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RESUMO

As leishmanioses referem-se a segunda maior causa de doencas infecciosas letais
relacionadas a protozoarios, acometendo cerca de 12 milhdes de pessoas em 98
paises, sendo 96% proveniente da forma visceral (Leishmania chagasi). No que diz
respeito ao tratamento destas doencgas, o arsenal terapéutico contra as leishmanioses
encontra-se limitado e ineficaz, com drogas utilizadas ha mais de 70 anos. Da mesma
forma, o cancer esta entre os lideres de causas de morte do mundo. Das 58 milhdes
de morte em 2005, 7,6 milhdes (13%) foram causadas pelo cancer. Mais de 70%
destas mortes acometem paises subdesenvolvidos e em desenvolvimento, onde 0s
recursos disponiveis para prevencdo, diagnéstico e tratamento do cancer sao
limitados ou inexistentes. Com isto, objetivamos a sintese e avaliacdo das atividades
biolégicas frente linhagens tumorais, bem como amastigotas do parasito L. chagasi de
novos derivados arilimidazélicos/pirimidinicos e quinolin-4-hidrazinotiazolidina via
hibridacao/rigidificagcdo molecular, caracterizados via espectroscopia de RMN de 13,
13C, IV e HPLC-UV, sendo todos os finais inéditos na literatura. Assim, foram obtidos
8 compostos finais imidazélicos/pirimidinicos bem como 7 compostos finais quinolin-
4-hidrazinotiazolidina. Comparativamente, a metodologia sintética via irradiagdo por
micro-ondas apresentou-se satisfatéria para os compostos imidazolicos/pirimidinicos
(85-95%, 20-40min) frente 65-80%, por 24h. Para a série quinolin-4-
hidrazinotiazolidina, obteve-se rendimento entre 87-95% (20-55min) via sonicacao,
comparando-se a 43-80%, por 24-36h, com pureza entre 90-98%. As substancias (72),
(75) e (76) apresentaram muita atividade citotoxica contra uma das linhagens celulares
de cancer humano utilizadas, onde as substancias (72) e (75) destacaram-se por
apresentar RCV % > 70 % contra todas linhagens testadas. Porém, a substancia (72)
mostrou um potencial citotoxico relevante frente a linhagem tumoral HL-60,

apresentando Clso= 2,4 uM, sendo assim a mais potente frente esta linhagem.

Palavras-chave: Leishmania chagasi; Anticancer; Tiazolidina, Quinolin

Imidazol/pirimidina.

ABSTRACT



Leishmaniasis refers to the second largest cause of protozoan-related lethal infectious
diseases, affecting about 12 million people in 98 countries, with 96% coming from the
visceral (Leishmania chagasi). With regard to the treatment of these diseases, the
therapeutic arsenal against leishmaniasis is limited and ineffective with drugs used for
more than 70 years. Similarly, cancer is among the leading causes of death in the
world. Of the 58 million deaths in 2005, 7.6 million (13%) were caused by cancer. Over
70% of these deaths occur in underdeveloped and developing countries, where
resources available for cancer prevention, diagnosis and treatment are limited or non-
existent. The aim of this study was to synthesize and evaluate the biological activities
against tumoral strains, as well as amastigotes of the L. chagasi parasite of new
arylimidazole / pyrimidine derivatives and quinolin-4-hydrazino thiazolidine via
molecular hybridization / rigidification, characterized by 13, 13C NMR spectroscopy , IV
and HPLC-UV, all of which are unpublished in the literature. Thus, 8 imidazole /
pyrimidine end compounds as well as 7 quinolin-4-hydrazino thiazolidine end
compounds were obtained. Comparatively, the synthetic methodology via microwave
irradiation was satisfactory for imidazole / pyrimidine compounds (85-95%, 20-40min)
and 65-80% for 24h. For the quinolin-4-hydrazino thiazolidine series, yield was
obtained between 87-95% (20-55min) via sonication, comparing to 43-80%, for 24-36h,
with purity between 90-98%. Substances (72), (75) and (76) showed a high cytotoxic
activity against one of the human cancer cell lines used, where substances (72) and
(75) tested. However, the substance (72) showed a relevant cytotoxic potential against
the HL-60 tumor line, presenting ICso = 2.4 uM, being therefore the most potent in this

lineage.

Keywords: Leishmania chagasi; Anticancer; Thiazolidine; Quinoline; Imidazole/

Pyrimidine.
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1. INTRODUCAO

De acordo com a Organizagdo Mundial de Saude (OMS), doencas
negligenciadas tropicais referem-se a um conjunto de 17 patologias de origem
bacteriana, parasitaria ou viral, que envolvem vetores, hospedeiros e ciclo de vida
complexos, acometendo cerca de 1 bilhdo de individuos e comunidades que vivem em
exclusdo social e pobreza, acarretando em um grande problema de saude publica
mundial (ALVAR et al., 2012; WHO et al., 2013).

Dentre os anos de 2000 e 2011, apenas 4% de todos os farmacos aprovados
(e 1% de novos farmacos) referiam-se ao tratamento de doencas negligenciadas, o
gue demonstra profundo desinteresse em pesquisas que visam descobrir novos
farmacos e tratamentos para tais patologias (PEDRIQUE et al., 2013).

Dentre estas patologias, as leishmanioses, segunda infec¢do parasitaria mais
letal, configuram grande importancia no contexto mundial e brasileiro, caracterizada
por ser um complexo de doencas infecciosas causadas por mais de 20 protozodrios
do género Leishmania spp., transmitidas pelo inseto flebotomineo Lutzomyia spp.
(WHO et al., 2013).

Como manifestacdes clinicas, podem causar lesdes e ndodulos na pele e
mucosa (leishmaniose cutanea — LC), bem como atingir as visceras (leishmaniose
visceral — LV), forma mais grave, causando perda de peso, hepato-esplenomegalia,
além de levar a 6bito ( BRASIL, 2013; BRASIL, 2014; WHO, 2013).

As principais espécies encontradas no Brasil causadoras da forma cutanea sao
L. amazonensis, L. braziliensis e L. guyanensis, além da L. chagasi, agente etiol6gico
da forma visceral da doenca (BRASIL, 2013; BRASIL, 2014).

As leishmanioses afetam cerca de 12 milhdes de pessoas em 98 paises, com
aproximados 200 a 400 mil novos casos de leishmaniose visceral - 90% destes
ocorrentes em Bangladesh, Brasil, Etiopia, india, Nepal e Suddo - e 700 a 1 milhdo
referentes a leishmaniose cutanea, com 20-40 mil mortes a cada ano. Ressalta-se,
ainda, que em apenas 33 paises os dados desta enfermidade séo reportados (ALVAR
et al., 2012; WHO, 2013).

No que diz respeito a América Latina, o Brasil representa uma das maiores
areas endémicas da leishmaniose, sendo responsavel por 96% dos casos de LV,
sendo a maior parte destes localizados na regido nordeste (BRASIL, 2014), além de
38% dos casos de LC, no ano de 2013 (BRASIL, 2013).
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Atualmente, o arsenal terapéutico contra as leishmanioses dispde de poucos
farmacos (Figura 6, pagina 27), onde grande parte dos compostos conferem severa
toxicidade e diversos efeitos secundarios, somados a quimiorresisténcia apresentada
pelo parasita, o que configura uma terapia ineficiente (ANTINARELLI et al., 2016;
MENDONCA-JUNIOR & AQUINO, 2015; RAMIREZ-PRADA et al., 2017).

Sendo assim, os farmacos de escolha para o tratamento das leishmanioses sé&o
antimoniais pentavalentes, como o0 Antimoniato de N-metilglucamina (NMG -
Glugantime®, distribuido pela rede Unica de salde gratuitamente no Brasil, e o
Estibogluconato de Sédio (SGS — Pentostam®), em que estes sdo usados desde os
anos 1940, apresentando importante toxicidade cardiovascular, além ja terem sido
reportados alguns casos de resisténcia (BRASIL, 2013; BRASIL, 2014).

Como tratamento de segunda escolha observa-se a Anfotericina B e a
pentamidina, utilizadas no Brasil, além da paromomicina e miltefosina, em que tais
farmacos sédo administrados, especialmente, em casos de resisténcia. Porém, assim
como os antimoniais, apresentam importante toxicidade em sua administracédo, além
de possuirem baixo indice terapéutico (BRASIL, 2013; BRASIL, 2014; DUTRA et al., 2014).

Vérios derivados estdo sendo desenvolvidos atualmente em busca de novas
moléculas com atividade leishmanicida (ALVES et al., 2015). Dentre estas, pode-se
citar os compostos aminoguanidinicos e tiossemicarbazonas, em que estes estédo
sendo reportados como potenciais agentes antiparasitarios, por possivelmente
atuarem como moléculas amidamimética que agem na inibicdo proteolitica do
parasito, o que impede seu crescimento e consequente morte, sendo bastante
estudados em pesquisas recentes de nosso grupo de pesquisa (FRANCA, 2014).

Com isto, este trabalho aborda a realizacdo de modificagbes em torno de tais
estruturas, a partir da rigidificacdo envolvendo diferentes dieletrofilos, obtendo-se,
assim, os heterociclos imidazol e pirimidina a partir da aminoguanidina, bem como
tiazolidina e pirimidina mediante tiossemicarbazona, configurando novas classes com
potencial atividade antileishmania, tendo-se reportado alguns trabalhos recentemente
(CHADHA et al., 2015; MARRAPU et al., 2011;0H et al., 2014).

Assim, h4 uma grande necessidade em desenvolver novas moléculas ativas
contra L. chagasi, que possam ter maior eficacia, maior segurancga, acesso e baixo

custo a populacéo.
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Da mesma forma, o cancer esta entre os lideres de causas de morte do mundo.
Das 58 milhdes de morte em 2005, 7,6 milhdes (13%) foram causadas pelo cancer.
Mais de 70% destas mortes acometem paises subdesenvolvidos e em
desenvolvimento, onde o0s recursos disponiveis para prevencdo, diagnéstico e
tratamento do cancer séo limitados ou inexistentes. Em adicao, projecdes apontam
gue as mortes devido ao cancer tendem a aumentar: 9 milhdes, em 2015, e 11,4
milhdes, em 2030 (GLOBOCAN, 2012; INCA, 2011).

Os agentes antineoplasicos mais empregados no tratamento do cancer séo:
agentes antimetabalitos, agentes tubulo-afins, inibidores da topo I, Inibidores da topo
II, analogos das purinas, analogos das pirimidinas, agentes alquilantes, inibidores da
RNA-polimerase, agentes intercalantes, inibidores da sintese de proteinas e agentes
cindidores de DNA. Nos ultimos anos, compostos intercalantes de DNA tém recebido
muita atencéo por parte dos cientistas, devido ao potencial terapéutico no tratamento
do cancer em geral (PETERSON et al., 2009; SMITH et al, 2009).

Dentre estes intercalantes, podemos citar as quinolinas, onde o seu potencial
terapéutico anticancer esta relacionado com a capacidade de interagir
especificamente com o DNA, bem como com outros alvos biolégicos, incluindo as
topoisomerases | e Il e proteinas quinases (AFZAL et al, 2014).

Além das quinolinas, outra classe de heterociclos desperta o interesse em
diversos grupos de pesquisa na area de quimica medicinal. Estamos falando das
tiazolidinas, as quais sdo compostos heterociclicos pentagonais contendo em sua
estrutura um atomo de enxofre e um de nitrogénio. Sua utilizagdo em sintese orgéanica
é de grande importancia, tendo em vista as diversas atividades biolégicas relacionadas
a seus analogos estruturais, tais como anticancerigena, anti-inflamatoria,
anticonvulsivante, hipoglicemiante e antiviral (ASSATI et al., 2014).

Diante do conteldo exposto, objetivamos sintetizar novos compostos
quinolinicos, a partir do potencial biol6gico desta classe de compostos, introduzindo
0S anéis tiazolidinona ou 4-tiazolidinona, para que estes sejam avaliados quanto suas

respectivas citotoxicidades e Clso.
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2. FUNDAMENTACAO TEORICA

Nos dias atuais, as doencas negligenciadas afetam mais de 1 bilh&o de pessoas
em todo o mundo. Deste total, observa-se um numero de 12 milhdes de pessoas em
98 paises acometidos pelas leishmanioses (ALVAR et al., 2012; BRASIL, 2013;
BRASIL, 2014, TAHA et al., 2017; RAMIREZ-PRADA, 2017; WHO, 2013).

No entanto, o presente arsenal terapéutico contra as leishmanioses apresentam
poucos farmacos, constituindo uma farmacoterapia ineficaz, em que ja foram
reportados casos de quimiorresisténcia apresentada pelo parasita, além de toxicidade
e varios efeitos deletérios (ANTINARELLI et al., 2016; MENDONCA-JUNIOR &
AQUINO; 2015).

Desta forma, algumas modificagdes moleculares apresentam grande eficacia
no que diz respeito ao desenvolvimento de novos derivados antiparasitarios, em
especial leishmanicidas. Assim, a rigidificacdo molecular, bem como hibridacdo
molecular, constituem importantes ferramentas na obtencéo de moléculas ativas frente
as leishmanias, em que a quimica medicinal tem voltado os olhos para tais métodos,
sendo reportados alguns trabalhos recentes (CARDOSO et al., 2014; GOMES et al.,
2016; MOREIRA et al., 2014; RASHID et al., 2016).

Com o intuito de reduzir a incidéncia das leishmanioses, o controle desta
doenca vem sendo feito através da eliminacdo do vetor com inseticidas, bem como o
tratamento de pessoas infectados, a fim de se reduzir a transmissao através destes
(BRASIL, 2014; CAPUTTO et al., 2011; WHO, 2013).

2.1 Transmissao, Ciclo Bioldgico e Patogenia

A transmissdo da leishmaniose visceral (LV) ocorre através da acédo do vetor
Lutzomyia longipalpis ou L. cruzi (Figura 1, pagina 23) onde as fémeas destes
invertebrados, quando infectados pelo parasito L. chagasi, acabam transmitindo-o aos
humanos através do repasto sanguineo (BRASIL, 2014; KONE et al., 2016; RAMIREZ-
PRADA et al., 2017).

Figura 1 - Flebotomineo L. longipalpis fémea
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FONTE: BRASIL, 2014.

Desta forma, havendo parasito no sangue periférico, o vetor ira se reinfectar no
momento do repasto e logo apds, da mesma forma, transmiti-lo a um individuo que
nao esteja infectado. No entanto, vale ressaltar que ndo existe casos reportados, até
os dias atuais, de transmissédo de individuo-individuo de LV (BRASIL, 2014; KEVRIC
et al., 2015; WHO, 2013).

O ciclo infeccioso ocorre no momento do repasto, 0 vetor ingere macréfagos
contendo a forma amastigota (Figura 2b, pagina 23) do parasito, sendo entéo liberadas
no intestino deste. Logo apds, a forma amastigota multiplica-se sob a forma de
promastigotas (Figura 2a, pagina 23), que irdo infectar o hospedeiro vertebrado no
momento em que for picado pelo mosquito. Novamente, as promastigotas infectam os
macrofagos, multiplicando-se sob a forma de amastigotas, fazendo com que haja

rompimento destes, e, assim, liberando-as (Figura 3, pagina 24).

Figura 2 - Formas promastigotas (a) e amastigotas (b) da L. chagasi.

FONTE: BRASIL, 2014 (EDITADO).

Figura 3 - Ciclo bioldgico do parasito.
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Dentre as manifestagdes clinicas, ocorre comumente no individuo acometido
pelo parasito em sua forma inicial: palidez cutanea, febre normalmente por menos de

quatro semanas e, principalmente, hepatoesplenomegalia (Figura 4, pagina 24).

Figura 4 - Manifestagdes clinicas na infec¢éo aguda.

\
FONTE: BRASIL, 2014 (EDITADO).

No entanto, na fase cronica da infec¢cdo, o individuo acometido apresenta
manifestagdes clinicas mais severas, ocasionando diversas lesdes cultaneo-mucosas,
febre perstistente, imunossupressao devida linfoadenopatia, podendo levar a 6bito
(Figura 5, pagina 25).

Figura 5 - LesBes cutaneo-mucosas causadas pela LV.
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FONTE: KEVRIC et al., 2015 (EDITADO).

