos bioisésteros
ndo-classicos ao anel tiofeno; (iii) série de derivados do benzeno também bioisdsteros néo-
classicos do anel tiofénico. Para estas duas séries de compostos planejados e sintetizados
neste trabalho, foram realizadas diversas substituicdes (Ri1, R2 e Rs; figura 14), com 0s
seguintes objetivos:

1. Verificar a influéncia na atividade bioldgica de substituintes no anel aromatico ligado ao
carbono 4 do anel tiazolidinico;

2. Verificar a influéncia na atividade biologica de substituintes na posicdo 3 do anel
tiazolidinico;

3. Verificar a influéncia na atividade bioldgica a substituicdo do anel tiofénico por outros
ciclos bioisosteros, incluindo benzeno e piridina;

4. Verificar a influéncia na atividade bioldgica do grupo alcool na posi¢édo 3 do anel benzeno.
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Em adigdo, apenas com a atividade bioldgica do composto 8c frente a cruzaina nédo é
suficiente para precisarmos esta enzima como o alvo principal destas classes de moléculas.
Neste sentido, a avaliacdo bioldgica desta nova série de compostos, incluindo atividade frente

ao parasita e frente a enzima isolada, podera suportar esta hipotese do trabalho.

Figura 14. Compostos inicialmente planejados
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Fonte: Autor, 2022.

Na segunda parte deste trabalho, foram exploradas modificagbes em outra classe de
compostos, no caso as tiadiazinas, uma vez que as mesmas podem ser consideradas analogos
rigidificados das tiossemicarbazonas, e existem varios relatos na literatura que
tiossemicarbazonas sdo ativas frente diferentes especies de leishmania e T. cruzi. Dessa
forma, a figura 15 apresenta as alteracbes propostas em Ri, com aumento do volume do
substituinte, e ainda a substituicdo em Rz no anel aromatico por grupos doadores e retiradores
de elétrons, além de grupos doadores e aceptores de ligacdo de hidrogénio, e assim verificar a

influéncia dessas substitui¢des na atividade frente ao Trypanosoma cruzi.
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Figura 15. Compostos tiadiazinicos planejados
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Por fim, o presente trabalho visa responder as seguintes questdes:
1. As substituicOes descritas anteriormente na série das tiazolidinas podera levar a descoberta
de um ou mais compostos mais ativo que o derivado 8c?
2. A avaliagdo da atividade frente ao parasita T. cruzi e a cruzaina poderd nos dar
informacBes no intuito de se confirmar a cruzaina como o alvo principal desta classe de
compostos?
3. A similaridade estrutural entre a cruzaina e a CPB, caso a cruzaina for o alvo principal
destes compostos, podera resultar em uma atividade dos mesmos frente a Leishmania
amazonensis?
4. O fato das tiadiazinas serem analogos estruturais das tiossemicarbazonas podera

influenciar a atividade frente os dois parasitas testados?
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3. Objetivos

3.1 Objetivo Geral

Planejamento, sintese, estudos in silico e avaliacdo do potencial biologico frente ao
Trypanosoma cruzi, Leishmania amazonensis e enzimas alvo de novos derivados tiazolicos e

tiadiazinicos

3.2 Objetivos Especificos

e Sintetizar duas novas séries de compostos tiazolicos e tiadiazinicos;

e Caracterizar os compostos por RMN de *H, *C, HSQC, HMBC, NOESY;

e Realizar um estudo de DFT para explicar a regiosseletividade obtida na sintese dos
tiazois derivados de piridina N-fenil-substituidos;

e Avaliar in vitro os compostos frente a formas promastigotas e amastigotas de
Leishmania amazonensis;

e Avaliar in vitro 0os compostos contra a enzima cisteino protease B de Leishmania
amazonensis;

e Determinar os parametros fisico-quimicos dos compostos sintetizados seguindo as
regras de Lipinski e de Veber;

e Realizar um estudo de validacéo do protocolo de docking molecular;

e Construir a estrutura da cisteino protease B de Leishmania amazonensis por meio de
modelagem por homologia;

e Realizar simulacdes de dinamica molecular envolvendo os complexos dos compostos
mais ativos com a cisteino protease B e cruzaina,;

e Realizar docking e avaliar as principais interacdes dos compostos ativos frente a
cruzaina e a cisteino protease B;

e Avaliar in vitro os compostos frente a formas amastigotas e tripomastigotas do
Trypanosoma cruzi.

e Avaliar in vitro os compostos contra a cruzaina do Trypanosoma cruzi.
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MATERIAIS E METODOS

Igor J. S. Nascimento



43

4 - MATERIAIS E METODOS
4.1 — Cromatografia em camada delgada (CCD)

As cromatografias em camada delgada (CCD) foram realizadas em placas de Silica
Gel 60 F254 da MERCK® de 0,25 mm de espessura com suporte de aluminio. A revelacdo
das mesmas para interpretacdo dos resultados foi realizada através de luz emissora de radiacdo

ultravioleta (UV) no comprimento de onda (1) de 254 nm.

4.2 — Ponto de fuséo

Para a determinacdo dos pontos de fusdo, foi utilizando equipamento MSTecnopon®,
modelo PFMII Digital, em tubos capilares contendo cada uma das amostras individualmente,

nao calibrado.

4.3 — Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE).

As analises por cromatografia liquida de alta pressao (do inglés: High performance
liquid chromatography, HPLC) foram realizadas no aparelho Shimadzu®, modelo SIL-
20AHT, com detector de ultravioleta (UV) em 254 nm, sendo a coluna C-18 Supelco
Discovery®, 25 cm x 4,6 mm, 5 pM. A fase mével foi composta por um sistema isocratico
MeOH, volume de inje¢do de 1 uL, fluxo de 1 mL por minuto, com tempo das anélises de 12

minutos.

4.4 — Espectroscopia RMN 'H, 13C, HSQC, HMBC e NOESY

Os espectros de RMN tH e 13C e 2D foram obtidos em equipamento Briiker®, modelo
Avance DRX 600 MHz — UltraShield®, utilizando DMSO-ds e CDCIl3 como solventes
deuterados. Os deslocamentos quimicos (¢) foram computados em partes por milhdo (ppm),
onde foi empregado tetrametilsilano (TMS) como referéncia interna. As constantes de
acoplamento (J) inerentes aos sinais de RMN de *H foram computadas em Hertz (Hz). As
multiplicidades dos sinais foram instituidas da seguinte maneira: simpleto (s), simpleto largo
(sl), dupleto (d), duplo dupleto (dd), tripleto (t), quarteto (g), quinteto (qi), sexteto (sex),
septeto (sep), e multipleto (m) triplo tripleto (tt); duplo-duplo dupleto (ddd); duplo tripleto
(dt), e duplo quarteto (dq).
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4.5 - Reagentes e solventes.

Os reagentes utilizados nas sinteses foram do fabricante Sigma-Aldrich (grau de
pureza >98%). Os solventes utilizados foram padréo P.A. (Para analise) dos fabricantes Synth,
dinamica e Sigma-Aldrich.

4.6 — Estudos de modelagem molecular
4.6.1 — Descri¢cdo computacional.

As simulacbes de dindmica molecular e os calculos de DFT foram realizados numa
Workstation Precision, modelo T3600 6C, da fabricante DELL®, com processador Intel®
Xeon E5-1660, CPU 3,3 GHz (12 CPUs), memdria RAM de 16 GB, sob o sistema
operacional Linux®. Adicionalmente alguns experimentos de dinamica molecular foram
realizados utilizando os recursos da Central Nacional de Processamento de Alto Desempenho
— CENAPAD, constituido de um sistema Dell AMD Epyc 7662/NVIDIA Tesla A100, com 65
nés de processamento, sendo 58 nds com 2 processadores AMD Epyc 7662 e 512 GB de
memoria RAM, 5 nds com 2 processadores AMD Epyc 7662, 2 gpus NVIDIA Tesla A100 e
512 GB de memoria RAM, e 2 nds com 2 processadores AMD Epyc 7H12 e 2 TB de
memoria RAM

Os demais experimentos, incluindo docking molecular e calculos semi-empiricos
(minimizacdo das energias das moléculas) foram realizados em um notebook da fabricante
DELL®, modelo inspirion 7520, com processador Intel® Core™ i7-3632QM CPU 2,2GHz (8

CPUs), meméria RAM de 8 GB, sob o sistema operacional Windows® versio 10.

4.6.2 Modelagem por homologia

No sentido de que ndo existe estrutura cristalografica da cisteino protease da
Leishmania amazonensis (CPla), optou-se entdo pela modelagem comparativa e assim a
construgdo do modelo baseado nos estudos de Freitas et al. (2018) e Fujii (2018).
Inicialmente, a sequéncia de aminoacidos referentes a requeria cisteino protease foi obtida na
base de dados National Center for Biotechnology Information Search database (NCBI,

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/), sob o cédigo AAP21894, constituida de 353 aminoéacidos.

Em seguida, foi realizada uma busca de proteinas com identidade estrutural por meio do

servidor Basic local alignment search tool (BLAST, https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cqi).

Assim, a busca revelou 100 sequencias homologas, de forma que a que apresentava o melhor
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alinhamento foi com a cruzaina do T. cruzi (PDB: 1laim), utilizando-a como molde. Por fim, o
modelo  foi construido por meio do  web software Swiss-Model

(https://swissmodel.expasy.org/) e validado por meio do grafico de Ramachandran gerado

pelo web software SAVES (https://saves.mbi.ucla.edu/). Por fim, o modelo gerado foi alinhado

com o PDB original (1aim) por meio do software PyMol e calculado o valor de Root Mean

Square deviation (RMSD) para a validacéo final do modelo.

4.6.3 Simulacdo de dindmica molecular para a cruzaina e CPla

O procedimento de dindmica molecular da cruzaina foi realizado seguindo a
metodologia proposta por OLIVEIRA (2018). A estrutura cristalogréfica da cruzaina foi
obtida através da base de dados Research Collaboratory for Structural Bioinformatics Protein
Data Bank — RCSB PDB, depositada com o cddigo 1AIM. A escolha o PDB foi realizada
apo6s um protocolo de validagdo por re-docking (tépico seguinte). A simulacdo dinamica foi
realizada através do software GROMACS®, em que foram removidas as moléculas de agua co-
cristalizadas, e adicionados os atomos de hidrogénio. Utilizou-se entdo o campo de forca
CHARMM36, adicionando a enzima em uma caixa cubica de 1 nm em condicdes fisiologicas
neutras. Em seguida, foram adicionadas 9.064 moléculas de agua e 13 ions de sodio pelo
método SPC (Single Point Charge) para a distribuicdo das moléculas através do sistema.
Apdbs o sistema solvatado e montado, é necessario garantir que ndo ocorram problemas
estéricos e nem geometria inadequada, sendo necessaria uma minimizacdo da energia do
sistema. Logo ap6s a minimizagdo, solvente e ions foram equilibrados ao redor da proteina.
Esse equilibrio foi conduzido em duas fases: NVT (NUmero de particulas, volume e
temperatura constante) e NPT (Numero de particulas, pressdo e temperatura constante). Os
equilibrios NVT e NPT foram realizados a uma temperatura de 300K e pressao de 1 bar a 100
ps. Com o sistema bem equilibrado a temperatura e pressdo desejados, realizou-se entdo a
simulacdo dindmica a 100 ns. Ao finalizar a simulacdo, foi gerado o grafico de RMSD através
do software Xmgrace®, sendo comprovada a estabilidade da enzima nas condi¢des propostas
pela simulacdo. Apds a simulacdo da dindmica molecular, foi realizada uma analise dos
clusters do arquivo gerado pela dinamica através do software Chimera® em que foi escolhido
aquele que apresentou maior representatividade. Por fim, realizou-se a validacdo da dinamica
molecular através da obtencdo do grafico de Ramachandran por meio do SAVES® para

comprovacao da qualidade do modelo gerado.
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4.6.4 Estudos de docking molecular.

Inicialmente, foi necessario validar o protocolo de triagem para a escolha da estrutura
cristalogréfica e funcdo de pontuacdo mais adequados. Assim, realizou-se um re-docking para
0 célculo de RMSD em cada uma das fun¢des de pontuacdo disponiveis no software GOLD®
(ChemPLP, GoldScore, ChemScore e ASP) em 26 estruturas cristalograficas da enzima
cruzaina disponiveis na base de dados Protein Data Bank (PDB). O PDB id 1AIM foi
selecionado a partir do mapa de calor gerado pelo Microsoft Excel® usando o algoritmo
ChemPLP (RMSD de 0,238) como o procedimento mais apropriado. Este protocolo estd
seguindo os descritos anteriormente por nosso grupo de pesquisa (NASCIMENTO et al.,
2021; NASCIMENTO et al., 2022). A enzima foi submetida a simulagdes de dindmica
molecular a 100 ns para obtencdo da forma nativa (conformacdo mais estavel). Paralelamente,
foram geradas 10 conformacdes para cada ligante por meio do software MarvinSketch®, em
que a mais estavel foi otimizada geometricamente utilizando o software ArgusLab® pelo
método semi-empirico AM1 (Austin Model 1). Para o docking, hidrogénios foram
adicionados e uma regido de seis A em torno do ligante co-cristalizado. Assim, dez poses de
ligacdo foram geradas para cada ligante, e a pose de valor de pontuacdo de ajuste mais
significativo foi escolhida. Por fim, os diagramas 2D das interacdes realizadas com o sitio
catalitico foram gerados através do software Discovery Studio® e as figuras das superficies

hidrofébicas foram geradas pelo software Chimera®.

4.6.5 Célculos para a validacdo da regra de Lipinski e Veber.

Para a validacdo das regras de Lipinski e de Veber, todos os compostos foram
desenhados através do software MarvinSketch®, e suas estruturas 3D geradas através do
ChemDraw 3D®. Todos os compostos foram submetidos ao software da web SwissADME

(http://www.swissadme.ch/index.php) (DAINA et al., 2017), no qual os pardmetros foram

avaliados de acordo com a regra de Lipinski (MM < 500; Log P < 5; menos que 5 atomos
doadores de ligacéo de hidrogénio (DLH) e menos que 10 aceptores de ligagdo de hidrogénio
(ALH)). Além disso, foram calculados filtros Veber, constituido de menos que 10 ligacbes

rotativas (LR) e area de superficie polar topolégica (TPSA) menor que 140 A.
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4.6.6 Estudo de regiosseletividade através dos calculos de DFT.

Os célculos de DFT (Teoria do Funcional de Densidade) foram realizados através do
software ORCA® 4.1.2, submetido a densidade hibrida corrigida por gradiente B3LYP. A
otimizacdo da geometria foi realizada por def2-QZVP. Os calculos foram realizados em
equilibrio geométrico e meio aquoso. Em seguida obteve-se os valores das energias de
HOMO-LUMO de cada molécula, bem como a energia da estrutura molecular. A figuras de
intervalo HOMO-LUMO foram geradas a partir do software Avogadro®. Para os célculos de
estado de transicao, B3LYP foi utilizado com otimizacdo de geometria por meio de 6-31G. Os

gréaficos de estado de transi¢do foram gerados por meio do software ChemDraw®.

4.7 Estratégia geral para a sintese dos compostos tiazolicos.

As requeridas tiouréias foram sintetizadas a partir da requerida amina (Anilina, 2-
aminopiridina, 2-aminofenilmetanol, e 2-aminopiridina-3-il-metanol) e do isotiocianato
substituido, gerando o0s compostos intermediarios 1-12 (Figura 16). Em seguida, 0s
intermediarios foram submetidos a reacdo com as requeridas a-bromoacetofenonas gerando os

produtos finais substituidos.
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Figura 16. Esquema geral para a sintese dos compostos tiazolicos
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Fonte: Autor, 2022.

4.8 Estratégia geral para a sinteses das tiadiazinas.

As tiossemicarbazidas N-substituidas foram obtidas a partir da reacdo da hidrazina
com o requerido isotiocianato. Em seguida, as tiossemicarbazidas N-substituidas ou
tiossemicarbazida ndo-substituidas foram reagidas com as a-bromoacetofenonas substituidas,

gerando a obtencéo das tiadiazinas, como mostrado na figura 17.
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Figura 17. Esquema geral para a sintese das tiadiazinas
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4.9 Procedimentos experimentais para a sintese dos tiazois.

4.9.1 Método para a obtencdo do alcool 2-aminobenzilico

Em um baldo de fundo redondo, adicionou-se 1 mmol do 2-aminobenzoato de etila em

20 mL de THF, sob agitacdo em temperatura de 0 °C até a completa solubilizacdo. Em

seguida, adicionou-se lentamente 2 mmol de hidreto de litio e aluminio a solucdo, em

temperatura ambiente, deixado reagir durante 3 horas. Ap6s o0 término da reacdo

(acompanhado por CCD), lentamente adicionou-se 20 mL de agua. A suspensdo resultante foi

filtrada, e o liquido coletado foi evaporado e submetido a uma extracdo liquido-liquido em

agua/AcOEt. A fase organica foi coletada, tratada com NaxSO4 e evaporada, gerando o alcool

2-aminobenzilico (Figura 18).

Figura 18. Método para a obtencdo do 2-aminobenzil alcool
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4.9.1.1 - Dados fisico-quimicos do 2-aminobenzil &lcool.

L
NI

L

e Solido amarelo; P.F. 81-82 °C; MM: 123,06 g/mol; Rendimento: 70%; Sistema:
Hexano/AcOEt 8:2; Rr: 0,4.

e HPLC-UV: 2,82 min (pureza: 95%)

e RMN !H (600 MHz, DMSO-dg) 6 (ppm): 4,37 (d, 2H, J = 5,17 Hz, CHy); 4,89 (s, 2H,
NH.); 4,99 (t, 1H, J = 5,17 Hz, OH); 6,51 (t, 1H, J = 7,48 Hz, H-Ar); 6,61 (d, 1H, J =
7,87 Hz, H-Ar); 6,95 (t, 1H, J = 7,32 Hz, H-Ar); 7,04 (d, 1H, J = 7,32 Hz, H-Ar).

4.9.2 — Método para obtencao das tioureias substituidas (2, 3, 4, 5,7, 8,9, 10, 11 e 12).

Em um bal&o de fundo redondo, adicionou-se 1 mmol da requerida amina e 10 mL de
EtOH, e a solucdo resultante foi agitada na temperatura ambiente até a completa dissolucao.
Sucedeu-se a adi¢do do requerido isotiocianato, durante a agitacdo continuou por mais 6
horas, onde foi verificado o término da reacdo por CCD. Por fim, o precipitado formado foi

coletado e lavado com EtOH e 4gua (Figura 19).

Figura 19. Método para a obtencdo das tioureias substituidas (2, 3, 4,5, 7, 8, 9, 10, 11 e 12)
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Fonte: Autor, 2022.

4.9.2.1 - Dados fisico-quimicos do composto 1-alil-3-feniltiourea (2)

Ol

H H
e Solido amarelo; P.F. 97-98%; MM: 192,07 g/mol; Rendimento: 98%; Sistema:

Hexano/AcOEt 8:2; Rt 0,4.
e HPLC-UV: 3,29 min (pureza: 96%).
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e RMN H (600 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 4,13 (t, 2H, J = 5,05 Hz, CH=CH>); 5,10
(dg, 1H, J = 1,58 e 10,26 Hz, CH-a); 5,18 (dg, 1H, J = 1,69 e 17,25 Hz, CHzb); 7,1 (t,
1H, J = 7,37 Hz, H-Ar); 7,31 (t, 2H, J = 7,37 Hz, H-Ar): 7,41 (d, 2H, J = 7,67 Hz, H-
Ar): 7,81 (s, 1H, NH); 9,52 (s, 1H, NH).

e RMN C (150 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 46,0; 115,7; 123,2; 124,1; 128,5; 134,7;
139,2; 180,5.

4.9.2.2 - Dados fisico-quimicos do composto 1,3-difeniltiourea (3).

(4L

H H
Sélido branco; P.F. 164-165 °C; MM: 228,07 g/mol; Rendimento: 90%; Sistema:

Hexano/AcOEt 8:2; Ry: 0,6.

HPLC-UV: 3,30 min (pureza: 97%).

RMN *H (600 MHz, DMSO-ds) d(ppm): 7,12 (t, 2H, J = 7,46Hz, H-Ar); 7,32 (t, 4H,
J =7,76Hz, H-Ar); 7,48 (d, 4H, J = 8,09Hz, H-Ar); 9,77 (s, 2H, NH).

RMN 3C (150 MHz, DMSO-ds) 5(ppm): 123,6; 124,3; 128,3; 139,4; 179,6.

4.9.2.3 - Dados fisico-quimicos do composto 1-benzil-3-feniltiourea (4)

L,
H H/\©

e Solido branco; P.F. 142-143 °C; MM: 242,09 g/mol; Rendimento: 98%; Sistema:
Hexano/AcOEt 8:2; Rt 0,6.

e HPLC-UV: 3,33 min (pureza: 100%)

e RMN 'H (600 MHz, DMSO-ds) 6 (ppm): 4,74 (d, 2H, J = 5,59 Hz, CH,); 7,11 (tt, 1H,
J=17,32e 1,08 Hz, H-Ar); 7,23-7,27 (m, 1H, H-Ar); 7,29-7,34 (m, 6H, H-Ar) 7,43 (d,
2H, J = 8,13Hz, H-Ar); 8,15 (s, 1H, NH); 9,60 (s, 1H, NH).

e RMN BC (150 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 47,1; 123,2; 124,2; 126,8; 127,4; 128,2;
128,5; 138,9; 139,1; 180,7.

4.9.2.4 - Dados fisico-quimicos do composto 1-etil-3-feniltiourea (5).
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e Solido cinza; P.F. 89-90 °C; MM: 180,07 g/mol; Rendimento: 65%; Sistema:
Hexano/AcOEt 8:2; Ry: 0,6

e HPLC-UV: 2,87min (pureza: 99%)

e RMN !H (600 MHz, CDCls) 6 (ppm): 1,19 (t, 3H, J = 7,40 Hz, CH3); 3,68 (q, 2H, J =
6,85 Hz, CHy); 6,02 (s, 1H, NH), 7,22 (d, 2H, J = 7,72 Hz, H-Ar); 7,31 (t, 1H, J =
7,72 Hz, H-Ar); 7,44 (t, 1H, J = 7,72 Hz, H-Ar); 8,07 (s, 1H, NH).

e RMN BC (150 MHz, CDCls) ¢ (ppm): 14,2; 40,3; 125,2; 127,2; 130,2; 136,1; 180,4.

4.9.2.5 - Dados fisico-quimicos do composto 1-etil-3-(piridin-2-il)tiourea (7).
X S

|
N/ NJ-LN/\
H H

e Solido branco; P.F. 94-95 °C; MM: 181,06 g/mol; Rendimento: 50%; Sistema:
Hexano/AcOEt 8:2 Rt: 0,5

e HPLC-UV: 3,08 min (pureza 96%)

e RMN H (600 MHz, CDCls) 6 (ppm):1,35 (t, 3H, J = 7,29 Hz, CHs); 3,79 (q, 2H, J =
7,29 Hz, CH»); 6,87 (d, 1H, J = 8,34 Hz, H-piridina); 6,95 (t, 1H, J = 6,48 Hz, H-
piridina); 7,64 (t, 1H, J = 8,34 Hz, H-piridina); 8,18 (d, 1H, J = 5,19 Hz, H-piridina);
9,08 (s, 1H, NH); 11,64 (s, 1H, NH).

e RMN C (150 MHz, CDCls) ¢ (ppm): 14,1; 40,4; 112,1; 117,8; 138,6; 145,7; 153,5;
179,2.

4.9.2.6 - Dados fisico-quimicos do composto 1-alil-3-(piridina-2-il)tiourea (8)
(]
N Hj\ﬁ/\/
e Solido amarelo; P.F. 102-103 °C; MM: 193,07 g/mol; Rendimento: 92%; Sistema:
Hexano/AcOEt 8:2; Ry 0,4.

e HPLC-UV: 3,35 min (pureza: 95%).

e RMN H (600 MHz, DMSO-ds) 6 (ppm): 4,29 (tt, 2H, J = 1,80 e 5,34 Hz, CH=CHy);
5,15 (dq, 1H, J = 1,63 e 10,42Hz, CH?a); 5,23 (dq, 1H, J = 1,80 e 17,26, CHzb); 5.93-
6.02 (m, 1H, CH); 7,03 (ddd, 1H, J = 1,0, 5,11 e 2,22 Hz, H-piridina); 7,17 (tt, 1H, J
= 0,96 e 8,45Hz, H-piridina); 7,77 (ddd, 1H, J = 2,03, 6,81 e 1,0 Hz, H-piridina); 8,21
(ddd, 1H, J = 0,69, 2,03 e 3,11 Hz, H-piridina); 10,62 (s, 1H, NH); 11,77 (t, 1H, J =
5.34Hz, NH).
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e RMN 33C (150 MHz, DMSO-ds) § (ppm): 46,6; 112,5; 115,7; 117,7; 134,1; 138,9;
145,5; 153,7; 179,8.

4.9.2.7 - Dados fisico-quimicos do composto 1-fenil-3-(piridina-2-il)tiourea (9).

L3
NN

e Solido branco; P.F. 161-162 °C; MM: 229,07 g/mol; Rendimento: 92%; Sistema:
Hexano/AcOEt 8:2; Ry 0,6.

e HPLC-UV: 3,45 min (pureza: 96%).

e RMN H (600 MHz, DMSO-ds) § (ppm): 7,10 (t, 1H, J = 6,33 Hz, H-piridina); 7,20-
7,27 (m, 2H, H-Ar e H-piridina); 7,39 (t, 2H, J = 7,74 Hz, H-Ar); 7,69 (d, 2H, J =
7,74Hz, H-Ar); 7,84 (ddd, 1H, J = 6,64 e 1,84 Hz, H-piridina); 8,32 (d, 1H, J =
5,38Hz, H-piridina); 10,89 (s, 1H, NH); 13,84 (s, 1H, NH).

e RMN C (150 MHz, DMSO-ds) d(ppm): 112,9; 118,1; 124,1; 125,4; 128,4; 138,7;
139,3; 145,5; 153,5; 178,2.

4.9.2.8 - Dados fisico-quimicos do composto 1-benzil-3-(piridina-2-il)tiourea (10)
= S

|
N NLN/\O
H H

e Solido branco; P.F. 172-173 °C; MM: 243,08 g/mol; Rendimento: 90%; Sistema:
Hexano/AcOEt 8:2; Ry 0,6.

e HPLC-UV: 8,01 min (pureza: 95%).

e RMN H (600 MHz, DMSO-ds) 6 (ppm):4,91 (d, 2H, J = 5,77 Hz, CH>); 7,02(ddd,
1H,J = 0,96, 5,13 e 2,21 Hz, H-piridina); 7,19 (d, 1H, J = 8,41 Hz, H-piridina); 7,24-
7,28 (m, 1H, H-Ar); 7,32-7,38 (m, 4H, H-Ar); 7,77 (ddd, 1H, J = 1,96, 6,79 e 1,99
Hz, H-piridina); 8,16 (dd, 1H, J = 5,11 e 1,66 Hz, H-piridina); 10,72 (s, 1H, NH);
12,09 (t, 1H, J = 5.77 Hz, NH).

e RMN C (150 MHz, DMSO-ds) 6 (ppm): 48,2; 113,0; 118,3; 127,5; 127,6; 128,9;
138,8; 139,5; 146; 154,2; 180,5.
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4.9.2.9 — Dados fisico-quimicos do composto 1-benzil-3-(2-(hidroximetil)fenil)tiourea (11)
OH

e Solido branco; P.F. 96-97 °C; MM: 272,09 g/mol; Rendimento: 60%; Sistema:
Hexano/AcOEt 8:2; Rf 0,5.

e HPLC-UV: 2,83 min/99%

e RMN H (600 MHz, DMSO-ds) 6 (ppm): 4,47 (s, 2H, CH2); 4,71 (s, 2H, CH>); 5,22 (t,
1H, J = 4.70 Hz, OH); 7,22-7,26 (m, 3H, H-Ar); 7,30-7,34 (m, 5H, H-Ar); 7,44-7,46
(m, 1H, H-Ar); 8,12 (sl, 1H, NH); 9,1 (sl, 1H, NH).

e RMN 3C (150 MHz, DMSO-dg) & (ppm): 181,5; 139,1; 137,9; 135,7; 128,1; 127,1;
126,9; 126,6; 125,9; 59,5; 47,3.

4.9.2.10 — Dados fisico-quimicos do composto 1-etil-3-(2-(hidroximetil)fenil)tiourea (12).

OH
CJ
e
e Solido bege; P.F. 93-94 °C; MM: 210,08 g/mol; Rendimento: 90%; Sistema:
Hexano/AcOEt 8:2; Ry 0,6.
e HPLC-UV: 2,77min (pureza 99%)
e RMN H (600 MHz, CDCls) ¢ (ppm): 1,17 (t, 3H, J = 7,30 Hz, CHj3); 3,62 (s, 2H,
CH2); 4,65 (s, 1H, OH); 6,04 (s, 1H, NH); 7,30 — 7,31 (m, 2H, H-Ar); 7,37 (t, 1H, J =
7,55 Hz, H-Ar); 7,44 — 7,45 (m, 1H, H-Ar); 8,39 (s, 1H, NH).

e RMN *3C (150 MHz, CDCls) § (ppm): 14,3; 40,2; 62; 126,5; 127,7; 129,2; 130,2; 135;
136,4; 180,5.

4.9.3 Método para a obtencéo de tioureias ndo-substituidas (6).

Seguindo a metodologia proposta por Thanigaimalai e colaboradores (2010), em um
baldo de fundo redondo, foram adicionados 1 mmol de cloreto de 3-clorobenzoila, e 1,2 mmol
de isotiocianato de potéssio, deixados reagir em 15 mL de acetona, sob agitacdo magnética

em temperatura ambiente durante 15 minutos. Em seguida, a reacdo foi levada para refluxo
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durante 30 minutos. Ap6s esse tempo, adicionou-se 1 mmol da 2-amino-piridina para reagir
durante 2 horas. Adicionou-se agua na reacao e o precipitado foi coletado. Sucedeu-se entdo
uma hidroélise com NaOH durante 5 horas (acompanhado por CCD). Ao término da reacdo, a
solucéo foi acidificada com HCI 2M, seguido pela adicdo de uma solugdo de amonia até o pH
ser ajustado para 10. Por fim, o precipitado formado foi coletado e lavado com EtOH e agua
(Figura 20).

Figura 20. Sintese da tioureia ndo-substituidas (composto 6)

o 0 .
e oS AN 0o s =
) N N \ R | SN
cl C > S |
s NN N7 NN NaOH Ao
Me,CO, T.A. 15 min - Refluxo 30 min T —— H H = N N NH
R MesCO, refluxa, 2 h MeOH, refluxo, 5 h. " o

1 1

Cl1

Fonte: Autor, 2022.

4.9.3.1 — Dados fisico-quimicos do composto 1-(piridin-2-il)tiourea (6)

N S

|
N7 NJ\NHZ
H

e Solido branco; P.F. 137-138 °C; MM: 153,04 g/mol; Rendimento: 50 %; Sistema:
Hexano/AcOEt 8:2; Ry 0,5.

e HPLC-UV: 3,21 min (pureza 99%)

e RMN !H (600 MHz, DMSO-ds) 6 (ppm): 7,03 (ddd, 1H, J = 0,85, 5,10 e 2,26 Hz, H-

piridina); 7,15 (d, 1H, J = 8,41 Hz, H-piridina); 7,76 (ddd, 1H, J = 1,89, 6,91 e 2,05

Hz, H-piridina); 8,22 (d, 1H, J = 5,13, H-piridina); 8,87 (s, 1H, NH); 10,52 (sl, 1H,

NH); 10,57 (sl, 1H, NH).

RMN 3C (150 MHz, DMSO-dg) § (ppm): 181,0; 154,0; 146,5; 139,3; 118,4; 113,1.