2.2 Farmacologia atual da leishmaniose visceral

Dentre os aspectos farmacoldgicos abordados frente a terapia leishmanicida,
observa-se, nos dias atuais, um arsenal terapéutico limitado, ineficiente, além de
conferir aos individuos acometidos por tal infeccdo severos efeitos deletérios (Figura
6, pagina 20) (ANTINARELLI et al., 2016; ELMAHALLAWY & AGIL, 2015;
MENDONCA-JUNIOR & AQUINO; 2015; RAMIREZ-PRADA et al., 2017).

Desta forma, como tratamento de escolha no Brasil para infeccfes causadas
por leishmanioses, sdo utilizados os antimoniais pentavalentes - Antimoniato de N-
metilglucamina (NMG — Glugantime®; Estibogluconato de Sédio - SGS — Pentostam®),
sendo o primeiro distribuido gratuitamente pelo Sistema Unico de Satde (SUS)
(BRASIL, 2014) (Figura 6, pagina 26). No entanto, sdo farmacos que, pelo fato de
estarem sendo administrados a partir da década de 1940, apresentam resisténcia
parasitaria, bem como diversos efeitos deletérios no paciente (BRASIL, 2013; BRASIL,
2014).

Além dos antimoniais, sdo também utilizados os farmacos Anfotericina B e a
pentamidina, bem como a paromomicina e miltefosina, sendo este o Unico de via oral
(Figura 6, pagina 26), normalmente utilizados quando se ha caso de resisténcia
parasitaria, em que também demonstram importante toxicidade para o individuo
(BRASIL, 2013; BRASIL, 2014; ELMAHALLAWY & AGIL, 2015; KOVRIC at al., 2015;
RAMIREZ-PRADA et al., 2017).

Figura 6 - Farmacos atualmente utilizados na terapéutica leishmanicida.



26

OH
HO o o
5 o OH NN TN
HO 0] _ \{ H2N NH2
N\ _, _O—Sb-0O -
0-Sb< AN Pentamidina
7/ OH O - NH NH
- 0] (0]
(6]
O

Estibogliconato de sddio

o -
|

/\/\/\/\/\/\O/ ﬁ\
o

Miltefosina

@)
HoN OH Anfotericina B j;/\(
OH
o HO OH

NH; 0" O OoH CHs
HO o] OH NH
o)
I
HO PN NH, H——OH O//Sb‘OH
o HO——CH,
N H——OH
Paromomicina H OH Glucantime
HO

FONTE: BRASIL, 2013; BRASIL, 2014; DUTRA et al., 2014; MENDONGCA-JUNIOR &
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2.3 Quinolinas frente leishmaniose

Quinolinas sao importantes heterociclos de ocorréncia natural que possuem
potencial atividade farmacologica descrita para diversas patologias. Dentre o0s
farmacos mais conhecidos, pode-se citar os antimalaricos Quinina, Quinidina,
Cloroquina, Mefloquina, Amodiaquinina, Primaquine, dentre outros. Como
antibacteriano as fluoroquinolonas Ciprofloxacino, Gatifloxacino. O antiviral
Saquinavir, antiprotozoarios/fungos o Clioquinol, anti-helmintico Oxamniquina,
anestésico local Dibucaina, o antiasmético Montelukast, antipsicoticos como
Aripiprazol e Brexpiprazol, antglaucoma Cartiolol e Vesnarinona como cardiotdnico
(BAWA et al., 2010; KUMAR et al., 2009).
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Desta forma, pelo seu potencial farmacoldgico antiparasitario, as quinolinas
vém sendo reportadas em diversos estudos, atualmente, como um potencial
heterociclo no desenvolvimento de derivados frente as leishmanioses (ANTINARELLI
et al., 2016; COIMBRA et al., 2016; RAMIREZ-PRADA et al., 2017).

Em estudo recente realizado por Devine e colaboradores (2017), foi reportado
um novo derivado amino-quinolinico (1) frente amastigotas do parasito L. major, onde
0 estudo demonstrou que tal molécula possui uma Clso=0.37 pM, configurando um
esqueleto promissor frente tal parasito.

|_;I:I
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Também em estudo recente, Coa e colaboradores (2015) demonstraram um
novo composto quinolinico (2) com potencial atividade frente amastigotas do parasito
L. panamensis, em que este possui uma Cls=0.8 pM, sendo analisado o potencial

deste heterociclo frente diferentes leishmanioses.

1 H

BES !
° o O
(2)
Foi observado, também, em estudo desenvolvido por Antinarelli e
colaboradores (2016), que a substituicdo do esqueleto quinolinico por um atomo de
cloro na posicéo 7, bem como a inser¢cdo de um grupamento hidrazino na posicao 4

favorece a acgao leishmanicida deste heterociclo, onde o composto obtido (3) possui

uma Cls0=8.1 uM frente amastigotas da espécie L. amazonensis.
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Ainda relacionado ao desenvolvimento de novos derivados quinolinicos 4,7-
cloro, hidrazino-substituidos frente a espécie L. chagasi, foi reportado um novo
composto (4) em estudo realizado por Coimbra e colaboradores (2013), onde este
demonstrou Cls0=0.8 UM frente promastigotas desta espécie. Assim, observou-se, em
tal estudo, que a substituicdo por um atomo de cloro na posicdo 7, bem como a

insercao de um espacador hidrazino na posic¢ao 4 favorece a atividade leishmanicida.
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2.4 Tiossemicarbazonas e tiazolidinas leishmanicida

As tiossemicarbazonas configuram um importante grupamento privilegiado,
contendo trés atomos de nitrogénio agrupados em uma tionila, que confere atividade
farmacoldgica frente varias doencas, como anticancer, antiparasitario e antimicrobiano
(MANZANO et al., 2016; MOREIRA et al., 2014; SILVA & SILVA, 2017).

Nesse sentido, tal grupamento quimico foi descrito em diversos estudos como
sendo um potente inibidor de cisteina protease, enzima esta presente em parasitos
como os do género Leishmania. Com isto, tal enzima configura importante alvo de
desenvolvimento de novos derivados leishmanicidas, conforme reportado em
trabalhos recentes (BRITTA et al., 2014; MELOS et al., 2015; PERVEZ et al., 2014).

Foi citado por Manzano e colaboradores (2016) um novo derivado
ariltiossemicarbazb6nico promissor (5), composto por um benzil imino-substituido com
0 grupamento tiossemicarbazona, demonstrando Cls0=0.8 pM frente amastigotas de

L. donovani.

5
NHN/\k‘NHz
~ H

(5)
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No mesmo sentido, foi proposto por Schroder e colaboradores (2013) a sintese
de um composto ariltiossemicarbazoénico (6), possuindo um anel furano em sua
composicdo, em que tal derivado apresentou uma Cls0=0.07 uM promissora frente

amastigotas de L. mexicana.

(6)

O heterociclo tiazolidina, um anel planar de 5 membros, tem sido reportado
como um importante agente utilizado no desenvolvimento de novos derivados para a
terapia leishmanicida, despertando o interesse da quimica medicinal pelo fato de
apresentar diversas atividades biolégicas: antidiabético, anti-inflamatdrio,
antioxidante, antimicrobiano, bem como atividade contra o cancer (BHUNIYA et al.,
2015; BEKHIT et al., 2015; CHADHA et al., 2015; SWATHI et al., 2014).

Desta forma, foi demonstrada recentemente por Bekhit e colaboradores (2015)
a atividade frente amastigotas de L. aethiopica de um novo derivado tiazolidinico (7),
configurando um importante heterociclo no desenvolvimento de novas moléculas

frente a terapia leishmanicida. Tal derivado possui uma Clso=0.19 uM.

No mesmo trabalho, o referido autor apresentou outro promissor derivado frente
amastigotas do parasito supracitado, tendo este derivado tiazolidinico (8) uma
Cl50=0.3 pM.
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(8)

2.4.1 Obtencéo sintética das Tiazolidinas/tiazinas

No que diz respeito a obtencao sintética do heterociclo tiazolidina, este pode
ser produzido a partir de diversos grupamentos, como, tiouréias, tiocarbamatos,
tiossemicarbazonas, tiocianatos (CHADHA et al., 2015; HAVRYLYUK et al., 2016;
SILVA-JUNIOR et al., 2016).

No entanto, consiste num método de importante eficacia e simplicidade a
obtencdo do heterociclo tiazolidinona 4-substituido, em que se é utilizado como
material de partida as tiossemicarbazonas, bem como acidos a-haloacéticos, em que
haveréa a ciclizacédo da regido tioamida das tiossemicarbazonas através deste agente
dieletrofilico (Figura 7, pagina 31) (CHADHA et al., 2015; HAVRYLYUK et al., 2016).
Contudo, faz-se de suma importancia para a eficacia sintética deste nucleo a utilizacédo
de solvente polar num pH basico, utilizando-se para isto bases como acetato de sddio
anidro ou piridina. Tal fato se d&a por conta do grupamento imino formado ser vuneravel
a hidrdlise acida (AQUINO et al., 2010; CHADHA et al., 2015).

Figura 7 - Obtencdo de tiazolidinonas a partir da ciclizagdo de

tiossemicarbazonas por acidos a-haloacéticos
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FONTE: AQUINO et al., 2010; CHADHA et al., 2015 (ADAPTADO).

A ciclizacdo de Hantzsch incide importante metodologia para a obtencéo
sintética de tiazéis (Figura 8, pagina 31), onde, a partir da utilizacado desta via, pode-
se obter os produtos idealizados de forma simples, rapida, com rendimentos elevados
e pouca formacao de subprodutos, favorecendo a purificagdo da reacdo (CARDOSO
et al., 2014; KIM et al., 2013). Desta forma, tal metodologia utiliza como substrato a-
bromocetonas, em que estes dieletréfilos funcionam como agentes ciclizantes de metil
ou feniltioamidas, em solvente prético polar (etanol, principalmente), obtendo-se o
heterociclo tiazol 3,5-substituido (KIM et al., 2013).

Figura 8 - Ciclizagdo de Hantzsch para obtencéo de tiazois
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FONTE: KIM et al., 2013 (ADAPTADO).

Como metodologia sintética de obtencdo de tiazolidinas ou diidrotiazois
substituidos bastante utilizada, observa-se a ciclizacdo de tiouréias substituidas a
partir de haloalcanos como agentes dieletrofilicos, de forma semelhantes a ciclizacdo
de Hantzsch (CHADHA et al., 2015; HAVRYLYUK et al., 2016). Desta forma, um
haloalcano utilizado de forma corriqueira na sintese destes compostos é o 1,2-
dibromoetano, em que este pode ser utilizado como agente dieletrofilico que ira ciclizar
a regido tioamida da tiouréia substiduida, obtendo-se, entdo, o requerido heterociclo
tiazolidinico devidamente substitudido (CHADHA et al., 2015; HAVRYLYUK et al.,
2016).
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A obtencéo do heterociclo tiazina pode ser feita na mesma via das tiazolidinas
(Figura 9, pagina 32), utilizando-se, de maneira semelhante, tiouréias como
substratos, além de haloalcanos como agentes dieletrofilicos para ciclizagéo desta. No
entanto, utiliza-se um haloalcano com cadeia alifatica em numero de trés carbonos,
como o 1,3-dibromopropano, para que este seja utilizado para ciclizar a tioamida e,
assim, obter o requerido heteroclico substituido (CHADHA et al., 2015; HAVRYLYUK
et al., 2016; KIM et al., 2013).

Figura 9 - Sintese de tiazolidinas/tiazinas a partir de haloalcanos e tiouréias.
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FONTE: CHADHA et al., 2015; HAVRYLYUK et al., 2016 (ADAPTADO).

2.5 Aminoguanidinas, imidazéis e pirimidinas antileishmania

Guanidina refere-se a uma substancia alcalina em que esta contém um atomo
de carbono hibridizado sp? em seu centro, sendo este ligado a um grupo -NH, além de
dois grupos -NH2. Desta forma, denomina-se guanilidrazona ou aminoguanilidrazona
(AGH) determinada substancia em que o grupamento aminoguanidina (ou seja, um
grupo -NH2 ligado a uma das duas extremidades da guanidina) ligado a um
grupamento -R por meio de uma ligacdo hidrazona (R-C=N-NH-R’) (BAIRWA et al.,
2010; CLAYDEN et al.,, 2009; RACZYNSKA et al., 1994; SOLOMONS, FRYHLE,
SNYDER, 2014) (Figuras 10 e 11, pagina 33).

Figura 10 - Derivados de aminas e seus respectivos pKa.


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0960894X10000430#!
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FONTE: RACZYNSKA et al., 1994 (ADAPTADO).

Figura 11 - Estrutura quimica da Aminoguanidina e Aminoguanilidrazona.

Aminoguanidina Aminoguanilidrazona
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FONTE: AUTOR, 2017.

A luz da quimica medicinal, as aminoguanilidrazonas representam importante
grupamento para o desenvolvimento de compostos bioativos, onde diversos estudos
sdo reportados na literatura relatando atividade antituberculose (BAIRWA et al., 2010);
antimaléria (LIU et al., 2011); antifangica (AJDACIC et al., 2016), além de trabalho
citado por nosso grupo de pesquisa referente a atividade anticancer (FRANCA et al.,
2016).

Foi também reportada por nosso grupo de pesquisa em estudo realizado por
Franca (2014) atividade leishmanicida frente promastigotas de Leishmania braziliensis
de alguns derivados aminoguanilidrazénicos. Assim, foram observados compostos
com Clso abaixo do farmaco padrao pentamidina (Clso=4.70 uM), que também é uma
amidina, demonstrando potencial leishmanicida a ser explorado destas substancias
(9-12) (Clso entre 0.49 e 4.00 pM dentre quatro compostos mais ativos da série
proposta em tal estudo).


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0968089616300700#!
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2.6 Imidazdis/pirimidinas antileishmania

O ndcleo imidazol refere-se a um heterociclo planar de 5 membros, sendo 3
carbonos e 2 nitrogénios nas posicdes 1 e 3 (Figura 12, pagina 34), estando este
presente no aminoacido histidina, bem como diversos farmaco atualmente no mercado
farmacéutico (Figura 13, pagina 35) (KHAN et al, 2014; MUNOZ, 2015;
NARASIMHAN et al., 2011).

Figura 12 - Heterociclo planar imidazol, bem como seus hibridos de ressonancia
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FONTE: MUNOZ, 2015 (ADAPTADO).

Desta forma, observa-se uma grande versatilidade no que diz respeito as
atividades farmacolbégicas encontradas neste heterociclo, em especial anti-

hipertensivo  (13,14,15), anti-fungica (todos comercializados como misturas
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racémicas) (16,17,18), bem como utilizado no tratamento de Ulceras gastricas (19,20)

(Figura 13, pagina 35).

Figura 13 - Farmacos atualmente no mercado contendo o nucleo imidazol
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FONTE: MUNOZ, 2015 (ADAPTADO).

Além destas atividades descritas, este heterociclo também tem demonstrado
atividade frente espécies de leishmania, onde foi observado em trabalho reportado por

Liu e colaboradores (2014) atividade perante amastigotas de Leishmania amazonensis
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(21,22), onde o composto (21) obteve resultado abaixo, quantitativamente, do

farmaco-padréo pentamidina (Cls0=0.83 pM para a mesma espécie analisada).

NHWHN NH L I\ ) HN
N N

(21) Clsp=0.37 uM (22) Clsy=5.0 uM

Neste mesmo estudo, 0s autores reportaram a mesma atividade leishmanicida
em derivado pirimidinico (23), em que este referido composto apresentou uma
Cls0=0.7 uM, onde este também apresentou resultado quantitativo abaixo do farmaco-
padréo pentamidina.

A M

2.6.1 Obtencéo sintética dos imidazois/pirimidinas

O heterociclo imidazol (5 membros) pode ser obtido sinteticamente de forma
semelhante por diversas vias bem conhecidas na literatura quimica, da mesma forma
gue o heterociclo pirimidina. Neste, basta utilizar um substrato com um carbono a mais
para que se produza tal heterociclo (6 membros) (Figura 14, pagina 37). Exemplo disto
€ a obtencdo via reacdo de Radziszewski (RADZISZEWSKI, 1882), uma das mais
difundidas e utilizadas.



37

Figura 14 - Vias sintéticas de obtencdo dos heterociclos imidazol/pirimidina
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FONTE: MUNOZ, 2015 (ADAPTADO).