4.9.4 Método para a obtencdo dos derivados benzénicos (1la-f, 2a-f, 3a-f, 4a-f, 5a-f, 11a-fe
12a-f).

Em um tubo de ensaio, adicionou-se quantidades equimolares da requerida tioureia, o-
bromoacetofenona e trietilamina em 5 mL de EtOH, sob agitacdo constante a uma
temperatura de 80 °C, durante 30 minutos (acompanhado por CCD). Em seguida, o solvente
foi evaporado por pressdo reduzida. Realizou-se entdo uma extracdo liquido-liquido em
acetato de etila/agua, coletou-se a fase organica, que foi tratada com NaSQs, 0 solvente foi

evaporado e o precipitado formado foi lavado com EtOH e agua (Figura 21).
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Figura 21. Método para a obtencao dos derivados benzénicos

SR I "
4 2
~ " EtOH, 80°C, 30 Min. s-/ \ /

R, =H, Etil, Alil, Ar, Bn
R, =H, p-Cl, m,p-Cl, p-CH; e p-OCHj3, e m-Cl

Fonte: Autor, 2022.

4.9.4.1 — Dados fisico-quimicos do composto N-4-difeniltiazol-2-amina (1a)

N
A
|
[ :LN/LS
H

e Solido cinza; PF: 138-139 °C; MM: 252,07 g/mol; Rendimento: 62%; Sistema:
Hexano/AcOEt 8:2; Ry 0,6.

e HPLC-UV: 3,73 min (pureza: 98%)

e RMN 'H (600 MHz, DMSO-ds) 6 (ppm): 6,96 (tt, 1H, J = 1,03 e 7,31 Hz, H-An);
7,29-7,37 (M, 4H, H-Ar e H-tiazol); 7,43 (tt, 2H, J = 1,72 e 7,31 Hz, H-Ar); 7,73 (dd,
2H,J=1,1¢e8,8 Hz, H-Ar); 7,92 (dd, 2H, J = 1,1 e 8,8 Hz, H-Ar); 10,25 (s, 1H, NH).

e RMN 3C (150 MHz, DMSO-dg) 6 (ppm): 102,8; 116,8; 121,1; 125,6; 127,5; 128,9;
134,5; 141,1; 150,0; 163,0.

4.9.4.2 - Dados fisico-quimicos do composto 4-(4-clorofenil)-N-feniltiazol-2-amina (1b)
Cl

e Solido verde; PF: 113-115 °C; MM: 286,03 g/mol; Rendimento: 73%; Sistema:
Hexano/AcOEt 8:2; Ry 0,5.

e HPLC-UV: 3,97 min (pureza: 95%)

e RMN !H (600 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 6,97 (tt, 1H, J = 1,03 e 7,31 Hz, H-Ar);
7,32-7,36 (M, 2H, H-Ar); 7,39 (s, 1H, H-tiazol); 7,48 (dt, 2H, J =2,5 e 8,69 Hz, H-Ar);
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7,71 (dd, 2H, J = 1,1 e 8,89 Hz, H-Ar); 7,93 (dt, 2H, J =2,56 e 8,69 Hz, H-Ar); 10,27
(s, 1H, NH).

e RMN ¥C (150 MHz, DMSO-dg) 6 (ppm): 103,6; 116,8; 121,2; 127,3; 128,6; 128,9;
131,9; 133,3; 141,1; 148,8; 163,2.

4.9.4.3 - Dados fisico-quimicos do composto 4-(3,4-diclorofenil)-N-feniltiazol-2-amina (1c)
Cl

Cl

e Solido verde; P.F. 86-87 °C; MM: 319,99 g/mol; Rendimento: 60%; Sistema:
Hexano/AcOEt 8:2; R+.0,6.

e HPLC-UV: 9,36 min (pureza: 100%)

e RMN !H (600 MHz, DMSO-ds) § (ppm): 6,97 (tt, 1H, J = 0,91 e 7,40 Hz, H-Ar);
7,32-7,37 (m, 2H, H-Ar); 7,55 (s, 1H, H-tiazol); 7,68-7,71 (m, 3H, H-Ar); 7,91(dd,
1H,J=2,04 e 8,44 Hz, H-Ar); 8,13 (d, 1H, J = 2,04 Hz, H-Ar); 10,31 (s, 1H, NH).

e RMN ¥C (150 MHz, DMSO-dg) 6 (ppm): 105,1; 116,9; 121,4; 125,7; 127,1; 129,0;
129,7; 130,8; 131,4; 135,0; 141,9; 147,5; 163,4.

4.9.4.4 - Dados fisico-quimicos do composto N-fenil-4-(p-toluil)tiazol-2-amina (1d)
CH,

N
\

/
(L

H
e Solido amarelo; P.F. 88-89 °C; MM: 266,09 g/mol; Rendimento: 40%; Sistema:

Hexano/AcOEt 8:2; Ry 0,5.

e HPLC-UV: 3,89 min (pureza: 100%).

e RMN H (600 MHz, DMSO-ds) § (ppm): 2,32 (s, 3H, CHs); 6,96 (tt, 1H, J = 1,05 ¢
7,38Hz, H-Ar); 7,22-7,25 (m, 3H, H-Ar e H-tiazol); 7,32-7,36 (m, 2H, H-Ar); 7,72 (dt,
2H, J = 2,12 e 8,08 Hz, H-Ar); 7,80 (dt, 2H, J = 2,12 e 8,08 Hz, H-Ar); 10,22 (s, 1H,
NH).

Igor J. S. Nascimento



58

RMN BC (150 MHz, DMSO-ds) d(ppm): 20,7; 101,9; 116,7; 121,1; 125,5; 128,9;
129,1; 131,9; 136,8; 141,2; 150,1; 162,9.

4.9.4.5 — Dados fisico-quimicos do composto 4-(4-metoxifenil)-N-feniltiazol-2-amina (1e)

H3C\
]

N
1\

Soélido amarelo; P.F. 139-140 °C; MM: 282,08 g/mol; Rendimento: 59 %, Sistema:
Hexano/AcOEt 8:2; Ry 0,4.

HPLC-UV: 3,58 min (pureza: 97%)

RMN H (600 MHz, DMSO-ds) 6 (ppm): 3,79 (s, 3H, OCHs); 6,93-7,01 (m, 3H, H-
Ar); 7,15 (s, 1H, H-tiazol); 7,31-7,35 (m, 2H, H-Ar); 7,71 (d, 2H, J = 8,86 Hz, H-Ar);
7,85 (dt, 2H, J = 8,94 e 2.90 Hz, H-Ar); 10,22 (s, 1H, NH).

RMN 23C (150 MHz, DMSO-ds) ¢ (ppm): 163,4; 159,3; 150,4; 141,7; 129,4; 127,9;
127,4; 121,5; 117,2; 114,4; 101,1; 55,6.

4.9.4.6 - Dados fisico-quimicos do composto 4-(3-clorofenil)-N-feniltiazol-2-amina (1f)

Cl

Soélido bege; P.F. 66-67 °C; MM: 286,03 g/mol; Rendimento: 70%; Sistema:
Hexano/AcOEt 8:2; Ry 0,6.
HPLC-UV: 3,69 min (pureza 99%)

RMN H (600 MHz, CDCls-ds)  (ppm): 6,85 (s, 1H, H-tiazol); 7,11-7,13 (m, 1H, H-
Ar): 7,29-7,31 (m, 1H, H-Ar); 7,34 (t, 1H, J = 7,93 Hz, H-Ar); 7,39-7,41 (m, 4H, H-
Ar): 7,74 (dt, 1H, J = 1,33 e 7,65 Hz, H-Ar); 7,86 (t, 1H, J = 1.83 Hz, H-Ar).

RMN 13C (150 MHz, CDCls-ds) & (ppm): 164,8; 149,5; 139,9; 135,6; 134,6; 129,9;
129,6; 129,5; 127,9; 126,2; 124,1; 123,4; 118,4; 102,7.
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4.9.4.7 - Dados fisico-quimicos do composto (Z)-N-(3-alil-4-feniltiazol-2(3H)-ilideno)anilina

(2a) J
ShYRY,

e Solido amarelo; P.F. 105-106 °C; MM: 292,10 g/mol; Rendimento: 70%; Sistema:
Hexano/AcOEt 8:2; Ry 0,5.

e HPLC-UV: 8,61 min (pureza: 95%)

e RMN 'H (600 MHz, DMSO-ds) d (ppm): 4,41 (d, 2H, J = 4,7 Hz, CH2); 4,90 (d, 1H, J
= 17,32 Hz, CH=CH.a); 5,09 (d, 1H, J = 10,43 Hz, CH=CH,b); 5,78-5,87 (m, 1H,
CH); 6,22 (s, 1H, H-tiazol); 6,96-7,03 (m, 3H, H-Ar); 7,34 (t, 2H, J = 7,69 Hz, H-Ar);
7,43-7,48 (m, 5H, H-Ar).

e RMN C (100 MHz, DMSO-ds) 5 (ppm): 46,8; 96,0; 116,0; 121,0; 122,6; 128,64;
128.63; 129,1; 129,4; 131,0; 133,0; 139,6; 151,2; 158,4.

4.9.4.8 - Dados fisico-quimicos do composto (Z)-N-(3-alil-4-(4-clorofenil)tiazol-2(3H)-

ilideno)anilina (2b).
g/
N\ N Cl
ShosYs

e Solido branco; P.F. 88-89 °C; MM: 326,06 g/mol; Rendimento: 50%; Sistema:
Hexano/AcOEt 8:2; Ry 0,5.

e HPLC-UV: 8,70 min (pureza: 99%).

e RMN !H (600 MHz, DMSO-ds) 6 (ppm): 4,39-4,40 (m, 2H, CHy); 4,90 (dg, 1H, J =
17,2 e 1,4 Hz, CH=CH>a); 5,09 (dq, 1H, J = 10,4 e 1,4 Hz, CH=CH>b); 5,79-5,85 (m,
1H, CH); 6,28 (s, 1H, H-tiazol); 6,96 (d, 2H, J = 7,53 Hz, H-Ar); 7,01 (t, 1H, J =
7,67Hz, H-Ar); 7,47 (dt, 2H, J = 8,5 e 2,3 Hz, H-Ar); 7,54 (dt, 2H, J = 8,5 e 2,3Hz, H-
Ar).

e RMN C (150 MHz, DMSO-ds) J (ppm): 158,8; 151,6; 138,9; 134,4; 133,4; 130,9;
130,3; 129,9; 129,2; 123,1; 121,4; 116,6; 97,2; 47,3.
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4.9.4.9 - Dados fisico-quimicos do composto (Z)-N-(3-alil-4-(3,4-diclorofenil)tiazol-2(3H)-

ilideno)anilina (2c).
K// Cl
N N
AN Cl
(0

e Solido amarelo; P.F. 68-69 °C; MM: 360,03 g/mol; Rendimento: 65%; Sistema:
Hexano/AcOEt 8:2; Ry 0,6.

e HPLC-UV: 9,08 min (pureza: 99%).

e RMN 'H (600 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 4,41-4,42 (m, 2H, CH2); 4,93 (dg, 1H, J =
17,27 e 1,51 Hz, CH=CHa); 5,11 (dq, 1H, J = 10,45 e 1,40 Hz, CH=CH2b); 5,79-5,89
(m, 1H, CH); 6,38 (s, 1H, H-tiazol); 6,94-6,97 (m, 3H, H-Ar); 7,01 (tt, 1H, J = 1.18 e
7,37 Hz, H-Ar); 7,30-7,34 (m, 2H, H-Ar); 7.46 (dd, 1H, J = 2,15 e 8,34 Hz, H-Ar);
7,73-7,76 (m, 2H, H-Ar).

e RMN BC (150 MHz, DMSO-ds) J (ppm): 46,9; 97,8; 116,2; 120,9; 122,7; 128,7;
129,4; 130,4; 130,8; 131,3; 131,4; 131,9; 133,0; 137,2; 151,0; 158,2.

49.4.10 - Dados fisico-quimicos do composto (Z)-N-(3-alil-4-(p-tolil)tiazol-2(3H)-

ilideno)anilina (2d).
J
NN CH;
eV

e Solido amarelo; P.F. 88-89 °C; MM: 306,12 g/mol; Rendimento: 65%; Sistema:
Hexano/AcOEt 8:2; Ry 0,6.

e HPLC-UV: 9,03 min (pureza: 99%).

e RMN H (600 MHz, DMSO-ds) ¢ (ppm): 2,35 (s, 3H, CHa); 4,38 (d, 2H, J = 4,62 Hz,
CHy); 4,90 (d, 1H, J = 17,40 Hz, CH=CH.a); 5,09 (d, 1H, J = 10,38 Hz, CH=CH:b);
5,77-5,87 (m, 1H, CH); 6,15 (s, 1H, H-tiazol); 6,95-7,02 (m, 3H, H-Ar); 7,26-7,34 (m,
6H, H-Ar).

e RMN *3C (150 MHz, DMSO-ds) J (ppm): 20,8; 46,8; 95,5; 116,0; 121,0; 122,5; 128,1;
128,5; 129,1; 129,3; 133,0; 138,7; 139,7; 151,2; 158,4.
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4.9.4.11 — Dados Fisico-quimicos do composto (Z)-N-(3-alil-4-(4-metoxifenil)tiazol-2(3H)-

ilideno)anilina (2e).
A CH
s/

e Solido Amarelo; P.F. 95-96 °C; MM: 322,11g/mol; Rendimento: 57 %; Sistema:
Hexano/AcOEt 8:2; Ry 0,6.

e HPLC-UV: 3,71 min (pureza: 99%)

e RMN H (600 MHz, DMSO-ds) 6 (ppm): 3,79 (s, 3H, OCHz3); 4,37-4,38 (m, 2H, CHy);
4,91 (dg, 1H, J = 1,51 e 17,16 Hz, CH=CHaa); 5,1 (dq, 1H, J = 1,48 e 10,42 Hz,
CH=CHb); 5,78-5,87 (m, 1H, CH); 6,13 (s, 1H, H-tiazol); 6,94-7,04 (m, 5H, H-Ar);
7,29-7,33 (m, 2H, H-Ar); 7,37 (dt, 2H, J = 2,90 e 8,84 Hz, H-AXr).

e RMN BC (150 MHz, DMSO-ds) J (ppm): 160,3; 158,8; 151,7; 140,0; 133,6; 130,6;
129,9; 123,7; 123,0; 121,5; 116,4; 114,5; 95,6; 55,7; 47,2.

4.9.4.12 — Dados Fisico-quimicos do composto (Z)-N-(3-alil-4-(3-clorofenil)tiazol-2(3H)-
ilideno)anilina (2f)

/
N ] Cl
Oo-G

e Solido amarelo; P.F. 204-205 °C; MM: 326,06 g/mol; Rendimento: 74%; Sistema:
Hexano/AcOEt; 8:2; R¢.0,6.

e HPLC-UV: 3,45 min (pureza: 99%)

e RMN H (600 MHz, CDCls-ds) 6(ppm): 5,13 (dt, 1H, J = 1,63 e 17,8 Hz, CH2a); 5,32
(dt, 1H, J = 1,49 e 10,63 Hz, CH2b); 5,37-5,38 (m, 2H, CH); 6,74 (s, 1H, H-tiazol); 7,3
(dt, 1H,J=1,2 e 7,71 Hz, H-Ar); 7,36 (tt, 1H, J = 1,03 e 7,45 Hz, H-Ar); 7,39 (t, 1H,
J = 1,80 Hz, H-Ar); 7,43-7,47 (m, 3H, H-Ar); 7,54-7,56 (m, 1H, H-Ar); 7,60-7,62 (m,
2H, H-Ar).

e RMN ¥C (150 MHz, CDCls-d3) s(ppm): 168,9; 141,1; 137,6; 135,3; 131,2; 130,5;
130,2; 129,6; 129,4, 129,3; 128,7; 127,6; 124,3; 118,9; 105,4; 51,1.
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4.9.4.13 - Dados fisico-quimicos do composto (Z)-N-(3,4-difeniltiazol-2(3H)-ilideno)anilina
(3a).

ShvaY,

e Solido amarelo; P.F. 201-202 °C; MM: 328,10 g/mol; Rendimento: 50%; Sistema:
Hexano/AcOEt 8:2; Ry 0,6.

e HPLC-UV: 3,58 min (pureza: 95%).

e RMN *H (600 MHz, DMSO-ds) 6 (ppm): 6,45 (s, 1H, H-tiazol); 6,89-6,91 (m, 2H, H-
Ar); 7,0 (tt, 1H, J = 1,01 e 7,33 Hz, H-Ar); 7,14-7,16 (m, 2H, H-Ar); 7,21-7,24 (m,
3H, H-Ar); 7,25-7,29 (m, 5H, H-Ar); 7,32-7,37 (m, 2H, H-Ar).

e RMN *¥C (150 MHz, DMSO-ds) J (ppm): 98,2; 121,4; 123,3; 128,0; 128,61; 128,69;
128,8; 129,2; 129,5, 129,9; 131,6; 138,3; 139,6; 151,8; 159,9.

4.9.4.14 - Dados fisico-quimicos do composto (Z)-N-(4-(4-clorofenil)-3-feniltiazol-2(3H)-
ilideno)anilina (3b).

oheaYa

e Solido amarelo; P.F. 195-197 °C; MM: 362,06 g/mol; Rendimento: 50%; Sistema:
Hexano/AcOEt 8:2; Rt 0,5.

e HPLC-UV: 3,69 min (pureza: 95%).

e RMN !H (600 MHz, DMSO-ds) § (ppm): 6,48 (s, 1H, H-tiazol); 6,88 (d, 2H, J =
8,06Hz, H-Ar); 7,0 (t, 1H, J = 7,61 Hz, H-Ar); 7,15 (d, 2H, J = 8,47 Hz, H-Ar); 7,25-
7,30 (m, 7H, H-Ar); 7,35-7,39 (m, 2H, H-Ar).

e RMN C (150 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 98,5; 120,8; 123,1; 127,7; 128,2; 128,90;
128,97; 129,5; 129,8; 129,8; 131,1; 137,5; 137,9; 151,3; 164,5; 169,1.
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4.9.4.15 - Dados fisico quimicos do composto (Z)-N-(4-(3,4-diclorofenil)-3-feniltiazol-2(3H)-
ilideno)anilina (3c).

Cl

N\ N Cl
(00

e Solido amarelo; P.F. 166-167 °C; MM: 396,03 g/mol; Rendimento: 87%; Sistema:
Hexano/AcOEt 8:2; Ry 0,6.

e HPLC-UV: 3,61 min (pureza: 95%)

e RMN H (600 MHz, DMSO-ds) § (ppm): 6,65 (s, 1H, H-tiazol); 6,90 (dd, 2H, J =
1,81 e 8,55 Hz, H-Ar); 7,01 (tt, 1H, J = 1,11 e 7,40 Hz, H-Ar); 7,07 (dd, 1H, J = 2,05
e 8,33Hz, H-Ar); 7,29-7,33 (m, 5H, H-Ar); 7,38-7,41 (m, 2H, H-Ar); 7,45 (d, 1H, J =
2,05 Hz, H-Ar); 7,49 (d, 1H, J = 8,33 Hz, H-Ar).

e RMN %¥C (150 MHz, DMSO-ds) J (ppm): 159,4; 151,6; 137.9; 137,0; 132,0; 131,48;
131,45; 130,7; 130,4, 130,0; 129,49; 129,48; 128,7; 128,3; 123,5; 121,3; 100,1.

4.9.4.16 - Dados fisico-quimicos do composto (Z)-N-(3-fenil-4-(p-tolil)tiazol-2(3H)-
ilideno)anilina (3d).

N\ N CH;
ohoaYs

e Solido branco; P.F. 169-170 °C; MM: 342,12 g/mol; Rendimento: 65%; Sistema:
Hexano/AcOEt 8:2; Ry: 0,6.

e HPLC-UV: 3,76 min (pureza: 95%).

e RMN H (600 MHz, DMSO-dg) 6 (ppm): 2,21 (s, 3H, CHs); 6,37 (s, 1H, H-tiazol);
6,90 (d, 2H, J = 7,95 Hz, H-Ar); 6,98-7,03 (m, 5H, H-Ar); 7,25-7,37 (m, 7H, H-Ar).

e RMN C (150 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 20,6; 97,0; 120,9; 122,8; 127,5; 127,9;
128,2; 128,7; 129,0; 129,4; 137,8; 137,9; 139,1; 151,3; 159,3.
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4.9.4.17 — Dados fisico-quimicos do composto (Z)-N-(4-(4-metoxifenil)-3-feniltiazol-2(3H)-
ilideno)anilina (3e).

N N /C t;
3y 0]
OhvaYa

e Solido amarelo; P.F. 186-187 °C; MM: 358,11 g/mol; Rendimento: 81%; Sistema:
Hexano/AcOEt 8:2; Ry 0,6.

e HPLC-UV: 2,98 min (pureza: 99%).

e RMN !H (600 MHz, DMSO-ds) 6 (ppm): 3,68 (s, 3H, OCHj3); 6,35 (s, 1H, H-tiazol);
6,78 (dt, 2H, J = 2,95 e 8,87 Hz, H-Ar); 6,91 (d, 2H, J = 7,67 Hz, H-Ar); 7,01 (t, 1H,
J = 7,44 Hz, H-Ar); 7,07 (dt, 2H, J = 2,95 e 8,87 Hz, H-Ar); 7,27-7,31 (m, 5H, H-Ar);
7,35-7,38 (m, 2H, H-Ar).

e RMN 13C (150 MHz, DMSO-ds) J (ppm): 159,6; 159; 151; 138,9; 137,7; 129,5; 129,4;
129; 128,7; 127,5; 123,8; 122,8; 120,9; 113,5; 96,4; 54,9.

4.9.4.18 — Dados fisico-quimicos do composto (Z)-N-(4-(3-clorofenil)-3-feniltiazol-2(3H)-

ilideno)anilina (3f).
0
N
SasNe

e Solido amarelo; P.F. 245-246 °C; MM: 362,06 g/mol; Rendimento: 99%; Sistema:
Hexano/AcOEt; 8:2; Ry 0,5.

e HPLC-UV: 3,62 min (pureza: 99%)

e RMN !H (600 MHz, MEOH-ds) ¢ (ppm): 7,2-7,22 (m, 2H, H-Ar e H-tiazol); 7,29 (t,
1H, J = 7,92 Hz, H-Ar); 7,33 (t, 1H, J = 1,80 Hz, H-Ar); 7,38-7,40 (m, 1H, H-Ar);
7,51 (tt, 1H, J = 1,31 e 7,26 Hz, H-Ar); 7,55-7,56 (m, 2H, H-Ar); 7,58-7,61 (m, 2H,
H-Ar); 7,62-7,66 (m, 5H, H-Ar).

e RMN 3C (150 MHz, MEOH-ds) 6 (ppm): 171; 141,4; 137,6; 134; 133,4; 1314;
131,3; 130,5; 130,2; 130,1; 129,79; 129,76; 129,3; 129; 128,3; 127,9; 125; 105,8.
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4.9.4.19 — Dados fisico-quimicos do composto (Z)-N-(3-benzil-4-feniltiazol-2(3H)-

ilideno)anilina (4a).
NN
OhvaY;

e Solido branco; P.F. 152-153 °C; MM: 342,12 g/mol; Rendimento: 50%; Sistema:
Hexano/AcOEt 8:2; Ry: 0,6.

e HPLC-UV: 3,74 min (pureza: 97%).

e RMN !H (600 MHz, DMSO-ds) J (ppm): 5,06 (s, 2H, CHy); 6,27 (s, 1H, H-tiazol);
6,94-7,03 (m, 5H, H-Ar); 7,18-7,33 (m, 7H, H-Ar); 7,38-7,43 (m, 3H, H-Ar).

e RMN C (150 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 47,7; 96,4; 120,9; 122,7; 126,4; 126.9;
128,3; 128,61, 128,64, 129,1, 129.4; 130,9; 137,2; 139,7; 151,1; 158,9.

4.9.4.20 - Dados fisico-quimicos do composto (Z)-N-(3-benzil-4-(4-clorofenil)tiazol-2(3H)-
ilideno)anilina (4b).

e Solido branco; P.F. 143-144 °C; MM: 376,08 g/mol; Rendimento: 50%; Sistema:
Hexano/AcOEt 8:2; Ry 0,5.

e HPLC-UV: 4,15 min (pureza: 98%).

e RMN *H (600 MHz, DMSO-ds) 6 (ppm): 5,06 (s, 2H, CH2); 6,31 (s, 1H, H-tiazol);
6,94-7,05 (m, 5, H-Ar); 7,19-7,36 (m, 7H, H-Ar); 7,45-7,47 (m, 2H, H-Ar).

e RMN BC (150 MHz, DMSO-ds) J (ppm): 47,6; 97,1; 120,9; 122,7; 126,4; 127,0;
128,3; 128,6; 129,4; 129,8; 130,4; 133,9; 137,1; 138,4; 151,0; 158,9.

4.9.4.21 - Dados fisico-quimicos do composto (Z)-N-(3-benzil-4-(3,4-diclorofenil)tiazol-

2(3H)-ilideno)anilina (4c).
N\ N Cl
(T
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e Solido amarelo; P.F. 74-75 °C; MM: 410,04 g/mol; Rendimento: 54%; Sistema:
Hexano/AcOEt 8:2; Ry 0,5.

e HPLC-UV: 9,73 min (pureza: 95%).

e RMN H (600 MHz, DMSO-dg) 6 (ppm): 5,07 (s, 2H, CH2); 6,42 (s, 1H, H-tiazol);
6,94-6,97 (m, 2H, H-Ar); 7,0-7,06 (m, 3H, H-Ar); 7,20-7,24 (m, 1H, H-Ar); 7,27-7,35
(m, 5H, H-Ar); 7,55 (d, 1H, J = 2,12 Hz, H-Ar); 7,65 (d, 1H, J =8,32 Hz, H-Ar).

e RMN BC (150 MHz, DMSO-ds) ¢ (ppm): 48,3; 98,7; 121,4; 123,3; 126,9; 127,5;
128,9; 129,2; 130,9; 131,2; 131,81, 131,88; 132,4; 137,6; 137,7; 151,4; 159,3.

4.9.4.22 - Dados fisico-quimicos do composto (Z)-N-(3-benzil-4-(p-tolil)tiazol-2(3H)-

ilideno)anilina (4d).
NN CH,
O~

e Solido branco; P.F. 95-96 °C; MM: 356,13 g/mol; Rendimento: 70%; Sistema:
Hexano/AcOEt 8:2; Ry 0,5.

e HPLC-UV: 4,20 min (pureza: 97%).

e RMN !H (600 MHz, DMSO-ds) 6 (ppm): 2,31 (s, 3H, CHs); 5,04 (s, 2H, CHy); 6,21
(s, 1H, H-tiazol); 6,93 (d, 2H, J = 7,85 Hz, H-Ar); 6,98-7,05 (m, 3H, H-Ar); 7,18-7,22
(m, 5H, H-Ar); 7,25-7,32 (m, 4H, H-Ar).

e RMN *3C (150 MHz, DMSO-ds) J (ppm): 20,7; 47,6; 95,9; 120,9; 122,6; 126,3; 126,9;
128,1; 128,3; 129,1; 129,4; 137,3; 138,7; 139,7; 151,1; 158,9.

4.9.4.23 — Dados fisico quimicos do composto (Z)-N-(3-benzil-4-(4-metoxifenil)tiazol-2(3H)-
ilideno)anilina (4e).

e Solido branco; P.F.112-113 °C; MM: 372,48 g/mol; Rendimento: 50%; Sistema:
Hexano/AcOEt; 8/2; Rt 0.5.
e HPLC-UV: 8,53 min (pureza: 99%).
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e RMN H (600 MHz, DMSO-ds) 6 (ppm): 3,76 (s, 3H, OCHz); 5,03 (s, 1H, CH>); 6,18
(s, 1H, H-tiazol); 6,94 (t, 4H, J = 7,70 Hz, H-Ar); 6,99 (t, 1H, J = 7,36Hz, H-Ar); 7,04
(d, 2H, J = 7,61 Hz, H-Ar); 7,19-7,32 (m, 7H, H-Ar).

e RMN 3C (150 MHz, DMSO-ds) ¢ (ppm): 160,3; 159,3; 151,6; 140; 137,8; 130,6;
129,9; 128,8; 127,4; 126,8; 123,6; 123,1; 121,4; 114,5; 96; 55,7, 48,1.

4.9.4.24 — Dados fisico quimicos do composto (Z)-N-(3-benzil-4-(3-clorofenil)tiazol-2(3H)-
ilideno)anilina (4f).

Cl

e Solido amarelo; P.F. 148-149 °C; MM: 376,08 g/mol; Rendimento: 73%; Sistema:
Hexano/AcOEt; 8:2; Rt 0,6.

e HPLC-UV: 4,12 min (pureza: 99%)

e RMN !H (600 MHz, CDCls-d3) 6 (ppm): 5,17 (s, 2H, CH>); 5,9 (s, 1H, H-tiazol); 7,09-
7,13 (m, 6H, H-Ar); 7,25 (t, 1H, J = 1,83 Hz, H-Ar); 7,25-7,31 (m, 4H, H-Ar); 7,36-
7,40 (m, 3H, H-Ar).

e RMN %¥C (150 MHz, CDClz-d3) § (ppm): 139,3; 136,9; 134,5; 132,9; 129,8; 129,5;
129,3; 129,1; 128,5; 127,3; 127,1; 127; 123,5; 121,6; 97,5, 48,9.

49.4.25 — Dados fisico quimicos do composto (Z)-N-(3-etil-4-feniltiazol-2(3H)-
ilideno)anilina (5a).

N Nf
DR

e SoOlido bege; P.F. 215-216°C; MM: 280,10 g/mol; Rendimento: 92%; Sistema:
Hexano/AcOEt 8:2; R+. 0,6.

e HPLC-UV: 3,74 min (pureza: 99%)

e RMN 'H (600 MHz, CDCl3-ds) & (ppm): 1,32 (t, 3H, J = 7,02 Hz, CH3); 4,71 (q, 2H, J
= 7,02 Hz, CHy); 6,59 (s, 1H, H-tiazol); 7,35 (t, 1H, J = 7,57 Hz, H-Ar); 7,37-7,39 (m,
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2H, H-Ar); 7,44 (t, 2H, J = 7,64 Hz, H-Ar); 7,53 (t, 2H, J = 7,64Hz, H-Ar); 7,56-7,59
(m, 2H, H-Ar).

RMN 3C (150 MHz, CDCls-d3) 6 (ppm): 168,3; 143,2; 137,9; 131; 130,1; 129,5;
129,3; 128,5; 128,1; 124,5; 104,4; 44,8; 13,7.

4.9.4.26 — Dados fisico quimicos do composto (Z)-N-(4-(4-clorofenil)-3-etiltiazol-2(3H)-
ilideno)anilina (5b).

Sélido amarelo; P.F. 98-99°C; MM: 314,06 g/mol; Rendimento: 55%; Sistema:
Hexano/AcOEt 8:2; R+ 0,6.

HPLC-UV: 3,92 min (pureza: 96%)

RMN !H (600 MHz, CDCls-ds) 6 (ppm): 1,23 (t, 3H, J = 7,08 Hz, CHs); 3,98 (g, 2H, J
= 7,08 Hz, CHy); 5,84 (s, 1H, H-tiazol); 7,10 (t, 1H, J = 7,44 Hz, H-Ar); 7,16 (d, 2H,
J =17,75 Hz, H-Ar); 7,34 (dt, 2H, J = 2,35 e 8,51 Hz, H-Ar); 7,36-7,38 (m, 2H, H-Ar);
7,45 (dt, 2H, J = 2,35 e 8,51 Hz, H-Ar).

RMN 3C (150 MHz, CDCls-ds) 6 (ppm): 160,5; 150; 139,3; 135,5; 130,2; 129,8;
129,5; 129,1; 123,7; 121,9; 97,2; 40,9; 13,5.

4.9.4.27 — Dados fisico quimicos do composto (Z)-N-(4-(3,4-diclorofenil)-3-etiltiazol-2(3H)-

ilideno)anilina (5c).

Sélido amarelo; P.F. 235-237°C; MM: 348,02 g/mol; Rendimento: 70 %; Sistema:
Hexano/AcOEt; 8:2; Rt. 0,6.

HPLC-UV: 4,24min (pureza: 95%)

RMN H (600 MHz, DMSO-ds) 5 (ppm): 1,20 (t, 3H, J = 6,97 Hz, CHs); 4,09 (q, 2H,
J = 6,65 Hz, CHy); 7,13 (s, 1H, H-tiazol); 7,43 (t, 1H, J = 6,96 Hz, H-Ar); 7,49 — 7,50
(m, 2H, H-Ar); 7,58 — 7,59 (m, 3H, H-Ar); 7,86 (d, 1H, J = 8,19 Hz, H-Ar); 7,90 (s,
1H, H-Ar).
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e RMN BC (150 MHz, DMSO-ds) J (ppm): 13,3; 42,8; 106,8; 124,7; 128,3; 129,7;
130,5; 130,8; 131,7; 132,2; 132,3; 133,8; 139,2.

49.4.28 — Dados fisico quimicos do composto (Z)-N-(3-etil-4-(p-tolil)tiazol-2(3H)-
ilideno)anilina (5d).

N N//

e Solido cinza; P.F. 221-222 °C; MM: 294,11 g/mol; Rendimento: 97%; Sistema:
Hexano/AcOEt 8:2; Ry 0,6.

e HPLC-UV: 4,01min (pureza: 97%)

e RMN *H (600 MHz, CDCls-d3) 6 (ppm): 1,34 (t, 3H J = 7,11H, CH2CHz3); 2,46 (s, 3H,
CHa); 4,73 (q, 2H, J = 7,11 Hz, CHy); 6,53 (s, 1H, H-tiazol); 7,27 (m, 2H, H-Ar);
7,33-7,38 (m, 3H, H-Ar); 7,47 (t, 2H, J = 7,70 Hz, H-Ar); 7,66 (d, 2H, J = 7,85 Hz,
H-Ar).

e RMN BC (150 MHz, CDCls-d3) ¢ (ppm): 168,2; 143,4; 141,4; 137,8; 130,1; 130;
129,4; 128,5; 125,4; 124,5; 103,8; 44,8, 21,4; 13,7.

4.9.4.29 — Dados fisico quimicos do composto (Z)-N-(3-etil-4-(4-metoxifenil)tiazol-2(3H)-

ilideno)anilina (5e).

e Solido bege; P.F. 234-235 °C; MM: 310,11 g/mol; Rendimento: 75%; Sistema:
Hexano/AcOEt 8:2; Ry 0,6.

e HPLC-UV: 3,73min (pureza: 99%)

e RMN *H (600 MHz, CDCls-d3) 6 (ppm): 1,34 (t, 3H, J = 7,18 Hz, CH3); 4,71 (q, 2H, J
= 7,18 Hz, CH>); 6,53 (s, 1H, H-tiazol); 7,03 (dt, 2H, J = 2,67 e 8,68 Hz, H-Ar); 7,31
(dt, 2H, J = 2,67 e 8,68 Hz, H-Ar); 7,36 (t, 1H, J = 7,36 Hz, H-Ar); 7,46 (t, 2H, J =
7,69 Hz, H-Ar); 7,65 (d, 2H, J = 7,69 Hz, H-Ar).

e RMN BC (150 MHz, CDCls-d3) ¢ (ppm): 168,1; 161,5; 143,2; 137,8; 131; 130,1;
128,4; 124,5; 119,9; 114,7; 103,8; 55,5; 44,7; 13,7.
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4.9.4.30 — Dados fisico quimicos do composto (Z)-N-(4-(3-clorofenil)-3-etiltiazol-2(3H)-
ilideno)anilina (5f).

e Solido bege; P.F. 219-220 °C; MM: 314,06 g/mol; Rendimento: 98%; Sistema:
Hexano/AcOEt 8:2; Ry 0,6.

e HPLC-UV: 3,56min (pureza: 99%)

e RMN H (600 MHz, CDCls-ds) 6 (ppm): 1,34 (t, 3H, J = 7,09 Hz, CHa); 4,72 (g, 2H, J
= 7,09 Hz, CHy); 6,63 (s, 1H, H-tiazol); 7,30 (d, 1H, J = 7,41 Hz, H-Ar); 7,37 (t, 1H,
J = 7,41 Hz, H-Ar); 7,41 (t, 1H, J = 1,73 Hz, H-Ar); 7,44-7,50 (m, 3H, H-Ar); 7,56-
7,57 (m, 1H, H-Ar); 7,64 (d, 2H, J = 7,82 Hz, H-Ar).

e RMN C (150 MHz, CDCls-d3) 6 (ppm): 168,6; 141,7; 137,9; 135,6; 131,4; 130,9;
130,4; 129,8; 129,5 (HMBC); 128,8; 127,8; 124,7; 105,4; 45,2; 13,9.

4.9.431 — Dados fisico-quimicos do composto (Z2)-(2-((3-benzil-4-feniltiazol-2(3H)-

ilideno)amina)fenil)metanol (11a).

. KQ

e Solido laranja; P.F. 83-84 °C; MM: 372,12g/mol; Rendimento: 50%; Sistema:
Hexano/AcOEt 5:5; R 0,5.

e HPLC-UV: 3,30 min (pureza: 96%).

e RMN H (600 MHz, DMSO-dg) 6 (ppm): 4,24 (s, 2H, CH>); 4,85 (s, 1H, OH); 5,06 (s,
2H, CHy); 6,29 (s, 1H, H-tiazol); 6,96 (d, 1H, J = 7,97 Hz, H-Ar); 7,02-7,06 (m, 3H,
H-Ar); 7,18-7,23 (m, 2H, H-Ar); 7,27-7,30 (m, 2H, H-Ar); 7,34-7,36 (m, 2H, H-Ar);
7,39-7,45 (m, 4H, H-Ar).

e RMN 3C (150 MHz, DMSO-dg) 6 (ppm): 167,0; 159,1 (HMBC); 148,1 (HMBC);
144.5; 140,3 (HMBC); 137,7 (HMBC); 135,2 (HMBC); 134,4; 131,5 (HMBC); 130,2;
128,8; 128; 126,8 (HMBC); 123,1 (HMBC); 122,8 (HMBC); 118,2; 69,7; 27,8; 19,1.

Igor J. S. Nascimento



71

4.9.4.32 — Dados fisico-quimicos do composto (Z2)-(2-((3-benzil-4-(4-clorofenil)tiazol-2(3H)-
ilideno)amina)fenil)metanol (11b).

HO K@
N\ N Cl
s

e Solido branco; P.F.187-188°C; MM: 406,09g9/mol; Rendimento: 93%; Sistema:
Hexano/AcOEt 8:2; Ry 0,5.

e HPLC-UV: 3,31min (pureza: 99%).

e RMN !H (600 MHz, DMSO-ds) § (ppm): 4,36 (s, 2H, CH2); 5,29 (s, 2H, CH>); 6,93
(s, 1H, H-tiazol); 7,07 (d, 2H, J = 7,29 Hz, H-Ar); 7,28-7,31 (m, 1H, H-Ar); 7,33-7,35
(m, 3H, H-Ar); 7,37-7,42 (m, 4H, H-Ar); 7,51 (dt, 2H, J = 2,58 e 8,46 Hz, H-Ar); 7,59
(d, 1H, J = 7,50 Hz, H-Ar).

e RMN 3C (150 MHz, DMSO-ds) 6 (ppm): 140,6 (HMBC); 140; 138,4 (HMBC);
138,1; 135,4 (HMBC); 135 (HMBC); 134,9; 134,3; 131,1; 129,1 (HMBC); 128,8;
128,7; 128,3; 127,7; 126,6 (HMBC); 126,1; 58,7; 49,9.

4.9.4.33 - Dados fisico-quimicos do composto (2)-(2-((3-benzil-4-(3,4-diclorofenil)tiazol-
2(3H)-ilideno)amina)fenil)metanol (11c).

" K@ H

Nae N Cl
1

e Solido branco; P.F. 204-205 °C; MM: 440,05g/mol; Rendimento: 97%; Sistema:
Hexano/AcOEt 8:2; Rt 0,5.

e HPLC-UV: 3,70min (pureza: 99%).

e RMN !H (600 MHz, DMSO-ds) 6 (ppm): 4,38 (s, 2H, CH2); 5,32 (s, 2H, CHy); 7,04
(s, 1H, H-tiazol); 7,09 (d, 2H, J = 7,38 Hz, H-Ar); 7,29-7,32 (m, 1H, H-Ar); 7,34-7,37
(m, 4H, H-Ar); 7.42 (m, 2H, H-Ar); 7,61 (d, 2H, J = 2,09 Hz, H-Ar); 7,71 (d, 1H, J =
8,36 Hz, H-Ar).

e RMN 3C (150 MHz, DMSO-dg) 6 (ppm): 139,0; 133,3; 132,4; 131,9; 131,6; 131,4;
130,8; 129,9; 129,2; 128,96; 128,91; 128,6; 128,2; 128,1; 127,7; 127,5; 126,8; 126,7;
59,2; 49,8.
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4.9.4.34 - Dados fisico-quimicos do composto (2)-(2-((3-benzil-4-(p-tolil)tiazol-2(3H)-
ilideno)amino)phenil)metanol (11d).

HO @
N N
X CH;
L)

e Solido amarelo; P.F. 90-91 °C; MM: 386,14 g/mol; Rendimento: 51%; Sistema:
Hexano/AcOEt 8:2; Ry 0,5.

e HPLC-UV: 3,51min (pureza: 99%)

e RMN !H (600 MHz, DMSO-ds) § (ppm): 2,31 (s, 3H, CHs); 4,23 (s, 2H, CHy); 4,81
(s, 1H, OH); 5,04 (s, 2H, CHy); 6,22 (s, 1H, H-tiazol); 6,94 (d, 1H, J = 7,84 Hz, H-
Ar); 7,02 (t, 1H, J = 7,42 Hz, H-Ar); 7,06 (d, 2H, J = 7,32 Hz, H-Ar); 7,17-7,23 (m,
6H, H-Ar); 7,29 (t, 2H, J = 7,28 H-Ar); 7,42 (d, 1H, J = 7,65 Hz, H-Ar).

e RMN BC (150 MHz, DMSO-ds) ¢ (ppm): 147,7; 140,3; 139,2; 137,8; 135,3; 129,7;
128,9; 128,8; 128,5; 127,7; 127,4; 127,1; 126,7; 126,6; 123,1; 119,0; 96,5; 59,4; 48,3;
21,2.

4.9.4.35 - Dados fisico-quimicos do composto (2)-(2-((3-benzil-4-(4-metoxifenil)tiazol-
2(3H)-ilideno)amino)fenil)metanol (11e).

HO //@
CH

e Solido amarelo; P.F. 123-124 °C; MM: 402,14g/mol; Rendimento: 50%; Sistema:
Hexano/AcOEt 8:2; Ry 0,5.

e HPLC-UV: 3,31min (pureza: 99%).

e RMN H (600 MHz, DMSO-ds) 6 (ppm): 3,76 (s, 3H, OCHz); 4,22 (s, 2H, CH>); 4,83
(s, 1H, OH); 5,03 (s, 2H, CH>); 6,19 (s, 1H, H-tiazol); 6,94-6,96 (m, 3H, H-Ar); 7,02
(t, 1H, J = 7,43 Hz, H-Ar); 7,06 (d, 2H, J = 7,29 Hz, H-Ar); 7,17-7,24 (m, 2H, H-Ar);
7,25-7,31 (m, 4H, H-Ar); 7,42 (d, 1H, J = 7,29 Hz, H-Ar).

e RMN C (150 MHz, DMSO-ds) § (ppm): 167; 160,2 (HMBC); 159,3 (HMBC); 148,1
(HMBC); 144,5; 140 (HMBC); 137,6 (HMBC); 135,7 (HMBC); 134,4; 130,2; 128,8;
128; 127,1 (HMBC); 123,4 (HMBC); 123,4 (HMBC); 118,2; 114,8; 70,6; 27,8; 19,1.
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4.9.4.36 - Dados fisico-quimicos do composto (Z)-(2-((3-benzil-4-(3-clorofenil)tiazol-2(3H)-
ilideno)amino)fenil)metanol (11f).

HO

Cl

S

e Solido bege; P.F. 187-188 °C; MM: 408,10 g/mol; Rendimento: 99%; Sistema:
Hexano/AcOEt 8:2; R+ 0,6.

e HPLC-UV: 3,42min (pureza: 99%).

e RMN H (600 MHz, CDClz-d3) § (ppm): 4,64 (s, 2H, CH>); 5,90 (s, 2H, CH>); 6,60 (s,
1H, H-tiazol); 7,17 (d, 2H, J = 7,36 Hz, H-Ar); 7,24 (d, 1H, J = 7,36 Hz, H-Ar); 7,32-
7,40 (m, 7H, H-Ar); 7,45 (t, 1H, J = 7,78 Hz, H-Ar); 7,50-7,54 (m, 2H, H-A).

e RMN 3C (150 MHz, CDCls-d3) § (ppm): 142,4; 136,8; 135,4; 132,8; 131,2; 131,1;
130,6; 129,7; 129,6; 129,4; 129,2; 128,8; 127,6; 127,1; 124,6; 104,8; 61,2; 52,3.

49.4.37 — Dados fisico quimicos do composto (Z2)-(2-((3-etil-4-feniltiazol-2(3H)-
ilideno)amino)fenil)metanol (12a).
HO

e Sélido marrom; P.F. 162-163 °C; MM: 310,11 g/mol; Rendimento: 60%; Sistema:
Hexano/AcOEt 9:1; Ry 0,5.

e HPLC-UV: 3,18min (pureza: 96%)

e RMN 'H (600 MHz, CDCls-ds) J (ppm): 1,35 (t, 3H, J = 7,19 Hz, CHs); 4,52 (q, 2H, J
= 7,19 Hz, CH2CHa); 4,76 (s, 2H, CHy); 6,59 (s, 1H, H-tiazol); 7,38-7,45 (m, 5H, H-
Ar); 7,52-7,55 (m, 2H, H-Ar); 7,57-7,60 (m, 2H, H-Ar).

e RMN C (150 MHz, CDCls-ds) ¢ (ppm): 168,8; 143,1; 137,6; 135,6; 131,4; 130,9;
129,7; 129,6; 129,4; 129,3; 128; 125,8; 104,8; 60,8; 44,4; 13,8.

Igor J. S. Nascimento



74

4.9.4.38 — Dados fisico quimicos do composto (Z)-(2-((4-(4-clorofenil)-3-etiltiazol-2(3H)-
ilideno)amino)fenil)metanol (12b).
HO

e Solido bege; P.F. 173-174 °C; MM: 344,07 g/mol; Rendimento: 97%; Sistema:
Hexano/AcOEt 9:1; Ry 0,6.

e HPLC-UV: 3,31min (pureza: 99%).

e RMN 'H (600 MHz, CDClz-ds) & (ppm): 1,34 (t, 3H, J = 6,86 Hz, CH3): 4,5 (q, 2H, J
= 6,86 Hz, CH,CHg); 4,76 (s, 2H, CH2); 6,59 (s, 1H, H-tiazol); 7,38-7,44 (m, 5H, H-
Ar); 7,52 (d, 2H, J = 7,94 Hz, H-Ar); 7,58 (d, 1H, J = 7,37 Hz, H-Ar).

e RMN %C (150 MHz, CDCls-d3) § (ppm): 169,4; 141,8; 137,7; 137,4; 135,6; 131,5;
131,1; 129,8; 129,7; 129,5; 126,4; 125,9; 105,3; 60,9; 44,5; 13,9.

4.9.4.39 — Dados fisico quimicos do composto (Z)-(2-((4-(3,4-diclorofenil)-3-etiltiazol-2(3H)-
ilideno)amino)fenil)metanol (12c).
HO

e Solido branco; P.F. 205 — 206 °C; MM: 378,03 g/mol; Rendimento: 72 %; Sistema:
Hexano/AcOEt; 9:1; Rt 0,5.

e HPLC-UV: 3,55min (pureza: 99%).

e RMN 'H (600 MHz, DMSO-dg) 6 (ppm): 1,21 (t, 3H, J = 7,21 Hz, CHa); 4,05 (q, 2H,
J = 7,21 Hz, CHy); 4,57 (s, 2H, CHy), 7,04 (s, 1H, H-tiazol); 7,43 — 7,47 (m, 3H, H-
Ar); 7,58 (dd, 1H, J = 1,99 e 8,29 Hz, H-Ar); 7,66 (d, 1H, J = 7,51 Hz, H-Ar); 7,86
(d, 1H, J = 8,29 Hz, H-Ar); 7,91 (d, 1H, J = 1,99 Hz, H-Ar).

e RMN 3C (150 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 13,4; 42,6; 59,4; 106,6; 126; 129,2; 129,8;
130,4; 131,6; 132,2; 133,7; 139,1.

4.9.4.40 — Dados fisico quimicos do composto (2)-(2-((3-etil-4-(p-tolil)tiazol-2(3H)-
ilideno)amino)fenil)metanol (12d).
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HO

N N//

e Solido amarelo; P.F. 176-177 °C; MM: 324,12 g/mol; Rendimento: 80%; Sistema:
Hexano/AcOEt 9:1; Ry 0,6.

e HPLC-UV: 2,96min (pureza: 97%)

e RMN !H (600 MHz, CDCls-d3) 6 (ppm): 1,36 (t, 3H, J = 7,20 Hz, CH,CHa); 2,4 (s,
3H, CHa); 4,54 (q, 2H, J = 7,20 Hz, CH.CH?3); 4,76 (s, 2H, CH); 6,53 (s, 1H, H-
tiazol); 7,31-7,35 (m, 4H, H-Ar); 7,38-7,42 (m, 3H, H-Ar); 7,58-7,60 (m, 1H, H-Ar).

e RMN C (150 MHz, CDCls-d3) 6 (ppm): 168,7; 143,3; 141,4; 137,6; 135,6; 131,5;
130; 129,7; 129,5; 125,7, 125; 118,8; 104,3; 60,8; 44,4; 21,4; 13,8.

4.9.4.41 — Dados fisico quimicos do composto (Z)-(2-((3-etil-4-(4-metoxifenil)tiazol-2(3H)-
ilideno)amino)fenil)metanol (12¢).
HO

Ny N// CH;
T > )0
S

e Solido amarelo; P.F. 164-165 °C; MM: 340,12 g/mol; Rendimento: 92%; Sistema:
Hexano/AcOEt 9:2; Ry 0,6.

e HPLC-UV: 2,53min (pureza: 95%).

e RMN !H (600 MHz, CDCls-d3) § (ppm): 1,37 (t, 3H, J = 7,07 Hz, CH,CHs3); 3,89 (s,
3H, OCHz3); 4,52 (q, 2H, J = 7,07 Hz, CH,CHa); 4,75 (s, 2H, CH>); 6,5 (s, 1H, H-
tiazol); 7,03 (d, 2H, J = 8,38 Hz, H-Ar); 7,35-7,42 (m, 5H, H-Ar); 7,58 (d, 1H, J =
7,58 Hz, H-Ar).

e RMN C (150 MHz, CDCls-d3) § (ppm): 168,5; 161,5; 143,1; 137,6; 135,6; 131,5;
131,1; 129,7; 129,4; 125,7; 119,9; 114,7; 104,3; 60,8; 55,5; 44,3; 13,8.

4.9.4.42 — Dados fisico quimicos do composto (Z)-(2-((4-(3-clorofenil)-3-etiltiazol-2(3H)-

ilideno)amino)fenil)metanol (12f).
HO
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e Solido branco; P.F. 180-181 °C; MM: 344,85 g/mol; Rendimento: 90%; Sistema:
Hexano/AcOEt 9:2; Ry 0,6.

e HPLC-UV: 2,27 min (pureza: 99%)

e RMN 'H (600 MHz, CDClz-ds) J (ppm): 1,37 (t, 3H, J = 7,21 Hz, CHs); 4,54 (g, 2H, J
= 7,21Hz, CH,CH?3); 4,77 (s, 2H, CH>); 6,6 (s, 1H, H-tiazol); 7,38-7,44 (m, 4H, H-
Ar); 7,48-7,52 (m, 2H, H-Ar); 7,57-7,61 (m, 2H, H-Ar).

e RMN C (150 MHz, CDCls-d3) § (ppm): 168,5; 141,5; 137,7; 135,6; 135,4; 131,5;
131,2; 130,6; 129,9; 129,7; 129,6; 129,5; 127,8; 125,8; 105,4; 60,9; 44,6; 13,9.

4.9.5 Método para a obtencdo dos derivados piridinicos.

Em um tubo de ensaio, adicionou-se quantidades equimolares da tioureia e o-
bromoacetofenona (1 mmol), seguido de 1,5 mmol de acetato de sodio, em 5mL de EtOH, sob
agitacdo magnetica durante uma hora (Acompanhado por CCD). Em seguida o solvente da
reacdo foi evaporado por pressdo reduzida e ao precipitado foi feita uma extracdo liquido-
liguido com AcOEt/agua, onde foi coletada a fase orgéanica, tratada com NaSO4 evaporada e 0
precipitado lavado com EtOH (Figura 22). Para os compostos N-fenil substituidos, a reacéo

foi realizada na auséncia de acetato de sodio, e purificada por recristalizacdo MeOH/agua.

Figura 22. Método para a obtencao dos derivados piridinicos

NN e | —~ Re EtOH, 80°C, 30 Min. S
R, =H, Etil, Alil, Ar, Bn
R, =H, p-Cl, m,p-Cl, p-CH;3 e p-OCHj3, e m-Cl

A R, o
| 5 j\ R Br AN AcNa X N\\(N e
L & 7\ _/
Fonte: Autor, 2022.

4.9.5.1 — Dados fisico-quimicos do composto N-(4-feniltiazol-2-il)piridin-2-amina (5a)

P /
e
H

e Solido amarelo; P.F. 169-179 °C; MM: 253,07 g/mol; Rendimento: 55%; Sistema:
Hexano/AcOEt 8:2; R: 0,5.
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e HPLC-UV: 8,63 min (pureza: 95%).

e RMN !H (600 MHz, DMSO-dg) 6 (ppm): 6,93 (ddd, 1H, J = 0,84, 5,01 e 2,16 Hz, H-
piridina); 7,1 (dt, 1H, J = 0,84 e 8,42 Hz, H-piridina); 7,29 (tt, 1H, J = 7,33 e 1,14 Hz,
H-Ar); 7,39-7,43 (m, 3H, H-Ar e H-tiazol); 7,70 (ddd, 1H, J = 1,91, 6,84 e 1,97 Hz,
H-piridina); 7,89-7.92 (m, 2H, H-Ar); 8,30 (ddd, 1H, J = 0,72, 1,92 e 3,12 Hz, H-
piridina); 11,39 (s, 1H, NH).

e RMN ¥C (150 MHz, DMSO-dg) 6 (ppm): 159,9; 152,3; 149,0; 146,9; 138,3; 135,2;
129,0; 127,9; 126,0; 116,4; 111,2; 106,3.

4.9.5.2 Dados fisico-quimicos do composto N-(4-(4-clorofenil)tiazol-2-il)piridin-2-amina
(5b).
Cl

(0

N7 g/LS

e Solido branco; P.F. 186-187 °C; MM: 287,03 g/mol; Rendimento: 70%; Sistema:
Hexano/AcOEt 8:2; Rt. 0,4

e HPLC-UV: 3,90 min (pureza: 99%).

e RMN !H (600 MHz, DMSO-ds) 6 (ppm): 6,93 (ddd, 1H, J = 0,87, 5,04 e 2,07 Hz, H-
piridina); 7,09 (dt, 1H, J = 0,87 e 8,37 Hz, H-piridina); 7,43-7,49 (m, 3H, H-Ar e H-
tiazol); 7,71 (ddd, 1H, J = 1,89, 6,80 e 2,04 Hz, H-piridina); 7,92 (dt, 2H, J = 2,58 e
8,66 Hz, H-Ar); 8,30 (ddd, 1H, J = 0,76, 1,99 e 3,12 Hz, H-piridina); 11,42 (s, 1H,
NH).

e RMN 3C (150 MHz, DMSO-dg) 6 (ppm): 160,1; 152,2; 147,8; 146,9; 138,4; 134,1;
132,3; 129,1; 127,7; 116,5; 111,2; 107,1.

4.9.5.3 — Dados fisico-quimicos do composto N-(4-(3,4-diclorofenil)tiazol-2-il)piridin-2-
amina (5c).
Cl

Cl
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e Solido branco; P.F. 167-168 °C; MM: 320,99 g/mol; Rendimento: 75%; Sistema:
Hexano/AcOEt 8:2; Ry 0,5.

e HPLC-UV: 4,26 min (pureza: 99%)

e RMN !H (600 MHz, DMSO-ds) 6 (ppm): 6,94 (ddd, 1H, J = 0,92, 5,08 e 2,14 Hz, H-
piridina); 7,09 (d, 1H, J = 8,32 Hz, H-piridina); 7,64 (s, 1H, H-tiazol); 7,68 (d, 1H, J
= 8,38 Hz, H-Ar); 7,72 (ddd, 1H, J = 1,94, 6,79 e 1,99 Hz, H-piridina); 7,89 (dd, 1H,
J=2,02 e 8,49 Hz, H-Ar); 8,15 (d, 1H, J = 2,02 Hz, H-Ar); 8,31 (d, 1H, J = 5,13 Hz,
H-piridina); 11,46 (s, 1H, NH)

e RMN C (150 MHz, DMSO-ds) 6 (ppm): 160,3; 151,8; 146,5; 146,2; 139; 135,6;
131,9; 131,3; 130,1; 127,7; 126,1; 116,7; 111,6; 108,7.

4.9.5.4. — Dados fisico-quimicos do composto N-(4-p-toliltiazol-2-il)piridin-2-amina (5d)
CHj;

(0

N7 g/(\s

e Solido amarelo; P.F. 137-138 °C; MM: 267,08 g/mol; Rendimento: 50%; Sistema:
Hexano/AcOEt 8:2; Ry 0,5.

e HPLC-UV: 3,87 min (pureza: 99%)

e RMN !H (600 MHz, DMSO-ds) ¢ (ppm): 2,30 (s, 3H, CHs); 6,92 (ddd, 1H, J = 1,0,
5,05 e 2,17 Hz, H-piridina); 7,09 (dt, 1H, J = 0,89 e 8,35 Hz, H-piridina); 7,22 (d, 2H,
J = 7,91 Hz, H-Ar); 7,33 (s, 1H, H-tiazol); 7,70 (ddd, 1H, J = 1,79, 6,78 e 1,99 Hz, H-
piridina); 7,79 (d, 2H, J = 7,91 Hz, H-Ar); 8,30 (ddd, 1H, J = 0,77, 2,0 e 3,04 Hz, H-
piridina); 11,37 (s, 1H, NH).

e RMN 3C (150 MHz, DMSO-dg) 6 (ppm): 159,8; 152,3; 149,1; 146,9; 138,3; 137,1;
132,6; 129,6; 125,9; 116,3; 111,2; 105,4; 21,6.
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4.9.5.5 — Dados fisico-quimicos do composto N-(4-(4-metoxifenil)tiazol-2-il)piridin-2-amina
(Se)
N\
@)

(0

N7 II}I/LS

e Solido amarelo; P.F. 188-189 °C; MM: 283,08 g/mol; Rendimento: 50 %; Sistema:
Hexano/AcOEt 8:2; Ry 0,6.

e HPLC-UV: 3,41min (pureza: 98%).

e RMN !H (600 MHz, DMSO-ds) J (ppm): 3,78 (s, 3H, OCHs); 6,91 (ddd, 1H, J = 0,84,
5,07 e 2,22 Hz, H-piridina); 6,97 (dt, 2H, J = 8,90 e 2,96 Hz, H-Ar); 7,08 (d, 1H, J =
8,31Hz, H-Ar); 7,25 (s, 1H, H-tiazol); 7,70 (ddd, 1H, J = 1,86, 6,80 e 2,04 Hz, H-
piridina); 7,83 (dt, 2H, J = 8,90 e 2,96 Hz, H-Ar); 8,30 (ddd, 1H, J =0,72, 1,82 ¢ 3,10
Hz, H-piridina); 11,37 (s, 1H, NH).

e RMN BC (150 MHz, DMSO-ds) ¢ (ppm): 159,2; 158,6; 151,7; 148,3; 146,3; 137,1;
127,5; 126,7; 115,8; 113,8; 110,6; 103,7; 54,9.

4.9.5.6 — Dados fisico-quimicos do composto 4-(3-clorofenil)-N-(piridin-2-il)tiazol-2-amina

(59).
Cl

(3
N N/LS
H

e Solido amarelo; P.F. 257-258 °C; MM: 2,87,02 g/mol; Rendimento: 99%; Sistema:
Hexano/AcOEt 8:2; Ry 0,5.

e HPLC-UV: 3,75min (pureza: 99%).

e RMN !H (600 MHz, CDCls-d3) 6 (ppm): 7,4-7,44 (m, 2H, H-Ar); 7,46-7,49 (m, 2H,
H-Ar); 7,67 (s, 1H, H-tiazol); 7,96 (dt, 1H, J = 1,38 e 7,84 Hz, H-piridina); 8,05 (t,
1H, J = 1,82 Hz, H-piridina); 8,31 (ddt, 1H, J = 1,64, 8,04 e 1,53 Hz, H-piridina);
8,53 (m, 1H, H-piridina).

e RMN C (150 MHz, CDCls-d3) § (ppm): 139,2; 136,9; 134,5; 132,9; 129,8; 129,5;
129,3; 129,1; 128,5; 127,3; 127,1; 127; 123,5; 121,6.
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4957 — Dados fisico quimicos do composto (Z)-N-(3-etil-4-feniltiazol-2(3H)-

ilideno)piridina-2-amina (7a).

X N
| =N T\)_@

e Solido amarelo; P.F. 219-220 °C; MM: 281,09 g/mol; Rendimento: 96%; Sistema:
Hexano/AcOEt 8:2; Ry 0,6.

e HPLC-UV: 3,94min (pureza: 99%).

e RMN !H (600 MHz, CDCls-ds)  (ppm): 1,33-1,34 (m, 3H, CHa); 4,99 (m, 2H, CHy);
6,83 (s, 1H, H-tiazol); 7,16 (s, 1H, H-Ar); 7,40-7,58 (m, 5H, H-Ar); 7,84 (s, 1H, H-
Ar); 8,41-8,68 (m, 2H, H-Ar).

e RMN %¥C (150 MHz, CDCls-d3) § (ppm): 160,3; 149,1; 144,8; 141,4; 138,9; 130,7;
129,6; 129,3; 128,3; 120,2; 115,5; 110,4; 45,2; 14,7.

4.9.5.8 — Dados fisico quimicos do composto (Z)-N-(4-(4-clorofenil)-3-etiltiazol-2(3H)-

N
| e Cl
_N S/

e Solido amarelo; P.F. 118-119 °C; MM: 315,05 g/mol; Rendimento: 49%; Sistema:
Hexano/AcOEt 8:2; Ry 0,6.

e HPLC-UV: 4,14min (pureza: 99%)

e RMN *H (600 MHz, CDCls-d3) 6 (ppm): 1,25 (t, 3H, J = 7,10 Hz, CHs); 4,10 (g, 2H, J
= 7,10 Hz, CH>); 6,17 (s, 1H, H-tiazol); 6,85 (t, 1H, J = 6,18 Hz, H-piridina); 7,12 (d,
1H, J = 8,23 Hz, H-piridina); 7,36 (dt, 2H, J = 2,31 e 8,43 Hz, H-Ar); 7,46 (dt, 2H, J
= 2,31 e 8,43 Hz, H-Ar); 7,59-7,62 (m, 1H, H-piridina); 8,4-8,46 (m, 1H, H-piridina).

e RMN 3C (150 MHz, CDCls-d3) ¢ (ppm): 159,3; 158,8; 145,8; 137,2; 136,9; 135,2;
130,54; 130,50; 128,9; 119,5; 115,9; 103,4; 41,0; 13,9.

ilideno)piridina-2-amina (7b).