Sendo assim, conforme se observa na figura a cima, diversas maneiras de se
obter estes heterociclos séo reportadas na literatura. Desta forma, pode-se sintetizar
utilizando metodologia em que se utiliza N-(B8-ceto)-amidas (24) e amébnia (LEE &
BALASUBRAMANIAN, 2000; CLAIBORNE et al., 1998; BLEICHER et al., 2002; LI &
LAW, 2005); por meio de reacéao de cicloadicdo (25) e (26) [3+2], utilizando cobre como
catalizador (TANG et al., 2013); por meio de rearranjo de Hetero-Cope (27) (LANTOS
et al.,1993); pode-se obter também via bases de Schiff (28) e ciclizagdo de a-acilamino
(29) (KATRITZKY, 2000); pode ser obtido também por meio de ciclizagdo de o-
pentafluorobenzoilamidoximas (30) catalisada com paladio (ZAMAN et al., 2005); além

destes, também foi reportada na literatura a obtencao via sais de 1,2,4-tiadiazois (31)
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(ROLFS & LIEBSCHER, 1997), bem como via cicloadicdo cruzada entre isocianetos
(32) e (33) (KANAZAWA et al., 2006); foi demonstrada também a condensacao entre
aminonitrilas (34) e derivados a-aminocarbonilicos (35) (EICHER e HAUPTMANN,
2003); ainda, compostos carbonilicos funcionalizados como a-halocetonas (36)
podem ser utilizados como substrato para ciclizacdo de N-acetil guanidinas (37)
(LITTLE & WEBBER 1994). Por fim, pode ser, ainda, obtidos via reacéo de ciclizacao
entre amidinas (38) com derivados a-hidroxicetonas (39) e acroleinas substituidas (40)
(SHILCRAT et al., 1997).

2.7 Rigidificacdo molecular (restricdo conformacional): potencial estratégia da

quimica medicinal no desenvolvimento novos derivados antiparasitarios

Restricdo conformacional tem sido utilizada pela quimica medicinal como sendo
uma potencial alternativa frente o desenvolvimento de novos derivados perante varias
doencas (MOREIRA et al., 2014; RASHID et al., 2016).

Vérios estudos recentes demonstraram que a restricdo conformacional de
compostos constitui numa virtual estratégia de aumento de suas atividades
farmacoldgicas, haja vista que esta técnica eleva a energia rotacional numa
determinada ligacdo que poderia ter rotacao livre. Desta forma, a restricdo promove
uma melhor interacdo farmacodinamica entre ligante e alvo, uma vez que, restringindo
possiveis rotacdes na molécula, promove maior rigidez na por¢cédo farmacoforica que
poderia ndo interagir com grande eficacia com o alvo farmacolégico, bem como auxilia
na reducao da citotoxicidade de tais compostos (BLAU et al., 2013; CARVALHO et al.,
2012; KAMAL et al., 2011; YONEZAWA et al., 2013).

No que diz respeito ao desenvolvimento de novos derivados antiparasitarios,
esta estratégia vem sendo vista com bons olhos pela quimica medicinal, resultando
em alguns estudos que demonstraram a eficacia restricdo conformacional frente a
parasitas (BLAU et al.,, 2013; CARVALHO et al.,, 2012; KAMAL et al., 2011,
YONEZAWA et al., 2013).

Desta forma, Cardoso e colaboradores (2014) publicaram estudo em que foi
avaliada a influéncia da rigidificacdo da tiossemicarbazona em varios derivados,
ciclizando sua porcao tioamida para obter o heterociclo tiazolidina. Com isto, foi

concluido que tal estratégia elevou a seletividade dos compostos frente o parasito
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Trypanosoma cruzi, produzindo compostos mais efetivos e menos téxicos. Conforme
pode-se observar na figura 15, pagina 39, a atividade frente tripomastigota e
epimastigota foi elevada de Cls0=17.3 e 119.5uM referente ao composto de

conformacao livre (41) para 1.2 e 4 uM para o composto de conformacao restrita (42).

Figura 15 — Derivado tiossemicarbazonico de conformacéao livre e tiazolidinico

(conformacéo restrita)
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FONTE: CARDOSO et al., 2014 (ADAPTADO).

Em recente estudo, Gomes e colaboradores (2016), demonstraram o aumento
da atividade tripanocida de alguns derivados tiossemicarbazonicos, em que estes
foram rigidificados em sua porcao tioamida com varios dieletréfilos, produzindo
moléculas com maior seletividade frente T. cruzi, além de reduzi a citotoxicidade
destes, conforme se observa na figura 16, pagina 39. Desta forma, foi apresentada,
para o composto nao-rigidificado, uma toxicidade de 34.94 uM. No entanto, para 0s
compostos rigidificados, foi elevada a uma concentracdo >100 pM, tornando-o0 menos

toxico.

Figura 16 — Diminuicdo da toxicidade dos derivados tiossemicarbazbnicos

rigidificados
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Em estudo realizado por Silva-Junior e colaboradores (2016), foi reportado o
planejamento, sintese e atividade de derivados tiofen-2-iminotiazolidina, em que o0s
autores analisaram a influéncia do derivado néo rigidificado (43) e rigidificado (44)
frente a inibicdo da enzima cruzaina do parasito Trypanosoma cruzi. Desta forma, foi
apresentado como resultado, ap0s os devidos ensaios, que os derivados nao
ciclizados ndo demonstraram valores quantitativos de inibicdo da enzima em pM. No
entanto, ao rigidificar tais compostos em sua regido tioamida do grupamento
tiossemicarbazona, um derivado demonstrou potencial inibicdo com valor quantitativo
de Cls0=2.4 uM.

2.8 Hibridacdo molecular como estratégia de desenvolvimento de novos
derivados leishmanicida

A hibridacdo molecular consiste numa das recentes e mais utilizadas técnicas
de obtencdo de moléculas advindas da quimica medicinal, referindo-se numa
metodologia de planejamento pela qual une-se numa s6 molécula duas unidades
farmacoforica, com o objetivo de potencializar a acdo farmacoldgica que se deseja
(FELIX et al., 2016; JACOMINI et al., 2016; MASOOD et al., 2017; SHARMA et al.,
2014).

Esta unido pode ser feita de algumas formas: unindo 2 farmacos (ou mais), bem
como fuséo destes dois farmacos, sem espacador; unido de 2 farmacos por meio de
um espacador flexivel ou rigido. Podem ser, ainda, referentes a grupamentos
farmacoforicos: a simples unido de dois grupos farmacoféricos de 2 farmacos, sem
espacador, ou ainda a unido por meio de um espacador flexivel ou rigido (JACOMINI
et al., 2016; MASOOQOD et al., 2017; NEPALI et al., 2014).
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Desta forma, segundo Nepali e colaboradores (2014), as drogas hibridas sé&o,
normalmente, planejadas com o intuito de se reduzir possiveis efeitos adversos
associados aos farmacos, bem como potencializar o efeito terapéutico num alvo
biolégico. Ainda segundo o autor, a associacao hibrida também remete interacdes em
varios alvos com apenas uma molécula, o que reduz as chances de potenciais
resisténcias aos farmacos, além de tornar menores o0s riscos de interactes
medicamentosas.

Assim, a hibridacdo molecular perfaz uma estratégia racional e de obtencéo de
novos produtos, nas mais diversas classes quimicas, consistindo hum novo conceito
de planejamento e desenvolvimento de produtos eficazes e com um maior
direcionamento ao alvo requerido (JACOMINI et al., 2016; MASOOD et al., 2017).

No que diz respeito a farmacoterapia do leishmanicida, diversos trabalhos
recentes vém sendo reportados na literatura utilizando esta técnica como fonte de
desenvolvimento de novas moléculas ativas, em especial, utilizando os heterociclos
4,7-dicloroquinolina e tiazolidina (NAVA-ZUAZO et al., 2010; JACOMINI et al., 2016;
MASOOD et al., 2017).

Desta forma, Nava-Zuazo e colaboradores (2010) publicaram estudo em que
foram sintetizadas novas séries de moléculas hibridas antiparasitarias a partir do
heterociclo 4,7-dicloroquinolina (cloroquina (45)), juntamente dos farmacos etambutol
(46) e isoxil (47). Assim, foi obtido um composto com Cls0=9.9 uM (48) para
amastigotas de L. mexicana (Figura 17, péagina 42) demonstrando variancia
guantitativa relativamente melhor quando comparado com a pentamidina (Cls0=13.32

M), que € o farmaco de segunda escolha para o tratamento da doenca.
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Figura 17 - Compostos hibridos a partir da 4,7-dicloroquinolina, etambutol e

isoxil.
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FONTE: NAVA-ZUAZO et al., 2010 (ADAPTADO).

Em estudo reportado por Sharma e colaboradores (2014), foi demonstrada a
hibridac&o a partir do heterociclo 4,7-dicloroquinolina juntamente com o nucleo triazino
indol, em que foi obtido um composto com Cls0=0.36 uM (49) frente amastigotas de
Leishmania donovani, corroborando o potencial desta técnica no que diz respeito ao
desenvolvimento de novas moléculas frente o género Leishmania. Em adicdo, o
composto apresentou-se mais ativo que os farmacos padrdo-ouro no tratamento
leishmanicida, em que a miltefosina possui Cls0=8.1 UM e o estibo-gliconato sédico

Cls0=54.6 uM frente amastigotas desta espécie.

N=N /N
=N

(49)

Iz

Mais recentemente, Félix e colaboradores (2016) sintetizaram uma nova série
de hibridos tiofeno-indol com o objetivo de avaliar a sua atividade frente o parasito
Leishmania amazonesis em sua forma promastigotas, haja vista o potencial destes

dois heterociclo frente tal parasito, onde obtiveram dois promissores compostos, com
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Cls0=2.3 (50) e 2.1uM (51) respectivamente. No entanto, os farmacos escolhidos como
padrdo, Anfotericina B e Antimbnio trivalente, apresentam Cls0=0.2 e 9 uM
respectivamente, onde os autores sugerem que a técnica de hibridagdo molecular
apresentou potencial objeto de estudo frente o desenvolvimento de novas moléculas

leishmanicida.

CN
CN CN
b O
S S
(50) (51)

2.9 ConsideracOes gerais sobre o Cancer

O céancer remete a antiga histéria, sendo datado em mumias egipcias ha mais
de 3 mil anos antes de Cristo. Refere-se a um conjunto de 100 doencas que
apresentam o crescimento celular desenfreado, que acabam por invadir diversos
orgaos e tecidos em sua volta (ASSATI et al., 2014; INCA, 2011; PETERSON et al,
2009).

2.9.1 Patologia do cancer

Uma célula qualquer pode sofrer, em seu processo de diferenciacdo, mutacdo
génica, em que estas acabam por receber instrucdes erradas para o desempenho de
suas atividades, mas que nao alteram seu desenvolvimento normal (Figura 18, pagina
44). Tais alteracOes podem ser em genes especiais conhecidos como proto-ocogenes,
normalmente inativos em células normais. Assim, ao ser ativado, diferenciam-se em
oncogenes, que desenvolvem a forma maligna das células normais (malignizacéo),
sendo estas chamas de células cancerosas (INCA, 2011; KUMAR et al, 2013; SMITH
et al, 2009).
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Figura 18 - Processo de diferenciacao celular cancerigeno.
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FONTE: INCA, 2011.

2.9.2 Epidemiologia e principais tipos de cancer

De acordo com dados da OMS (2014), houve em 2012 14,1 mi novos casos da
doenca e aproximadamente 8,2 mi mortes causadas por esta. Para 2030, estima-se
21,4 mi novos casos, além de 13,2 mi mortes. No Brasil, para 2015, estimou-se
aproximadamente 576 mil novos casos, onde Alagoas seria responsavel por 4.350 mil
destes; com isto, Maceid ficaria com 1.760 mil casos ocorrentes (INCA, 2011;
GLOBOCAN, 2012).

Desta forma, refere-se a segunda maior causa de morte no mundo, sendo
responsavel por 1 em cada 7, além de causar mais mortes que AIDS, tuberculose e
malaria juntas. Com isto, numeros dao conta que ocorram 22 mil mortes por dia
causadas por esta importante e severa doenca (GLOBOCAN, 2012).

No Brasil, os principais tipos de cancer recorrentes masculino sdo de prostata,
com mais de 50.000 novos casos por ano, seguido de colon e reto e estbmago, com
aproximadamente 15.000 novos casos. Além destes, cavidade oral, esofago,
leucemias e pele (melanoma) ocorrem numa média de menos de 10.000 novos casos
em cada ano. Assim, para as mulheres, o mais frequente é o de mama, com quase
50.000 novos casos, seguidos de traqueia, brénquio e pulméo, além de colon e reto,
com quase 30.000 novos casos. Ainda, colo do utero com quase 20.000 casos,
seguido de cavidade oral com 15.000 e eso6fago, leucemias e pele melanoma com
quase 10.000 casos cada (Figuras 19 e 20, pagina 45) (INCA, 2011).



Figura 19 - Tipos de cancer recorrentes no Brasil
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Figura 20 - Estimativa por localizacéo

Localizagdo primaria Estimativas de casos novos

o do
ero

Cavidade  Esofagn  Lewcemias Peie
Oral Melanoma

Masculino Feminino Total
Cprestata | Usuaso| TS 52.350
Mama feminina - 49,240 45,240
Traqueia, bronguios e pulmdes 17.800 5.830 27.630
Colon e reto 13.310 14.800 28.110
Estdmago 13.820 7.680 21.500
Colo do Otero - 18.430 18.430
Cavidade oral 10.330 3.790 14.120
Esdfago 7.8%0 2.740 10.630
Leucemias 5.240 4.340 9.580
Pele melanoma 2.960 2.970 5.930
Outras localizagdes 59.130 78.770 137.500
Subtotal 182.830 1952.590 375.420
Pele ndo melanoma 53.410 60.440 113.850
Todas as neoplasias 236.240 253.030 489.270

FONTE: INCA, 2011.

2.9.3 Principais causas do cancer

Dentre as principais causas do cancer, pode-se citar as relacionadas ao estilo

de vida, como alimentacao, sedentarismo, tabagismo, etc. Além destas, ha também

os fatores genéticos, que sado responsaveis por uma parcela consideravel (15%).

Assim, as principais causas referem-se a alimentacdo, que somadas ao tabagismo
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perfazem 60% das causas totais. Ha ainda, numa parcela bem menor, outros fatores
diversos, como poluicdo, medicamentos, raios UV, alcool, sedentarismo, exposi¢cao
profissional e infecgbes, que somados perfazem aproximadamente 25% das causas
(Figura 21, pagina 46) (INCA, 2011).

Figura 21 - Principais causas do cancer
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FONTE: INCA, 2011.

294 Tratamento do cancer: Agentes intercalantes de DNA como farmacos
anticancer

A busca por farmacos com atividade frente o cancer teve importante avanco
apos a determinacao da estrutura do DNA descrita por Watson e Crick no ano de 1953,
em que se pode determinar seu arranjo espacial confere a sua forma varias
conformacdes tridimensionais que podem ser encontradas. A conformacdo mais
comum encontrada é a dupla hélice, que se refere numa cadeia dupla elipsada em
seu proprio eixo no sentido anti-horario (WATSON et al., 1974).

Desta forma, tal estrutura do DNA esta diretamente relacionada a pares de
bases nitrogenadas, em que, ligadas a estas, encontram-se grupamentos especificos
de fosfato e acucar, de forma que tais grupamentos sdo capazes de formas ligacbes
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de hidrogénio. Assim, tais ligacbes mantém as bases ligadas de forma coordenada,
capacidade de formar ligacdo alternancia de grupamentos os grupos de acucar e
fosfato com a base ligada a cada par de acucar como cadeia lateral, realizado por
ligacBes de hidrogénio entre pares de bases especificas (WATSON et al., 1953).

Logo apds notdria descoberta, estudos foram feitos com o DNA, em que se
pode observar que este era responsavel por determinar as condicfes genéticas de
hereditariedade, funcionando como uma molécula de “identidade” unica em cada
individuo (LEONE, 1992). Assim, pode-se observar que esta referia-se num fator
determinante para a replicacdo celular, constatando-se no grande alvo de agentes
guimioterapicos, para que impedisse a replicacdo das células cancerigenas (LI et al.,
2012).