4.9.5.9 — Dados fisico quimicos do composto (Z)-N-(4-(3,4-diclorofenil)-3-etiltiazol-2(3H)-

ilideno)piridin-2-amino (7c¢).
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Cl
X N\ N//
| N Cl
_N S/

e Solido amarelo; P.F. 151 — 153 °C; MM: 349,02 g/mol; Rendimento: 80 %; Sistema:
Hexano/AcOEt; 8:2; Ry 0,6.

e HPLC-UV: 4,59min (pureza: 99%).

e RMN H (600 MHz, CDCls-d3) § (ppm): 1,36 (t, 3H, J = 7,17 Hz, CHs); 5,02 (m, 2H,
CHy); 6,92 (s, 1H, H-tiazol); 7,18 (t, 1H, J = 5,98 Hz, H-piridina); 7,28 — 7,30 (m, 1H,
H-piridina); 7,55 (d, 1H, J = 1,67 Hz, H-Ar); 7,65 (d, 1H, J = 8,17 Hz, H-piridina);
7,84 (s, 1H, H-Ar); 8,40 — 8,41 (m, 1H, H-piridina); 8,68 (s, 1H, H-Ar).

e RMN 3C (150 MHz, CDCls-ds) § (ppm): 14,2; 45,5; 111,8; 115,6; 120,5; 128; 128,7;
131,4; 131,5; 133; 133,9; 135,7; 138,8; 144,8; 148,7; 160.

49510 - Dados fisico quimicos do composto (Z)-N-(3-etil-4-(p-tolil)tiazol-2(3H)-

ilideno)piridina-2-amina (7d).
N N//
X
| U—@—CHE
N S ;

e Solido amarelo; P.F. 204-205 °C; MM: 295,11 g/mol; Rendimento: 99%; Sistema:
Hexano/AcOEt 8:2; Ry 0,5.

e HPLC-UV: 4,21min (pureza: 95%)

e RMN H (600 MHz, CDCl3z-ds) & (ppm): 1,34 (s, 3H, CH2CHa); 2,47 (s, 3H, CHs); 5,0
(s, 2H, CHy); 6,8 (s, 1H, H-tiazol); 7,18-7,35 (m, 5H, H-Ar e H-piridina); 7,83 (m, 1H,
H-piridina); 8,41 (m, 1H, H-pirdina); 8,7 (m, 1H, H-piridina).

e RMN %3C (150 MHz, CDCls-d3) § (ppm): 159,8; 149,9; 144,9; 141,6; 141,2; 138,8;
129,9; 129,6; 125,3; 120,1; 115,6; 110,1; 45,3; 21,4; 14,2.

4.9.5.11 — Dados fisico quimicos do composto (Z)-N-(3-etil-4-(4-metoxifenil)tiazol-2(3H)-

ilideno)piridina-2-amina (7e).
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e Solido amarelo; P.F. 210-211 °C; MM: 311,10 g/mol; Rendimento: 98%; Sistema:
Hexano/AcOEt 8:2; Ry 0,6.

e HPLC-UV: 3,87min (pureza: 99%)

e RMN H (600 MHz, CDCls-d3) 6 (ppm):1,34 (t, 3H, J = 6,58 Hz, CH2CHj3); 3,9 (s,
3H, OCHa); 4,99 (m, 2H, CH2); 6,79 (s, 1H, H-tiazol); 7,04 (d, 2H, J = 8,48 Hz, H-
Ar); 7,17 (t, 1H, J = 5,83 Hz, H-pidirina); 7,32 (d, 2H, J = 8,48 Hz, H-Ar); 7,82 (t,
1H, J = 7,63 Hz, H-piridina); 8,40 (d, 1H, J = 5,05 Hz, H-piridina); 8,69 (d, 1H, J =
7,19 Hz, H-piridina).

e RMN BC (150 MHz, CDClz-d3) 6 (ppm): 161,1; 159,7; 149,1; 144,9; 141,4; 138,8;
131,1; 120,1; 115,6; 114,7; 110; 55,5; 45,2; 14,1.

4.9.5.12 — Dados fisico quimicos do composto (Z)-N-(4-(3-clorofenil)-3-etiltiazol-2(3H)-
ilideno)piridina-2-amina (7f).

e Solido amarelo; P.F. 231-232 °C; MM: 315,05 g/mol; Rendimento: 97%; Sistema:
Hexano/AcOEt 8:2; Ry 0,5.

e HPLC-UV: 4,04min (pureza: 99%).

e RMN !H (600 MHz, CDCls-d3)  (ppm): 1,35 (m, 3H, CHa); 4,92 (m, 2H, CH.); 6,84
(s, 1H, H-tiazol); 7,18 (s, 1H, H-piridina); 7,31-7,57 (m, 5H, H-Ar e H-piridina); 7,87
(s, 1H, H-piridina); 8,41 (s, 1H, H-piridina).

e RMN %¥C (150 MHz, CDCls-ds) § (ppm): 160,6; 153,8; 149,6; 143,9; 139,8; 135,4;
131,0; 130,6; 130,1; 129,7; 127,7; 119,5; 115,4; 110; 45; 14,2.

49513 - Dados fisico-quimicos do composto (Z)-N-(3-alil-4-feniltiazol-2(3H)-

ilideno)piridina-2-amina (8a).
J
N.__N
N X
RRVaY;

e Solido amarelo; P.F. 48-49 °C; MM: 293,09 g/mol; Rendimento: 54%; Sistema:
Hexano/AcOEt 8:2; R: 0,5.
e HPLC-UV: 4,04 min (pureza: 99%)
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e RMN 'H (600 MHz, DMSO-ds) d (ppm): 4,65-4,67 (m, 2H, CHy) 4,77 (dg, 1H, J =
1,54 e 17,22 Hz, CH=CH2a); 5,03 (dq, 1H, J = 1,54 e 10,41 Hz, CH=CH>b); 5,79-5,89
(m, 1H, CH); 6,58 (s, 1H, H-tiazol); 6,89 (ddd, 1H, J =1,05, 4,91 e 2,10 Hz, H-
piridina); 7,0 (dt, 1H, J = 1,01 e 8,10 Hz, H-piridina); 7,45-7,50 (m, 5H, H-Ar); 7,64
(ddd, 1H, J = 2,10, 6,62, e 2,04 Hz, H-piridina); 8,37 (ddd, 1H, J = 0,88, 2,04, e 2,85
Hz, H-piridina).

e RMN BC (150 MHz, DMSO-ds) J (ppm): 159,3; 158,5; 146,3; 138,6; 137,7; 133,6;
131,6; 129,6; 129,5; 129,0; 119,7, 116,6; 116,4; 103,7; 47,9.

4.9.5.14 - Dados fisico-quimicos do composto (Z)-N-(3-alil-4-(4-clorofenil)tiazol-2(3H)-

ilideno)piridina-2-amina (8b).
J

N__N
AN N Cl
Sh Vs
- N S

e Solido amarelo; P.F. 62-63 °C; MM: 327,06 g/mol; Rendimento: 61%; Sistema:
Hexano/AcOEt 8:2; Ry 0,4.

e HPLC-UV: 4,23 min (pureza: 98%).

e RMN !H (600 MHz, DMSO-ds) 6 (ppm): 4,65-4,66 (m, 2H, CHy); 4,77 (dg, 1H, J =
1,45 e 17,29 Hz, CH=CHpga); 5,05 (dq, 1H, J = 1,40 e 10,42 Hz, CH=CHb); 5,80-5,87
(m, 1H, CH); 6,64 (s, 1H, H-tiazol); 6,89 (ddd, 1H, J = 0,97, 4,92 e 2,15 Hz, H-
piridina); 7,0 (dt, 1H, J = 8,2 e 0,89 Hz, H-piridina); 7,5 (dt, 2H, J = 2,32 e 8,65Hz,
H-Ar); 7,55 (dt, 2H, J = 2,32 e 8,65 Hz H-Ar); 7,65 (ddd, 1H, J = 1,98, 6,51 e 2,09
Hz, H-piridina); 8,37 (ddd, 1H, J = 0,76, 2,04 e 3,99 Hz, H-piridina).

e RMN C (150 MHz, DMSO-ds) 5 (ppm): 47,9; 104,4; 116,5; 116,6; 119,7; 129,1;
130,4; 131,3; 133,6; 134,4; 137,3; 137,7; 146,3; 158,4; 159,2.

4.9.5.15 - Dados fisico-quimicos do composto (Z)-N-(3-alil-4-(3,4-diclorofenil)tiazol-2(3H)-

ilideno)piridina-2-amina (8c).
o

N._N
XX Cl
| T /
_N S
e Solido amarelo; P.F. 159-160 °C; MM: 361,02g/mol; Rendimento: 81%; Sistema:

Hexano/AcOEt 8/2; R¢: 0.6.
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e HPLC-UV: 3,82min (pureza: 99%).

e RMN !H (600 MHz, DMSO-dg) J (ppm): 3,78-3,85 (m, 2H, CH>); 4,91-4,95 (m, 2H,
CH=CHy); 5,77-5,58 (m, 1H, CH); 6,94-6,97 (m, 2H, H-piridina); 7,14 (s, 1H, H-
tiazol); 7,48 (dd, 1H, J = 2,19 e 8,51 Hz, H-Ar); 7,65-7,68 (m, 2H, H-Ar e H-piridina);
7,73 (d, 1H, J = 2,19Hz, H-Ar); 8,29-8,31 (m, 1H, H-piridina).

e RMN BC (150 MHz, DMSO-ds) 6 (ppm): 159,9; 159,7; 146,8; 144,1; 138,1; 135;
131,37; 131,34, 130,8; 129,1; 127,3; 119,7; 118,3; 116,6; 91,7, 47; 42,6.

4.9.5.16 — Dados fisico-quimicos do composto (Z)-N-(3-alil-4-(p-tolil)tiazol-2(3H)-
ilideno)piridina-2-amina (8d).

R,
—

e Solido amarelo; P.F. 55-56 °C; MM: 307,41 g/mol; Rendimento: 60%; Sistema:
Hexano/AcOEt 8:2; Ry 0,6.

e HPLC-UV: 4,23 min (pureza: 100%).

e RMN !H (600 MHz, DMSO-ds) 6 (ppm): 2,36 (s, 3H, CHs); 4,63-4,65 (m, 1H, CH>);
4,78 (dq, 1H, J = 1,6 Hz, CH=CHga); 5,05 (dq, 1H, J = 1,5 Hz, CH=CHb); 5,79-5,88
(m, 1H, CH); 6,53 (s, 1H, H-tiazol); 6,88 (ddqg, 1H, J = 1,0 Hz, H-piridina); 6,99 (dt,
1H, J = 1,0 Hz, H-piridina); 7,27-7,36 (m, 4H, H-Ar); 7,64 (ddqg, 1H, J=2,0e 1,0 Hz,
H-piridina); 8,36-8,38 (m, 1H, H-piridina).

e RMN C (150 MHz, DMSO-ds) 6 (ppm): 21,3; 47,9; 103,3; 116,4; 116,5; 119,7;
128,7; 129,9; 129,6; 133,7; 137,7; 138,6; 139,1; 146,3; 158,5; 159,3.

4.9.5.17 — Dados fisico-quimicos do composto (Z)-N-(3-alil-4-(4-metoxifenil)tiazol-2(3H)-
ilideno)piridina-2-amina (8e).

A |

e Solido Amarelo; P.F. 85-86 °C; MM: 323,11g/mol; Rendimento: 59%; Sistema:
Hexano/AcOEt 8:2; Rt 0,4.
e HPLC-UV: 3,90 min (pureza: 97%).
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RMN 'H (600 MHz, DMSO-ds) J (ppm): 3,80 (s, 3H, OCHs3); 4,63-7,64 (m, 2H, CHy);
4,77 (dg, 1H, J = 1,49 e 17,27 Hz, CH=CHgza); 5,05 (dq, 1H, J = 1,49 e 10,42 Hz,
CH=CHb); 5,80-5,89 (m, 1H, CH); 6,50 (s, 1H, H-tiazol); 6,87 (ddd, 1H, J = 1,0,
4,86 e 2,29 Hz, H-piridina); 6,99 (dt, 1H, J = 0,98 e 8,21 Hz, H-piridina); 7,03 (dt,
2H,J =291 e 8,78 Hz, H-Ar); 7,39 (dt, 2H, J = 2,99 e 8,74 Hz, H-Ar); 7,63 (ddd, 1H,
J =199, 6,68 e 2,14 Hz, H-piridina); 8,36 (ddd, 1H, J = 0,69, 1,98 e 3,01 Hz, H-
piridina).

RMN 13C (150 MHz, DMSO-ds) 6 (ppm): 160,2; 159,3; 158,6; 146,3; 138,4; 137,6;
133,7; 130,9; 123,7; 119,7; 116,5; 116,3; 114,4; 103,0; 55,7; 47,9.

4.9.5.18 — Dados fisico-quimicos do composto (Z)-3-alil-4-(3-clorofenil)-2-(piridina-2-
ilmetileno)-2,3-dihidrotiazole (8f).

\N\N
)

Sélido amarelo; P.F. 179-180 °C; MM: 327,05 g/mol; Rendimento: 51%; Sistema:
Hexano/AcOEt 8:2 Ry 0,5.

HPLC-UV: 3,98min (pureza: 99%).

RMN H (600 MHz, CDCls-d3) 6 (ppm): 4,98 (d, 1H, J = 16,97 Hz, CH.a); 5,28 (d,
1H, J = 10,03 Hz, CH2b); 5,68 — 5,69 (m, 2H, CHCH); 5,92 — 5,97 (m, 1H, CH); 6,91
(s, 1H, H-tiazol); 7,16 (t, 1H, J = 6,65 Hz, H-piridina); 7,30 (d, 1H, J = 7,65 Hz, H-
piridina); 7,40 (t, 1H, J = 1,84 Hz, H-Ar); 7,46 (t, 1H, J = 7,84 Hz, H-Ar); 7,54 (d,
1H, J = 8,27 Hz, H-piridina); 7,83 (s, 1H, H-Ar); 8,39 — 8,40 (m, 1H, H-piridina); 8,57
(s, 1H, H-Ar);

RMN 3C (150 MHz, CDCls-d3) & (ppm): 51,3; 111; 115,5; 118,3; 120,4; 127,7;
129,7; 129,9; 130; 130,4; 131; 135,2; 138,9; 140,2; 144,9; 148,8; 160,6.
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4.9.5.19 - Dados fisico-quimicos do composto (Z)-N-(3,4-difeniltiazol-2(3H)-ilideno)piridina-
2-amina (9a).

N.__N
X X
| N \Sr\}/'@

e Solido amarelo; P.F. 135-136 °C; MM: 229,01 g/mol; Rendimento: 70%; Sistema:
Hexano/AcOEt 8:2; Ry 0,6.

e HPLC-UV: 8,12 min (pureza: 99%).

e RMN H (600 MHz, DMSO-ds) 6 (ppm): 6,75-6,78 (m, 2H, H-piridina e H-tiazol);
6,89 (ddd, 1H, J = 1,02, 4,97 e 2,7 Hz, H-piridina); 7,15-7,18 (m, 2H, H-Ar); 7,21-
7,24 (m, 3H, H-Ar); 7,26-7,28 (m, 2H, H-Ar); 7,30-7,34 (m, 1H, H-Ar); 7,36-7,40 (m,
2H, H-Ar); 7,59 (ddg, 1H, J = 2,0, 6.68 e 2,04 Hz, H-piridina); 8,39 (ddd, 1H, J =
0,84, 2,04 e 3,04 Hz, H-piridina).

e RMN ¥C (150 MHz, DMSO-dg) 6 (ppm): 160,4; 158,3; 146,3; 138,7; 138,1; 137,1;
131,6; 129,7; 129,2; 129,0; 128,7; 128,6; 128,3; 119,9; 116,8; 104,7.

4.9.5.20 - Dados fisico-quimicos do composto (Z)-N-(4-(4-clorofenil)-3-feniltiazol-2(3H)-
ilideno)piridina-2-amina (9b).

N N
X J Cl
Cr -0

e Solido amarelo; P.F. 205-206 °C; MM: 363,06 g/mol; Rendimento: 70%; Sistema:
Hexano/AcOEt 8:2; R+. 0,6.

e HPLC-UV: 3,93 min (pureza: 99%)

e RMN !H (600 MHz, DMSO-ds) d(ppm): 6,78 (d, 1H, J = 7.97 Hz, H-tiazol); 6,85 (s,
1H, H-tiazol); 6,91 (t, 1H, J = 6,06 Hz, H-piridina); 7,17 (d, 2H, J = 8,53 Hz, H-Ar);
7,29 (t, 4H, J = 8,53 Hz, H-Ar); 7,35-7,36 (m, 1H, H-Ar); 7,40 (t, 2H, J = 7,39Hz, H-
Ar); 7,60 (t, 1H, J = 7,83 Hz, H-piridina); 8,36 (d, 1H, J = 5,06 Hz, H-piridina).

e RMN 3C (150MHz, DMSO-ds) ¢ (ppm): 160,4; 158,1; 146,2; 138,5; 137,8; 136,9;
133,5; 130,8; 130,5; 129,7; 129,3; 128,6; 128,5; 119,8; 117, 105,5.
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4.9.5.21 - Dados fisico-quimicos do composto (Z)-N-(4-(3,4-diclorofenil)-3-feniltiazol-2(3H)-
ilideno)piridina-2-amina (9c).

Cl

X N

N s7
Sélido amarelo; P.F. 182-183 °C; MM: 397,02 g/mol; Rendimento: 80 %; Sistema:
Hexano/AcOEt 8:2; R¢.0,5.
HPLC-UV: 3,61 min (pureza: 99%)
RMN *H (600 MHz, DMSO-ds) 6 (ppm): 6,79 (d, 1H, J = 8,19 Hz, H-piridina); 6,91
(ddd, 1H, J =1,03, 4,94, e 2,18 Hz, H-piridina); 6,98 (s, 1H, H-tiazol); 7,10 (dd, 1H, J
= 2,13 e 8,50 Hz, H-Ar); 7,32-7,33 (m, 2H, H-Ar); 7,37 (tt, 1H, J = 1,28 e 7,46 Hz, H-
Ar); 7,41-7,45 (m, 3H, H-Ar); 7,5 (d, 1H, J = 8,50 Hz, H-Ar); 7,60 (ddd, 1H, J = 2,0,
6,54, e 2,09 Hz, H-piridina), 8,40 (ddd, 1H, J = 0,82, 2,02, e 3,03 Hz, H-piridina).
RMN 13C (150 MHz, DMSO-ds) 6 (ppm): 160,4; 158,1; 146,2; 138,5; 137,8; 135,6;
132,1; 131,4; 131,3; 130,8; 130,7; 129,7; 129,3; 128,6; 128,5; 119,8; 117; 105,5.

Cl

4.9.5.22 - Dados fisico-quimicos do composto (Z)-N-(3-fenil-4-(p-tolil)tiazol-2(3H)-
ilideno)piridina-2-amina (9d).

N.__N

Sélido amarelo; P.F. 133-134 °C; MM: 343,11 g/mol; Rendimento: 40%; Sistema:
Hexano/AcOEt 8:2; Ry 0,6.

HPLC-UV: 3,46 min (pureza: 100%).

RMN !H (600 MHz, DMSO-ds)  (ppm): 2,23 (s,3H, CHs); 6,64 (s,1H, H-tiazol); 6,76
(d, 1H, J = 8,14 Hz, H-piridina); 6,86-6,89 (m, 1H, H-piridina); 7,01-7,07 (m, 4H, H-
Ar); 7,25 (d, 2H, J = 7,22 Hz, H-Ar); 7,30-7,33 (m, 1H, H-Ar); 7,36-7,40 (m, 2H, H-
Ar); 7,57 (ddd, 1H, J = 1,97, 6,92, e 1,09 Hz, H-piridina); 8,38 (ddd, 1H, J = 1,88,
1,01 e 4,04 Hz, H-piridina).

RMN 23C (150 MHz, DMSO-ds) ¢ (ppm): 21,0; 103,9; 116,7; 119,8; 128,2; 128,92;
128,96; 129,0; 129,1; 129,7; 137,5; 138,1; 138,3; 139,0; 146,2; 158,6; 160,6.
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4.9.5.23 — Dados fisico-quimicos do composto (Z)-N-(4-(4-metoxifenil)-3-feniltiazol-2(3H)-
ilideno)piridina-2-amina (9e).

h N\\/\N)/@’O\

e Solido amarelo; P.F. 184-185 °C; MM: 359,11 g/mol; Rendimento: 70%; Sistema:
Hexano/AcOEt 8:2; Ry 0,6.

e HPLC-UV: 2,99 min (pureza: 99%).

e RMN !H (600 MHz, DMSO-ds) 6 (ppm): 3,68 (s, 3H, OCHjs); 6,67 (s, 1H, H-tiazol);
6,75 (dt, 1H, J =0,92 e 8,16 Hz, H-piridina); 6,77 (dt, 2H, J = 3,02 e 8,88 Hz, H-Ar);
6,88 (ddd, 1H, J = 1,12, 4,95 e 2,16 Hz, H-piridina); 7,07 (dt, 2H, J = 3,02 e 8,88 Hz,
H-Ar); 7,25-7,278 (m, 2H, H-Ar); 7,33 (it, 1H, J = 1,23 e 7,45 Hz, H-Ar); 7,38 -7,40
(m, 2H, H-Ar); 7,58 (ddd, 1H, J = 2,01, 6,68 e 2,0 Hz, H-piridina); 8,38 (ddd, 1H, J =
0,81, 2,0 e 3,01 Hz, H-piridina).

e RMN 3C (150 MHz, DMSO-ds) ¢ (ppm): 159,2; 158,6; 151,7; 148,3; 146,3; 146.2
(HSQC); 137,7; 130,6 (HSQC); 127,5; 126,7; 123,8 (HSQC); 113,8; 110,6; 103,7;
54,9.

4.9.5.24 — Dados fisico-quimicos do (Z)-N-(4-(3-clorofenil)-3-feniltiazol-2(3H)-
ilideno)piridin-2-amina (9f).

X X
Y
e Solido amarelo; P.F. 138-139 °C; MM: 363,05 g/mol; Rendimento: 74%; Sistema:
Hexano/AcOEt 8:2 Ry: 0,6.
e HPLC-UV: 3,62min (pureza: 99%).
e RMN !H (600 MHz, DMSO-ds) 6 (ppm): 6,44 (s, 1H, H-tiazol); 6,88 (ddd, 1H, J =
0,86, 5,06 e 2,33 Hz, H-piridina); 6,93 (dt, 1H, J = 1,25 e 7,66 Hz, H-piridina); 7,02
(d, 1H, J = 7,79 Hz, H-Ar); 7,11 (t, 1H, J = 7,89 Hz, H-Ar); 7,19 (t, 1H, J = 1,75 Hz,
H-Ar); 7,21-7,22 (m, 1H, H-Ar); 7,27-7,29 (m, 2H, H-Ar); 7,34-7,36 (m, 1H, H-Ar);
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7,39-7,41 (m, 2H, H-Ar); 7,55-7,58 (m, 1H, H-piridina); 8,46 (ddd, 1H, J = 0,72, 2,12
e 3,07 Hz, H-pididina).

e RMN 13C (150 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 160,2; 158; 145,5; 137,9; 137,2; 137; 134;
133,2; 129,3; 129; 128,9; 128,5; 128,3; 128; 126,6; 120; 116,7; 104,9.

4.9.5.25 - Dados fisico-quimicos do composto (Z)-N-(3-benzil-4-feniltiazol-2(3H)-

ilideno)piridina-2-amina (10a).
N._N
AN X
-0
_N S

e Solido Amarelo; P.F. 113-114 °C; MM: 343,11 g/mol; Rendimento: 70%; Sistema:
Hexano/AcOEt 8:2; Ry 0,6.

e HPLC-UV: 4,14 min (pureza: 98%).

e RMN !H (600 MHz, DMSO-ds) § (ppm):5,33 (s, 2H, CH>); 6,63 (s, 1H, H-tiazol);
6,90 (ddd, 1H, J = 1,02, 5,05 e 2,08 Hz, H-piridina); 6,93-6,96 (m, 3H, H-Ar e H-
piridina); 7,15-7,24 (m, 3H, H-Ar); 7,33-7,36 (m, 2H, H-Ar); 7,39-7,46 (m, 3H, H-Ar)
7,63 (ddd, 1H, J = 2,01, 6,56 e 2,03 Hz, H-piridina); 8,39 (ddd, 1H, J = 0,78, 2,03 e
5,05 Hz, H-piridina).

e RMN C (150 MHz, DMSO-ds) 5 (ppm): 48,7; 104,1; 116,5; 119,7; 126,9; 127,4;
128,8; 129,0; 129,53; 129,58; 131,5; 137,7; 137,8; 138.6; 146,3; 158,4; 159,8.

4.9.5.26 - Dados fisico-quimicos do composto (Z)-N-(3-benzil-4-(4-clorofenil)tiazol-2(3H)-

ilideno)piridina-2-amina (10b).
N N
| \Vj’@
_N S

e Solido Amarelo; P.F. 171-172 °C; MM: 337,08 g/mol; Rendimento: 70%; Sistema:
Hexano/AcOEt 8:2; Rt 0,6.

e HPLC-UV: 4,30 min (pureza: 99%).

e RMN !H (600 MHz, DMSO-ds) J (ppm): 5,33 (s, 2H, CHy); 6,66 (s, 1H, H-tiazol);
6,90 (ddd, 1H, J = 0,98, 4,95 e 2,28 Hz, H-piridina); 6,93-6,98 (m, 3H, H-Ar e H-
piridina); 7,17-7,24 (m, 3H; H-Ar); 7,36 (dt, 2H, J = 2,52 e 8,49 Hz, H-Ar); 7.46 (dt,
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2H, J = 2,52 e 8,49 Hz, H-Ar) 7,63 (ddd, 1H, J = 2,0, 6,52 e 2,08 Hz, H-piridina);
8,38 (ddd, 1H, J = 0,69, 2,08 e 2,91 Hz, H-piridina).

e RMN C (150 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 48,6; 104,8; 116,6; 119,7; 126,8; 127,5;
128,8; 129,1; 130,4; 131,3; 134,3; 137,3; 137,6; 137,8; 143,3; 158,4; 159,8.

4.9.5.27 — Dados fisico-quimicos do composto (Z)-N-(3-benzil-4-(3,4-diclorofenil)tiazol-

2(3H)-ilideno)piridina-2-amina (10c).
KQC]
N.__N
~ X Cl
SR

e Solido amarelo; P.F. 126-127 °C; MM: 411,04 g/mol; Rendimento: 49%; Sistema:
Hexano/AcOEt 8:2; Ry 0,4.

e HPLC-UV: 8,26 min (pureza: 97%).

e RMN H (600 MHz, DMSO-dg) 6 (ppm): 5,34 (s, 2H, CH>), 6,76 (s, 1H, H-tiazol);
6,91 (ddd, 1H, J = 1,02, 4,97 e 2,10 Hz, H-piridina); 6,94-6,99 (m, 3H, H-Ar e H-
piridina); 7,17-7,26 (m, 3H, H-Ar); 7,32 (dd, 1H, J = 2,05 e 8,36 Hz, H-Ar); 7,57 (d,
1H, J = 2,05 Hz, H-Ar); 7,62-7,66 (m, 2H, H-Ar e H-piridina); 8,39 (ddd, 1H, J =
0,84, 2,05 e 2,97 Hz, H-piridina).

e RMN *¥C (150 MHz, DMSO-dg) 6 (ppm): 159,7; 158,3; 146,3; 137,8; 137,6; 136,1;
132,4; 132,0; 131,7; 131,3; 131,1; 129,6; 128,9; 127,5; 126,8; 119,8; 116,7; 105,8;
48,8.

4.9.5.28 - Dados fisico-quimicos do composto (Z)-N-(3-benzil-4-(p-tolil)tiazol-2(3H)-
ilideno)piridina-2-amina (10d).

O

e Solido Amarelo; P.F. 158-159 °C; MM: 357,13 g/mol; Rendimento: 67%; Sistema:
Hexano/AcOEt 8:2; Ry 0,6.

e HPLC-UV: 8,04 min (pureza: 98%).

e RMN H (600 MHz, DMSO-ds) § (ppm): 2,32 (s, 3H, CHs); 5,31 (s, 2H; CHy); 6,57
(s, 1H, H-tiazol); 6,88 (ddd, 1H, J = 1,08, 5,03 e 2,14 Hz, H-piridina); 6,93-6,96 (m,
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3H, H-Ar e H-piridina); 7,17-7,24 (m, 7H, H-Ar); 7,62 (ddd, 1H, J = 2,03, 6,62 e
2,00Hz, H-piridina); 8,37 (ddd, 1H, J = 0,79, 2,05 e 2,96 Hz, H-piridina).

e RMN C (150 MHz, DMSO-ds) 6 (ppm): 21,2; 48,6; 103,7; 116,5; 119,7; 126,8;
127,4; 128,6; 128,8; 129,4; 129,6; 137,7; 137,8; 138,6; 139,1; 143,3; 158,5; 159,8.

4.9.5.29 — Dados fisico-quimicos do composto (Z)-N-(3-benzil-4-(4-metoxifenil)tiazol-2(3H)-

ilideno)piridina-2-amina (10e).
@ CH
N N !
~ AN 0]
Shva

e Solido amarelo; P.F. 126-127 °C; MM: 373,12 g/mol; Rendimento: 59%; Sistema:
Hexano/AcOEt 8:2; Ry 0,5.

e HPLC-UV: 3,33 min (pureza: 99%)

e RMN H (600 MHz, DMSO-ds) 6 (ppm): 3,76 (s, 3H, OCHz); 5,30 (s, 2H, CH>); 6,55
(s, 1H, H-tiazol); 6,88 (ddd, 1H, J = 1,04, 4,97 e 2,12 Hz, H-piridina); 6,93-6,97 (m,
4H, H-Ar e H-piridina); 7,16-7,18 (m, 1H, H-Ar); 7,21-7,24 (m, 2H, H-Ar); 7,26 (dt,
2H, J = 2,95 e 8,77 Hz, H-Ar); 7,61 (ddd, 1H, J = 2,0, 6,72 e 2,03 Hz, H-piridina);
8,37 (ddd, 1H, J = 0,80, 2,0 e 2,99 Hz, H-piridina).

e RMN *¥C (150 MHz, DMSO-dg) 6 (ppm): 160,2; 159,7; 158,5; 146,3; 138,4; 137,9;
137,7; 130,9; 128,8; 127,4; 126,8; 123,6; 119,7; 116,5; 114,4; 103,4; 55,7, 48,6.

4.9.5.30 - Dados fisico-quimicos do composto (Z)-N-(3-benzil-4-(3-clorofenil)tiazol-2(3H)-
ilideno)piridin-2-amina (10f).

Cl
| X N\ N
=N S /
e Solido amarelo; P.F. 93-94 °C; MM: 377,07 g/mol; Rendimento: 70%; Sistema:
Hexano/AcOEt 8:2 Ry 0,5.
e HPLC-UV: 3,93min (pureza: 99%).
e RMN H (600 MHz, CDCls-d3) § (ppm): 5,36 (s, 2H, CH.); 6,25 (s, 1H, H-tiazol);
6,83 (t, 1H, J = 7,67 Hz, H-piridina); 7,04-7,05 (m, 2H, H-Ar); 7,09 (d, 1H, J = 7,67
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Hz, H-piridina); 7,19-7,25 (m, 4H, H-Ar); 7,27-7,30 (m, 2H, H-Ar); 7,28-7,39 (m, 1H,
H-Ar); 7,62 (t, 1H, J = 7,67 Hz, H-piridina); 8,47-8,48 (m, 1H, H-piridina).

e RMN C (150 MHz, CDCls-d3) § (ppm): 160; 158,5; 145,7; 137,3; 137,1; 134,4;
133,3; 129,7; 129,5; 129,2; 128,6; 128,4, 127,4; 127,2; 127,1; 119,6; 116,3; 104; 49,2.

4.10 Procedimentos Experimentais para a Sintese das Tiadiazinas
4.10.1 — Método para a obtencéo das tiossemicarbazidas substituidas

Foram reagidos 1 mmol de hidrazina, com 1mmol do benzilisotiocianato em 15 mL de
EtOH, e temperatura ambiente durante 12 horas. Ao verificar o término da reacdo por CCD, a
mistura foi recristalizada em EtOH/agua e o precipitado foi coletado e lavado com &gua,

resultado no composto final com rendimento satisfatdrio (Figura 23).

Figura 23. Método para a obten¢do da 4-benzil-3-tiossemicarbazida

S
EtOH M NH,
| ,N\/© _ EtOH _ N” N
HzN,NHz e TA. 12 h ©/\H H

Fonte: Autor, 2022.

4.10.1.1 — Dados fisico-quimicos do composto N-benzilhidrazinacarbotioamida (15).
S

O
H H

e Solido branco; P.F. 129-130 °C; MM: 181,06 g/mol; Rendimento: 95%; Sistema:
Hexano/AcOEt 8:2; Ry 0,5.

e HPLC-UV: 2,99 min (pureza: 99%).

e RMN H (600 MHz, DMSO-ds) J (ppm): 4,72 (d, 2H, J = 5,77 Hz, CHy); 7,21 (tt, 1H,
J=1,37 e 7,21 Hz, H-Ar); 7,27 (t, 2H, J = 7,21 Hz, H-Ar); 7,30-7,33 (m, 2H, H-Ar);
8,60 (s, 1H, NH); 9,47 (s, 1H, NH).

e RMN *3C (150 MHz, DMSO-ds) J (ppm): 183,1; 139,5; 128,4; 127,7; 127; 47 4.

4.10.2 Método para a obtencdo das tiadiazinas N-metila e N-fenila substituidas (13a-g e 14a-
9)-

Foi preparada uma solugdo da 4-metiltiossemicarbazida ou 4-feniltiossemicarbazida

(Immol) com a requerida a-bromoacetofenona (Immol) e trietilamina (Immol) em 15 mL de
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acetonitrila, deixada sob em agitacdo constante e temperatura ambiente durante 1 hora. Apds
o término da reacdo (Acompanhado por CCD), o precipitado formado foi coletado e lavado

com etanol e agua (Figura 24).

Figura 24. Método de Obtencdo das tiadiazinas N-metila e N-fenila-substituidas

; 0 7

N
R~ NH
1 I]}]IJJ\INI 2 4 Br X R NE’[; R j\ |I\I
_ = - .
|/ 2 MeCN, TA, 1h ‘ﬁ N
R; =Me ou Ar

R, =H, p-Cl, m,p-Cl, p-Me, p-OMe, m-CI ou p-OH
Fonte: Autor, 2022.

4.10.2.1 - Dados Fisico-quimicos do composto N-metil-5-fenil-6H-1,3,4-tiadiazina-2-amina

(13a)
s )
HgC‘N/(\

N

e SOlido amarelo; P.F. 128-129 °C; MM: 205,06 g/mol; Rendimento: 87%; Sistema:
Hexano/AcOEt 8/2; Rf: 0,5.

e HPLC-UV: 2,88 min (pureza: 100%)

e RMN !H (600 MHz, DMSO-ds) § (ppm): 2,90 (s, 3H, CHs); 3,69 (s, 2H, CHy); 7,41-
7,46 (m, 3H, H-Ar); 7,88-7,90 (m, 2H, H-Ar).

e RMN C (150 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 148,7; 147,1; 136,6; 129,6, 129; 126,7;
29,72; 21,83.

4.10.2.2 - Dados Fisico-quimicos do composto 5-(4-clorofenil)-N-metil-6H-1,3,4-tiadiazina-

2-amina (13b)
Cl
H;C SW
3 \N/<\

/
H N-N
e Solido amarelo; P.F. 140-141 °C; MM: 239,02 g/mol; Rendimento: 80%; Sistema:
Hexano/AcOEt 8/2; Rf: 0,5.

e HPLC-UV: 3,01 min (pureza: 95%).

Igor J. S. Nascimento



94

e RMN 'H (600 MHz, DMSO-dg) d (ppm): 2,90 (s, 3H, CHs); 3,69 (s, 2H, CH>); 7,13
(s, 1H, NH); 7,51 (dt, 2H, J = 2,6 e 8,69 Hz, H-Ar); 7,91 (dt, 2H, J = 2,6 e 8,69 Hz, H-
Ar).

e RMN 3C (150 MHz, DMSO-ds) J (ppm): 148,8; 146,2; 135,4; 134,3; 129; 128,4;
29,6; 21,6.

4.10.2.3 — Dados Fisico-quimicos do composto 5-(3,4-diclorofenil)-N-metil-6H-1,3,4-
tiadiazina-2-amina (13c)
Cl
Cl
H;C, /E /
HON-N

e Solido amarelo; P.F. 149-150 °C; MM: 272,98 g/mol; Rendimento: 60%; Sistema:
Hexano/AcOEt 8/2; Ry 0,5.

e HPLC-UV: 3,28 min (pureza: 96%)

e RMN !H (600 MHz, DMSO-ds) 6 (ppm): 2,91 (s, 3H, CHs); 3,71 (s, 2H, CHy); 7,25
(dt, 1H, NH); 7,71 (d, 1H, J = 8,5 Hz, H-Ar); 7,88 (dd, 1H, J = 8,5 e 2,16 Hz, H-Ar);
8,11 (d, 1H, J = 2,16 Hz, H-Ar).

e RMN BC (150 MHz, DMSO-dg) & (ppm): 149,4 (HMBC); 145,5 (HMBC), 137,2;
132,06; 132,00; 131,2; 128,3; 126,7; 29,6; 21,4.

4.10.2.4 - Dados Fisico-quimicos do composto N-metil-5-(p-tolil)-6H-1,3,4-tiadiazina-2-

amina (13d)
HC S’\/OVCH'2
3 \N/<\ /

e Solido amarelo; P.F. 144-145 °C; MM: 219,08 g/mol; Rendimento: 50%; Sistema:
Hexano/AcOEt 8/2; Rt 0,5.

e HPLC-UV: 2,96 min (pureza: 100%).

e RMN H (600 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 2,34 (s, 3H, CHa); 2,90 (s, 3H, CHs); 3,67
(s, 2H, CH2); 7,25 (d, 2H, J = 8,25 Hz, H-Ar); 7,78 (d, 2H, J = 8,25 Hz, H-Ar).

e RMN C (150 MHz, DMSO-ds) J (ppm): 148,9; 147,2; 139,3; 133,7; 129,6; 126,7;
29,8; 21,3.
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4.10.2.5 - Dados Fisico-quimicos do composto 5-(4-metoxifenil)-N-metil-6H-1,3,4-tiadiazina-
2-amina (13e)
Ch,

)
H;C /{S’@
3 ~ /
N
NTO\-N

e Solido amarelo; P.F. 139-140 °C; MM: 235,07 g/mol; Rendimento: 65%; Sistema:
Hexano/AcOEt 8/2; Ry 0,5.

e HPLC-UV: 2,86 min (pureza: 100%).

e RMN !H (600 MHz, DMSO-ds) ¢ (ppm): 2,89 (s, 3H, CHs); 3,65 (s, 2H, CHy); 3,80
(s, 3H, CH3); 7,05 (dt, 2H, J = 2,70 e 9,16 Hz, H-Ar); 7,85 (dt, 2H, J = 2,70 e 9,16
Hz, H-Ar).

e RMN 3C (150 MHz, DMSO-dg) 6 (ppm): 160,6; 148,4; 146,8; 128,9; 128,2; 114,4;
55,7;29,7; 21,8.

4.10.2.6 — Dados Fisico-quimicos do composto 5-(3-clorofenil)-N-metil-6H-1,3,4-tiadiazina-
2-amina (13f).
Cl

S

H;C, /( /
N

B NN

e Solido amarelo; P.F. 56-57 °C; MM: 239,02 g/mol; Rendimento: 80%; Sistema:
Hexano/AcOEt 8/2; Ry 0,5.

e HPLC-UV: 3,01 min (pureza: 100%).

e RMN H (600 MHz, DMSO-ds) 5 (ppm): 2,91 (s, 3H, CHa), 3,74 (s, 2H, CHy); 7,47-
7,48 (m, 2H, H-Ar); 7,84-7,86 (m, 1H, H-Ar); 7,93 (m, 1H, H-Ar).

e RMN C (150 MHz, DMSO-ds) 6 (ppm): 149; 146; 138,7; 133,9; 130,9; 129,3; 126,3;
125,3; 29,6; 21,6.
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4.10.2.7 - Dados Fisico-quimicos do composto 4-(2-(metilamino)-6H-1,3,4-tiadiazina-5-
il)fenol (13g)
OH

S

I
H;C. _N
3 EI/RN

e Solido laranja; P.F. 125-126 °C; MM: 221,06 g/mol; Rendimento: 40%; Sistema:
Hexano/AcOEt 8/2; Ry: 0,5.

e HPLC-UV: 2,70 min (pureza: 100%).

e RMN H (600 MHz, DMSO-dg) & (ppm): 3,02 (s, 3H, CHs); 4,07 (s, 2H, CH); 6,89
(dt, 2H, J = 2,75 e 8,87 Hz; H-Ar); 7,77 (dt, 2H, J = 2,75 e 8,87 Hz, H-Ar).

e RMN 3C (150 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 160,7; 151; 129,1; 127,9; 124,6; 116,2;
125,3; 29,6; 21,6

4.10.2.8 - Dados Fisico-quimicos do composto N,5-difenil-6H-1,3-tiazina-2-amina (14a).

)
|
O T
H

e Solido amarelo; P.F. 182-183 °C; MM: 267,08 g/mol; Rendimento: 98%; Sistema:
Hexano/AcOEt 8/2; R: 0.4.

e HPLC-UV: 3,11 min (pureza: 100%).

e RMN H (600 MHz, DMSO-dg) & (ppm): 4,29 (s, 2H, CHy); 7,35-7,41 (m, 3H, H-Ar);
7,48-7,51 (m, 2H, H-Ar); 7,54-7,58 (m, 4H, H-Ar); 7,92-7,94 (m, 2H, H-Ar).

e RMN 3C (150 MHz, DMSO-ds) § (ppm): 133,4; 131,9; 130,7; 130,0; 129,9; 129,5;
129,1; 127,5; 124,9; 123,9; 23,1.

4.10.2.9 — Dados Fisico-quimicos do composto 5-(4-clorofenil)-N-fenil-6H-1,3,4-tiadiazin-2-
amina (14b).
Cl
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e Solido amarelo; P.F. 179-180 °C; MM: 301,04g/mol; Rendimento: 60%; Sistema:
Hexano/AcOEt 8/2; Ry 0.5.

e HPLC-UV: 3,27min (pureza: 99%).

e RMN H (600 MHz, CDClIs) ¢ (ppm): 3,74 (s, 2H, CHy); 7,06 (dd, 2H, J = 1,18 e 8.62
Hz, H-Ar); 7,18 (tt, 1H, J = 1,18 e 7,46 Hz, H-Ar); 7,37 (dtq, 2H, J = 1,95, 8,62 e
0,76 Hz, H-Ar); 7,43 (dt, 2H, J = 2,58 e 8,70Hz, H-Ar); 7,71 (dt, 2H, J = 2,58 e
8,70Hz, H-AXr).

e RMN ®3C (150 MHz, CDCls) 6 (ppm): 153.4; 145.9; 145.5; 136.1; 133.0; 129.1;
129.0; 127.4; 124.7; 122.4; 23.2.

4.10.2.10 — Dados Fisico-quimicos do composto 5-(3,4-diclorofenil)-N-fenil-6H-1,3-tiazin-2-
amina (14c)
Cl
cl

T
©\NJ\\N’N
H

e Solido amarelo; P.F. 177-178 °C; MM: 335,00 g/mol; Rendimento: 98%; Sistema:
Hexano/AcOEt 8/2; Ry 0.4.

e HPLC-UV: 3,50 min (pureza: 100%).

e RMN H (600 MHz, DMSO-ds) 6 (ppm): 3,98 (s, 2H, CH>); 7,05 (t, 1H, J = 7,43 Hz,
H-Ar); 7,22 (dtd, 1H, J = 1,97; 7,97; 1,24Hz, H-Ar); 7,31 (dtd, 2H, J = 1,97; 7,94;
0,90Hz, H-Ar); 7,48 (d, 1H, J = 8,05Hz, H-Ar); 7,73 (d, 1H, J = 8,53Hz, H-Ar); 7,86
(d, 1H, J = 8,05Hz, H-Ar); 8,07 (s, 1H, H-Ar).

e RMN BC (150 MHz, DMSO-ds) J (ppm): 142,6; 136,2; 132,3; 132,1; 131,3; 130,7;
128,9; 128,4; 126,5; 123,5; 121,7; 116,8; 22,3.

4.10.2.11 — Dados Fisico-quimicos do composto N-fenil-5-(p-tolil)-6H-1,3,4-tiadiazina-2-
amina (14d).
CH,
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e Solido amarelo; P.F. 180-181 °C; MM: 281,09 g/mol; Rendimento: 50%; Sistema:
Hexano/AcOEt 8/2; Ry.0.6.

e HPLC-UV: 3,18min (pureza: 99%).

e RMN !H (600 MHz, DMSO-ds) 6 (ppm): 2,39 (s, 3H, CHs); 4,29 (s, 2H, CHy); 7,35-
7,38 (m, 3H, H-Ar); 7,42-7,43 (m, 2H, H-Ar); 7,50 (t, 2H, J = 8,09 Hz, H-Ar); 7,84 (d,
2H, J = 8,3 Hz, H-Ar).

e RMN 3C (150 MHz, DMSO-ds) ¢ (ppm): 142,3; 130,6; 130,1; 130; 129,2; 127,7;
127,6; 124,8; 123,9; 23,1; 21,5.

4.10.2.12 — Dados Fisico-quimicos do composto 5-(4-metoxifenil)-N-fenil-6H-1,3,4-tiadiazin-
2-amina (14e)

S
|
LY
H

e Solido amarelo; P.F. 187-188 °C; MM: 297,09 g/mol; Rendimento: 56%; Sistema:
Hexano/AcOEt 8/2; Ry 0.5.

e HPLC-UV: 7,84 min (pureza: 95%).

e RMN H (600 MHz, DMSO-ds) 6 (ppm): 3,85 (s, 3H, OCHz); 4,30 (s, 2H, CHy); 7,12
(dt, 2H, J = 3,10 e 8,95 Hz, H-Ar); 7,34 (t, 1H, J = 7,38 Hz, H-Ar); 7,45-7,50 (m, 4H,
H-Ar); 7,92 (dt, 2H, J = 3,10 e 8,95 Hz, H-Ar).

e RMN ¥C (150 MHz, DMSO-dg) 6 (ppm): 162,2; 154,4; 151,5; 137,7; 129,4; 129,2;
126,7; 123,9; 123,3; 114,5; 114,1; 55,5; 22,7.

4.10.2.13 — Dados Fisico-quimicos do composto 5-(3-clorofenil)-N-fenil-6H-1,3,4-tiadiazina-
2-amina (14f).
Cl

e Solido amarelo; P.F. 185-186 °C; MM: 301,04 g/mol; Rendimento: 78%; Sistema:
Hexano/AcOEt 8/2; Rs: 0.4.
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e HPLC-UV: 3,25min (pureza: 99%)

e RMN !H (600 MHz, DMSO-ds) 6 (ppm): 4,21 (s, 2H, CHy); 7,31-7,36 (m, 3H, H-Ar);
7,47 (t, 2H, J = 8,01 Hz, H-Ar); 7,57 (t, 1H, J =7,89 Hz, H-Ar); 7,62-7,63 (m, 1H, H-
Ar); 7,88 (dt, 1H, J = 1,14 e 7,89 Hz, H-Ar); 7,95 (t, 1H, J = 1,75 Hz, H-AXr).

e RMN C (150 MHz, DMSO-ds) 6 (ppm): 159,0; 149,4; 136,1; 134,2; 131,3; 131,1;
130,7; 129,9; 127,1; 127, 125,9; 124,4; 22,9.

4.10.2.14 - Dados Fisico-quimicos do composto 4-(2-(fenilamina)-6H-1,3,4-tiadiazina-5-

il)fenol (149).
J\\ N
N N
H

e SOlido amarelo; P.F. 111-112 °C; MM: 283,07g/mol; Rendimento: 60%; Sistema:
Hexano/AcOEt 8/2; Ry 0.5.

e HPLC-UV: 2,85 min (pureza: 100%)

e RMN !H (600 MHz, DMSO-ds) 6 (ppm): 3,82 (s, 2H, CHy); 6,82 (dt, 3H, J = 2.86 e
8.86 Hz, H-Ar); 7,01 (t, 1H, J = 7,46 Hz, H-Ar); 7,28 (dt, 3H, J = 1,84 e 8,01 Hz, H-
Ar); 7,70 (s, 2H, H-Ar); 9,87 (s, 1H, NH); 10,12 (s, 1H, OH).

e RMN 3C (150 MHz, DMSO-dg) 6 (ppm): 159,3; 147,2; 129,1; 128,2; 126,4; 123,1;
122,0; 116,5; 115,9; 115,5; 22,6.

OH

4.10.3 Método para a obtencdo das tiadiazinas N-benzila-substituidas (15a-g).

Foi preparada uma solucdo de 4-benzil-3-tiossemicarbazida (Lmmol) com a requerida
bromoacetofenona (Immol), em 20 mL de MeOH, sob refluxo durante uma hora. Ap6s o
término da reagdo (acompanhado por CCD), a solucéo foi recristalizada em MeOH/agua, em
que o precipitado formado foi coletado e lavado com MeOH, gerando os produtos finais
(Figura 25).
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Figura 25. Método para a obtencdo das tiadiazinas N-benzila-substituidas (15a-g).

S 0

S
I
.NH ~
NJJ\N 2 + Br S NJ\N,N
NN [ S i
P> MeOH, 60°C, 1h

R; =H, p-Cl, m,p-Cl, p-Me, p-OMe, m-Cl ou p-OH
Fonte: Autor, 2022

4.10.3.1 — Dados Fisico-quimicos do composto N-benzila-5-fenil-6H-1,3,4-tiadiazina-2-amina

(15a).
S/Y@
AWy
H

N-N

e SOlido amarelo; P.F. 194-195 °C; MM: 281,09g/mol; Rendimento: 70%; Sistema:
Hexano/AcOEt 8/2; Ry. 0.4.

e HPLC-UV: 2,71min (pureza: 95%).

e RMN H (600 MHz, CDCls) ¢ (ppm): 3,98 (s, 2H, CH2); 6,64 (d, 2H, J = 6,14 Hz,
CH>); 7,30-7,33 (m, 1H, H-Ar); 7,35-7,37 (m, 4H, H-Ar); 7,45 (t, 2H, J = 7,81 Hz, H-
Ar); 7,5 (tt, 1H, J= 1,06 e 7,38 Hz, H-Ar); 7,78 (m, 2H, H-Ar); 11,47 (t, 1H, J =
6,14Hz, NH).

e RMN 3C (150 MHz, CDCls) ¢ (ppm): 22,5; 49,5; 126,9; 127,7; 128,7; 129,1; 129,2;
131,8; 132,2; 134,2; 148,6; 166,4.

4.10.3.2 — Dados Fisico-quimicos do composto N-benzila-5-(4-clorofenil)-6H-1,3,4-
tiadiazina-2-amina (15b).

O~

H N-N

e Solido amarelo; P.F. 188 — 189 °C; MM: 301,04g/mol; Rendimento: 56%; Sistema:
Hexano/AcOEt 8/2; Ry 0.4.

e HPLC-UV: 3,10min (pureza: 99%).

e RMN H (600 MHz, DMSO-ds) J (ppm): 4,00 (s, 2H, CHy); 4,65 (d, 2H, J = 6,16 Hz,
CHy); 7,36-7,37 (m, 4H, H-Ar); 7,42 (dt, 2H, J = 2,49 e 8,78 Hz, H-Ar); 7,45-7,48 (m,
1H, H-Ar); 7,72 (dt, 2H, J = 2,49 e 8,78 Hz, H-Ar); 11,35 (t, 1H, J = 6,16 Hz, NH).

e RMN BC (150 MHz, DMSO-ds) J (ppm): 22,5; 49,7; 127,7; 128,2; 128,7; 129,2;
129,4; 130,7; 134,1; 138,2; 147,7; 166,3.
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4.10.3.3 — Dados Fisico-quimicos do composto N-benzila-5-(3,4-diclorofenil)-6H-1,3,4-
tiadiazina-2-amina (15c).
Cl

/
N-N

e Solido amarelo; P.F. 186-187 °C; MM: 349,02g/mol; Rendimento: 65%; Sistema:
Hexano/AcOEt 8/2; Ry 0.4.

e HPLC-UV: 3,05min (pureza: 99%)

e RMN H (600 MHz, CDCls) § (ppm): 3,92 (s, 2H, CH>); 4,68 (d, 2H, J = 6,00 Hz,
CHy); 7,35-7,41 (m, 5H, H-Ar); 7,56 (d, 2H, J = 8,44 Hz, H-Ar); 7,64 (dd, 1H, J =
2,16 e 8,44 Hz, H-Ar); 7,88 (d, 1H, J = 2,16Hz, H-Ar); 11,59 (s, 1H, NH).

e RMN C (150 MHz, CDCls) § (ppm): 166; 146,2; 136,4; 133,9; 133,8; 132,1; 131,2;
129,3; 128,9; 128,6; 127,7; 125,8; 49,8; 22,1.

4.10.3.4 — Dados Fisico-quimicos do composto N-benzila-5-(p-tolil)-6H-1,3,4-tiadiazin-2-

amina (15d)
o YA
Oy
H

/
N-N
e Solido amarelo; P.F. 167-168 °C; MM: 281,09g/mol; Rendimento: 56%; Sistema:
Hexano/AcOEt 8/2; Ry 0.4.
e HPLC-UV: 3,03 min (pureza: 100%)
e RMN !H (600 MHz, DMSO-ds) 6 (ppm): 2,38 (s, 3H, CHs); 4,31 (s, 2H, CHy); 4,77
(s, 2H, CHy); 7,36 (d, 3H, J = 7,74 Hz, H-Ar); 7,42 (d, 4H, J = 4,82 Hz, H-Ar); 7,81
(d, 2H, J = 7,74 Hz, H-Ar); 10,71 (s, 1H, NH).
e RMN 3C (150 MHz, DMSO-dg) 6 (ppm): 160,5; 152,8; 142,2; 135,5; 130,5; 129,2;
129,1; 128,5; 127,4; 47,7; 22,6; 21,4.

4.10.3.5 — Dados Fisico-quimicos do composto N-benzila-5-(4-metoxifenil)-6H-1,3,4-
tiadiazina-2-amina (15e).

S’@/O\

H N-N
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e Solido amarelo; P.F. 190-191 °C; MM: 297,09g/mol; Rendimento: 56%; Sistema:
Hexano/AcOEt 8/2; Ry 0.4.

e HPLC-UV: 2,99min (pureza: 99%).

e RMN H (600 MHz, CDClIs) ¢ (ppm): 3,85 (s, 3H, OCHs); 3,93 (s, 2H, CHy); 4,63 (d,
2H, J = 6,2 Hz, CH>); 6,65 (d, 2H, J = 8,96 Hz, H-Ar); 7,32-7,37 (m, 5H, H-Ar); 7,74
(d, 2H, J = 8,96 Hz, H-Ar); 11,35 (t, 1H, J = 6,2 Hz, NH).

e RMN ¥C (150 MHz, CDCls) ¢ (ppm): 166,2; 162,2; 148,3; 134,3; 129,2; 128,7;
128,6; 127,6; 124,4; 114,5; 55,5; 49,4; 22,3.

4.10.3.6 — Dados Fisico-quimicos do composto N-benzila-5-(3-clorofenil)-6H-1,3,4-
tiadiazina-2-amina (15f)
Cl

O iy

/
N-N

e Solido amarelo; P.F. 204-205 °C; MM: 233,49g/mol; Rendimento: 56%; Sistema:
Hexano/AcOEt 8/2; R. 0.4.

e HPLC-UV: 2,93min (pureza: 95%).

e RMN H (600 MHz, CDCls) ¢ (ppm): 3,92 (s, 2H, CH2); 4,65 (d, 2H, J = 6,12 Hz,
CHy); 7,33-7,40 (m, 6H, H-Ar); 7,47 (d, 1H, J = 8,11 Hz, H-Ar); 7,65 (d, 1H, J = 8,11
Hz, H-Ar); 7,75 (s, 1H, H-Ar); 11.50 (s, 1H, NH); 13,34 (s, 1H, NH).

e RMN 3C (150 MHz, CDCls) 6 (ppm): 22,3; 49,7; 125; 126,9; 127,7; 128,8; 129,3;
130,4; 131,8; 134, 147,2; 166,2.

4.10.3.7 - Dados Fisico-quimicos do composto 4-(2-(benzilamino)-6H-1,3,4-tiadiazina-5-

il)fenol (15g).
Oy A
H

/
N-N
e Solido amarelo; P.F. 177-178 °C; MM: 283,07g/mol; Rendimento: 70%; Sistema:
Hexano/AcOEt 8/2; Ry 0.4.
e HPLC-UV: 2,31min (pureza: 98%).
e RMN !H (600 MHz, DMSO-ds) 6 (ppm): 4,26 (s, 2H, CH.); 4,73 (s, 2H, CHy); 6,91
(d, 2H, J = 8,47 Hz, H-Ar); 7,35-7,42 (m, 5H, H-Ar); 7,78 (d, 2H, J = 8,47 Hz, H-Ar);
10,31 (s, 1H, NH); 10,54 (s, 1H, OH).
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e RMN BC (150 MHz, DMSO-ds) J (ppm): 22,6; 47,6; 116,3; 123,5; 128,5; 129,2;
129,5; 135,8; 161,3; 134,4 (HMBC); 152,2 (HMBC); 160,2 (HMBC).

4.10.4 Método para a Obtencdo das Tiadiazinas Nao-Substituidas (16a-f).

Seguindo a metodologia proposta por GU et al., 2014, em um bal&o de fundo redondo
adicionou-se a tiossemicarbazida (1mmol) e a requerida bromoacetifenona (1mmol), em
temperatura ambiente e 20 mL de EtOH durante 4 horas. Apos todos o0s reagentes serem
consumidos (acompanhado por CCD), o solvente o evaporado sob pressdao reduzida e
adicionou-se MeCN. O precipitado formado foi coletado e lavado com MeCN gerando os

produtos finais (Figura 26).

Figura 26. Método para a obtencdo das tiadiazinas ndo-substituidas (16a-f)
Ry
7]
S 0 S
JLNm $
H,N %T 2 Br N J\\ |N

H,NT N
= EtOH, TA, 4h
R, = H, p-Cl, m,p-Cl, p-Me, p-OMe, m-Cl ou p-OH

Fonte: Autor, 2022.

4.10.4.1 — Dados Fisico-quimicos do composto 5-fenil-6H-1,3,4-tiadiazina-2-amina (16a).

S

A N

H,N N

e Solido cinza; P.F. 196-197 2°C; MM: 191,05g/mol; Rendimento: 84%; Sistema:
Hexano/AcOEt 7/3; Ry 0.6.

e HPLC-UV: 2,27min (pureza: 98%).

e RMN !H (600 MHz, CD30D) 6 (ppm): 4,23 (s, 2H, CH>), 7,50-7,52 (m, 2H, H-Ar);
7,56 (tt, 1H, J=1,21 e 7,37 Hz, H-Ar); 7,92-7,94 (m, 2H, H-Ar).

e RMN 3C (150 MHz, CD30OD) & (ppm): 21,9; 126,8; 128,7; 131,3; 132,8; 151,6;
165,2.
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4.10.4.2 — Dados Fisico-quimicos do composto 5-(4-clorofenil)-6H-1,3,4-tiadiazina-2-amina
(16b).
Cl

T
HZN/k\N’]\I

e Solido branco; P.F. 178-179 °C; MM: 225,01g/mol; Rendimento: 82%; Sistema:
Hexano/AcOEt 8/2; Ry: 0.4.

e HPLC-UV: 3,05min (pureza: 95%).

e RMN H (600 MHz, CD30D) 6 (ppm): 3,67 (d, 1H, J = 12,49 Hz, CH.a); 3,81 (d, 1H,
J = 12,49 Hz, CH2b); 7,49 (dt, 2H, J = 2,54 e 8,73 Hz, H-Ar); 7,57 (dt, 2H, J = 2,54 e
8,73 Hz, H-Ar).

e RMN *3C (150 MHz, CD3s0D) ¢ (ppm): 173; 138,5; 136,9; 130,4; 131,1; 129,2; 128,8;
97,7; 41,6.

4.10.4.3 — Dados Fisico-quimicos do composto 5-(3,4-diclorofenil)-6H-1,3,4-tiadiazina-2-
amina (16c).
Cl
Cl

e Solido cinza; P.F. 185-186 °C; MM: 258,97g/mol; Rendimento: 87%; Sistema:
Hexano/AcOEt 8/2; R 0.4.

e HPLC-UV: 2,27 min (pureza: 98%).

e RMN H (600 MHz, CD30D) 6 (ppm): 3,71 (d, 1H, J = 12,28 Hz, CH.a); 3,88 (d, 1H,
J = 12,28 Hz, CH2b); 7,52 (dd, 1H, J = 2,30 e 8,46 Hz, H-Ar); 7,67 (d, 1H, J = 8,46
Hz, H-Ar); 7,83 (d, 1H, J = 2,30 Hz, H-Ar).

e RMN C (150 MHz, CD3s0D) ¢ (ppm): 39,8; 95,6; 125,2; 128,5; 130,9; 132,7; 133,4;
138,9; 171,6.
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4.10.4.4 — Dados Fisico-quimicos do composto 5-(p-tolil)-6H-1,3,4-tiadiazina-2-amina (16d).
CH;

S

PN

H,N™ N

e Solido cinza; P.F. 212-213 °C; MM: 205,06g/mol; Rendimento: 63%; Sistema:
Hexano/AcOEt 8/2; Ry. 0.4.

e HPLC-UV: 2,84min (pureza: 99%).

e RMN !H (600 MHz, CD30D) § (ppm): 2,39 (s, 3H, CHa); 4,17 (s, 2H, CH2); 7,31 (d,
2H, J = 8,15 Hz, H-Ar); 7,80 (dt, 2H, J = 2,11 e 8.15 Hz, H-Ar).

e RMN C (150 MHz, CD3sOD) ¢ (ppm): 166,6; 153,1; 143,8; 131,5; 130,8; 128,3;
23,3; 21,6.

4.10.4.5 — Dados Fisico-quimicos do composto 5-(4-metoxifenil)-6H-1,3,4-tiadiazina-2-
amina (16e).

O\CH;:,

i

HZNJ\\N'N

e Solido amarelo; P.F. 144-145 °C; MM: 221,06g/mol; Rendimento: 50%; Sistema:
Hexano/AcOEt 8/2; Ry 0.4.

e HPLC-UV: 2,09min (pureza: 96%)

e RMN H (600 MHz, CD30D) 6 (ppm): 3,66 (d, 1H, J = 12,37 Hz, CH.a); 3,81 (d, 1H,
J = 12,37 Hz, CH2b); 3,85 (s, 3H, OCHzs); 7,04 (dt, 2H, J = 3,21 e 8.93 Hz, H-Ar);
7,51 (dt, 2H, J = 3,21 e 8,93 Hz, H-Ar).

e RMN C (150 MHz, CD30D) ¢ (ppm): 40,2; 54,5; 96,7; 114,1; 127,2; 129,8; 160,7;
171,1.

4.10.4.6 — Dados Fisico-quimicos do composto 5-(3-clorofenil)-6H-1,3,4-tiadiazina-2-amina

(161)
Cl

>_

N
H,N” SN
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e SoOlido marrom; P.F. 230-231 °C; MM: 255,01g/mol; Rendimento: 51%; Sistema:
Hexano/AcOEt 8/2; Ry 0.6.

e HPLC-UV: 2,94min (pureza: 99%).

e RMN *H (400 MHz, DMSO-ds) 6 (ppm): 4,30 (s, 2H, CH2); 7,58 (t, 1H, J = 7,92 Hz,
H-Ar); 7,64-7,66 (m, 1H, H-Ar); 7,86 (d, 1H, J = 7,92 Hz, H-Ar); 7,94 (t, 1H, J =
1,72 Hz, H-Ar); 9,34 (s, 1H, NH); 10,12 (s, 1H, NH).

e RMN C (150 MHz, DMSO-ds) 6 (ppm): 164,6; 150,4; 134,6; 134,3; 134,6; 131,4;
127,1; 126,1; 22,5.