Assim, diversos farmacos intercalantes atuam na farmacoterapia atual
quimioterapica (Figura 22, pagina 48), em especial as quinolinas (como a
camptotecina), constituindo-se numa classe de moléculas que interferiam na
replicacdo cancerigena com a finalidade de se ligarem a dupla hélice, por meio de
ligagbes ndo covalentes com as bases nitrogenadas. Em sua maior parte, realizadas
pela insercdo de anéis aromaticos planares ou semi-planares por entre tais bases no
chamado sulco maior do DNA, bem como de forma menos profunda (ou mais
periférica), no chamado sulco menor, que causa menos perturbacéo (FAIDALLAH et
al., 2013; IHMELS et al., 2011; PERIN et al., 2014).

De forma geral, as moléculas intercalantes agem de forma a introduzir anéis de
conformacdao planar entre os pares de bases, ocorrendo algumas interacdes quimicas
que acabam fixando estes anéis e seus possiveis substituintes: interacdes entre o
sistema de elétrons 1T dos anéis intercalantes com os das bases, bem como ligagdes
de hidrogénio e ligagOes ionicas entre substituintes eletronegativos dos heterociclos
planares (como o atomo de nitrogénio de acridinas e quinolinas) e o grupamento
fosfato ligado as bases, por meio de seu atomo de oxigénio (KRAUSE et al., 2011,
NAKAMOTO et al., 2008).
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Figura 22 - Principais agentes intercalantes de DNA reportados na literatura.
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Como consequéncia destas interacbes quimicas, diversas mudancas na
conformacao helicoide do DNA ocorrem, a saber: alongamento da cadeia, rigidez
conformacional, bem como o rompimento de sua estrutura em hélice. Tais efeitos sao
possiveis gracas forma pela qual acontecem a interacdo do anel intercalante, que
acaba ocasionando uma mudanca nos angulos de torcdo do grupamento fosfato-
acucar. Assim, as bases sdo entéo separadas, pois ndo ha mais as interacdes que as
fazem unidas, de forma que o alongamento helicoide perfaca aproximadamente 3.4 A,
0 que ocasiona desenovelamento da hélice, impedindo, logicamente, a sua replicacao,
uma vez que o organismo a reconhece como “defeituosa” (WHEATE et al., 2007).

Com isto, tal fato foi estudado por Rao e colaboradores (1987), em que foi
possivel constatar uma importante informacédo quanto ao modo de intercalacdo dos
agentes quimioterapicos, o “principio de exclusao do vizinho”, que constata a mudancga
conformacional adquirida pela acomodacgéo de uma molécula intercalante. Assim, este
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refere-se ao fato de que quando um agente € inserido em um par de base nitrogenada,
0 outro par subsequente acaba ndo sendo afetado por outra molécula deste agente,
gue pode ser explicado por conta da mudanca conformacional decorrente intercalacao
da molécula primeiramente inserida, ocorrendo, desta maneira, ao longo do filamento
helicoide.

Quanto as formas que a intercalacdo pode ocorrer, estas constituem em trés
(Figura 23, pagina 49): intercalantes classicos, que ndo possuem substituintes
volumosos e se inserem por entre as bases nitrogenadas; intercalantes em groove,
em que as moléculas com substituintes volumosos inserem-se no sulco menor da
dupla hélice, ndo estando, desta forma, exatamente por entre as bases, mas sim como
se fosse pelo “lado de fora”; por mim, intercalantes threading, que ocorre de forma
mista, ou seja, inserem-se por entre as bases e uma outra parte da molécula no sulco
menor (RESCIFINA et al., 2014).

Figura 23 - Representacao esquematica das formas de intercalacao perante o
DNA.

FONTE: RESCIFINA et al., 2014.

Por fim, os agentes intercalantes de DNA constituem uma importante classe de
moléculas que atuam frente a terapia anticancer atual, em que séo alvos constantes
de estudos por parte da quimica medicinal com a finalidade de se descobrir novos
protétipos de farmacos quimioterapicos, contribuindo para a farmacoterapia desta

severa doenga.
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2.10 Quinolinas como Agentes Anticancer - Intercalantes de DNA

Quinolinas sao importantes heterociclos de ocorréncia natural que possuem
potencial atividade farmacoldgica descrita para diversas patologias. Dentre o0s
farmacos mais conhecidos, pode-se citar os antimalaricos Quinina, Quinidina,
Cloroquina, Mefloquina, Amodiaquinina, Primaquine, dentre outros. Como
antibacteriano as fluoroquinolonas Ciprofloxacino, Gatifloxacino etc. O antiviral
Saquinavir, antiprotozoarios/fungos o Clioquinol, anti-helmintico a Oxamniquina,
anestésico local a Dibucaina, o antiasmatico Montelukast, antipsicoticos como
Aripiprazol e Brexpiprazol, antglaucoma Cartiolol e Vesnarinona como cardiotdnico
(BAWA et al., 2010; KUMAR et al., 2009).

Além desta gama de atividades farmacoldgicas, as quinolinas tém apresentado
notoria presenca frente diversos tipos de canceres, sendo uma importante classe de
farmacos utilizados atualmente (Figura 24, pagina 51). Dentre estes, observam-se a
Camptotecina, de origem natural, descrita em 1966 por M. E. Wall and M. C. Wani,
além de seus analogos sintéticos Irinotecam, Topotecan, Exatecam etc. Em adicional,
ressalta-se também os recentes inibidores de proteina quinase descritos, a saber
Bosutinibe, Lenvatinibe e Cabozantinibe, bem como o inibidor da farnesiltranferase
Tipifarnibe, sendo objetos de estudos atuais para a introducdo na farmacoterapia
anticancer (BAWA et al., 2010; KUMAR et al., 2009).
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Figura 24 - Principais quinolinas utilizadas na farmacoterapia anticancer.
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FONTE: AFZAL et al., 2014 (ADAPTADO).

Desta forma, observa-se também que as quinolinas apresentam diversos
mecanismos de acao frente diversas linhagens de células cancerigenas, dentre os
quais: inducao de apoptose, inibicdo do crescimento celular, inibicdo da angiogénese,
interrupcdo da migracao celular, além de serem intercalantes de DNA, mecanismo
este que vem sendo objeto de estudo pela quimica medicinal no que diz respeito ao
desenvolvimento de novas moléculas com atividade anticancer (CHAVDA et al., 2010;
KRAUSE et al., 2011; AFZAL et al., 2014).

Diversos derivados quinolinicos com atividade anticancerigena que agem
através do mecanismo de intercalagdo de DNA tém sido reportados na literatura,
sendo objeto de estudo recente no desenvolvimento de potenciais moléculas para tal
finalidade. Desta maneira, observa-se o trabalho descrito por Ramirez-Prada et al.,
2017, onde foi obtido um derivado 7-cloroquinolinico (52) com Cls0=0.49 uM para
linhagem celular leucémica, derivado (53) com Cls0=0.35 uM para linhagem celular de
cancer de célon (HCT-116), além do composto (54) que apresentou uma Cls0=0.38
UM para melanoma (MDA-MB-435).
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Da mesma maneira, em estudo feito por Jiang e colaboradores (2012) o
composto (55) Clso de 0.03 pM, 0.55 pM, 0.33 uM and 1.24 uM, frente as linhagens
de cancer H-460, HT-29, HepG2 e SGC-7901.
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Em outro estudo citando a atividade anticancer de derivados quinolinicos,
IBRAHIM e colaboradores (2015) sintetizaram um derivado (56) com potencial
atividade frente a linhagem de cancer MCF-7, demonstrando Clso de 0.65 uM para

esta.



53

’ HN
~ N —N
N~ F A
| /\/\[O( )
N
(56)

Assim, o esqueleto molecular das quinolinas intercalantes demonstram a fuséo
de anéis aromaticos ao heterociclo fundamental das quinolinas, com a finalidade de
se obter moléculas que interajam com a dupla hélice do DNA. Estas importantes
interacdes quimicas referem-se a inser¢cao da molécula por entre os pares de bases
nitrogenados, em especial G-C, ligando-se a estas através de forcas de van der Waals,
além de ligacbes-de-hidrogénio. Em adicdo, apds a interacdo com as bases, as
quinolinas intercalantes promovem acéo anticancer pelo fato de provocarem, assim, o
bloqueio do processo de transcricdo, impedindo a replicacdo do DNA, neste caso,
deformado por acomodar em sua estrutura a molécula intercaladora. Podem
promover, ainda, inibicdo da enzima topoisomerase | e |l e quebra da dupla hélice
gerando radicais livres (AFZAL et al., 2014).

2.11 Tiazolidinas como Agentes Anticancer

O heterociclo tiazolidina, um anel planar de 5 membros, tem sido reportado
como um importante agente utilizado no desenvolvimento de novos derivados para a
terapia anticancer, despertando o interesse da quimica medicinal pelo fato de
apresentar acao frente células cancerigenas. Tal fato se da por conta deste heterociclo
inibir a proliferagéo celular, uma vez que sé&o agonistas do receptor nuclear PPARY
(GRILLIER-VUISSOZ et al., 2012).

Assim, as tiazolidinas promovem importantes alteracdes celulares mediadas
por este receptor, em que modificam o pH intracelular, promovem a producao de
espécies reativas de oxigénio (radicais livres), degradacdo protessomal, além de
interferirem no processo de mitose mediada por MAPK (proteinas quinases)
(GRILLIER-VUISSOZ et al., 2012).

Por fim, inibem a diferenciagdo celular mitética, o que interfere em todo o

processo de multiplicacdo celular cancerigena, fazendo com que haja inibi¢cdo do seu



54

crescimento celular e, consequentemente, inibicdo do crescimento e proliferacdo do
tumor cancerigeno (ASSATI et al., 2014).

Em estudo feito por Romagnoli et al, 2013, foram sintetizados dois novos
derivados tiazolidinicos frente a linhagem leucémica L1210, demonstrando Clso de
0.19 uM para o composto (57), além de 0.50 uM para o composto (58).
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Desta forma, em trabalho reportado por Havrylyuk e colaboradores (2013), foi
demonstrada a atividade potencial anticancer do derivado (59) frente a linhagem

leucémica CCRF-CEM, onde este apresentou uma Clso de 2.85 uM.
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2.12 Hibridacdo molecular como estratégia de obtencéo de novos derivados
anticancer

A hibridagdo molecular perfaz uma estratégia racional e de obtengcéo de novos
produtos, nas mais diversas classes quimicas, consistindo num novo conceito de
planejamento e desenvolvimento de produtos eficazes e com um maior
direcionamento ao alvo requerido (TIETZE et al., 2003; VIEGAS-JUNIOR et al., 2007).

No que diz respeito a farmacoterapia do cancer, atualmente esta consiste na
administracdo de varios farmacos combinados, ao longo do dia, sendo conhecido
como “coquetel’. Desta forma, administra-se varios farmacos que agem sobre o
cancer de diferentes formas, por diferentes vias medicamentos (CONTELLES et al.,
2011; GEDIYA et al., 2009).

Assim, a hibridagcdo molecular torna-se bastante interessante e tem sido
explorada pelos quimicos medicinais justamente para que se otimize tal
farmacoterapia, pois, através desta, pode-se combinar varios farmacos num so,
unindo-os numa sé molécula, tornando a farmacoterapia mais cémoda para o
paciente, que reduzira drasticamente a quantidade de medicamento que devera
administrar. Em adicional, observa-se, também, a reducdo de efeitos colaterais
causados pela elevada ingestdo de farmacos, em especial irritacdes no TGI, bem
como a reducao do surgimento de resisténcia a tais medicamentos (CONTELLES et
al., 2011; GEDIYA et al., 2009).

2.13 Otimizagcdo de metodologia racional via irradiacdo por ultrassom
(sonicacéao)

A sonoquimica tem sido bastante estudada nos ultimos anos devido as suas
aplicagbes para as mais diversas areas da quimica, como por exemplo sintese,
sonoeletroquimica, catalise, metalurgia, ultrassom terapéutico, dentre varias outras.
Refere-se a um fenémeno resultante da interagdo de ondas e cavitagdo acusticas que
potencializam a reatividade de um sistema quimico (BANERJEE, 2017; MASON,
2002; SONG et al., 2015).

Assim, o fendmeno da cavitacdo € um processo que envolve a formacéo de
bolhas até seu crescimento e quebra, com consequente elevacdo da pressédo e

temperatura de um microssistema, o que facilita interagcdo quimica com a vizinhanca,
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entre as moléculas existentes em tal microssistema (CRAVOTTO et al.,, 2006;
MASON, 2002; SHABALALA et al., 2015).

Desta forma, a sonicacdo promove a redugdo do tempo das reacdes quimicas
gquando comparadas com o aquecimento convencional, pelo falo de promover um
aumento das colisbes entre as moléculas de forma bastante elevada e, ainda, eleva
os rendimentos e reduz a formacdo de subprodutos (BAZGIR et al.,, 2010;
MAMAGHANI et al., 2011; NI et al., 2010).

Por fim, varios trabalhos foram reportados recentemente na utilizacdo da
metodologia por irradiacdo por ultrassom como metodologia otimizada na obtencéo de
tiazolidinas. Nestes, tal metodologia foi bastante promissora no que diz respeito a
formacao dos anéis tiazolidinicos, em que tais rea¢cdes demonstraram maior formacéao
do produto desejado, menor formacgdo de subprodutos e até a ndo formacao destes,
somadas a consequente facilidade na purificacdo de tais produtos. Sendo assim,
promove-se uma elevacdo dos rendimentos reacionais dos produtos tiazolidinicos
(GOUVEA et al., 2012; NEUENFELDT et al., 2011; MAMAGHANI et al., 2011; ZHANG
et al., 2012).

2.14 Otimizacdo de metodologia racional via irradiacdo por micro-ondas

Com inicio datado na década de 40, a tecnologia de irradiacédo de energia micro-
ondas evoluiu ao longo dos anos até ser utilizada no campo da quimica organica por
volta dos anos 80, constituindo importante ferramenta no desenvolvimento de reacdes
guimicas diversas (FRACENTESE et al., 2016; SOUZA & MIRANDA, 2011).

Assim, a formacdo das micro-ondas se ocorre mediante ondas
eletromagnéticas, sendo estas a partir de frequéncia entre 0,3 e 300 GHz, gerando,
assim, comprimentos de onda entre de 1 cm a 1 m. Estas sdo observadas na regiao
situada, no espectro eletromagnético, entre o infravermelho e as radiofrequéncias
(Figura 25, pagina 57) (MAJUMDER et al., 2013; SOUZA & MIRANDA, 2011).

Desta forma, a utilizacdo do aquecimento de reacdes perante irradiacdo de
micro-ondas se da por duas maneiras: polarizacdo dipolar, bem como conducédo
ibnica. Sendo assim, os dipolos ou ions presentes na mistura reacional acabam se
alinhando ao campo elétrico incidido. No entanto, devida oscilacdo deste, acaba-se

promovendo uma reorganizacao dos ions ou dipolos, ocorrendo choques entre as
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substancias presentes (FRACENTESE et al., 2016; MAJUMDER et al., 2013; SOUZA
& MIRANDA, 2011).

Figura 25 - Espectro eletromagnético demonstrando a regido de micro-ondas
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FONTE: SOUZA & MIRANDA, 2011

Diversas reagdes séo descritas na literatura mediante utilizagdo por irradiagédo
de micro-ondas, em especial na quimica de heterociclos. Em especial, observa-se em
trabalho reportado por Jacob e colaboradores (2009), a utilizacdo desta ferramenta
para a obtencao do heterociclo imidazol em cerca de 1,5 minutos, mediante irradiacéo
de 300W.