4.11 Métodos aplicados na avaliacdo leishmanicida dos compostos.
4.11.1 Manutencdo de macrofagos e parasitos

A linhagem celular de macrofagos murinos RAW 264.7 foi conservada em frascos de
cultura celular de 750 cm? (Corning Glass Workers — New York — USA) em meio DMEM
suplementado (10 % de SFB, 1% de antibidtico - 100 U/mL de penicilina e 100 pug/mL
estreptomicina) (Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA), pH 7, a 37 °C, 5 % de CO2 com 80 % de
umidade. Os repiques foram realizados ap0s as células atingirem a confluéncia, caracterizada
pela formacdo de uma monocamada de células em torno de 48 a 72 h apds o
acondicionamento.

Parasitos da espécie Leishmania (Leishmania) amazonensis (IFLA/BR/67/PHS8),
foram mantidos in vitro na sua forma promastigota em meio Schneider suplementado [20% de
soro fetal bovino (SFB) (Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA), 100 U/mL de penicilina e 100
pg/mL de estreptomicina] (Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA), pH 7, a 26 + 1 °C em incubadora
Biochemical Oxigen Demand (BOD) (Eletrolab EL202, Sdo Paulo, Brasil) e repicadas

semanalmente.
4.11.2 Preparo dos compostos

Para os testes in vitro, foram preparadas solucGes-estoque das substancias nas
concentragfes de 40 mg/mL em dimetilsulfoxido — (DMSO) (Mallinckrodt Chemicals, St.

Louis, EUA). Para cada teste a solugdo-estoque foi diluida nos meios de cultura apropriados

até atingir as concentracdes finais desejadas.
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4.11.3 Atividade contra formas promastigotas

A inibicdo do crescimento de formas promastigotas foi avaliada com base em Nunes
et al. (2021). Formas promastigotas em fase logaritimica de crescimento foram cultivadas em
placas de 96 pogos (1 x 10° parasitos/pogo) contendo 100 pL de meio Schneider
suplementado, em triplicata, contendo concentragdes seriadas das substancias-teste (25 a 1,56
uM). As placas foram incubadas em BOD a 26 °C por 72 h. Ap0s o periodo de tratamento, 10
puL de MTT (5 mg/mL) foram aplicados em cada pog¢o para estabelecer a avaliagao
colorimétrica da inibicdo de crescimento. Em seguida a placa foi novamente incubada por
mais 4 h, seguidamente recebendo a adi¢do de 50 puL de solugdo de dodecil sulfato de sodio
(DSS) a 10 % (p/v em agua destilada) para a solubilizacéo dos cristais de formazan. A leitura
foi realizada em espectrofotdmetro de microplacas a 540 nm (modelo Biosystems ELx800,
Curitiba, PR, Brasil). O controle negativo foi realizado com meio Schneider suplementado e
contendo 0,2 % de DMSO, considerado como 100 % de viabilidade das leishmanias.

4.11.4 Atividade contra formas amastigotas

Macréfagos, na concentragdo de 1 x 10° células/mL de meio DMEM completo,
foram adicionados a placas de cultura com 24 pocos contendo laminulas estéreis redondas de
13 mm. As placas foram incubadas a 37 °C e 5% de CO> por 3 h para a adesao celular. Apés
este periodo, o meio foi aspirado e um novo meio foi adicionado contendo formas
promastigotas de L. amazonensis em fase estacionéria de crescimento, na proporcéo de 10
promastigotas para 1 macro6fago em cada poco. Ap6s 3 h de incubacgdo a 37 °C e 5% de COy,
o meio foi aspirado para remover macrdéfagos e promastigotas livres e realizadas trés lavagens
com PBS pré-aquecido a 37 °C. Em seguida, 1 mL de DMEM completo foi adicionado em
cada poco contendo concentracfes seriadas de 0,78 a 25 pM das substancias-teste em
triplicata. As culturas foram entdo incubadas a 37 °C e 5% de COz por 72 h, ao final do qual
as laminulas foram removidas, fixadas e coradas com Panotico rapido (Laborklin®, Parana,
BRA) e montadas em laminas permanentes com o uso de Entelan® (Sigma-Aldrich, St.
Louis, EUA). Para cada laminula, 300 macrofagos e o numero de amastigotas em cada
macrofago foram quantificados por microscopia éptica com aumento de 1000x. O controle
negativo foi realizado com meio DMEM completo a 0,5% de DMSO.
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4.11.5 Atividade citotoxica em macréfagos

Em uma placa de 96 pocos foram colocados 100 uL. de meio DMEM suplementado e
1 x 10° macrofagos RAW 264.7 por poco. Apos 4 h de incubagdo a 37 °C e 5 % de CO; para
adesdo celular foram realizadas trés lavagens com PBS estéril. Em seguida, foram
adicionados 100 pL. de meio DMEM suplementado contendo diferentes concentracdes das
substancias (200 a 1,56 uM) e incubados por um periodo de 72 h. No final do periodo foi
aplicado 10 pL de MTT (5 mg/mL) e incubado por mais de 4 h. Em seguida, o sobrenadante
foi retirado e adicionado 100 uL. de DMSO em todos os pogos. Apos 30 min de agitacdo, a
leitura foi realizada a 540 nm em uma leitora de placa. Meio DMEM suplementado e
contendo 0,5 % de DMSO foi usado como controle negativo e considerado como 100 % de
viabilidade de macrofagos (NUNES et al., 2021).

4.11.6 Andlise estatistica

As diferentes concentracdes médias sobre formas promastigotas (Clso) e macréfagos
(CCso) foram calculadas por regressdo ndo linear. Para comparagdes entre grupos foram
realizadas as andlises de variancia ANOVA seguida pelo teste de Tukey através de um
programa estatistico, tomando-se o valor de p < 0,05 como nivel méximo de significancia

estatistica.
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1 Compostos inicialmente sintetizados.

Os compostos foram inicialmente sintetizados a partir da reacdo do 2-aminobenzoato
de etila com isotiocianato de alila (reacdo 1, Figura 27) e 2-aminobenzonitrila com
isotiocianato de fenila (reacdo 2, figura 27), obtendo-se assim as primeiras tioureias
intermediérias. Como mostrado na figura 27, o produto esperado para essa reacdo era a
tioureia (1), entretanto, o espectro de RMN de 'H foi condizente com o composto (I1). Tal
composto foi formado pelo atague do nitrogénio ligado aos grupos alila e fenila na carbonila

do grupo éster vizinho, gerando as respectivas quinazolinas como Unico produto reacional.

Figura 27. Compostos inicialmente sintetizados
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Fonte: Autor, 2022

Na tentativa de se obter o intermediario tioureico como produto principal da reacéo,
diferentes condicOes reacionais foram testadas, incluindo a variagdo de temperatura (refluxo
ou ambiente), solvente utilizado (polar prético ou aprético) e tempo reacional, como mostrado
na tabela 1. E possivel observar que todas as situacdes conduziram & formacéo do derivado
quinazolinico com altos rendimentos. Realizou-se ainda uma tentativa de reacdo One-Pot,
onde os reagentes 2-aminobenzoato de etila, isotiocianato de alila e a a-bromoacetofenona
foram submetidos de forma simulténea a reacdo, entretanto, como mostrado na figura 28, o
produto obtido e caracterizado por RMN de *H foi novamente a quinazolina. Esses resultados
corroboram com os dados de Rocco e colaboradores (2004), os quais explicam que o ataque
do nitrogénio e fechamento do anel quinazolinico acontece naturalmente utilizando-se altas

temperaturas.
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Tabela 1. Pardmetros reacionais alterados na reacdo entre 2-aminobenzoato de etila e o isotiocianato

Solvente Temperatura Temslc()a EEI::(I)aras) Produto Rendimento
Metanol Refluxo 24 Quinazolina 99%
Metanol Ambiente 24 Quinazolina 99%
Metanol 0°C 12 Quinazolina 95%
Etanol Refluxo 12 Quinazolina 95%
Etanol Ambiente 12 Quinazolina 95%
Isopropanol Refluxo 12 Quinazolina 96%
Isopropanol Ambiente 12 Quinazolina 95%
Tolueno Refluxo 12 Quinazolina 90%
Tolueno Ambiente 24 Quinazolina 90%
THF Refluxo 12 N&o houve
reacao
THF Ambiente 12 Né&o houve
reacao
DMF Refluxo 12 Quinazolina 90%
DMF Ambiente 24 Quinazolina 90%
DCM Ambiente 12 Quinazolina 90%

Fonte: Autor, 2022.
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Figura 28. Derivado quinazolinico obtido pelo método One-Pot na tentativa de sintese de um derivado
tiazolico planejado
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Fonte: Autor, 2022.

Como a conversdao no derivado quinazolinico é favorecida por altas temperaturas,
optou-se por utilizar temperatura ambiente, entretanto, o nucleo quinazolinico ainda era
formado com altos rendimentos. Esse fendmeno é explicado por Vassilev (2007) em que a
conversdo em quinazolina tambem ocorre naturalmente em temperatura ambiente. Utilizamos
ainda solventes polares apréticos (DMF e THF) e apolares (tolueno), no entanto o mesmo
composto quinazolinico (11) foi obtido ou a reacdo ndo ocorreu.

A sintese desse composto tioureico (1) (Figura 27) foi inicialmente descrita por Taylo
e Ravindranathan (1961). Os autores relataram que reagindo-se 2-aminobenzonitrila com fenil
isotiocianato na temperatura abaixo de 50 °C e na auséncia de solvente, o intermediario
tioureico (1) é obtido em altos rendimento. Porém, em nosso trabalho, utilizando esse método,
0 mesmo intermediario quinazolinico (1) foi obtido em altos rendimentos, tanto utilizando
temperaturas entre 40-50 °C, quanto em temperatura ambiente ou em temperatura de 0°C.

Durante a busca na literatura, foi encontrado um estudo publicado Pazdera e
colaboradores (1988), onde os autores investigaram essa mesma reacdo e constataram que o
método de Taylo e Ravindranathan (1961) ndo funcionava para a obtencdo da tioureia (1).
Dessa forma, 0s autores propuseram uma nova rota, a partir da reacdo da conversdo da 2-
aminobenzonitrila em um isotiocianato, empregando-se tiofosgénio (Figura 29). Esse método
pode ser utilizado tanto para os compostos substituidos com éster quanto para 0s compostos

substituidos com amida.

Figura 29. Reacdo de sintese do isotiocianato
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O método para a sintese do isotiocianato utilizando tiofosgénio mostra-se versatil e
eficaz, no qual conduz ao produto final em altos rendimentos (Steinebach et al., 2016;
Calestani et al., 2001). Pazdera e colaboradores (1988) explicam que essa rota sintética € mais
eficaz por conta da alta reatividade do nitrogénio do isotiocianato, que ao reagir com o 2-
aminobenzonitrila (Figura 30, esquema 1), assume a carga negativa possibilitando assim o
ataque ao carbono da nitrila, conduzindo a formacdo da quinazolina (I1). Esse problema é
contornado utilizando o 2-isotiocianatobenzonitrila e a requerida amina (Figura 30, esquema
2), onde é observada a diminuicdo da reatividade da amina terminal, possibilitando o
isolamento da tioureia. No entanto, ndo foi possivel a utilizacdo desse método devido a

dificuldade de obtencdo do reagente tiofosgénio.

Figura 30. Mecanismo de formacé&o da tioureia (I).
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Devido a dificuldade de se obter o produto desejado e o conhecimento sobre o
mecanismo da reacdo, foi testada uma nova rota sintética na qual a carga negativa ndo se
concentra no nitrogénio N-substituido. O esquema reacional é mostrado na figura 31
(esquema 1), onde se utilizou o 2-aminobenzoato em reacdo com dissulfeto de carbono
seguido da reacdo com iodeto de metila, com a finalidade de tornar o enxofre um bom grupo
de saida no intuito de favorecer a reacdo com a anilina. Dessa forma o nitrogénio N-terminal
ficaria menos reativo e ndo formaria a quinazolina. Entretanto, o produto esperado néo foi
observado por meio da analise do espectro de RMN de *H. Outra rota foi realizada (Figura 31,
esquema 2), a partir da reacdo da anilina e o dissulfeto de carbono, seguido da adicdo do
iodeto de metila e do etil-2-aminobenzoato. Semelhante ao que ocorreu no esquema 1, o

produto final ndo foi obtido.
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Figura 31. Nova rota sintética explorada para obtencéo da tioureia, utilizando-se dissulfeto de carbono
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Fonte: Autor, 2022.

Outro método para a sintese de isotiocianatos a partir de aminas primarias e
dicarbonato de di-terc-butila foi proposto por Munch e colaboradores (2008). Foram reagidos
o etil-2-aminobenzoato com dissulfeto de carbono, seguido da adi¢cdo do dicarbonato de di-
terc-butila. Observe no mecanismo de reagdo mostrado na figura 32, que ao sintetizar o
isotiocianato e reagi-lo com a requerida amina, o0 nitrogénio assume a carga positiva,
impossibilitando a formacdo da quinazolina. Entretanto, em nosso trabalho, o produto
observado no espectro de RMN *H n&o foi o esperado.

Figura 32. Sintese do isotiocianato utilizando-se dicarbonato de di-terc-butila como reagente
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Fonte: Autor, 2022.
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Um outro método testado foi a hidrélise da quinazolina com etanol e acido cloridrico,
como mostrado na figura 33. A proposta era que, usando um meio &cido, a carbonila da
quinazolina fosse protonada, 0 que permitiria 0 ataque do etanol, quebrando o ciclo e gerando
a formacdo da tioureia (I). Entretanto, o produto isolado com alto rendimento e confirmado
por RMN de *H foi o produto (I1) (Figura 33), formado pela reacdo de adigdo do enxofre a
ligagéo dupla do rupo alila, formando um ciclo de 5 membros.

Figura 33. Hidrdlise da quinazolina
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Fonte: Autor, 2022.

(n

Devido as dificuldades apresentadas, optou-se entdo por sintetizar uma outra série de
moléculas, a partir da conversdo do éster etil-2-aminobenzoato em um alcool primério (Figura
34), utilizando uma reacdo de reducdo com hidreto de litio e aluminio. Dessa forma, ndo
ocorreria a formacéo do anel quinazolinico pois a funcdo alcool ndo € um centro eletrofilico

como o éster ou a nitrila, utilizados nas reacGes anteriores.

Figura 34. Reducéo com LiAlH, e formagdo da func&o élcool
O

/\
O LiAIH, OH

——

NI, NI,

Fonte: Autor, 2022.

A sintese das tioureias foi realizada por meio da reacdo do alcool 2-aminobenzilico
com isotiocianato de potassio, como mostrado na figura 35. O método testado foi em meio
acido com a finalidade de diminuir a reatividade do nitrogénio do isotiocianato. A primeira

impressdo foi que a reacdo teria ocorrido e o produto (1) teria sido obtido. Entretanto o
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espectro de RMN de 'H ndo apresentou os sinais referentes aos hidrogénios ligados aos
heterodtomos, assim tanto para o produto (1) quanto para o produto (Il) o espectro poderia
apresentar mesma multiplicidade para os sinais dos hidrogénios. Para a confirmacao, realizou-
se a segunda reacdo, com a bromoacetofenona (BAF), sendo observado no espectro que o
produto era condizente com o composto (111) da figura 35. Assim o produto obtido na reacéo
anterior foi o derivado quinazolinico (I1). Dessa forma, a proposicéo foi de que o &cido tornou
a hidroxila um bom grupo de saida, possibilitando a formacdo da quinazolina (I1) em altos
rendimentos. Ao realizar essa reacdo na auséncia de acido, e em solventes tais como MeOH

ou THF, a reacdo também ndo ocorreu.

Figura 35. Sintese dos primeiros compostos utilizando o 2-aminobenzil alcool.
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Fonte: Autor, 2022.

Ao realizar a reacdo do alcool 2-aminobenzilico com isotiocianatos de alila, fenila e
benzila (Figura 36), em meio etandlico e na temperatura ambiente, 0s intermediarios
tioureicos foram obtidos com altos rendimentos, como apresentado na figura 36. Entretanto,
para os compostos N-alila substituidos, utilizando diferentes solventes, a reacdo ndo ocorria e
os produtos ndo foram isolados. Para as tioureias N-fenil substituidas, os produtos finais
foram isolados, no entanto ndo eram os produtos esperados pois o espectro de RMN de *H dos
compostos ndo apresentavam o sinal caracteristico do anel tiazélico. E por fim, utilizando as
tioureias N-benzila e N-etila substituidas, foram obtidos os 6 compostos finais planejados para
cada série.
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Figura 36. Sintese das tioureias utilizando o 2-aminobenzil alcool como reagente.
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Fonte: Autor, 2022.
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Dando continuidade ao trabalho, a préxima série sintetizada apresentava hidrogénio na
posicdo 2 do anel benzeno e na posicdo 3 do anel piridinico, conduzindo a formacgdo das

requeridas tioureias, seguido das reacOes de ciclizacdo e formacdo dos derivados tiazélicos

(Figura 37). Dessa forma, os proximos topicos irdo abordar a sintese

Figura 37. Compostos planejados e sintetizados
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Fonte: Autor, 2022.

5.2 Sintese dos intermediarios tioureicos

H

desses analogos.
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5.2.1 Mecanismo de reagdo dos intermediarios tioureicos (2, 3, 4,5, 7, 8, 9, 10, 11 e 12).

Um dos metodos mais eficazes para a sintese de tioureias é a partir da reacdo entre
aminas primarias e isotiocianatos (SMITH e MARCH, 2001). O mecanismo se inicia com 0
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ataque nucleofilico do nitrogénio ao carbono do isotiocianato (Figura 38). Como discutido
anteriormente, por ser um atomo mais eletronegativo a carga negativa se concentra no
nitrogénio. Por fim, ocorre uma transferéncia de hidrogénio intramolecular para a
estabilizacdo do composto e formacéo da requerida tioureia (BEDANE et al., 2015; SMITH e
MARCH, 2001).

Figura 38. Mecanismo de reacdo para a sintese das tioureias (2,3, 4,5,7,8,9,10,11e 12)
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Fonte: Autor, 2022.

5.2.2 — Mecanismo de reacdo do intermedidrio tioureico nao substituido (5).

Partindo do isotiocianato de potassio e o cloreto de 3-clorobenzoila, 0 mecanismo
inicia com o ataque nucleofilico do nitrogénio ao carbono da carbonila gerando um
intermediéario acilisotiocianato, como mostrado na figura 39. Em seguida, o nitrogénio da 2-
aminopiridina ataca o carbono de hibridizacdo sp gerando uma tiocarbonila. Adicionou-se
hidroxido de sddio em uma reacdo quimiosseletiva com a finalidade de hidrolisar a amida,
gerando um 4&cido carboxilico e a requerida tioureia. Por fim, adicionou-se uma solucéo de
HCI 6M, em que o ion hidrdnio foi utilizado para a estabilizacdo da tioureia (BEDANE et al.,
2015)

Figura 39. Mecanismo de reaqéo para a sintese da tioureia néo substituida
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Fonte: Autor, 2022.

Cl

5.2.3 — Caracterizacdo dos intermediarios tioureicos

A figura 40 mostra a caracterizagdo por RMN de 'H para o composto 4. A

confirmacgédo do composto ocorreu por meio da observacgdo do dupleto em 4,74 ppm referente
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aos hidrogénios metilénicos do grupo benzila, juntamente com o singleto em 8,15 ppm
referente ao hidrogénio NH-benzila, além dos sinais referentes ao anel aromaético,
caracterizando assim o composto. Por meio do espectro de RMN de 3C, também foi possivel
confirmar o referido composto pelo sinal em 47,1 ppm referente ao carbono metilénico do
grupo benzila (tépico 1.3.2, volume II). Para os compostos 2, 3, 4, 5,7, 8,9 10, 11,e 12 a
caracterizagio foi semelhante, com a confirmacéo no espectro de RMN de 'H dos sinais de
cada um dos substituintes, podendo ser hidrogénio, etila, alila, fenila ou benzila, bem como, a
presenca dos sinais de todos os carbonos no espectro de RMN de **C. Todos os espectros se

encontram no material suplementar desta tese.

Figura 40. Espectros de RMN H! para a caracterizacdo do composto 4
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Fonte: Autor, 2022.

5.3 Sintese dos compostos tiazdlicos (2a-f, 3a-f, 4a-f, 5a-f, 7a-f, 8a-f, 9a-f, 10a-f, 11a-f, e
12a-f).

5.3.1 Mecanismo de reagdo dos compostos tiazélicos N-substituidos (2a-f, 3a-f, 4a-f, 5a-f,
7a-f, 8a-f, 9a-f, 10a-f, 11a-f, e 12a-f)

O mecanismo para a sintese dos tiazdis é mostrado na figura 41. Inicialmente ocorre
um equilibrio tautomérico da forma tiona e tiol, que por ser mais reativo € responsavel por
fazer o ataque ao carbono a-halogenado da bromoacetofenona por meio de um mecanismo de
reacdo Sn2. A base é utilizada para desprotonar o enxofre e estabilizar o intermediério. Em
seguida, o par de elétrons do nitrogénio ligado ao anel aromatico é disponibilizado para fazer

uma ligacdo dupla, o que resulta no ataque do nitrogénio N-substituido ao carbono carbonilico
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fechando o anel de cinco membros. Por fim, a hidroxila é protonada, formando um bom grupo
de saida para a etapa de eliminagdo, em que a base captura o préton do carbono g, gerando
uma ligacdo = e eliminando uma molécula de agua, conduzindo a formacdo dos derivados
tiazolicos (SHIRAN et al., 2015; MISHRA et al., 2015).

Figura 41: Mecanismo de reacdo proposto para a sintese dos compostos tiazélicos N-substituidos
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5.3.2 Considerages sobre a configuracdo E/Z dos compostos.

As tioureias podem ser obtidas em até quatro arranjos configuracionais, como
mostrado na figura 42 (FERNANDEZ et al., 2000). Essas configuracdes s&o propostas devido
a alguns estudos de cristalografia demostrarem que existe grande contribuicdo de orbitais
hibridos sp? do carbono central e dos 4&tomos de nitrogénio, como mostrado nas estruturas de
ressonancia da figura 42 (FERNANDEZ et al., 2000). Assim, alguns autores como Fernandez
e colaboradores (2000) sugerem que existem quatro arranjos configuracionais, dos quais o
principal obtido é o Z,Z por apresentar menor impedimento estérico e que a configuracao E,E
dificilmente sera obtida, por apresentar alto impedimento estérico. Dessa forma, pode-se
propor que o0s produtos tiazélicos sintetizados neste trabalho também sdo obtidos em
configuracdo Z na ligacdo dupla exociclica do anel tiazélico, partindo do pressupostos de que
a configuracdo da tioureia obtida seja Z,Z por ser a mais estavel. Essa informacgdo é
confirmada por meio dos estudos de ALY et al., 2019 e SHIRAN et al., 2015, e GOMES et
al., 2016, por meio da estrutura cristalografica. Assim, como o método utilizado neste
trabalho é semelhante ao método de trabalhos anteriores, pode-se propor que a configuracdo
da ligacdo dupla seja Z. Entretanto, € necessario um método experimental para tal

confirmacéo.
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Figura 42. Estruturas de ressonancia e possiveis configuragdes E/Z das tioureias.
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Fonte: Autor, 2022.

5.3.3 Consideragdes sobre a aromaticidade dos compostos (1a-f e 6a-f).

Para os compostos ndo substituidos, 0 mecanismo de reacdo € 0 mesmo mostrado para
a sintese dos tiazdis N-substituidos na figura 41. Entretanto, é possivel observar que existe um
equilibrio tautomérico entre os nitrogénios, como mostrado na figura 43, de forma que o
tautdmero principal é o composto em que a ligacdo dupla é endociclica devido a estabilizacdo

por aromaticidade.

Figura 43. Estabilizacdo por aromaticidade dos tiazdis ndo-substituidos
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Fonte: Autor, 2022.

Essa proposicdo é apoiada pelo experimento de RMN H (Figura 44), utilizando como
exemplo o composto 10d, constituido de um tiazol N-benzil substituido, em que sinal
referente ao hidrogénio tiazolico estd em campo mais alto (6,57 ppm), enquanto que 0 mesmo
sinal no composto 6d, constituido de um tiazol ndo substituido, é observado em campo mais
baixo (7,33 ppm). Isso ocorre porque compostos aromaticos apresentam deslocamento

quimico em campo mais baixo por apresentar uma corrente anelar diamagnética (CAREY et
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al., 2007). Dessa maneira, para 0s compostos la-f e 6a-f, o sinal referente ao anel tiazdlico
apresenta deslocamento quimico entre 7,15 — 7,45 ppm, o que confirma que para essas séries
de compostos, o equilibrio prevalece no sentido da formacéo da ligacdo dupla endociclica ao

anel tiazélico.

Figura 44. Confirmagdo por RMN de *H da aromaticidade dos compostos ndo-substituidos
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Fonte: Autor, 2022.

5.3.4 — Caracterizacdo dos compostos tiazolicos N-benzila, N-alila e N-etila substituidos (2a-f,
4a-f, ba-f, 7a-f, 8a-f, e 10a-f)

Como citado no topico anterior, a caracterizacdo para esses compostos foi realizada
por meio da confirmacdo do simpleto referente ao fechamento do anel tiazélico na regido
aromatica no espectro de RMN de 'H. A figura 55 mostra o espectro de RMN *H tomando
como exemplo o composto 8a. E possivel observar a presenca do simpleto em 6,58 ppm,
caracteristico da formacdo do anel tiazélico, bem como a supressao dos sinais NH (10,62 e
11,77 ppm), presentes na tioureia intermediaria. Os espectros de carbono estdo disponiveis no

material suplementar.
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Figura 45. Espectro de RMN de 'H para a caracterizacdo do composto 6a
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Fonte: Autor, 2022.

Entretanto, apenas os espectros de RMN de H e '3C ndo foram suficientes para a
confirmacéo estrutural exata. Observe a figura 46, em que para os compostos N-alila, N-etila e
N-benzila e até mesmo para os N-fenila substituidos, o ataque pode ser realizado pelos dois
nitrogénios da tioureia, o que pode gerar a possibilidade de formacgéo de dois regioisémeros
que apresentariam o mesmo padrdo de multiplicidade no espectro de RMN de H. Dessa
forma foi necessario um experimento de RMN 2D HMBC para confirmar a conectividade dos
compostos N-alila, N-etila e N-benzila substituidos. Para os compostos ndo substituidos, essa
analise ndo foi necesséaria, pois 0s compostos formados preferencialmente séo estabilizados
por aromaticidade, como discutido anteriormente. Para os compostos N-fenila substituidos, o
experimento de RMN 2D HMBC néo foi conclusivo, necessitando da analise de RMN 2D
NOESY, abordada no tépico 5.3.7.

Figura 46. Mecanismo de ciclizacéo pelos nitrogénios da tioureia
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Fonte: Autor, 2022.
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A confirmacdo da conectividade para os compostos N-benzila substituidos foi
realizada por meio do espectro de RMN 2D HMBC, mostrado na figura 47 utilizando o
composto 4e como exemplo. A conectividade do composto foi confirmada a partir do
acoplamento entre os hidrogénios metilénicos da benzila (5,03 ppm) com o carbono do anel
tiazdlico (140 ppm). Esse acoplamento ndo seria possivel caso fosse o produto secundario,
confirmando assim a que o ciclo formado era o produto reacional esperado. Esse experimento

foi realizado para os compostos 4e, 10e e 11a, disponiveis no material suplementar.

Figura 47. Espectro RMN 2D HMBC para o composto 4e
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Fonte: Autor, 2022.

Para os compostos N-alila substituidos, a confirmacdo da conectividade é mostrada
para o composto 8e, na figura 48. Observe que a confirmacéo foi através do acoplamento dos
hidrogénios metilénicos alilicos em 4,64 ppm, com o carbono do anel tiazélico em 138,4 ppm,
confirmando a conectividade dos compostos. Os experimentos de RMN 2D HMBC foram

realizados para 0s compostos 2e, 8b, e 8e e estdo disponiveis no material suplementar.
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Figura 48. Espectro RMN 2D HMBC para o composto 8e
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Por fim, a figura 49 mostra a confirmacéo por RMN 2D HMBC para 0s compostos N-
etila substituidos, exemplificado pelo composto 5a. Assim, a confirmacdo da conectividade
entre 0s 4tomos e consequente caracterizacdo do composto foi realizada por meio do
acoplamento entre o quarteto em 4,71 ppm, referente aos hidrogénios do grupo CH, com o
carbono em 143,1 ppm, referente ao carbono do ciclo tiazélico. Os espectros de HMBC
também foram realizados para os compostos 5a, 5b, 5¢, 5d, 5e, 5f, 7d, e 7e disponiveis no

material suplementar dessa tese.

Figura 49: Espectro RMN 2D HMBC para o composto 5a
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Fonte: Autor, 2022.
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5.3.5 — ConsideracGes sobre a reatividade.

Como citado anteriormente, a primeira etapa no mecanismo reacional é o equilibrio
tautomeérico para a formacéo do tiol, que apresenta maior reatividade que a tiona. Observe na
figura 50 que, para as tioureias N-alila, N-benzila e ndo-substituidas, o par de elétrons do
nitrogénio em azul é menos reativo, pois existe a possibilidade de ressonancia com o anel
aromatico. J& o par de elétrons do nitrogénio em vermelho esta mais disponivel para participar
do equilibrio tautomérico, e em seguida fazer o ataque nucleofilico, o0 que explica a obtengéo
dos produtos principais nas reagdes com as tioureias N-alila, N-benzila e ndo-substituidas.
Entretanto, para os compostos N-fenila substituidos em que “X” é um nitrogénio (anel
piridinico), os pares de elétrons dos dois nitrogénios podem estar conjugados com o anel
aromatico e com o anel piridinico, sendo necessaria uma outra analise que explique a

obtencdo do produto principal. Essa analise serd abordada no proximo tépico.

Figura 50. Considerages sobre a reatividade das tioureias
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Fonte: Autor, 2022.
5.3.6 — Sintese dos compostos derivados piridinicos-tiazélicos N-fenil substituidos (9a-f)

O primeiro método testado foi utilizando proporcdo de 1:1:1 da feniltioureia, a-
bromoacetofenona e NEts como base, em EtOH como solvente e temperatura de refluxo.
Observe na figura 51 que o espectro de RMN de *H do produto isolado apresenta varios sinais
que mostram que ao invés de obter o produto esperado, obteve-se uma mistura de

regioisémeros.
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Figura 51. Espectro de RMN de *H que mostra uma mistura de regioisdmeros do composto 9c¢
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Fonte: Autor, 2022.

Assim, semelhante as tentativas mostradas na tabela 1 e com uso de trietilamina ou
acetato de sédio como base, eram obtidas mistura de regioisdbmeros dificeis de serem
separados. Até que o método com auséncia de base, utilizando proporcdo de 1:1 dos
reagentes, EtOH como solvente e temperatura ambiente durante 1 hora de reacdo, o produto
secundario foi formado em menor quantidade e pode ser separado através de uma
recristalizagdo, obtendo espectro de RMN *H e 3C (tdpicos 3.21.1 e 3.21.2 do volume I1) com
apenas um dos regioisdmeros. Entretanto, os dois regioisdmeros apresentariam mesmo padréo
de multiplicidade no espectro de RMN de H. Assim, para a confirmagdo da conectividade,
realizou-se entdo o experimento de RMN 2D HMBC, entretanto, ndo foi conclusivo em
determinar a estrutura dos compostos. Dessa forma, optou-se por realizar o experimento de
RMN 2D NOESY, abordado no préximo tépico.

5.3.7 — Caracterizacdo dos compostos derivados piridinicos-tiazolicos N-fenila substituidos
através de RMN 2D NOESY.

Por meio do experimento de NOESY para o composto 9e, mostrado na figura 52, foi
possivel observar o acoplamento entre os hidrogénios do anel aromatico para-substituido
(7,07 ppm), com o sinal do aromatico N-fenila (7,27 ppm), confirmando assim a estrutura do
produto. Esse experimento também foi realizado para o composto 9b, confirmando assim sua

conectividade (topico 3.20.3 do volume I1).
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Figura 52. Espectro de RMN 2D NOESY para o com[osto %
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Fonte: Autor, 2022.

5.3.8 — Mecanismo de reacdo para 0s compostos piridinicos-tiazolicos N-fenil substituidos
(9a-f).