No entanto, quando comparada com o aquecimento convencional, observam-
se algumas vantagens que podem ser elencadas: super-aquecimento de solventes
mesmo a pressao atmosférica, bem como aquecimento seletivo entre reagentes, em
que tal forma de aquecimento via micro-ondas configura importante ferramenta no que
se diz respeito a quimica organica, sobretudo sintética de heterociclos, promovendo
obtencdo de derivados em menor tempo reacional, com menor formacéo de
subprodutos, gerando maior facilidade nas etapas de purificacdo, elevando-se o
rendimento reacional ( FRACENTESE et al., 2016; KAPPE et al., 2012; MAJUMDER
et al., 2013)
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2. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Sintese de novos derivados Arilidrazoimidazolicos, Arilidrazopirimidinicos e Quinolin-
4-hidrazotiazolidinas planejados com potencial atividade frente o parasito Leishmania
chagasi, bem como avaliar a atividade antitumoral dos derivados Quinolin-4-

hidrazotiazolidinas

3.1.1 Objetivos especificos

e Sintetizar derivados Arilidrazoimidazdlicos e Arilidrazopirimidinicos com o anel
imidazolico e pirimidinico ndo substituido e substituido;

e Comparar a  sintese dos produtos Arilidrazoimidazélicos e
Arilidrazopirimidinicos com o anel imidazélico e pirimidinico ndo substituido e
substituido via irradiacéo por microondas;

e Sintetizar derivados Quinolin-4-hidrazotiazolidina com o anel tiazolidina n&o
substituido e substituido;

e Comparar a sintese dos derivados Quinolin-4-hidrazotiazolidina com o anel
tiazolidina ndo substituido e substituidos via irradiacdo por ultrassom
(sonicacéao);

e Caracterizar estruturalmente os derivados obtidos através da técnica de
Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) de hidrogénio (*H), carbono treze (*3C),
Cromatografia Liquida de Alta Pressao (HPLC) e Infravermelho (1V);

e Avaliar a viabilidade celular (citotoxicidade) através do ensaio de MTT;

e Avaliar, in vitro, a atividade leishmanicida das duas séries frente a macréfagos
infectados com formas amastigotas de Leishmania chagasi;

e Avaliar, in vitro, a atividade antitumoral dos derivados Quinolin-4-

hidrazotiazolidina frente linhagens celulares de cancer humano.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Secao experimental

4.1.1 Cromatografias

As cromatografias em camada delgada (CCD) foram realizadas em placas de
Silica Gel 60 F254 (MERCK®) de 0,25 mm de espessura. Para a visualizacdo destas
e interpretagcdo dos resultados, fez-se utlizacdo de luz emissora de radiagdo
ultravioleta (UV) no comprimento de onda (A) de 254 nm. Para cromatografia em
coluna classica, utilizou-se silica gel 60 (230-400 Mesh, MERCK®), em gradiente

isocratico com sistema eluente pré-determinado para respectiva reagao.

4.1.2 Pontos de Fusao

Para a determinacédo dos pontos de fusao, fez-se utilizacdo do equipamento
MSTecnopon®, modelo PFMII Digital, em tubos capilares contendo cada uma das

amostras individualmente.

4.1.3 Reac0es via sonicacao

As reacdes via sonicacao foram feitas utilizando o equipamento Ultrassom
Soniclean 2 aquecida (Sanders medical®), 40 kHz, sob as temperaturas pre-

determinadas em cada respectiva reacao.
4.1.4 Reac0Oes via micro-ondas
As reacdes via irradiagcdo por micro-ondas foram feitas por meio de uso do

equipamento Micro-ondas CEM Discover®, sob condicdes especificas para cada

reagdo, conforme descrito ao longo desta dissertagao.
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4.1.5 Caracterizacao estrutural por RMN de *H e 13C.

Os espectros de RMN *H e 13C foram obtidos através do equipamento Briker®,
modelo Avance DRX 400 MHz — UltraShield®, do Nucleo de Analises de Produtos por
Ressonancia Magnética Nuclerar — IQB/UFAL, direcéo do Prof. Dr. Edson Bento. Foi
utilizado DMSO-ds como solvente analitico. Referente aos espectros, 0s
deslocamentos quimicos () foram computados em partes por milhdo (ppm), onde foi
empregado tetrametilsilano (TMS) ou o solvente DMSO-ds como referéncia interna. As
constantes de acoplamento (J) inerentes aos sinais de RMN de *H foram computadas
em Hertz (Hz) e as multiplicidades dos sinais foram instituidas da seguinte maneira:
singleto (s), singleto largo (sl), dubleto (d), duplo dubleto (dd), tripleto (t), quarteto (q),
quinteto (qi), sexteto (sex), septeto (sep), e multipleto (m).

4.1.6 Analise do grau de pureza

A analise do grau de pureza dos respectivos compostos foi feita por meio de
cromatografia liquida de alta pressdo acoplado a luz ultravioleta a 254 nm
(CLAE/HPLC-UV), utilizando o equipamento Shimadzu ®, modelo SIL-20AHT, além de
coluna C-18 Supelco Discovery®, 25 cm x 4.6 mm, 5 uM, utilizando como fase mével
isocratica MeOH 100% ou MeOH:Acido Férmico 0,1%.

4.1.7 Caracterizacao estrutural por Infravermelho (1V)

Os espectros de Infravermelho foram obtidos em transmitancia em
equipamento IRAffinity-, Shimadzu ®, no Laboratério de Andlise Instrumental,
Departamento de Quimica, do Instituto Federal de Alagoas — IFAL, direcao do Prof.

Dr. Johnnatan Freitas.
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4.1.8 Reagentes e solventes (Grau de pureza 299%) (Sigma®)

1,2-Dibromoetano
1,3-Dibromopropano
2-Bromoacetofenona

2-Cloroacetato de etila

2-Cloroacetoacetato de etila

Acetato de etila absoluto

Acetato de sédio anidro

Acido bromidrico
Agua destilada

Anidrido maléico

Diclorometano absoluto

4.1.9 Equipamentos

Balanca analitica (4 casas decimais)

(IKA®)

Bomba de alto vacuo (IKA®)
Capela com exaustéo
Computadores (i7) (Dell®)
Estufa (Nova ética®)
Evaporador rotativo (IKA®)

Freezer (Brastemp®)

Placas de agitacdo e aquecimento (IKA)

Vidrarias apropriadas

Dimetil-formamida anidra (DMF)

Dimetil-sulféxido deuterado (DMSO-
de6)

Etanol absoluto

Eter dietilico absoluto
Hexano absoluto
Imidazolidinationa

Metanol absoluto
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4.2 Planejamento racional da série quinolin-4-hidrazotiazolidinas

Apos a andlise bibliogréafica nas bases literarias que abordam o assunto, optou-
se por planejar moléculas com regifes estruturais preditas em diversos estudos

relevantes realizados in silico e in vitro.

4.2.1 Selecédo dos heterociclo quinolina e tiazolidina

O heterociclo quinolina, importante nucleo amplamente utilizado no
desenvolvimento de moléculas leishmanicida, possui varios trabalhos demonstrando
a sua importancia frente doencas parasitarias (ANTINATELLI et al., 2016; COIMBRA
et al.,, 2013; COIMBRA et al., 2016), bem como anticancer (JAIN et al., 2016;
MANDEWALE et al., 2017). Desta forma, optou-se pela utilizacdo de tal nacleo 4-cloro
substituido (Esquema 1, péagina 51), onde substituicdo nesta posicdo tem
demonstrado importantes efeitos positivos no que diz respeito a estabilidade
metabdlica de derivados deste nucleo (ANTINARELLI et al., 2016; COIMBRA et al.,
2016; MANDEWALE et al., 2017).

Ainda relativo ao nucleo quinolinico, observou-se, também, que a substituicao
na posicdo 4 por um grupamento espacador hidrazino (Esquema 1, pagina 64) tem
conferido reativa importancia nestes derivados, uma vez que tal espacador pode
promover interacdes de hidrogénio com possiveis alvos enzimaticos (COIMBRA et al.,
2013; COIMBRA et al., 2016; MANDEWALE et al., 2017).

Esquema 1 - Selecédo do heterociclo quinolina 4,7-substituido

Rz
HM—MNH “ Introdugdo do espagador hidrazino

Ry
N
5 4 g HN" R
B 10 . 3 g 10 i 3
2 i T
7 g NT Cl N
8 1 =)

H | |
Substituicio na posigdo 7 por atomo de cloro

FONTE: AUTOR, 2017.
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Da mesma forma, o nucleo tiazolidina também possui diversos estudos que
demonstram sua relevancia frente doencas parasitarias, em especial a leishmaniose,
sendo reportadas pesquisas recentes demonstrando o potencial antiparasitario deste
heterociclo (BEKHIT et al., 2015; BRUNIYA et al., 2015; CHADHA et al., 2015), bem
como anticancer (ASSATI et al., 2014; HAVRYYUK et al., 2016).

Neste sentido, observou-se a variacdo de substituicdes nas posicoes 4 e 5,
variando entre residuos hidrofébicos, como metil e fenil, além de residuos aceptores,
como carbonila e éster etilico, bem como doadores de ligacao de hidrogénio, como
acido carboxilico (Esquema 2, pagina 65) (CHADHA et al., 2015; HAVRYLYUK et al.,
2016; SCHRODER et al., 2013; SWATHI et al., 2014).

Esquema 2 - Selecdo do heterociclo tiazolidina 4,5-substituido

Fosigdo 4 nio-substituida ;—H

Residuo aceptor de ligagao de hidrogénio { WC'

: Residuos hidrofabicos
By GHs

4 . o 3 4
3 Substituigdes nas posigdes 4 e 5 N O-_~| Acentor de hidrogénio
NDS RS f—— M g
2 5

1 % \

Fosigdo 5 ndo-substituida {;—

DH} Doador de pratons

Aumento de metileno=formagio do ndcleo piridazina

FONTE: AUTOR, 2017.
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4.2.2 Aplicacdo da rigidificacdo molecular para obtencdo da série quinolin-4-
hidrazinotiazolidina e interacfes quimicas planejadas.

Apés a selecao dos nucleos quinolina e tiazolidina, foi planejada a fusao de tais
anéis por hibridacdo molecular, conforme esquema demonstrado no esquema 3,
pagina 66. Desta forma, a condensacao entre os anéis se deu pela condensacédo do
grupamento tiossemicarbazida com o ndcleo quinolina via reagdo SN2, em que tal
grupamento substitui o atomo de cloro da posi¢céo 4, que fica no meio reacional na
forma acida - HCI (SOLOMONS, 2012), formando-se, assim, o intermediario proposto.

Logo apos, optou-se pela realizacdo da ciclizacdo do grupamento
tiossemicarbazida entre o atomo de enxofre e o a&tomo de nitrogénio N-terminal,
fazendo-se uso de diferentes dieletrofilos, originando-se, desta forma, o anel
tiazolidina R1 / R2 substituido (CHADHA et al., 2015; HAVRYLYUK et al., 2016;
SCHRODER et al., 2013; SWATHI et al., 2014; SILVA-JUNIOR et al., 2016).

Esquema 3 - Aplicacao da rigidificacdo molecular/hibridacédo para obtencéo da

série quinolin-4-hidrazinotiazolidina.

._|
I- UN N -|
HaN-" _NH; HIL™ 4 HN-N
: u, NHz 2 (R,
MeOH:H:0, Ref, 30mn  C17 M™  WMeOH, DMF 4:1, Ref, 24h ol s R
FONTE: AUTOR, 2017.
4.3 Planejamento racional da série arilidrazoimidazolicos e

arilidrazopirimidinicos

Inicialmente, 0s compostos da série arilidrazoimidazdélicos e
arilidrazopirimidinicos 4-substituidos foram idealizados com base na ciclizacdo N,N-

terminal de guanilidrazonas.
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Desta forma, tais produtos foram obtidos a partir da quimioteca do nosso grupo
de pesquisa, em que estas foram selecionadas de acordo com sua melhor avaliacao
leishmanicida frente amastigotas de L. chagasi. Em adi¢cdo, as moléculas LQM17.1
(derivado tiossemicarbazona-TSC) (60) e LQMO5 (61) (derivado aminoguanidina-
AGH) foram os mais promissores, apresentando, respectivamente, Cls0=2.2 e 0.77

KM, além de inibicdo=66 e 56%.

H
M H
M MH
g T B s
Cl
(60) 0 (61) MH

HCI

Com isto, a partir de tais compostos citados, foram realizadas modificacdes em
torno destas estruturas, dentre as quais: modificacdo bioisostérica divalente para a
substancia LQM17.1 (60) (Esquema 4, pagina 67), alterando, assim, o atomo de
enxofre por um &tomo de nitrogénio, obtendo-se a substadncia LQM17 (62);
rigidificacdo conformacional das substancias LQM17 (62) e LQMO05 (61) (Esquema 5,
pagina 68), envolvendo os dieletréfilos 2-bromoacetofenona, cloroacetato de etila,
além da condensacéo dos heterociclo diidroimidazol e tetraidropirimidina, obtendo-se,

assim, os heterociclos imidazol e pirimidina .

Esquema 4 - Aplicacao do bioisosterismo divalente na substancia LQM17.1

drralente classico

R H "
“"WN\;I,/,S “N#N\;,’;;NH :
cl NPz ? el HAN 4
HCI Hﬂlhtengén da

J‘Aplu:au;én do bioisostensmo

Cl Cl HCI substincia LOM17

FONTE: AUTOR, 2017.
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Esquema 5 - Aplicacédo darigidificacdo conformacional nas substancias LQMO05
e LQM17

hidrofdbico ¢ Avaliagdo do cicl de 5

sem substituintes

iy
Aplicacio da rigidificagio -
molecular

Avaliacio de substituinte {.I"’\\

i

£

r/‘q: %N,H NH*™, 1 s n /
R1U/ \F’ ) dieletrofilos sq/\u z\m—FNd
= _ / 3

Ry
Hr}IL_/"‘“P

Ri= 3,4-dicloro (LAM1T); HC' m.)\
3.4-dimetéui (LOMDS) \

Aoy alnaFan de substituinte
hidrofilico 2,0

Ay aliagio do ciclo de B
sem substituintes

FONTE: AUTOR, 2017.

4.4 Procedimentos reacionais

4.4.1 Procedimento geral de sintese da série quinolin-4-hidrazinotiazolidina

Uma solucédo de 4,7-dicloroquinolina (1 mmol dissolvido em 10mL de metanol)
foi adicionada a uma solucéo de tiossemicarbazida (1 mmol) dissolvida numa mistura
de metanol-agua destilada na proporcéo de 10:5 v/v. A mistura reacional foi posta sob
agitacdo a 85 °C por 40 minutos, constatado seu término via CCD analitica e, apos,
resfriada a temperatura ambiente. Assim, formaram-se cristais amarelos do produto
(71), sendo entéo filtrado e lavado algumas vezes com metanol quente e secado sob
vacuo, obtendo-se o produto intermediario em rendimento de de 99% (MELHA, 2008).

Apos isto, uma mistura de (71) (1 mmol) foi posta sob agitacédo a 85 °C por 24
horas em MeOH:DMF 4:1, juntamente dos dieletréfilos (1,5 mmol -
bromoacetofenona, cloroacetoacetato de etila, cloroacetado de etila, anidrido maleico,
dibromoetano e dibromopropano), responsaveis pela rigidificacdo da regido tioamida
do produto (63). Em seguida foram adicionados 2 mmol da base acetato de sédio,
(AQUINO et al., 2010; SILVA-JUNIOR et al., 2016) (Esquema 6, pagina 69).

Assim, apds o material de partida ser totalmente consumido, a mistura reacional
foi resfriada a temperatura ambiente, evaporada a seco sob vacuo (rotaevaporador),
lavada com agua destilada e éter etilico gelado, sendo mais uma vez seca sob vacuo
e purificado por recristalizacdo em MeOH:agua destilada (com exce¢ao do composto

(73), que foi submetido a uma coluna classica).



69

Da mesma forma, as condic¢des reacionais foram mantidas para a obtencéo dos
derivados via sonicacdo. Sendo assim, em um tubo selado, foram mantidas as
mesmas proporgcdes molares dos respectivos reagentes, bem como da base acetato
de sodio, além dos solventes e temperatura.

Contudo, foi requerido um tempo menor para a formacgao dos produtos, em que
este variou entre 25-55 minutos, sendo a reacdo monitorada por CCD analitica a cada
5 minutos. Tal fato se deve ao processo de cavitacdo ultrassbnica promover uma
maior taxa de colisdes efetivas para que, desta maneira, sejam formados os derivados
propostos em poucos minutos, com uma menor formacao de produtos indesejaveis e,
entdo, mais facilidade de purificacdo, culminando numa elevacdo dos rendimentos

reacionais (BANERJEE, 2017; SHABALALA et al., 2015; SONG et al., 2015).

Esquema 6: - Obtencao da série quinolin-4-hidrazinotiazolidina

3
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FONTE: AUTOR, 2017.
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4.4.2 Procedimento geral de sintese da série dos derivados Arilimidazélicos
substituidos

Apés a obtencdo das substancias LQMO5 e LQM17, conforme reportado em
estudo publicado por nosso grupo de pesquisa, de acordo com Franca e
colaboradores (2016), deu-se inicio ao processo de sintese dos novos derivados
rigidificados, sendo entdo formados os anéis imidazol 4-substituidos, conforme
demonstrado no esquema 7, pagina 71.