Com a conectividade dos compostos piridinicos-tiazdlicos N-fenila substituidos (9a-f)
confirmada, foi necessario entdo explicar a regiosseletividade obtida. A figura 53 mostra a
proposta de mecanismo de reacdo. A diferenca estd no fato de que a tioureia intermediaria
apresenta a possibilidade de uma ligacdo de hidrogénio intramolecular (ELTSOV et al.,
2004). Dessa forma, o hidrogénio ligado ao N-aromatico tende a fazer uma ligagcdo de
hidrogénio intramolecular, formando um ciclo de seis membros, e o hidrogénio do N-piridina
gue tende a participar do equilibrio tautomérico. Observe que os pares de elétrons dos dois
nitrogénios continuam com a possibilidade de conjugacdo com o anel aromatico. Entretanto,
aminas hibridizadas em sp® tendem a ser mais reativas que aminas hibridizadas em sp?
(CLAYDEN, 2012). Assim o ataque tende a ser realizado pelo N-aromatico conduzindo a

formagdo do composto caracterizado por RMN de *H e NOESY.
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Figura 53. Mecanismo de reacgdo para os derivados piridinicos-tiazolicos N-fenila substituidos
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Fonte: Autor, 2022.

Interessados em investigar 0 mecanismo acima, e explicar de maneira pratica o
mecanismo proposto, um estudo computacional baseado em calculos de DFT foi realizado,
para explicar a regiosseletividade obtida, bem como a proposta de mecanismo e reagdo, que

seré abordado no proximo tépico.

5.4 Estudos de DFT para os tiazois N-fenila-substituidos (9a-f).
5.4.1 — Otimizacdo geométrica (energia molecular)

Inicialmente foram realizados os calculos de DFT para a otimizacdo geométrica, a fim
de prever a estabilidade molecular, pois o produto majoritario tende ser aquele que possui
menor energia e, consequentemente, uma maior estabilidade (ENGKVIST et al., 2018).
Assim, foram realizados os calculos de DFT submetido a densidade hibrida corrigida por
gradiente B3LYP e otimizacdo da geometria por def2-QZVP do produto esperado (9a-f.1) e
do produto ndo esperado (9a-f.2), mostrados na figura 54. O objetivo desse estudo foi de

prever qual seria o produto mais estavel sendo assim o produto preferencial.
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Figura 54. Produto esperado (A) e o secundario (B) dos derivados piridinicos N-fenila substituidos
\
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Fonte: Autor, 2022.

De acordo com os dados da tabela 6, os compostos que apresentam o ciclo entre o
enxofre e o nitrogénio substituido com o anel aromatico (9a-f.1) apresentam menor energia,
com uma diferenga de energia entre o produto preferencial (A) e o secundério (B) variando
entre 26 e 33 kJ/mol, mostrando uma maior estabilidade, o que sugere ser o produto

regioisomérico preferencial.

Tabela 2: Energia molecular para os compostos N-fenila substituidos

Composto Energia (kJ/mol) Composto Energia (kJ/mol) Diferenca (kJ/mol)
%9a.1 -3501122,883497639 9a.2 -3501095,736920334 27,146577305
9b.1 -4707752,34483924 9b.2 -4707719,304913314 33,039925926
9c.1 -5914375,386910007 9c.1 -5914342,796192904 32,590717103
9d.1 -3604335,568771963 9d.2 -3604305,9362531705 29,632518793
%e.1 -3801808,1886688503 9e.2 -3801781,287468874 26,901199976

Fonte: Autor, 2022

5.4.2 — Orbitais moleculares de fronteira (HOMO-LUMO)

Além da energia molecular, outro estudo que pode ajudar a explicar a
regiosseletividade obtida nesses compostos € por meio do calculo do intervalo HOMO-
LUMO dos compostos, de forma que o produto mais estavel e preferencial normalmente é
aquele que apresenta uma maior diferenca entre a energia de HOMO e LUMO (HAZHAZI et
al., 20218; HORCHANI et al., 2020). Observe que o intervalo HOMO-LUMO dos compostos
mais estaveis (9a-f.1) varia entre 3,9-4,21 eV, e para 0s produtos menos estaveis (9a-f.2) a
variacdo foi entre 3,736 — 4,067 eV. E possivel observar que para todos os compostos

esperados os valores de intervalo HOMO-LUMO foram maiores, e consequentemente pode-se
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propor que apresentam maior estabilidade molecular, o que justifica serem os produtos
preferenciais da reagéo.

Tabela 3. Energia HOMO-LUMO
Composto HOMO LUMO Inter. Composto HOMO LUMO Inter.

(eV) (eV) (eV) (eV) (eV) (eV)
%a.1 -5,202 -1,151 4,051 %9a.2 -5,244  -1,224 4,02
9b.1 -5,299 -1,374 3,925 9b.2 -5,245  -1,509 3,736
9c.1 5399  -1499 39 9c.2 -5,393  -1501 3,892
9d.1 -5,164  -0,965 4,199 9d.2 -5,236  -1,169 4,067
%e.1 -5,107 -0,893 4,214 %e.2 -5,130 -1,160 3,97

Fonte: Autor, 2022.

A distribuicio HOMO-LUMO (compostos 9b.1, 9b.2, 9e.1 e 9e.2) é apresentada na
figura 55. A andlise da distribuicio HOMO-LUMO pode ser utilizada para explicar as
diferengas observadas entre os valores de intervalo HOMO-LUMO dos compostos (FARAG
et al., 2019). Assim, para 0s compostos mais estaveis 9b.1 e 9e.1, a densidade de orbitais
HOMO e LUMO é melhor distribuida através da estrutura, o que gera maiores valores de
intervalo HOMO-LUMO, sugerindo uma maior estabilidade molecular, enquanto que para os
compostos menos estaveis 9b.2 e 9e.2, a densidade dos orbitais fica concentrada em uma so6
regido da molécula, o que reflete menores valores de intervalo HOMO-LUMO, sugerindo

uma menor estabilidade molecular

Figura 55. HOMO-LUMO para os compostos 9b.1, 9b.2, 9e.1 e 9e.2
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Fonte: Autor, 2022. llustracdo elaborada utilizando o software Avogadro®
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5.5 Sintese das tiadiazinas (13a-g, 14a-g, 15a-g e 16a-f).
5.5.1 Mecanismo de reagdo para as tiossemicarbazidas substituidas (15)

Um dos métodos mais eficientes para o preparo de tiossemicarbazidas substituidas é
baseado na reacdo da hidrazina com isotiocianatos substituidos (METWALLY et al., 2011).
Semelhante ao que ocorre no mecanismo de reacdo das tioureias, a etapa inicial é a reagdo de
adicdo nucleofilica da hidrazina ao carbono hibridizado em sp do isotiocianato substituido.
Por fim, ocorre uma transferéncia de hidrogénio intramolecular gerando as tiossemicarbazidas
(BEDANE et al., 2015; SMITH e MARCH, 2001). A figura 56 mostra 0 mecanismo de
formacgéo para o composto 15.

Figura 56. Mecanismo de reagdo para a sintese da 4-benzil-3-tiossemicarbazida
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Fonte: Autor, 2022.

5.5.2 Mecanismo de reacdo das tiadiazinas (13a-g, 14a-g, 15a-g e 16a-f)

O mecanismo de reacdo para a sintese das tiadiazinas é mostrado na figura 57.
Semelhante a0 mecanismo da sintese de tiazdis, a requerida tiossemicarbazida tautomeriza
assumindo a forma tiol, responsavel pelo ataque do tiol ao carbono a-halogenado em um
mecanismo de reacdo Sn2. A base captura o proton do tiol estabilizando o intermediario. Em
seguida, o NH> faz o ataque ao carbono carbonilico gerando um ciclo de seis membros. Por
fim, a hidroxila é protonada e realizada uma reacdo de eliminagdo com a abstracdo do
hidrogénio do nitrogénio, gerando a ligacdo dupla e a eliminacdo de uma molécula de agua,

conduzindo a formacdo dos compostos tiadiazinicos (METWALLY et al., 2011).
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Figura 57. Mecanismo de reacdo para a formacao das tiadiazinas
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5.5.3 — Caracterizagéo das tiadiazinas (13a-g, 14a-g, 15a-g e 16a-f).

A figura 58 mostra a caracterizacdo das tiadiazinas por RMN de ‘H utilizando como
exemplo o composto 15d. Observe que a confirmacdo da formacdo do anel tiadiazinico foi
por meio do simpleto referente ao CH> em 4,31 ppm, bem como, a supressdo do sinal de NH
em 9,47 ppm. Os compostos também foram confirmados por RMN de *3C, por meio do sinal
em 22,6 ppm referente ao carbono alifatico do anel tiadiazinico (espectro disponivel no topico
4.18.2, volume II).

Figura 58. Caracterizacéo das tiadiazinas

Composto15d

Composto 15

9,47 ppm

o | |
VR I I N S

[ppm]

Fonte: Autor, 2022.
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5.5.4 — Caracterizacdo das tiadiazinas 16b, 16c e 16e.

Para os compostos 16b, 16¢ e 16e, ao invés de um simpleto para o CH>, observou-se
na mesma regido dois dupleto com integral para um hidrogénio e mesmo valor da constante
de acoplamento (J). Dessa forma, foi necessario um experimento de RMN 2D HSQC (Figura
59, para o composto 16c¢) para confirmar a conectividade desses hidrogénios, em que se
observou o acoplamento dos dois dupletos com o carbono do CH2 do ciclo tiadiazinico,
confirmando assim a formacéo do composto. Essa multiplicidade foi observada devido ao fato
de a tiadiazina nao ser um ciclo aromatico, apresentando uma estrutura molecular rigida, que
em alguns casos torna os hidrogénios metilénicos ndo-equivalentes, gerando um sinal para

cada um deles em acoplamento geminal (FRIEBOLIN, 2013).

Figura 59. RMN 2D HSQC para o composto 16¢
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Fonte: Autor, 2022.

5.6 Avaliacao biol6gica dos compostos

5.6.1 — Avaliacdo dos derivados tiazolicos frente a formas promastigotas de Leishmania
amazonensis.

Inicialmente, apenas as substancias com inibi¢cdo acima de 50% do crescimento de
promastigotas em concentracdo de 10 uM foram avaliadas contra amastigotas. Todos os
compostos foram submetidos ao ensaio de citotoxicidade pelo método de MTT, utilizando a
linhagem celular de macrofagos RAW 264.7 e a anfotericina B e antimoniato de meglumina

como padr@es. As cédulas hospedeiras tratadas com os compostos foram comparadas com 0,5
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% de DMSO, usado como diluente. Os compostos ndo-toxicos foram submetidos ao ensaio de
amastigotas na concentragdo de 10 uM. Foram considerados ativos aqueles com inibigéo
acima de 50% de crescimento de amastigotas. Para esses compostos, foi determinada a
concentracdo inibitoria média (Clso), a concentragdo citotoxica média (CCso) e indice de
seletividade (IS, calculado pela relagdo CCso por Clso). Todos os resultados séo apresentados
na tabela 4.

O analogo tiazol ndo-substituido la foi considerado o ponto de partida para a
elucidacéo das relacGes estrutura atividade dessa série de compostos. De acordo com a tabela
4, o analogo la apresentou apenas 37,29 % de inibicdo do crescimento de formas
promastigotas. A substituicdo no nitrogénio tiazolico por um grupo alila conduzindo a 2a
produziu diminuicdo na inibicdo do crescimento de promastigota (11,31 %). Por outro lado, a
substituicdo com fenila com 3a aumentou para 42,33 %, porém, a adicdo de um carbono
produzindo o substituinte benzila (4a) tornou o analogo menos ativo (5,14 %). Curiosamente,
a modificacdo de 4a com a substituicdo do hidrogénio na posicéo 2 do anel aroméatico por um
CH2OH produziu o analogo 11a com otima atividade (Clso de 5,58 uM), baixa toxicidade
(79,13 uM) e otimo indice de seletividade (13,93). Mais além, a substituicdo de 1a com etila,
produzindo 5a, gerou um anédlogo mais ativo, com 96,1 % de inibicdo de promastigotas; 100
% de inibicdo de amastigotas, e Clso de 2,3 uM. Além disso, o composto ndo foi toxico para
macréfagos (CCso = 72,49 uM) e indice de seletividade satisfatorio (31,52). Similar a 11a, a
substituicdo do hidrogénio na posi¢do 2 do anel aromatico de 5a com um grupo CHOH
produziu 12a, com atividade contra amastigotas similar (Clso de 5,61 uM), e melhora na
toxicidade (CCso de 107,39 uM) e IS (19,14).

Além disso, a influéncia na atividade leishmanicida das substituicbes do anel
benzénico de 1a pelo anel piridinico também foram avaliadas. Desse modo, a substitui¢do do
benzeno em la por piridina produzindo 6a mostrou reducdo da atividade de inibicdo de
promastigotas (2,8 %). Por outro lado, a substitui¢cdo do nitrogénio tiazélico de 6a pelo grupo
etila, produzindo 7a melhorou a atividade, com 84,8 % de inibicdo de promastigotas; 92,45 %
de inibicdo de amastigotas; Clso de 4,83 uM, sem toxicidade (CCso de 72,49) e 6timo IS
(15,01). De fato, a substituigéo da etila por alila produzindo 8a ocorre incremento na atividade
(Clso de 2,85 uM), menor toxicidade (89,54 uM) e melhora o IS (31,42). Entretanto, a adi¢cdo
de uma fenila e benzila conduzindo a 9a e 10a, respectivamente, diminui drasticamente a
atividade (inibig&o de 15,9 % e 5,23 de promastigotas, respectivamente).

Ainda explorando o arcabouco estrutural de 1a, de acordo com a substitui¢cdes no anel

aromatico ligado ao grupo tiazdlico, o analogo 1f com um Cl na posi¢cdo meta mostrou melhor
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atividade contra formas amastigotas (Clso de 3,7 uM) comparado analogo 1b com Cl em para
(8,61 uM), o analogo 1c com m,p-Cl (6,19 uM) e 1d com um CHsz em para (6,07 uM). De
forma similar, o analogo de 2a mais ativo, 2f, foi uma das moléculas mais ativas do trabalho,
com ClI na posi¢cdo meta do anel aromatico ligado ao tiazol (Clso de 1,78 uM; CCso de 83,57
uM; IS de 46,95), enquanto que os analogos p-Cl (2b) e m,p-Cl (2¢) mostraram menor
atividade (7,98 e 3,2 uM, respectivamente), ¢ os analogos p-CHz (2d) e p-OCHs (2e) néo
foram ativos. Para os analogos de 3a, apenas o m-Cl (3f) foi ativo (Clso de 1,37 uM, CCso de
79,61 uM; IS de 58,11), sendo a molécula mais ativa do estudo. Para os derivados de 4a, a
substituicdo mais vantajosa foi em 4c, com m,p-Cl (Clso de 3,87 uM; CCsp de 68,8 uM; ¢ IS
de 17,78), seguida do analogo 4e, com o grupo p-OCHz3(Clso de 9,14 uM; CCsg de 166,2 uM;
e IS de 18,22) enquanto que 4b (p-Cl) e 4f (m-Cl) foram inativos. Finalmente, todos os
analogos de 5a substituidos no anel aromatico ligado ao tiazol foram ativos. A substituicdo
com m,p-Cl (5¢) conduziu ao andlogo mais ativo da série (Clso de 2,09 uM), com baixa
toxicidade (CCso de 95,15 uM) e melhor IS (45,53).

Em geral, os analogos apresentando o anel piridinico formam menos ativos. Para 0s
derivados de 6a substituidos no anel aromatico ligado ao tiazol apenas o analogo 6f,
substituido com um p-Cl apresentou atividade (Clso de 3,18 uM; CCso de 102,53; e IS de
32,24). Por outro lado, aos substituir o anel N-tiazélico de 6a com uma etila conduzindo ao
7a, todos os seus analogos substituidos no anel aromético forma ativos, porém, menos ativos
que o ndo substituido. O analogo 7b, com um p-Cl mostrou 6tima atividade (Clso de 5,18
uM), mas a adi¢ao com um Cl em meta (7¢) ou mesmo mover o Cl da posi¢éo para para meta
(7f) diminui a atividade (Clso de 8,12 e 8,93 uM, respectivamente), enquanto que a
substituicdo com p-CHsz ou p-OCHz produzindo 7d e 7e (Clso de 5,04 e 5,6 uM,
respectivamente) foi melhor que a substituicdo com Cl. A substituicdo do N-tiazol com o
grupo alila (7a-f) produziu analogos mais ativos, mas a substituicdo no anel aromatico
diminuiu as atividades, em que o andlogo m-Cl (8f) foi inativo, p-Cl (8b) mostrou Clso de
2,96 uM, e a adig¢do de outro atomo de Cl (8c) diminuiu a atividade (Clsp de 5,37 uM). A
substituicdo com p-CHs (8d) e p-OCHs (8e) foi prejudicial a atividade (Clso de 4,02 e 9,67
UM, respectivamente). Mais além, os analogos de piridina N-fenila substituidos foram
inativos, excerto o 9f (m-Cl), com Clso de 2,74 uM; CCso de 83,5 uM; ¢ IS de 30,47. De
forma similar, os analogos N-benzila substituidos também foram inativos, excerto por 10f (m-
Cl), com Clsg de 2,9 uM; CCsp de 94,89 uM; e IS de 32,72.

Finalmente, a relacdo estrutura-atividade geral para esses compostos € mostrada na

figura 60. De fato, os compostos derivados de benzeno mostraram os melhores resultados.
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Isso pode estar atrelado a maior polaridade da piridina, o que dificulta a passagem pelas
membranas, resultando em moléculas menos ativas. Com relagcdo ao N-tiazol, os andlogos de
alila ou etila foram mais promissores, quando comparados com benzila ou fenila. A menor
solubilidade desses compostos pode estar relacionada com a menor atividade, quando
comparados com os analogos de alila e etila. Além disso, a substituicdo do benzeno com
CH>OH mostrou incremento na atividade. Finalmente, os andlogos com aromatico ligado ao
tiazol substituidos com m-Cl foram os mais ativos. No geral, mover o cloro para a posi¢édo
para ou adicionar um grupo m,p-Cl ndo incrementa a atividade. Grupos mais polares como p-
OCHs, ou menos hidrofébicos como p-CHs ndo incrementam a atividade. Esses achados

podem guiar quimicos medicinais na busca de novos compostos contra as leishmanioses.

Figura 60. Relagdo estrutura-atividade dos compostos tiazolicos
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resultados

Mais ativos

11f

Clg = 1,37 uM ggﬁ" fg:‘:’ S“MM Clso = 1,85 UM
CCs0=79,61uM 50 = 99,10 U CCsq = 63,8 uM
IS = 58,11 1S = 34,49

Fonte: Autor, 2022.
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Tabela 4. Atividade leishmanicida dos derivados tiazélicos contra Leishmania amazonensis

R,

R,
QO
- X s/ N\ X
R;
Composto X R1 R2 Rs % Inibicao % Inibicéo de Clso (uM) em CCso (uM) IS
Promastigotas Amastigotas Amastigotas
1a CH H H H 37,29
1b CH H H p-ClI 68,95 71,11 8,61 127,34 14,79
1c CH H H m,p-Cl 88,02 84,79 6,19 94,47 15,26
1d CH H H p-CHs 82,48 83,63 6,07 126,9 20,91
le CH H H p-OCHa 6,47 --- - - ---
1f CH H H m-Cl 94,13 96,7 3,7 86,2 23,30
2a CH H Alila H 11,31 --- - - -
2b CH H Alila p-Cl 66,7 75,9 7,98 148,37 18,59
2C CH H Alila m,p-Cl 88,2 92,45 3,2 69,5 21,72
2d CH H Alila p-CHs 12,6
2e CH H Alila  p-OCHs 0
2f CH H Alila m-Cl 95,25 100 1,78 83,57 46,95
3a CH H Fenila H 42,33
3b CH H Fenila p-Cl 1,25
3c CH H Fenila ~ m,p-Cl 2,3
3d CH H Fenila p-CHs 60,62 47,78 --- --- ---
3e CH H Fenila ~ p-OCHs 12,4
3f CH H Fenila m-ClI 99,5 100 1,37 79,61 58,11
4a CH H Benzila H 514
4b CH H Benzila  p-Cl 19



4c
4d
de
4f
5a
5b
5c
5d
5e
5f
6a
6b
6C
6d
6e
6f
7a
7b
7c
7d
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7f
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8b
8c
8d
8e
8f

OO0OO0000000O0
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Benzila

Benzila

Benzila

Benzila
Etila
Etila
Etila
Etila
Etila
Etila

H

I T T T

H
Etila
Etila
Etila
Etila
Etila
Etila
Alila
Alila
Alila
Alila
Alila
Alila

73,86
11,06
70,39

96,1
95,93
97,83
95,78
98,12
96,24

2,8

53,31
8,04
17,37
98,4
84,8
69,26
76,15
75,84
88,21
83,28
96,84
90,06
66,07
91,04
73,2
7,68

3,87

9,14

2,3
2,74
2,09
3,86
2,97
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9a N H Fenila H 15,9
9b N H Fenila p-Cl 0
9c N H Fenila m,p-Cl 7,05
ad N H Fenila p-CHs 92 45,2
%e N H Fenila ~ p-OCH; 64,98 48,5 - - -
of N H Fenila m-Cl 98,15 100 2,74 83,5 30,47
10a N H Benzila H 5,23
10b N H Benzila p-Cl 0
10c N H Benzila  m,p-ClI 88,4 24,46
10d N H Benzila  p-CHs 17,17
10e N H Benzila  p-OCHj; 51 - - - -
10f N H Benzila m-Cl 99,07 100 2,9 94,89 32,72
1la CH CH:OH Benzila H 92,88 90,34 5,68 79,13 13,93
11b CH CHOH Benzila p-Cl 86,07 78,9 8,13 134,8 16,58
11c CH CHOH Benzila m,p-Cl 0 - - - -
11d CH CHOH Benzila p-CHs 73,01 89,5 6,46 95,44 14,77
1le CH CHOH Benzila p-OCHs 87,24 91,5 4,35 84,4 19,40
11f CH CH:OH Benzila m-Cl 97,26 100 1,85 63,8 34,49
12a CH CHOH Etila H 90,92 87,93 5,61 107,39 19,14
12b CH CHOH Etila p-Cl 68,7 81,4 6,77 81,62 12,06
12¢ CH CHOH Etila m,p-Cl 83,02 85,98 6,49 94,15 14,51
12d CH CHOH Etila p-CHs 74,6 82,51 6,59 117,64 17,85
12e CH CHOH Etila p-OCHs 82,6 88,7 6,15 122,6 19,93
12f CH CHOH  Etila m-Cl 95,47 98,73 2,14 69,3 32,38

Ant. meglumina - - - - - - 763,6 16433 21,5

Anfotericina B - - - - - - 0,32 0,38 1,18

Fonte: Autor, 2022.
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5.7 Estudos de modelagem molecular.

5.7.1 Perfil ADME dos compostos seguindo as regras de Lipinski e de Veber.

As propriedades fisico-quimicas relacionadas a regra dos cinco de Lipinski e aos
filtros de Veber foram calculadas a partir de ferramentas computacionais. Os resultados sdo
apresentados nas tabelas 5, para os compostos tiazélicos e 6 para as tiadiazinas. De fato, a
maior parte dos compostos estd de acordo com ambos os autores. Dessa forma, podem
apresentar boas propriedades farmacocinéticas e biodisponibilidade oral aceitavel, caso
prossigam nos estudos e sejam testadas in vivo. Essa validacéo é cada vez mais frequente no
planejamento de farmacos, pois esses parametros sao importantes a fim de evitar problemas
relacionados a liberagdo do composto ativo bem como sua capacidade de permeabilizacéo
através das membranas (ABBASI et al., 2019; ROSKOSKI, 2020; HALAWA et al., 2020;
MAHAR et al., 2019; REHMAN et al., 2018).

Os compostos apresentaram massa molecular (MM) variando entre 205,28 — 412,33
g/mol (valor padrdo até 500 g/mol); Log P entre 1,17 — 6,10 (valor padrdo até 5); atomos
doadores de ligacdo de hidrogénio (DLH) entre 0 - 2 (padrdo de até 5); &tomos aceptores de
ligacdo de hidrogénio (ALH) entre 2 — 5 (padréo de até 10); ligacdes rotaveis (LR) entre 1 — 6
(padrdo de até 10) e area de superficie polar (do inglés: polar surface area, PSA) entre 45,53 -
96,27 A (padrio de até 100 A). Alguns compostos apresentaram valores de Log P fora dos
padrdes, mas apesar disso, estdo de acordo com as propriedades fisico-quimicas restantes.
Alguns autores destacam que apesar de essas regras serem importantes nas etapas iniciais do
planejamento de novas moléculas, alguns farmacos aprovados para uso clinico violam alguns
desses parametros (ZHANG et al., 2007; MULLARD 2018). Nesse contexto, acreditamos que
0s compostos podem apresentar propriedades farmacocinéticas aceitaveis, uma vez que 0S

valores de Log P ndo foram exorbitantes e estdo de acordo com 0s outros parametros.

Tabela 5. Validagdo da regra de Lipinski e de VVeber para 0s compostos tiazdlicos

Composto MM (g/mol) PSA (A?) LogP DLH ALH LR
la 252,33 53,16 3,84 1 3 3
1b 296,78 53,16 4,38 1 3 3
1c 321,22 53,16 4,60 1 3 3
1d 266,33 53,16 4,17 1 3 3
le 282,36 62,39 3,83 1 4 4
1f 286,78 53,16 4,37 1 3 3
2a 292,40 45,53 4,36 0 3 4
2b 326,84 45,53 4,88 0 3 4
2C 361,29 45,53 5,39 0 3 4
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2d
2e
2f
3a
3b
3c
3d
3e
3f
da
4b
4c
4d
de
4f
ba
5b
5¢c
5d
5e
5f
6a
6b
6C
6d
6e
6f
7a
7b
7c
7d
7e
7f
8a
8b
8c
8d
8e
8f
9a
9b
9c
9d
%e
of
10a
10b
10c
10d
10e

306,42
322,42
326,84
328,43
362,88
397,32
342,46
358,46
362,88
342,46
376,90
411,35
356,48
372,48
376,90
280,39
314,83
349,28
294,41
310,41
314,83
253,32
287,77
322,21
267,35
283,35
287,77
281,38
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350,27
295,40
311,40
315,82
293,39
327,83
362,28
307,41
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327,83
329,42
363,86
398,31
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363,86
343,44
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357,47
373,47
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54,76
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45,43
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54,76
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66,05
66,05
66,05
75,28
66,05
58,42
58,42
58,42
58,42
67,65
58,42
58,42
58,42
58,42
58,42
67,65
58,42
58,42
58,42
58,42
58,42
67,65
58,42
58,42
58,42
58,42
58,42
67,65

4,69
4,37
4,89
4,98
5,52
5,99
5,32
4,96
5,50
5,03
5,99
6,10
5,41
5,03
5,58
4,18
4,71
5,22
4,52
4,17
4,72
3,12
3,67
4,27
3,45
3,11
3,67
3,57
4,12
4,62
3,91
3,55
411
3,75
4,28
4,81
4,08
3,76
4,28
4,36
4,91
5,42
4,75
4,36
4,90
4,51
4,96
5,49
4,84
4,52
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10f 377,89 58,42 4,98 0 3 4
1la 372,48 65,76 4,58 1 4 5
11b 406,93 65,76 511 1 4 5
1ic 441,37 65,76 5,63 1 4 5
11d 386,51 65,76 4,93 1 4 5
1le 402,51 74,99 4,53 1 5 6
11f 406,93 65,76 5,12 1 4 5
12a 310,41 65,76 3,66 1 4 4
12b 344,86 65,76 4,21 1 4 4
12c 379,30 65,76 4,74 1 4 4
12d 324,44 65,76 4,07 1 4 4
12e 340,44 74,99 3,70 1 5 5
12f 344,86 65,76 4,23 1 4 4

Fonte: Autor, 2022.

Tabela 6: Validacdo da regra de Lipinski e de Veber para os compostos tiadiazinicos

Composto MM (g/mol) PSA (A?) LogP DLH ALH LR
13a 205,28 62,05 1,98 1 4 2
13b 239,72 62,05 2,52 1 4 2
13c 274,17 62,05 3,04 1 4 2
13d 219,31 62,05 2,29 1 4 2
13e 235,31 71,28 1,96 1 5 3
13f 239,72 62,05 2,51 1 4 2
13g 221,28 82,28 1,55 2 5 2
14a 267,35 62,05 3,23 1 4 3
14b 301,79 62,05 3,79 1 4 3
14c 336,24 62,05 4,28 1 4 3
14d 281,38 62,05 3,55 1 4 3
14e 297,37 71,28 3,20 1 5 4
14f 301,79 62,05 3,76 1 4 3
149 283,35 82,28 2,81 2 5 3
15a 281,38 62,05 3,26 1 4 4
15b 315,82 62,05 3,80 1 4 4
15¢ 350,27 62,05 4,32 1 4 4
15d 295,40 62,05 3,50 1 4 4
15e 311,40 71,28 3,27 1 5 5
15f 315,82 62,05 3,81 1 4 4
15¢ 297,37 82,28 2,85 2 5 4
16a 191,25 76,04 1,61 1 4 1
16b 225,70 76,04 2,15 1 4 1
16¢ 260,14 76,04 2,66 1 4 1
16d 205,28 76,04 1,95 1 4 1
16e 221,28 85,27 1,59 1 5 2
16f 225,70 76,04 2,15 1 4 1
169 207,25 96,27 1,17 2 5 1

Fonte: Autor, 2022.
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5.7.2 Validacg&o do protocolo de docking contra cruzaina: Escolha do PDB e algoritmo

Para a validagcdo do protocolo de docking molecular, 26 estruturas da cruzaina
complexadas com inibidores foram obtidas no site do PDB para a escolha da estrutura
cristalografica mais adequada para as simulagdes. Posteriormente, simulacGes de redocking
molecular foram realizadas usando para a escolha da funcdo de pontuacdo mais adequada
(ChemPLP, GoldScore, ChemScore e ASP), do software GOLD®. Assim, os valores de
RMSD foram calculados variando de 0,238 a 4,839 A (Tabela 7). De acordo com os
resultados de redocking, valores adequados s&o menores de 2 A, enquanto que valores entre 2
— 3 A podem ser aceitaveis e acima de 3 pouco adequados (Silva et al., 2021). Com os valores
obtidos, a fungéo de pontuacdo ChemPLP com a estrutura codificada como 1AIM mostrou-se
a mais adequada (RMSD = 0,238), sendo utilizados nos protocolos de dindmica e docking

molecular apresentados nos proximos topicos.

Tabela 7: Valores de RMSD obtidos por redocking nas quatro funcfes de pontuacéo
PDB ChemPLP GoldScore ChemScore ASP

1AIM 0,238 0,344 0,909 0,361
1EWL 1,374 2,520 2,114 2,551
1EWM 2,662 0,277 2,704 2,433
1EWO 0,684 0,441 2,485 0,662
1EWP 0,502 0,270 0,720 2,100
1F2A 4,367 1,831 1,862 1,862
1F2B 2,655 0,710 2,712 3,241
1F2C 4,206 4,427 2,762 3,472
1F29 2,597 0,734 2,134 3,138
1ME3 0,242 0,388 1,677 1,832
1ME4 0,413 0,341 0,542 2,937
1U9Q 1,972 1,042 3,683 1,049
2AIM 2,904 3,030 2,433 1,452
2072 2,252 1,238 1,066 4,839
3HD3 1,097 0,267 1,596 0,401
3106 1,882 1,783 0,733 0,523
3IUT 2,712 0,207 1,990 2,160
3KKU 2,097 3,523 1,711 1,728
3LXS 0,996 1,884 1,921 3,076
4KLB 2,379 1,522 1,399 2,317
4P13 0,754 3,457 1,482 2,106
4QH6 1,642 1,036 1,852 2,351
4W5B 0,347 1,655 0,212 1,714
4W5C 1,286 1,048 1,041 0,705
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4XUI 4,087 2,086 2,549 4,057
Fonte: Autor, 2022.