Desta forma, 1 mmol dos compostos LQMO5 (61) e LQM17 (62) foram
submetidos a agitacdo magnética com o0s correspondentes dieletrofilos (2-
bromoacetofenona e cloroacetato de etila), em quantidades equimolares, utilizando
como solvente 5 mL de dioxano anidro, além de 3 mmol de trietilamina, sob 85°C por
24h, sendo as reacfGes monitoradas por CCD analitica (HASANEN et al., 2014;
SHESTAKOV et al., 2007).

Logo apOs o término, a respectiva reacao foi evaporada a seco, lavada com
agua e submetida a uma recristalizacdo em MeOH:Agua destilada. Por fim, apos a
recristalizacdo, a mesma foi levada a resfriamento sob 0°C por 24h, onde logo apds,
o0 solido obtido foi filtrado e seco sob vacuo.

Contudo, ap6s obtencéo e caracterizacdo dos novos derivados, a metodologia
sintética foi entdo analisada para reducao dos tempos reacionais concomitantemente
com a reducéo de formacao dos produtos sob irradiagéo por micro-ondas. Para tanto,
foram mantidas as mesmas condi¢des reacionais, acrescentando-se, no entanto, a
irradiacdo micro-ondas de 60 watts, variando-se o tempo reacional entre 20-40 min,
onde estes foram acompanhados via CCD a cada 5 minutos (FRECENTESE et al.,
2016).

Sendo assim, este promove uma maior vibragdo molecular e, com isto, acelera
as colisdes efetivas entre as moléculas reagentes, culminando numa formacédo de
produtos mais rapida, com tempo minimo, com pouca/nenhuma formacdo de
subprodutos, o que facilita a purificacdo e eleva os rendimentos reacionais
(FRECENTESE et al., 2016; KAPPE et al., 2012).

Esquema 7 - Obtencé&o da série Arilimidazol substituidos
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4.4.3 Procedimento geral de sintese da série Arildiildroimidazol e

ariltetraidropirimidinicos néo-substituidos

Os derivados rigidificados da série Arildiidroimidazol e ariltetraidropirimidinicos
nao-substituidos foram obtidos de acordo com a metodologia descrita por Shao e
colaboradores (2009). Neste estudo os autores descrevem a S-metilacdo do
heterociclo 2-imidazolidina-tiona e 2-pirimidina-tiona, utilizando acido forte (HCI) e
Metanol, sob refluxo por 24horas, onde a reacao foi monitorada via CCD analitica. A
solucéo foi evaporada e o solido resultante foi triturado em éter etilico.

Apés esta etapa, foi feita a condensacédo com hidrazina hidratada em metanol,
sob agitacdo constante por 24horas, a 0°C. Constatando seu término via CCD
analitica, a solucao foi evaporada a seco e o solido obtido triturado em éter etilico,
sendo, por fim, condensado com o requerido aldeido para a obtencao dos respectivos
derivados de acordo com metodologia descrita por nosso grupo de pesquisa em
estudo feito por Epifanio (2011), conforme demonstrado nos esquemas 8 e 9, pagina
72.
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Esquema 8 - Obtencé&o dos derivados arildiidroimidazolicos ndo-substituidos
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FONTE: AUTOR, 2017.
Esquema 9 - Obtencdo dos derivados ariltetrahidropirimidinicos néo-

substituidos

0
MNH M H
(=s (yrs, e 0 N%_Nfﬁ R
MH WMeOH, HCI ref N";'_m MeEIH 0°C, 24h
& 7 H
EI 1. N_’.N
-

ClI"e ™3 "~ Hol

cl

FONTE: AUTOR, 2017.

4.5 Avaliagdo da viabilidade celular frente macréfagos

Apos a obtencgdo dos derivados rigidos, estes serdo submetidos a ensaio de
viabilidade celular, através do ensaio colorimétrico do sal de tetrazélio (MTT - [3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)2,5- difenilbrometo de tetrazolio]) em células de macrofagos murinas
da linhagem J774. O ensaio se da pela conversédo do sal em azul de formazan, onde

apenas acontece em células metabolicamente ativas, uma vez que estas produzem
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mais formazan que as inativas, mensurando-se a citotoxicidade dos compostos
(MOSMANN, 1983).

45.1 Ensaio de citotoxicidade

Os macrofagos da linhagem J774 serdo tratados em concentracdes de 0,1-100
UM dos compostos diluidos em série em dimetilsulfoxido (DMSO) a 0,1 % e tampéao
fosfato (PBS) para obtencdo das concentragdes finais (50 pg/mL), plaqueados em
concentracdo de 1 x 10° células/mL. Logo apés, serdo adicionados em placa de 96
pocos (100uL/ pogo, a serem incubadas por 72 horas em estufa a 5% de CO2 a 37°C.
Logo apéds, serdo adicionados 25 uL da solugdo de MTT (sal de tetrazolium), com
reincubacao das placas por 3h. Por fim, feita a dissolucdo dos cristais obtidos em
DMSO, a absorbancia em espectrofotbmetro de placa a 550nm serd analisada
(HUSSAIN, 1993; MOSMANN, 1983).

4.6 Avaliacdo leishmanicida em amastigotas de L. chagasi in vitro

Os macroéfagos da linhagem J774 (murino) serdo tratatos em placas de 24
pocos com 1 mL de meio de cultura contendo 2X10° de células a serem infectados
com 2X10% de promastigotas, em duplicata. Logo apds o cultivo das células, estas
serdo tratadas em concentracdes de 102 -100 uM com os compostos a serem testados
ou padrdo, mantidos durante 24 h a 37 ° C, 5% de CO.. Passadas 24 h, a placa sera
lavada e corada com Giemsa-Grinswald, obtendo-se as formas amastigotas
intracelulares, contadas em 100 macrofagos. Desta forma, os dados obtidos seréo
analisados por média + S.E.M, com as diferencas estatisticas entre o grupo tratado e
0 grupo de controle avaliadas pelo teste de ANOVA e Dunnett hoc onde, de acordo
com este teste, as diferencas com valor de p <0,05 ou inferior consideram-se
significativas. Por fim, os valores de Clso serdo calculados através de analise de

regressao linear por valores de Kc nas concentracdes propostas (ALVES et al., 2015).

4.7 Estudo da Citotoxicidade em Linhagens Celulares de Cancer Humano in vitro
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As linhagens celulares de cancer humano utilizadas, HL-60 (leucémica), PC-
3 (adenocarcinoma de prostata) e SF-295 (glioblastoma), foram cedidas pelo Instituto
Nacional do Céncer (EUA). As linhagens foram cultivadas em meio RPMI 1640
suplementado com 10 % de soro fetal bovino e 1 % de antibiéticos, e mantidas em
estufa a 37 °C e 5 % de CO2 (MOSMANN, 1983).

Os compostos foram dissolvidos em DMSO na concentragéo estoque de 2 mg.
Os estoques foram mantidos sob refrigeracdo (- 20 °C) até o momento do uso.

A citotoxicidade das amostras foi avaliada pelo método do MTT (Mosman,
1983). As células neoplasicas foram plagueadas em placas de 96 pocos (0,7 x 10°
células/mL) e as amostras foram adicionadas apos 24 h. Em seguida, as placas foram
incubadas por 72 h em estufa a 5 % de CO2ze 37°C. O controle negativo recebeu a
mesma quantidade de DMSO e as absorbancias foram obtidas com o auxilio de um
espectrofotometro de placa a 595 nm.

As 7 amostras foram testadas em concentracdo Unica (10 pg). Uma escala de
intensidade foi utilizada para avaliar o potencial citotoxico das amostras testadas, a

partir do percentual de reducéo da viabilidade celular (RVC %) determinado:

a) Amostra sem atividade (SA, percentual de reducéo da viabilidade celular menor

que 1 %);

b) Amostra com pouca atividade (PA, percentual de reducao da viabilidade celular

variando de 1 a 50 %);

c) Amostra com atividade moderada (MO, percentual de reducéo da viabilidade

celular variando de 50 a 70 %)

d) Amostra com muita atividade (MA, percentual de reducao da viabilidade celular

variando de 70 a 100 %).

Amostras com RVC % maior que 70 % em pelo menos uma linhagem celular seréo
selecionadas para a determinacdo da CRso (concentracdo capaz de reduzir a
viabilidade celular a 50 %).

As absorbancias obtidas foram utilizadas para calcular o RVC % pelo programa
GraphPad Prism verséao 6.0. Cada amostra foi testada em quadruplicada a partir de

dois experimentos independentes.

4.8 Determinacao das Clso em Linhagens Celulares de Cancer Humano in vitro
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As linhagens celulares de cancer humano utilizadas, HCT-116 (carcinoma de
coélon), PC3(adenocarcinoma de prostata) , SF-295 (glioblastoma), HI-60 (leucémica)
e L929(Fibroblasto de tecido conectivo subcutaneo, origem murina) foram cedidas
pelo Instituto Nacional do Cancer (EUA). As linhagens foram cultivadas em meio RPMI
1640 suplementado com 10 % de soro fetal bovino e 1 % de antibidticos, e mantidas
em estufaa 37 °C e 5 % de CO2 (COSTA-LOTUFO et al., 2010).

Os compostos foram dissolvidos em DMSO na concentragdo estoque de 2
mg/mL e testados na concentracdo maxima de 10 pg/mL. Os estoques foram mantidos
sob refrigeracao (- 20 °C) até o momento do uso.

A citotoxicidade das amostras foi avaliada pelo método do MTT (Mosman,
1983). As células neoplasicas foram plaqueadas em placas de 96 pocos nas seguintes
densidades (células/mL): 0,7 x 10° (HCT-116); 0,1 x 10° (SF-295), 0,1 x10° (PC3), 1x
10°(L929). As amostras foram adicionadas incubadas com as células em placas de
96 pocos por 72 h em estufa a 5 % de CO2a 37°C. Doxorrubicina foi utilizada como
controle positivo. As absorbancias foram obtidas com o auxilio de um
espectrofotdmetro de placa a 595 nm.

As absorbancias obtidas foram utilizadas para calcular a Clso (concentracao
capaz de inibir 50 % do crescimento celular) ou a CEso (concentragdo capaz de
promover 50 % do efeito maximo) das amostras por regressdo nao-linear pelo
programa GraphPad Prism versdo 6.0. Cada amostra foi testada em triplicatas em

dois experimentos independentes.
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5.1 Compostos obtidos da série arilidrazoimidazolicos e

arilidrazopirimidinicos 4-substituidos

Os compostos da série arilidrazoimidazolicos e arilidrazopirimidinicos 4-
substituidos foram obtidos a partir da rigidificacdo da regido amidina das
aminoguanidinas LQMO05(61) e LQM17(62), formando-se os respectivos heterociclos

a partir destes intermediarios.

5.1.1 Obtencéo dos compostos LQMO5 (61) e LQM17(62)

As guanilidrazonas foram obtidas com base em publicacdo anterior do nosso
grupo de pesquisa, segundo Franca e colaboradores (2016), bem como Epifanio
(2011), sendo estas adquiridas sem maiores problemas. Desta forma, seguiu-se a
condensagdo do grupamento cloridrato de aminoguanidina (1 mmol) com os
respectivos benzaldeidos 3,4-dissubstituidos (1,2 mmol): 3,4-diclorobenzaldeido e
3,4-dimetbxibenzaldeido, dispersos em 5 mL de etanol sob 85°C e irradiacdo de 60W
de poténcia em micro-ondas por 20 minutos. Logo apos, a mistura reacional foi
evaporada e o soélido obtido triturado com acetato de etila, rendendo os respectivos

derivados.

51.1.2 Mecanismo reacional

Segundo relatado em estudo realizado por Epifanio (2011), o mecanismo
reacional para a formacdo dos derivados arilaminoguanidinicos dar-se-4 a partir da
protonacdo do grupamento carbonila dos respectivos benzaldeidos a partir da acao
do acido cloridrico (HCI) presente no cloridrato de aminoguanidina, ocorrendo, logo
apos, um ataque nucleofilico da aminoguanidina a carbonila protonada. Deste modo,
haverd, entdo, formacdo de um intermediario dipolar, seguido de uma transferéncia
intramolecular do préton do atomo de nitrogénio para o oxigénio, ocorrendo como
produto um aminodlcool. Por fim, como ha protonacdo da hidroxila formada no
aminoalcool, esta torna-se um excelente grupo abandonador, culminando com a perda

de agua, gerando um intermediario iminio ibnico, em que este tera um proton
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capturado por agua, ocasionando os derivados LQMO5 e LQM17 (Esquema 10,

pagina 78).

Esquema 10 - Mecanismo reacional dos derivados LQMO05(61) e LQM17(62)
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FONTE: EPIFANIO, 2011.

5.1.1.3 Caracterizacao por RMN 1H e3C

A partir da obtencéo do espectro de hidrogénio para os derivados, foi observado
um singleto em torno de & 8.0 ppm, em que este se refere ao préton iminico,
corroborando com a formacgéo da ligacdo imina nas moléculas requeridas, além dos
prétons aromaticos e aminicos.

Para o espectro de carbono, foi observado o carbono iminico num
deslocamento em torno de 145 ppm, bem como o carbono guanidinico em torno de
155 ppm, somados aos carbonos aromaticos e metilicos (LQMO5 - 61), o que induz a

caracterizagao e, consequentemente, formacéo dos produtos idealizados.
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5.1.1.4 Cloridrato de (3,4-dimetéxibenzilidenoamino) guanidina (LQMO5 - (61))
F
B

= M. MH
i N \f HCI
— 4 . 2 MH2

O-..

e Aspecto: Sélido amorfo branco; MM: 258,09 g/mol; rendimento: 98%; Rf: 0,50
(Hex/AcOEt1:1).

e RMN !H (400 MHz, ppm, DMSO-ds): 8= 3.80 (s, 6H, -OCH3s); 6.97 (d, 1H, J=
7.9, H5); 7.23 (d, 1H, J = 7.9, H6); 7.54 (s, 1H, H2); 8.09 (s, 1H, H7) (Retirado
de Epifanio, 2011).

e RMN 3C (400 MHz, ppm, DMSO-ds): 8= 109.17 (-OCHs); 111.60 (-OCHs3);
123.09 (C2); 126.53 (C5); 147.39 (C7); 149.51 (C1); 151.47 (C6); 155.63 (-
C=NH); 155.70 (C3); 156.16 (C4) (Retirado de Epifanio, 2011).

5.1.15 Cloridrato de (3,4-diclorobenzilidenoamino) guanidina (LQM17 - (62))

5 L N_nH
e
5 N~
1 T Hel
2 NH

3
cl

e Aspecto: Solido amorfo branco; MM: 265,99 g/mol; rendimento: 99%; Rf: 0,50
(Hex/AcOEt1:1).

e RMN H (400 MHz, ppm, DMSO-ds): = 7.68 (d, 1H, J = 8.4Hz, H5); 7.79 (dd,
1H, J1 = 8.4, J2 =2.0Hz, H6); 8.16 (s, 1H, H7); 8.24 (d, 1H, J = 2.0Hz, H2)
(Retirado de Epifanio, 2011).

e RMN 13C (400 MHz, ppm, DMSO-ds): 5= 128.45 (C2); 129.02 (C5); 131.33 (C1);
132.25 (C6); 133.13 (C3); 134.66 (C4); 144.75(C7); 155.81(-C=NH) (Retirado
de Epifanio, 2011).

5.1.2 Aplicacdo da rigidificacdo para obtencdo da série arilidrazoimidazolicos e

arilidrazopirimidinicos 4-substituidos
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Para obtencao da série ciclizada, a partir da obtencdo dos compostos LQMO05
e LQML17, estes foram submetidos a uma rigidificacao da regido amidina da guanidina,
para que, a partir de tal restricdo conformacional, fosse obtido o heterociclo imidazol
4-fenil substituido.

Para tanto, seguiu-se a metodologia descrita por Shestakov e colaboradores
(2007), onde o composto LQMO05(61) ou LQM17(62) foi dissolvido em 5 mL de dioxano
anidro num baldo juntamente com o0s correspondentes dieletrofilos (2-
bromoacetofenona ou cloroacetato de etila), em proporc¢des equimolares (1:1 mmol),
para que este rigidifigue a regido proposta, adicionando-se, ainda, 3mmol da base
trietilamina (pKa= 10.8, pH=13).

Ainda de acordo com o autor supracitado, o fato de se adicionar a base
justifica-se devida a guanidina encontrar-se em sua forma de cloridrado, assim como
0s compostos LQMO05(61) e LQM17(62), em que a base ird neutralizar o acido
cloridrico, tornando o composto em sua forma neutra em solucéo. Justifica-se, ainda,
a utilizacdo de solvente polar aprotico (neste caso, dioxano anidro), pelo fato de haver
risco do solvente prético polar (MeOH, por exemplo), agir como base (pKa= 15.5),
onde a forma CHsOHz* € uma fonte de metila susceptivel a ataque nucleofilico pelo
nitrogénio guanidinico.

Desta forma, assim como o estudo analisado de Shestakov e colaboradores
(2007) sugere, foi feita a analise do mapa de densidade eletrébnica HOMO (Highest
Occupied Molecular Orbital ou Orbital Molecular de mais Alta Energia Ocupado), mapa
de densidade eletrbnica LUMO (Lowest Unoccupied Molecular Orbital ou Orbital
Molecular de mais Baixa Energia Desocupado), para 0s 2 compostos o com o auxilio
do programa Spartan’08® (Wavefunction Inc., em ambiente Windows®) (Figura 26 e
27, pagina 81).

Com isto, é possivel notar a deslocalizacdo de densidade eletrbnica HOMO
para os dois compostos, conforme demonstrado na figura 20, pagina 66, onde tal fato
se deve a protonacgédo da regido amidina da guanidina, havendo, entéo, deslocalizacao
da carga positiva adquirida através dos nitrogénios guanidinicos, o que impede,
consequentemente, o andamento da reacao idealizada através do ataque nucleofilico
entre os nitrogénios amidinicos e os respectivos dieletrofilos (SHESTAKOV et al.,
2007).
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Figura 26 - Mapa de densidade eletronica HOMO para os compostos LQMO5 (A)

e 17 (B), naforma de cloridrato

FONTE: AUTOR, 2017 (Spartan’08® (Wavefunction Inc., em ambiente Windows®)).

No entanto, ao observar a figura 27, pagina 81, nota-se que, apés neutralizacao
com a base trietlamina, os compostos LQMO0O5 e 17, em suas formas neutras,
apresentam orbitais de maior densidade eletrénica (HOMO) no nitrogénio -C=NH da
amidina, que é o responsavel pelo primeiro ataque nucleofilico ao correspondente
dieletréfilo. Logo apds, entédo, observa-se segundo ataque nucleofilico é gerado pelo
nitrogénio -NHz amidinico, uma vez que existe tautomerismo entre 0s nitrogénios
hidrazinicos (-NH-NH-) da aminoguanilidrazona, promovendo a rigidificacdo proposta
(SHESTAKOQV et al., 2007).

Figura 27 - Mapa de densidade eletrénica OMO para os compostos LQMO5 (A) e

17 (B), na forma neutra

A

C

FONTE: AUTOR, 2017 (Spartan’08® (Wavefunction Inc., em ambiente Windows®)).

5.1.3 Mecanismos reacionais envolvendo a rigidificacdo promovida pelo dieletrofilo

2-bromoacetofenona
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O mecanismo reacional encontra-se demonstrado no esquema 11, pagina 82.
Inicialmente, ocorre a neutralizacdo da forma cloridrato dos compostos LQMO05 e 17,
em que, logo apds, ocorre um ataque nucleofilico do par de elétrons do nitrogénio
=NH da amidina, uma vez que este € possui maior densidade eletrbnica que o
nitrogénio -NH2 desta, uma vez que é hibridizado sp?, ao carbono a-halogenado da 2-
bromoacetofenona. Em seguida, ocorre saida do grupo abandonador (-Br) em que o
ion brometo, entdo grupo abandonador, abstrai o préton aminico, de forma a
estabilizi-lo. Seguindo o mecanismo reacional, ocorre um ataque intramolecular do
par de elétrons livre da amina a carbonila do dieletrofilo, onde o oxigénio, carregado
negativamente, abstrai o proton do nitrogénio positivamente carregado, estabilizando
a estrutura formada. Finalmente, com a espécie acida protonando a hidroxila do anel
formado, havera o favorecimento de uma B-eliminacéo por desidratacdo, formando a
molécula requerida (SHESTAKOQV et al., 2007; SILVA-JUNIOR et al., 2016).

Esquema 11 - Mecanismo reacional para arigidificacdo envolvendo o dieletroéfilo

2-bromoacetofenona

H
~ HN@ N \N/N%N - R_.ijﬂ\N/N%N
- oH — Ry HN A HN7
Br—H__/ <QH

FONTE: AUTOR, 2017.

5.1.4 Caracterizacdo por RMN 1H e 13C

Para caracterizagdo estrutural, foi um singleto relativo ao préton do -CH do
imidazol formado num deslocamento em torno de 7.90 ppm nas duas ciclizagdes, no
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espectro de 'H. Ja para o espectro de 13C, foi observado no deslocamento em torno

de 100 ppm um sinal relativo ao -CH, onde os dados de 'H e 13C corroboram para a

identificagdo da molécula.

5.14.1 (E) -1-(3,4-dimetoxibenzilideno-2-(5-fenill-1H-imidazol-2-il)hidrazina

(63)

Aspecto: Sdlido cristalino marrom escuro; MM: 332.14 g/mol; rendimento: 75%;
PF:245°C; Rf: 0,50 (DCM:MeOH 15%).

RMN H (400 MHz, ppm, DMSO-ds): 6= 3.81 (3H, s, -OCHgs); 3.85 (3H, s,
OCHs3); 6.17 (2H, s, NH); 7.06 (1H, d, J=8.44Hz, H%’); 7.18 (1H, t, J=7.29Hz,
H6); 7.34 (3H, t, J=7.65Hz, H2”, 3", 4”); 7.62 (1H, s, H2"); 7.79 (2H, J=7.54Hz,
H1”, 57); 7.96 (1H, s, H5’); 8.47 (1H, s, H7’) (Ver anexo C).

RMN 3C (100 MHz, ppm, DMSO-ds): 6= 55.57 (-OCHs); 55.61 (-OCH3s); 101.24
(C5); 108.68 (C1”); 111.21 (C2”); 111.33 (C4”); 122.89 (C5”); 123.99 (C2);
126.28 (C4); 126.42 (C6’); 128.40 (C5’); 134.40 (C3’); 136.20 (C4’); 146.73
(C2); 146.78 (C7’); 149.12 (C1); 149.32 (C6”); 151.15 (C3”).

5.1.4.2 (E) -1-(3,4-diclorobenzilideno-2-(5-fenill-1H-imidazol-2-il)hidrazina (64)

5

Aspecto: Sdélido cristalino marrom escuro; MM: 330.04 g/mol; rendimento: 70%;
PF:232°C; Rf: 0,50 (DCM:MeOH 15%).

RMN *H (400 MHz, ppm, DMSO-ds): 8 6.41 (2H, s, NH); 7.21 (1H, t,J=7.19Hz,
H3”); 7.36 (2H, t, J=7.68Hz, H2”, 4”); 7.70 (2H, d, J=7.56Hz, H5",6); 7.79 (2H,
dd, J1=12.06; J»=8.18, H1”, 5”); 7.93 (1H, s, H5); 8.29 (1H, s,H2’); 8.53 (1H, s,
H7’) (Ver anexo D).
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e RMN 3C (100 MHz, ppm, DMSO-ds): 5= 100.92 (C5); 124.04 (C1”); 124.44
(C27); 124.81 (C4”); 126.43 (C5”); 128.00 (C2); 128.35 (C4):; 129.12 (C6);
130.99 (C5’); 131.83 (C3’); 132.53 (C4’); 134.21 (C2); 134.61 (C7’); 137.10
(C1’); 143.68 (C6"); 149.87 (C3”).

5.1.5 Mecanismos reacionais envolvendo a rigidificacdo promovida pelo dieletrofilo
cloroacetato de etila

Dando-se inicio ao mecanismo reacional de rigidificacdo por meio do dieletrofilo
cloroacetato de etila, ocorre um ataque nucleofilico entre o par de elétrons livre do
nitrogénio =NH da amidina e o carbono a-halogenado do dieletréfilo. Desta forma,
havera um ataque intramolecular do par de elétrons do nitrogénio -NH2 amidinico e a
carbonila da funcao éster, seguido da saida de etanol, culminando na formacao do
anel imidazol-4-ona substituido (Esquema 12, pagina 84) (SHESTAKOV et al., 2007;
SILVA-JUNIOR et al., 2016; SILVERSTEIN, 2000).

Esquema 12 - Mecanismo reacional para arigidificacdo envolvendo o dieletréfilo

cloroacetato de etila
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FONTE: AUTOR, 2017.
5.1.6 Caracterizacdo por RMN 1H e 13C

A partir da analise dos produtos formados, observou-se no espectro de *H um
singleto na regido de 4.00-4.60 ppm referente aos hidrogénios do metileno da posicéo

4-imidazolica, inferindo a formacgé&o do heterociclo requerido. Corroborando com estes
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dados, observou-se no espectro de 3C o carbono metileno em sinal na regido de

55.00-60.00 ppm, indicando a formacé&o dos produtos propostos (SHESTAKQV et al.,
2007; SILVA-JUNIOR et al., 2016; SILVERSTEIN, 2000).

5.1.6.1

(E)-2-(2-(3,4- dlcloroben2|Ildeno)hldrazmll) 1H-imidazol-5(4H)-ona (65)

0
=N I\FN

Clg 3. \{
0

Cl

Aspecto: Sdlido cristalino branco; MM: 270.01 g/mol; rendimento: 80%;
PF:255°C; Rf: 0,50 (DCM:MeOH 15%).

RMN H (400 MHz, ppm, DMSO-ds): & 4.07 (2H, s, H5); 7.70 (2H, t, J=4.36Hz,
H5',6°); 7.76 (1H, d, J= 8.72Hz, H2’); 8.07 (1H, s, NH); 8.25 (1H, s, H7’); 8.42
(1H, s, NH) (Ver anexo E).

RMN 13C (100 MHz, ppm, DMSO-ds): 6= 54.39 (C5); 132.80 (C2’); 133.20 (C6);
136.11 (C5’); 136.95 (C3’); 137.00 (C4’); 140.46 (C2); 144.35 (C7’); 173.46
(C1’); 186.16 (C4).

5.1.6.2 (E)-2-(2-(3,4- dlmetOX|ben2|I|deno)h|dra2|nll) -1H-imidazol-5(4H)-ona (66)

mQ‘

Aspecto: Sdélido cristalino branco; MM: 262.11 g/mol; rendimento: 68%;
PF:278°C; Rf: 0,50 (DCM:MeOH 15%).

RMN *H (400 MHz, ppm, DMSO-ds): 6 3.80 (6H, s, -OCHs3); 4.29 (1H, s, H5);
4.57 (1H, s, H5); 7.05 (1H, d, ar, J=8.24 Hz, H2); 7.25 (1H, d, ar, J=8.85Hz,
H5’); 7.32 (1H, s, HE’); 7.85 (1H, s, H7’) (Ver anexo F).

RMN 13C (100 MHz, ppm, DMSO-ds): 6= 55.44 (-OCHz3); 55.54 (-OCHs); 61.44
(C5); 108.52 (C2); 111.55 (C6’); 121.59 (C5’); 126.57 (C3’); 144.62 (C7’);
149.02 (C2); 150.63 (C4’); 152.14 (C1’); 167.25 (C4).
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5.2 Compostos obtidos da série arilidrazoimidazolicos e
arilidrazopirimidinicos nédo-substituidos

Para os compostos arilidrazoimidazolicos n&o-substituidos, seguiu-se a
metodologia descrita por Shao e colaboradores (2009), juntamente com a de Ulrich &
Cerami (1984), as quais relatam o processo de obtencdo dos derivados
arilidrazoimidazolicos e arilidrazopirimidinicos n&o-substituidos a partir da
condensacdos do heterociclo ndo-substituidos com os respectivos aldeidos
aromaticos, culminando com os derivados propostos, bem como 0sS mecanismos

reacionais envolvidos.

5.2.1 Obtencéo dos compostos rigidificados arilidrazoimidazolicos ndo-substituidos

Seguindo a metodologia descrita por Shao e colaboradores (2009), iniciou-se a
metodologia sintética a partir do composto 2-imidazolidinationa, em que o mesmo foi
submetido a uma S-metilagéo utilizando HBr concentrado na propor¢do de 3mmol,
além de MeOH como fonte de metila na propor¢cdo de 3mmol, postos a agitacao
constante num tubo selado sob 85°C, constado o término da reacdo por CCD analitica
apos 24h. Logo apdés, a mistura reacional foi evaporada a seco e triturada com éter
etilico, em que o precipitado obtido, a 2-imidazolidina S-metilada, foi submetida a
agitacdo constante em tubo selado para condensacdo com hidrazina hidratada em
propor¢des equimolares, dissolvidos em etanol a 0°C.

Apoés obtencdo do composto referido, este foi submetido a condensacéo por
substituicdo nucleofilica com os respectivos benzaldeidos, seguindo a metodologia
descrita por Ulrich & Cerami (1984) e adaptada por nosso grupo de pesquisa em
trabalho realizado por Franca (2014), semelhantemente a obtencdo dos compostos
LOMO5 e LQM17. Assim, a condensacdo foi realizada utilizando 1 mmol da
aminoguanidina ciclizada para 1,2 mmol do respectivo benzaldeido, dissolvidos em
etanol e submetidos a agitacdo constante por 24h sob 85°C. Desta forma, apos
constatacao do término reacional por CCD analitica, a mistura reacional foi evaporada
e 0 solido obtido triturado com acetato de etila, rendendo os respectivos derivados

propostos.
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5.2.2 Mecanismos reacionais

Os mecanismos reacionais envolvendo a obtencdo dos derivados
arilidrazoimidazolicos e arilidrazopirimidinicos ndo-substituidos encontra-se ilustrada
conforme esquema 13 e 14 (paginas 87 e 88, respectivamente).

Desta forma conforme observado no esquema 13, pagina 87, 0 mecanismo
reacional inicia-se com a forma tautomérica da 2-imidazolidinationa/2-pirimidinationa,
assim como a protonacdo do metanol pelo acido cloridrico. Devido a tal fato, as
condicdes reacionais propiciam o par de elétrons livre do tiol formado atacar o metanol
protonado, havendo saida de agua. Logo apds, ocorre mais um ataque nucleofilico,
desta vez envolvendo o par de elétrons livre do nitrogénio hidrazinico e o carbono S-
metilado, uma vez que este constitui grupo abandonador, formando o derivado
aminoguanidinico rigido de 5 ou 6 membros.

Logo apés a obtencao da aminoguanidina rigidificada, foi feita uma substituicéo
nucleofilica para que esta fosse condensada aos respectivos benzaldeidos, da mesma

forma que os compostos LQMO5 e LQMO7 (Esquema 14, pagina 88).

Esquema 13 - Mecanismo reacional para a rigidificacdo envolvendo
arilidrazodiidroimidazélicos e ariltetraidropirimidinicos  nao-substituidos

(formacgao da aminoguanidina rigidificada).
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AUTOR, 2017 (ADAPTADO de SHAO et al., 2009).

Esquema 14 - Mecanismo reacional para a rigidificacdo envolvendo
arilidrazodiidroimidazoélicos e ariltetraidropirimidinicos  nao-substituidos
(substituicdo nucleofilica envolvendo aminoguanidina ciclizada e os

respectivos benzaldeidos).
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AUTOR, 2017 (ADAPTADO de ULRICH & CERAMI, 1984).

5.2.3 Caracterizacdo por RMN 1H e 13C

Para os compostos obtidos, a caracterizacdo dos heterociclo formados seguiu
observando o0s metilenos destes, sendo 2 metilenos para o derivado
arildiidroimidazélico e 3 para o ariltetraidroimidinico.

Contudo, os mesmos foram observados nos respectivos espectros de 'H para
o ciclo de 5 membros, observou um singleto para 4 hidrogénios em torno de 3.73-3.74
ppm, sendo o sinal caracteristico do heterociclo diidroimidazol. No entanto, para o
espectro de 13C, observou-se um sinal em torno de 43.26-43.27 ppm referente aos
carbonos metileno do heterociclo (SHAO et al., 2009; SILVERSTEIN, 2000).