5.7.3 Construcao do modelo de homologia entre cruzaina e cisteino protease de Leishmania
amazonensis (CPIa)

O modelo da cisteino protease da Leishmania amazonensis (CPLa) foi construido
utilizando com molde a estrutura cristalogréfica da cruzaina do T. cruzi (PDB:1AIM). Como
mostrado na figura 61, o alinhamento global revelou 59,91% de identidade, de maneira que
valores acima de 30% pressupde a homologia entre as proteinas (CAVASOTTO et al., 2009).
Observe que 0 modelo gerado apresentou resultados de GMQE e QMEAN satisfatérios (0.52
e -0.36, respectivamente), mostrando que o modelo apresenta alto indice de confiabilidade,
haja vista que o valor de GMQE foi proximo de 1, e alto grau de natalidade entre as proteinas,
relevado pelo valor de QMEAN em torno de zero (WATERHOUSE et al., 2018).

Figura 61: Alinhamento global da CPla com a cruzaina

CPla MARRNPLLFAIVVTILFVVCYGSALIAQTPPAVDNEVASAHYGSFKKRHSKAFGGDAEEGHRFNAFKONMOTAYFLNTON
Cruzalng ——— === ———
CPla PHAHYDVSGKFADLTPQEFAKLYLNPDYYTSHLKDHKEDVHVDDSAPSGVMSVDWRDKGAVTPVKNQGLCGSCWAFSAIG
Cruzaina —————m oo APAAVDWRARGAVTAVKDQGOCGSCHAFSAIG
CPla NIEGOWAASGHSLVSLSEQMLVSCDNVDEGCNGGLMDQAMNWIMQSHNGSV-FTEASYPYTSGGGTRPPCHDEGE-VGAK

Cruzalina NVECQWELAGHPLTNLSEQMLVSCDKTDSGCSGGLMNNAFEWIVQE-NNGAVYTEDSYPYASGEGISPPCTTSGHTVGAT

CPla ITGFLSLPHDEERIADWVEKRGPVAVAVDATTWOLYFGGVVSLCLAWSLNHGVLIVGENKNAKPPYWIVENSWGSSWGEK
Cruzaina ITGHVELPQDEAQIAAWLAVNGPVAVAVDASSWMTYTGGVMTSCVSEALDHGVLLVGYNDSAAVPYWIIKNSWTTQWGEE

CPla GYIRLAMGSNQCMLKNYPVSATVESPHTPHVPTTTA

Cruzaina GYIRIAKGSNQCLVKEEASSAVV-—-—-—————-———-

Fonte: Autor, 2022 (dados gerados a partir do servidor Swiss-model)

A validacdo do modelo por meio do grafico de Ramachandran (Figura 62A) mostrou
que 85,9% dos residuos estdo em regides favoraveis, 13,6% em regides adicionais permitidas,
0.0 % em regides generosamente permitidas e apenas 0,6 % em regifes ndo permitidas. Nesse
sentido, o residuo que se encontra em regido nao permitida é um glutamato, o que néo
interfere na regido catalitica da enzima, demonstrando assim a validade do modelo. Além
disso, foi realizado o alinhamento entre a CPla e a cruzaina para a validagédo pelo célculo de
RMSD, bem como analise visual da superposicdo das estruturas. Como observado na figura

62B, foi obtido um RMSD de 0.1, em que ndo ocorre mudancas nas posi¢cdes dos residuos de
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amino&cidos, principalmente na regido catalitica, demostrando a conservagdo desses residuos

e mostrando mais uma vez a validade do modelo e sua homologia com a cruzaina do T. cruzi.

Figura 62: Grafico de Ramachandran para o CPla (A) e superposi¢do da cruzaina e CPla (B)

180

“O

Fonte: Autor, 2022.

5.7.4 Simulag6es de dinamica molecular (DM)

Apds a escolha da estrutura cristalizada mais adequada da cruzaina e a construcao do
modelo da CPla, o proximo passo foi realizar uma simulacéo de dindmica molecular de ambas
para a obtencdo das estruturas mais estaveis. Dessa forma, um protocolo de DM em 100 ns foi
realizado e o resultado de RMSD de C., mostrado na figura 63A. De fato, ambas foram
estaveis durante todo o tempo de simulacdo, com valores de RMSD entre 0,05 — 2 nm. Para a
cruzaina, a estabilidade foi alancada em torno de 20 ns, permanecendo até 100 ns. Por outro
lado, para a CPla, a melhor estabilidade foi em torno de 30 ns. Além disso, os gréaficos de
Ramachandran para ambas as estruturas mais estaveis (Figura 63B e C) demonstraram a
qualidade estereoquimica e angulos diedros w and ¢ dos residuos. Para a cruzaina, 88 % dos
residuos encontram-se em regides permitidas, 10,4 % em regiGes permitidas adicionais, 1,1 %
em regides generosamente permitidas, e 0,5 % em regides ndo-permitidas. Para a CPla, foram
85,9 % em regides permitidas, 13,6 % em regibes permitidas adicionais, 0 % em regides
generosamente permitidas e 0,6 % em regides ndo-permitidas. Finalmente, comprovada a
qualidade das estruturas, essas foram usadas nos ensaios de docking descritos no préximo

topico.
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Figura 63. Gréaficos de RMSD para a cruzaina (linha preta) e CPla (linha vermelha) ap6s uma
simulacdo de dindmica molecular de 100 ns (A) e graficos de Ramachandran para cruzaina (B) e CPla

«
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. . . ER 150 1‘.\“ — 3 180 ;‘l" 4-4“ -
w T | R

RMSD (nm)

. . 1 . .
0 20000 40000 60000 80000 1e405 |
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Fonte: Autor, 2022
5.7.5 Docking molecular dos mais ativos contra CPla.

ApoGs a obtengdo da estrutura mais estavel da CPla, docking molecular foi realizado
com 0s compostos mais ativos, 2f e 3f, e suas interacbes no sitio ativo da CPla comparadas
com um inibidor descrito na literatura (Almeida et al., 2015), apresentando ICso de 2,9 e 4,3
uM em diferentes isoformas da cisteino protease de Leishmania amazonensis. A figura 64A
mostra as interacdes do padrdo e 64B e 64C dos compostos mais ativos 2f e 3f. De fato,
ambos 0s compostos mostram interacdes semelhantes ao inibidor padrdo no sitio ativo da
enzima. O inibidor padrdo mostra interagdo com os residuos cataliticos da enzima Cys'®® (n-
alquila) e His?®® (ligacdo de hidrogénio). De forma semelhante, 2f mostra interagio n-enxofre
com a Cys'® e van der Waals com His?®, semelhante ao 3f, com as mesmas interacdes. Esses
resultados sugerem que 0s compostos podem ser ativos contra esta enzima. Adicionalmente,
interacdes de van der Waals e m-alquila com Leu'®® e Ala?® respectivamente, foram
encontradas para os trés compostos. Cabe destacar que 2f mostrou melhores interagdes com
Gly'® (ligagdo de hidrogénio doador m), e com Asn?® (m-alquila), enquanto que 3f mostrou
interagbes mais fortes com Leu?® (m-alquila) e com Met'®® (n-enxofre). Esses resultados
demonstram que 0s compostos podem ser promissores nos ensaios biolégicos contra a

cisteino protease do Leishmania amazonensis.
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Figura 64: Principais interagdes do inibidor padrdo (A) e compostos mais ativos 2f (B) e 3f (C) no
sitio ativo da CPla
Ala265
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Fonte: Autor, 2022 (Figura produzida por meio do software Chimera®)
5.7.6 Simulagéo de dindmica molecular para os complexos com 2f e 3f.

Ap6s os procedimentos de docking molecular, simulagdes de dindmica molecular
foram realizadas no intuito de determinar a estabilidade dos complexos formados, segundo
protocolos bem descritos por nosso grupo de pesquisa (NASCIMENTO et al.,, 2022;
PEREIRA et al., 2022). A estabilidade estrutural dos complexos com 2f e 3f foi avaliada
usando os graficos RMSD obtidos apds simulagdes MD em uma trajetoria de 100 ns (Figura
65A). Ao longo da trajetdria, pode-se observar que os complexos com 2f e 3f apresentaram
variacdo estrutural minima (Figura 65A), com valores de RMSD entre 0,5 — 2 A. Os ligantes
também apresentaram estabilidade no sitio ativo (Figura 65B), com variacdo de RMSD entre
0,5-2,5 A. Tais resultados sugerem que esses compostos selecionados apresentam afinidade
pela enzima sem alterar sua estabilidade e podem representar inibidores promissores.
Conforme apresentado por Kumar e colaboradores (2018), a estabilidade do complexo apds a
simulacdo de MD é um parametro importante para avaliar se a molécula pode apresentar
afinidade pelo sitio ativo.

A estabilidade dos complexos também foi avaliada usando os graficos de RMSF

289 & Cys'™%). Assim,

(Figura 65C) para observar a baixa flutuacéo dos residuos cataliticos (His
a presenca de ligantes ndo gera alteracGes significativas na estrutura (GORHAM et al., 2014).

Além disso, valores de Ry (Figura 65D) abaixo de 17 A indicam maior rigidez e compactacéo
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da proteina (IDRIS et al., 2020). Finalmente, SASA de complexos entre 1000 - 1100 A
indicam estabilidade (ZHANG et al., 2017) (Figura 65E), e valores SASA abaixo de 60 A

para ligantes (Figura 65F) indicam permanéncia mais excelente no ambiente hidrofébico da

proteina e menor exposicdo ao solvente (ZHANG et al., 2017). Estes comprovam a
estabilidade dos complexos e a eficacia do protocolo MD (PHILOPPES et al., 2020).

Figura 65: Resultados da simulacdo de dindmica molecular dos complexos com 2f e 3f: A) RMDS de

Co; B) RMSD dos ligantes; C) RMSF; D) Ry; E) SASA da proteina; F) SASA dos ligantes.
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Fonte: autor, 2022

5.7.7 Docking dos compostos contra cruzaina

60

Por fim, foi realizado docking molecular dos compostos contra a cruzaina para propor

se podem ser promissores contra este alvo, mostrados nas tabelas 8. Os compostos mostraram
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fitscore variando entre 42,84 — 56,65, e a maior parte com interacdes com o0s residuos
cataliticos de Cys?® e His™®, bem como com residuos de Gly* e Gly® que sdo considerados
residuos chave para a inibicdo da cruzaina (SILVA-JUNIOR et al., 2017). Até o presente
momento, ndo foi possivel realizar os ensaios frente ao T. cruzi. Porém, mesmo sem 0s
resultados bioldgicos, os ensaios de docking demonstraram que 0s compostos interagiram de
forma satisfatdria no sitio catalitico da enzima, e que estes resultados podem ser um indicio
que a cruzaina seja o alvo principal desta série. Por outro lado, apenas com os resultados

experimentais frente ao parasita e a enzima, tais hipdteses poderdo ser confirmadas

Tabela 8. Resultados de docking molecular dos compostos tiazdlicos

Composto Fit InteragOes
score Gly? Cys® Gly®® His®

8c (padrao) 56,26 VDW LH VDW LH doador ©
la 44.26 VDW LH VDW n-enxofre
1b 47,54 VDW VDW --- o-T
1c 46,02 VDW VDW o-T
1d 48,60 VDW VDW --- o-T
le 48,89 VDW VDW o-T
1f 48,17 VDW --- --- o-T
2a 50,59 VDW n-alquila VDW VDW
2b 51,38 VDW LH doador n VDW LH doador n
2C 51,90 VDW LH doador nt VDW LH doador =
2d 49,28 VDW VDW o-T
2e 49,71 LCH LH VDW n-enxofre
2f 49,84 VDW n-alquila VDW Empilhamento n-nt
3a 47,69 VDW n-alquila VDW Empilhamento T
3b 52,62 VDW LH doador n VDW LH doador nt
3c 54,07 VDW LH doador nt VDW LH doador n
3d 54,05 VDW LH doador n VDW LH doador nt
3e 52,91 VDW LH doador nt VDW LH doador nt
3f 49,14 VDW n-alquila VDW Empilhamento T
4a 56,51 VDW VDW n-enxofre
4b 51,67 VDW VDW n-enxofre
4c 51,12 VDW n-alquila --- LH doador &
4d 52,74 VDW VDW n-enxofre
4e 52,95 VDW n-alquila VDW VDW
4f 56,61 VDW VDW n-enxofre
5a 45,45 VDW n-alquila VDW VDW
5b 48,74 VDW
5¢c 49,56 VDW LH doador nt VDW LH doador nt
5d 52,06 VDW VDW n-enxofre
5e 48,32 VDW LH VDW n-enxofre
5f 50,67 VDW
6a 45,12 VDW n-alquila VDW LH doador nt
6b 46,88 VDW VDW
6c 46,22 VDW o-T
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6d
6e
6f
7a
7b
7C
7d
7e
7f
8a
8b
8c
8d
8e
8f
9a
9b
9c
9d
9e
of
10a
10b
10c
10d
10e
10f
1la
11b
11c
11d
1le
11f
12a
12b
12¢c
12d
12e
12f

48,17
46,83
46,30
44,81
48,61
48,09
42,84
47,58
45,64
49,91
49,64
49,71
49,32
49,71
49,30
50,20
52,77
53,04
46,62
43,63
51,50
54,77
53,18
55,01
54,27
55,63
54,24
53,74
53,93
53,90
56,65
51,68
55,25
53,28
53,30
52,88
48,07
53,56
48,28

VDW
VDW
VDW
VDW
LH doador ©
LH doador nt
VDW
LH doador nt
VDW
VDW
LH doador ©
LH doador nt
VDW
VDW
VDW
VDW
VDW
VDW
VDW
VDW
VDW
VDW
VDW
VDW
VDW
VDW
VDW
VDW
VDW
VDW
VDW
VDW
LH
VDW
VDW
VDW
VDW
VDW
VDW

VDW
VDW
n-alquila
VDW
LH doador ©
LH doador nt
LH doador nt
LH doador nt
n-alquila
n-alquila
LH doador ©
LH doador nt
LH doador ©
LH doador nt
n-alquila
LH doador nt
LH doador nt
n-alquila
n-alquila
n-enxofre
VDW
VDW
VDW
VDW
VDW
LH doador nt
n-enxofre
LH doador nt
n-enxofre
LH doador nt
VDW
VDW
n-enxofre
n-enxofre
LH
n-enxofre
VDW

-
o-T
LH doador n
VDW
LH doador =
LH doador =
LH doador =
LH doador =
VDW
VDW
LH doador =
LH doador =
LH doador n
LH doador =
Empilhamento nt-nt
VDW
LH doador n
LH doador =
VDW
VDW
VDW
LH doador =
Cation-nt
VDW
VDW
Cétion-nt
VDW
LH doador =
VDW
LH doador =
c-T
Empilhamento n-nt
VDW
n-enxofre
c-T
LH
n-enxofre
LH
n-enxofre

Fonte: Autor, 2022.
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6 CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

A doenca de Chagas e leishmanioses sdo doencas de impacto global, ocorrendo
principalmente na América, ameagando a populacdo que vive na pobreza sem saneamento
basico. Apesar de serem responsaveis por milhares de mortes todos os anos, sdo doencas
negligenciadas pelas empresas farmacéuticas, resultando em um arsenal terapéutico limitado.
Assim, é necessario investir mais na descoberta de novos medicamentos que possam ser
utilizados no tratamento, protegendo a populacéo desfavorecida.

O presente trabalhou mostrou métodos de sintese e purificacdo eficazes para tioureias,
tiossemicarbazidas, tiazois e tiadiazinas, com a obtencdo de 11 compostos intermediarios e 99
compostos finais, apresentando rendimentos variando entre 50 — 95%.

As técnicas de RMN foram efetivas em caracterizar os compostos, de forma que para
os compostos N-etila, N-alila, e N-benzila substituidos tiveram sua conectividade confirmada
por meio da técnica RMN 2D HMBC, observado o acoplamento entre o hidrogénio
metilénico e o carbono tiazdlico ligado ao anel aromaético. J& para os compostos N-fenila
substituidos a confirmacdo da conectividade foi por meio do experimento de RMN 2D
NOESY, com o acoplamento dos hidrogénios dos anéis arométicos

A técnica de DFT, por meio dos célculos de otimizacdo geométrica e orbitais
moleculares de fronteira, mostrou ser de grande importancia para explicar tanto 0 mecanismo
de reacdo para os compostos N-fenila substituidos, quanto a estabilidade dos possiveis
produtos, o que ajudou a explicar a formagéo dos produtos preferenciais.

Os resultados biol6gicos contra formas promastigotas e amastigotas de Leishmania
amazonensis mostrou atividade satisfatoria de 42 analogos, com Clso variando entre 1,37 —
9,67 uM contra formas amastigotas, com baixa toxicidade e indice de seletividade
satisfatorios. Dessa forma, foram apresentados os compostos 2f, 3f, 5¢ e 11f com os melhores
resultados (Clso de 1,78, 1,37, 2,09, ¢ 1,85 uM, respectivamente).

O protocolo de docking molecular foi devidamente validado, e os estudos de
modelagem molecular foram efetivos na construcdo da enzima CPla, no qual docking
molecular com os compostos 2f e 3f mostrou interagdes com residuos criticos (Cys'*® e
His?®), similar a inibidores encontrados na literatura. Além disso, simulacGes de dindmica
molecular demonstraram a formagdes de complexos estaveis com a enzima. Tais resultados
propdem que os compostos podem apresentar atividade contra a CPla. Finalmente, docking
molecular contra a cruzaina mostrou que 0os compostos apresentam afinidade e interacbes com

residuos criticos (Cys® e His'®), propondo que podem apresentar atividade contra cruzaina.
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Por meio dos estudos computacionais para a validagdo da regra de Lipinski e de Veber, foi
possivel mostrar que todos 0s compostos podem apresentar Otimas propriedades
biofarmacéuticas, sendo considerados bons candidatos a farmacos.

Como perspectivas deste trabalho serdo os ensaios bioldgicos frente as formas
tripomastigotas e amastigotas de Trypanosoma cruzi, bem como a confirmagdo dos alvos
biologicos cruzaina e CPla, verificando a influéncia das modificages moleculares na
atividade biologica. Além disso, estudos computacionais de docking molecular, dindmica
molecular, e DFT serdo realizados para caracterizar os principais mecanismos envolvidos na

inibicdo desses alvos.
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APENDICE A - Capitulos de livro publicados versando sobre temas relacionados a
presente tese, como planejamento de farmacos contra doencas negligenciadas, anti-
Chagas, e técnicas em modelagem molecular.

Scaffold de Tiofenos e seus derivados 2-aminotiofenos, nitrotiofenos e benzotiofenos
sdo estruturas privilegiadas no desenvolvimento e descoberta de farmacos. Sua ampla gama
de atividades biol6gicas culminou na descoberta de varios compostos hits e leads,
especialmente contra doencas tropicais negligenciadas. O presente capitulo relata as
caracteristicas atraentes desses derivados como material de partida na sintese de compostos
organicos a base de tiofeno e hibridos moleculares, destacando novos avang¢os no
planejamento racional de medicamentos contendo tiofeno contra tuberculose, leishmaniose e
hepatite (figura 1A).

Figura 1A: A funcdo do nucleo tiofeno em quimica medicinal de doencas tropicais
negligenciadas
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O uso de técnicas computacionais tornou-se cada vez mais comum em laboratorios de
quimica medicinal com foco em descobrir novos inibidores de cisteino proteases presentes em
diversos parasitas que fazem parte das doencas tropicais negligenciadas, principalmente
devido aos baixos custos e alta correlacdo com os resultados experimentais dos ensaios. Uma
técnica amplamente utilizada no design racional de compostos ativos é o docking molecular
de pequenos ligantes no local ativo a partir dos alvos bioldgicos. Neste capitulo, foi
demostrado em detalhes das diferentes técnicas de modelagem molecular aplicadas ao
desenvolvimento de novos inibidores contra a cruzaina (Trypanosoma cruzi); falcipaina
(Plasmodium falciparum); SmMHDACS8 (Schistosoma mansoni); nsP2 (virus Chikungunya); e
outros, como a familia catepsina; familia caspase, e virais (3CP", no Enterovirus 71 e 3CLP",
no Coronavirus). Finalmente, os estudos revelaram que a aplicacdo da modelagem molecular
¢ uma ferramenta poderosa para prever novas moléculas ativas e eficazes contra doencas

infecciosas (Figura 2A).

Figura 2A: Modelagem molecular aplicada no planejamento de inibidores de cisteino
proteases — Uma poderosa ferramenta na identificacdo de compostos hits contra doencas
tropicais negligenciadas.
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A aplicacéo das téecnicas de SBDD melhorou o arsenal farmacologico contra diversas
doengas, 0 que permitiu a descoberta de tratamentos inovadores, como os inibidores das
proteases do HIV-1. Neste capitulo, as principais técnicas de SBDD (ou seja, modelagem de

homologia; dindmica molecular e docking; descoberta de drogas de novo; modelagem de

Igor J. S. Nascimento



172

farmacoforos; descoberta de drogas baseada em fragmentos; e triagens virtuais de alto
rendimento) aplicadas para descobrir novos compostos de sucesso SARS-CoV-2 (COVID -

19) foram discutidas em detalhes (Figura 3A).

Figura 3A: Abordagens em planejamento de farmacos baseado em estrutura aplicadas contra
SARS-CoV-2 (COVID-19)
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Apéndice B: Artigos de revisdo de literatura publicados relacionados com a referida
tese, apresentando estratégias em planejamento de farmacos, modelagem molecular e
planejamento de inibidores de enzimas chave de alguns patdgenos.

As doencas virais sdo responsaveis por varias mortes em todo o mundo. Nos ultimos
anos, 0 mundo viu varios surtos causados por doencas virais que, por muito tempo, pareciam
ndo apresentar risco. S&o doencas hd muito esquecidas e, até hoje, ndo existem medicamentos
ou vacinas aprovados, levando a indlstria farmacéutica e diversos grupos de pesquisa a
correrem contra 0 tempo na busca por novos tratamentos farmacolégicos ou metodos de
prevencdo. Nesse contexto, o reaproveitamento de medicamentos mostra-se uma técnica
rapida e economicamente viavel, visto que utiliza medicamentos com perfil de seguranca bem
estabelecido. Assim, nesta revisdo, apresentamos 0s principais avangos no reaproveitamento
de medicamentos e seu beneficio para a busca de novos tratamentos contra doencas virais

emergentes (Figura 1B).

Figura 1B: Reposicionamento de farmacos: Uma estratégia para descobrir inibidores contra
infeccOes virais emergentes
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As doencas tropicais negligenciadas (DTNs) sdo um grupo de aproximadamente 20
doengas que afetam parte da populacdo em paises Sub e Tropicais. A busca por novas
alternativas terapéuticas contra tais doencas vem crescendo nos ultimos anos, apresentando as
cisteina proteases como a principal estratégia para a descoberta de novos farmacos
antitripanossémicos. Assim, as enzimas cruzaina e rodesaina sdo alvos amplamente

estudados, uma vez que a cruzaina estd presente em todas as fases da vida do parasita,
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relacionadas as fases de proliferacdo e diferenciacdo e infeccdo de macrdfagos; enquanto a
rodesaina estd relacionada ao processo de defesa imunologica. Assim, este manuscrito de
revisao sera direcionado aos inibidores de cruzaina e rodesaina desenvolvidos nos dltimos 10
anos, que poderdo fornecer base para novos compostos lideres na descoberta de novas drogas

tripanocidas (Figura 2B).

Figura 2B: Inibidores de cruzaina e rodesaina: Ultima década de avancos na busca de novos
compostos contra tripanossomiase africana e americana
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Nos ultimos anos, muitos surtos causados por virus de RNA (re)emergentes foram
relatados em todo o mundo, incluindo Flavivirus com risco de vida, como Dengue (DENV) e
Zika (ZIKV). Atualmente, existe apenas uma vacina licenciada contra a Dengue, a
Dengvaxia®. No entanto, sua administracdo ndo é recomendada para criangas menores de
nove anos. Ainda assim, ndo ha inibidores especificos disponiveis para tratar essas doencas
infecciosas. Dentre as proteinas flavivirais, a RNA polimerase dependente de RNA NS5
(RdRp) é uma metaloenzima essencial para a replicacdo viral, sugerindo que € um alvo
macromolecular promissor, pois ndo possui homoélogo humano. Atualmente, varios inibidores
de NS5 RdRp foram relatados, enquanto nenhum inibidor estd atualmente em
desenvolvimento clinico. Nesse contexto, esta revisdo constitui um trabalho abrangente
focado em inibidores de RdRp de fontes naturais, sintéticas e até mesmo de reaproveitamento.
Além disso, seus principais aspectos associados a relacdo estrutura-atividade (SAR),
mecanismos de acdo propostos, estudos computacionais e outros topicos serdo discutidos em
detalhes (Figura 3B).
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Figura 3B: Insights sobre a inibidores da RNA polimerase dependente de RNA NS5 (RdRp)
de Dengue e Zika.
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Desde novembro de 2019, a doenca do novo Coronavirus (COVID-19) causada pelo
agente etioldégico SARS-CoV-2 tem sido responsavel por varios casos em todo o mundo,
tornando-se pandémica em marco de 2020. Indlstrias farmacéuticas e académicos uniram
seus esforcos para descobrir novas terapias para controlar a doenga, uma vez que ndo existem
medicamentos especificos para combater este virus emergente. Assim, varios alvos foram
explorados; entre eles, a protease transmembrana serina 2 (TMPRSS2) tem ganhado maior
interesse na comunidade cientifica. Nesse contexto, esta revisdo descrevera a importancia da
protease TMPRSS2 e o0s avancos significativos na triagem virtual com foco na descoberta de
novos inibidores. Nesta revisao, observou-se que os métodos de modelagem molecular podem
ser ferramentas poderosas na identificacdo de novas moléculas contra 0 SARS-CoV-2. Assim,
esta revisdo pode ser usada para orientar pesquisadores em todo o mundo a explorar o
potencial biolégico e clinico de compostos que podem ser candidatos promissores a
medicamentos contra 0 SARS-CoV-2, agindo pela inibicdo da proteina TMPRSS2 (Figura
4B).
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Figura 4B: Modelagem molecular direcionada a serina protease 2 transmembrana
(TMPRSS2) como um alvo alternativo de drogas contra coronavirus

Send Orders for Reprints fo reprints@benthamscience.net

Current Drug Targets, XXXX, XX, 1-20 1

REVIEW ARTICLE

Molecular Modeling Targeting Transmembrane Serine Protease 2
(TMPRSS2) as an Alternative Drug Target Against Coronaviruses

Igor José dos Santos Nascimento', Edeildo Ferreira da Silva-Jinior"" and Thiago Mendonga de Aquino®”’

{Laboratory of Synthesis and Research in Medicinal Chemistry (LSRMEC), Institute of Chemistry and Biotechnology,
Federal University of Alagoas, Maceio, Brazil

Fonte: Autor, 2022

Igor J. S. Nascimento



177

Apéndice C: Artigos experimentais publicados utilizando técnicas de modelagem
molecular apresentados nessa tese, como docking e dindmica molecular, na descoberta
de novos compostos ou insights para o planejamento de farmacos.

Desde o final de 2019, o agente etiolégico SAR-CoV-2 responsavel por uma das
epidemias mais significativas da histdria tem causado graves danos econémicos, sociais e de
salde globais. A abordagem de reaproveitamento de farmacos e a aplicacdo de Structure-
based Drug Discovery (SBDD) utilizando técnicas in silico sdo cada vez mais frequentes,
levando a identificacdo de diversas moléculas que podem representar um potencial promissor.
Nesse contexto, utilizamos métodos in silico de triagem virtual, modelagem farmacoférica e
design de drogas baseado em fragmentos, além de dinamica molecular, mecénica
molecular/area de superficie de Poisson-Boltzmann (MM-PBSA) e docking covalente para a

identificacdo de potenciais tratamentos contra SARS-CoV-2 (Figura 1C).

Figura 1C: Reposicionamento de farmacos aprovados pela FDA direcionados a 3CLP™® do
SARS-CoV2: Um estudo aplicando Triagem Virtual, Dinamica Molecular, MM-PBSA
Célculos e docking covalente

Send Orders for Reprints to reprints@benthamscience.net
Letfers in Drug Design & Discovery, 2022, 19, 000-000 1

RESEARCH ARTICLE

Repurposing FDA-approved Drugs Targeting SARS-CoV2 3CLP™: A
Study by Applying Virtual Screening, Molecular Dynamics, MM-PBSA
Calculations and Covalent Docking

Igor Jose dos Santos Nascimento'", Thiago Mendonga de Aquino'* and Edeildo Ferreira da
Silva-Fanior™*”

!Laboratory of Computational Chemistry and Modeling of Biomolecules, Institute of Chemistry and Biotechnology,
Federal University of Alagoas, Maceié-AL, Brazil; *Laboratory of Medicinal Chemistry, Pharmaceutical Sciences Insti-
tute, Federal University of Alagoas, Maceid, Brazil; *Institute of Chemistry and Biotechnology, Federal University of
Alagoas, Maceio, Brazil

Fonte: Autor, 2022

A defesa do organismo contra agentes agressivos é realizada pelo sistema imune inato
por meio da ativagdo de receptores de reconhecimento de padrdes (PRRS). Inicialmente, esses
agentes sao reconhecidos pelo sistema imunolégico, resultando na resposta inflamatéria que
ativa a eliminagdo do patdgeno e o reparo tecidual. Os inflamassomas sdo macromoléculas

relacionadas a resposta do hospedeiro a agentes agressivos endo ou exogenos. Assim, a
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inflamacdo mediada por inflamassomas desempenha um papel importante na patogénese de
doencas, como disturbios neurodegenerativos, doencas autoimunes e diabetes tipo 2,
justificando sua atratividade como alvos de drogas. Uma das tarefas mais importantes
permanece no dominio de oligomerizacdo de ligacdo de nucleotideos ATPase dominio de
ligacdo de nucleotideos proteina 3 de receptores de repeticdo rica em repeticdes (NLRP3), no
qual o bloqueio de sua oligomerizacdo estd relacionado a inibicdo funcional de
inflamassomas. Aqui, realizamos docking molecular e simula¢@es de dindmica para NP3-146,
um analogo de MCC950, para obter informacgdes sobre a estabilidade do complexo e as

principais interacdes com residuos de aminoacidos de NLRP3 (Figura 2C).

Figura 2C: Estudos de simulagio de docking molecular e dindmica de um conjunto de dados
de inibidores de inflamassoma NLRP3
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Apéndice D: Trabalhos completos publicados em anais de eventos internacionais
versando sobre inibidores de cruzaina Uteis contra Doenca de Chagas.

Este trabalho teve como objetivo realizar uma triagem virtual usando um protocolo de
docking covalente e MM-PBSA em um conjunto de dados de biblioteca de medicamentos
aprovados pela FDA para buscar novos compostos Uteis contra esta cruzaina. Inicialmente,
1615 compostos aprovados pela FDA foram inspecionados visualmente quanto a presenca de
grupos quimicos reativos contra cisteina reativa a cruzaina (Cys®), seguido da escolha da
estrutura 3D mais adequada para os protocolos virtuais. Assim, 241 compostos foram
selecionados e os ensaios de docking covalente e os medicamentos com fit score covalente
superior a 100, foram selecionados para os célculos de MM-PBSA. Finalmente, 0s
medicamentos neratinib, sacubitril, alprostadil, trandolapril e florbetapir mostraram um escore
covalente entre 102,14 e 116,59; Valores de AG de ligagdo entre -72,851 e -148,811 Kcal/mol
calculados por MM-PBSA,; e intera¢des com os principais residuos da cruzaina (Cys?, His'®°,
Gly® e Gly®), apresentando melhores valores do que outros inibidores da cruzaina testados
experimentalmente. Nossos achados sugerem que essas drogas podem ser possiveis inibidores

da cruzaina, e ensaios bioldgicos devem ser realizados para confirmar seu potencial.

Figura 1D: Triagem virtual baseada em docking covalente e calculos de MM-PBSA preveem
os medicamentos neratinib, sacubitril, alprostadil, trandolapril e florbetapir como promissores
inibidores da cruzaina Uteis contra a doenca de Chagas.
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Virtual screening based on covalent docking and MM-PBSA
calculations predict the drugs neratinib, sacubitril, alprostadil,
trandolapril, and florbetapir as promising cruzain inhibitors useful
against Chagas disease.
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