De maneira semelhante, observou-se o0s espectros de 'H para os compostos
relativos ao heterociclo de 6 membros. Assim, foi analisado um singleto para 2
hidrogénios em torno de 1.90 ppm referente ao H5, bem como um singleto em torno
de 3.33-3.37 ppm caindo junto do sinal da agua, referente a 4 hidrogénios referentes

aos H3 e H4 do heterociclo formado. Contudo, para o espectro de 13C, foi visto um
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sinal em torno de 20.00 ppm para o C5, uma vez que este é o atomo de carbono mais

blindado do heterociclo, além de um sinal em torno de 38.00 ppm referentes aos C3 e

C4. Em adicao, tais atomos saem no mesmo sinal pelo fato de serem quimicamente

equivalentes, pois os nitrogénios do ciclo estdo em ressonancia, compartilhando entre

si a dupla ligagdo, somados a um equilibrio tautomérico (SHAO et al., 2009;
SILVERSTEIN, 2000).

5.2.3.1 Cloridrato de (E)-2-[2’-(3”,4”-diclorobenzilideno)hidrazinil]-4,5-diidro-
1H-imi-dazol (67)
& [ H
5 \N”N\]Z/N3
7 —
CIrINE 2 HN._ /4
3 HCl 1 5

Aspecto: Soélido cristalino branco; MM: 293.58 g/mol; rendimento: 68%;
PF:278°C; Rf: 0,50 (DCM:MeOH 15%).

RMN tH (400 MHz, ppm, DMSO-ds): 6 3.74 (4H, s, H4 e H5); 7.73 (1H, d, J=8.36
Hz, H5’); 7.79 (1H, dd, J1=8.44 Hz, J»=1.55 Hz, H6’); 8.21 (1H, d, J=1.63 Hz,
H2'); 8.27 (1H, s, H7’); 8.82 (2H, sl, NH) (Ver anexo G).

RMN 13C (100 MHz, ppm, DMSO-ds): 8= 43.26 (C4 e C5); 128.38 (C2’); 128.95
(C5); 131.43 (C6’); 132.30 (C1°); 133.25 (C3’); 134.68 (C4’); 145.78 (C7’);
158.37 (C2).

5.2.3.2 Cloridrato de (E)-2-[2’-(3”,4”-dimetoxibenzilideno)hidrazinil]-4,5-diidro-
1H-imidazol (68)

&

H
X, N
5 . N 72¢N3
NoANE 2 HNJ4
03 HCl 1 ¢

~N
Aspecto: Soélido cristalino branco; MM: 284.10 g/mol; rendimento: 68%;
PF:278°C; Rf: 0,50 (DCM:MeOH 15%).
RMN H (400 MHz, ppm, DMSO-ds): d 3.73 (4H, s, H4 e H5); 3.81 (3H, s, -
OCHs3); 3.84 (3H, s, -OCHs); 7.02 (1H, d, J=8.21 Hz; H5’); 7.25 (1H, dd, J1=8.34
Hz, J>=1.61 Hz); 7.52 (1H, d, J=1.75 Hz, H2’); 8.21 (1H, s, H7’) (Ver anexo H).
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e RMN 2C (100 MHz, ppm, DMSO-ds): 5= 43.21 (C4 e C5); 56.10 (-OCHz); 56.22
(-OCHs); 109.22 (C2'); 111.84 (C5'); 122.98 (C8'); 126.55 (C1’); 148.42 (CT’);
149.61 (C3'); 151.66 (C4’); 158.20 (C2).

5.2.3.2 Cloridrato de (E)-2-[2’-(3”,4”-diclorobenzilideno)hidrazinil]-1,4,5,6-
tetraidropirimidina (69)

e Aspecto: Sélido cristalino branco; MM: 306.02 g/mol; rendimento: 68%;
PF:278°C; Rf: 0,50 (DCM:MeOH 15%).

e RMN H (400 MHz, ppm, DMSO-ds): 6 1.92 (2H, s, H5); 3.34 (4H, s, H3 e H4);
7.73 (1H, d, J=8.09 Hz, H5’); 7.82 (1H, d, J=8.09 Hz, HE’); 8.17 (1H, s, H2’);
8.26 (1H, s, H7’); 8.53 (2H, s, NH) (Ver anexo ).

e RMN 13C (100 MHz, ppm, DMSO-ds): 6= 19.95 (C5); 38.48 (C3 e C4); 128.35
(C2'); 128.86 (C5’); 131.38 (C6’); 132.25 (C1’); 132.94 (C3’); 134.97 (C4’);
143.64 (C7’); 151.61 (C2).

5.2.3.2 Cloridrato de (E)-2-[2’-(3”,4”-dimetoxibenzilideno)hidrazinil]-1,4,5,6-

tetraidro-pirimidina (70)
. @ U
© HCl

O 6

e Aspecto: Sélido cristalino branco; MM: 298.12 g/mol; rendimento: 68%;
PF:278°C; Rf: 0,50 (DCM:MeOH 15%).

e RMN *H (400 MHz, ppm, DMSO-ds): 6 1.90 (2H, qt, J=5.13 Hz, H5); 3.80 (3H,

s, -OCHg); 3.83 (3H, s, -OCH3s); 7.00 (1H, d, J=8.51 Hz; H5’); 7.27 (1H, dd,

J1=8.29 Hz, J>=1.62 Hz; HE’); 7.52 (1H, d, J=1.81 Hz, H2'); 8.09 (1H, s, H7’);
8.38 (2H, s, NH) (Ver anexo J).

e RMN 13C (100 MHz, ppm, DMSO-ds): 6= 20.11 (C5); 38.46 (C3 e C4); 56.08 (-
OCHs3); 56.32 (-OCHz); 109.73 (C2’); 111.85 (C5’); 122.67 (C6’); 126.80 (C1’);
146.34 (C7’); 149.56 (C3’); 151.44 (C4’); 151.58 (C2).
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5.3 Caracterizacao da série por Espectroscopia de Infravermelho (IV)

A partir da analise por Espectroscopia de Infravermelho (IV), foi possivel
evidenciar a formacdo dos referidos compostos da série Arilimidazdlicos e
Arilpirimidinicos, corroborando com as analises via Espectroscopia de RMN de H e
13C_

Sendo assim, as principais bandas de absor¢cdo nos Espectros de IV para a
referida série estdo descritas conforme tabela 1, pagina 92, onde para a molécula
LQMO5 foi evidenciado duas bandas de absorcdo: em 1634 cm™, estiramento (v)
referente ao grupamento amidina, bem como em 1209 cm, grupamento éster fendlico
do substituinte aril (3,4-dimetéxi), corroborando com a formacdo da substancia. De
maneira semelhante, foi evidenciado para a molécula LQM17 duas bandas, onde em
1633 cm, estiramento (v) referente ao grupamento amidina, da mesma maneira que
0 composto anterior. Porém, devido ao substituinte aril ser grupamento 3,4-Cl-,
observou-se em 819 cm, estiramento (v) caracteristica da ligacdo C (aromatico)-Cl,
0 que se repete nos derivados ciclizados a partir destes dois intermediarios
(PRETSCH et al., 2009, SILVERSTEIN, 2000).

Para os derivados rigidificados a partir dos intermediarios LQMO05 e LQM17,
foram evidenciados os seguintes grupamentos: para 0S compostos substituintes 4-
fenil imidazélicos, 3 bandas de absorcéo, onde para o composto (63) observou-se em
1644 cm, estiramento (v) do grupo amidina, bem como em 754 e 696 cm,
estiramento (v) caracteristico do substituinte 4-fenil imidazol (fenil monossubstituido).
Da mesma maneira, para a substancia (64), em 1642 cm, estiramento (v) do grupo
amidina, bem como em 770 e 695 cm, estiramento (v) do substituinte fenil
(PRETSCH et al., 2009, SILVERSTEIN, 2000).

No entanto, para os derivados 4-ona imidazol substituidos, foram evidenciados
trés bandas de absorcdo, onde para o composto (65), observou-se em 1722 cm™,
estiramento (v) referente ao grupamento carbonila substituinte do anel imidazol na
posicdo 4, bem como em 1644 cm, estiramento (v) do grupamento amidina e, por
fim, em 1465 cm, estiramento (v) caracteristico de metileno, corroborando com a
formacao do anel imidazol na posicdo 5. De maneira semelhante, para 0 composto
(66), os mesmos grupamentos foram encontrados, onde em 1727 cm™, estiramento

(v) referente a carbonila da posicéo 4-imidazol, bem como em 1599 cm-?, estiramento
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(v) do grupo amidina, culminando com uma banda em 1449 cm, referente ao

estiramento (v) do metileno 5-imidazol (PRETSCH et al., 2009, SILVERSTEIN, 2000).

Por fim, para os derivados ndo substituidos, foram evidenciadas duas bandas

de absorcéo, onde em torno de 1644 a 1662 cm™, estiramento (v) do grupamento

amidina, bem como em 1460 a 1471 cm™, estiramento (v) caracteristico dos metilenos

das posicdes 4 e 5 — anel imidazol (67 e 68), além das posi¢cdes 4,5 e 6 — anel

pirimidina (69 e 70), corroborando com a formacao de tais substancias (PRETSCH et
al., 2009, SILVERSTEIN, 2000).

Tabela 1 — Principais bandas de absor¢cao no Espectro de Infravermelho para a

série Arilimidazol e Arilpirimidinico

BANDAS DE ABSORCAO E SEUS GRUPAMENTOS EM CM*!

CcODIGO
LQMO5

LQM17

63
64
65
66
67
68
69
70

5.4

C=0

1722
1727

Comparacéo de tempo reacional envolvendo metodologia sintética

Amidina
1634

1633

1644
1642
1644
1599
1658
1660
1662
1644

-CHo-

1465
1449
1460
1461
1461
1461

FONTE: AUTOR, 2017.

Fenil

754/696
770/695

convencional e irradiagdo por micro-ondas

Substituinte aril
Ester fenolico (3,4-
dimetdxi): 1209
C(aromatico)-ClI
(3,4-Cl):

819

Anexo
A

T O m m O O

As condicOes reacionais para obtencdo dos derivados imidazolicos e

pirimidinicos sob irradiacdo por micro-ondas foram mantidas conforme metodologia
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convencional. No entanto, a irradiacao por micro-ondas promove uma energia superior
reacional em comparacdo com a metodologia convencional, uma vez que tal
irradiagao constitui aquecimento sem variagdes, bem como eleva as colisdes efetivas
entre as moléculas reagentes. Sendo assim, os produtos sdo obtidos em tempos
reacionais menores e em rendimentos reacionais maiores, uma vez que O
aguecimento sem variacdes promove menor formacdo de subprodutos, bem como
facilidade na purificagdo dos produtos reacionais (FRANCA et al., 2016;
FRECENTESE et al., 2016).

Os compostos LQMO05 e LQM17 foram obtidos conforme descrito em trabalho
publicado por nosso grupo de pesquisa (FRANCA et al., 2016), onde o tempo
reacional foi reduzido de 24h para 25min. Com isto, seguindo as mesmas condicdes
de irradiagcdo por micro-ondas — 60Watts — os compostos (63-66) foram obtidos
também em tempos reacionais menores (20-40min), além de aumentar seus
rendimentos (85-92%). Para os compostos (67-70), as reacdes foram feitas em duas
etapas, cada uma de 20 min, reduzindo o tempo da reacdo convencional que era,

também em cada etapa, de 12h (Tabela 2, pagina 93).

Tabela 2 - Rendimentos e tempos reacionais dos derivados arilimidazoélicos e
arilpirimidinicos
CcODIGO CONVENCIONAL MICRO-ONDAS

Tempo(h) T(C) Rend(%) Tempo(min) T(°C) Rend(%)
(63) 24 85 75 25 85 85
(64) 24 85 70 25 85 87
(65) 24 85 80 35 85 85
(66) 24 85 68 40 85 90
(67) 24 85 79 40 85 90
(68) 24 85 70 40 85 92
(69) 24 85 65 40 85 90
(70) 24 85 65 40 85 95

FONTE: AUTOR, 2017.

5.5 Analise do grau de pureza por Cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE/HPLC-UV)

A cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a um detector de luz
ultravioleta constitui importante ferramenta na analise fisico-quimica de diversas

substancias, onde se utiliza um sistema de solventes como fase moével, que sera
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eluido por meio de uma bomba de alta pressdo perante uma coluna cromatogréfica,
configurando uma fase mével (COLLINS et al., 2006; RUGGENTHALER et al., 2017).

Desta maneira, logo apds a obtencao, os derivados (63-70) foram analisados
quanto seus respectivos graus de pureza, através de cromatografia liquida de alta
eficiéncia acoplado a um detector de luz ultravioleta visivel.

Com isto, foi utilizado como fase mével o sistema de solventes MeOH 100%
para os compostos arilimidazélicos substituidos, bem como MeOH:AF 0,1% para 0s
compostos  arilimidazélicos e  arilpirimidinicos  ndo-substituidos, conforme
apresentados na tabela 3, pagina 94 (GARCIA et al., 2016; RUGGENTHALER et al.,
2017).

Tabela 3 - Analise do grau de pureza dos compostos da série arilimidazolicos e

arilpirimidinicos

CcODIGO TEMPO DE GRAUDE  FASEMOVEL ANEXO
RETENCAO (MIN) PUREZA (%)
LQMO5 (61) 6.2 96 MeOH 100% A
LQM17 (62) 1.98 95 MeOH 100% B
(63) 9.9 95 MeOH 100% C
(64) 3.4 99 MeOH 100% D
(65) 3.2 97 MeOH 100% E
(66) 3.01 95 MeOH 100% F
(67) 2.01 98 MeOH:AF 0,1% G
(68) 2.9 95 MeOH:AF 0,1% H
(69) 1.85 98 MeOH:AF 0,1% |
(70) 3.0 08 MeOH:AF 0,1% J

FONTE: Autor, 2017.

.Desta forma, observa-se conforme tabela supracitada que todos os derivados,
incluindo os intermediarios LQMO05 (61) e LQM17 (62), foram obtidos mediante grau
de pureza satisfatorio, variando entre 95-99%, 0 que corrobora com a caracterizacao
satisfatoria mediante espectroscopia de RMN H e 13C .

5.6 Compostos obtidos da série quinolin-4-hidrazinotiazolidina


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0731708517307483#!
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0731708517307483#!
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Todos os compostos finais foram obtidos de acordo com a literatura descrita
por Aquino (2010) e Silva-Junior e colaboradores (2016), tendo tais metodologias
adaptadas para os compostos da seérie quinolin-4-hidrazinotiazolidina, além dos

mecanismos reacionais.

5.6.1 Obtencdo do composto intermediario 1- (7-cloroquinolin-4-il) tiossemicarbazida
(71)

O composto intermediario (71) foi obtido de forma simples, sem dificuldades no
gue diz respeito a etapa reacional, bem como sua purificacdo, conforme descrito na
literatura para um composto semelhante (MELHA, 2008). Desta forma, obteve-se tal
composto com rendimento de 99%, ndo sendo necessario otimizar os parametros

reacionais sob irradiacao por ultrassom, pelo fato deste ser quantitativo.
5.6.1.1 Mecanismos reacionais envolvidos na obtencdo do composto (71)

O mecanismo reacional envolvendo a formacédo do composto (71) se da por
meio de ataque do par de elétrons livres do nitrogénio da amina primaria da
tiossemicarbazida ao carbono 4 do heterociclo 4-7-dicloroquinolina, via SN2. Tal
ataque se da pela eletrofilicidade do referido carbono, em que este se encontra ligado
a um atomo de cloro, perfazendo uma carga parcial positiva ao mesmo. Conforme o
atomo de cloro consiste em um bom grupo abandonador, o mesmo abstrai um atomo
de hidrogénio do nitrogénio responsavel pelo ataque nucleofilico, gerando HCI no
meio reacional (SOLOMONS, 2012) (Esquema 15, pagina 96).

Esquema 15 - Mecanismo reacional para o composto (71)

NH,
(C'./r—\ H,@S HN’@'

- -
1 4] cl N”f

FONTE: AUTOR, 2017.
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5.6.1.2 Caracterizacdo por RMN de H e 13C

Foi evidenciada, no espectro de RMN H, a forma¢do do dado composto, de
acordo com os deslocamentos quimicos para os respectivos hidrogénios. Assim,
observou-se em 8.12 e 8.30 ppm, dois singletos referentes a hidrogénios aminicos,
em que estes referem-se as aminas presentes na tiossemicarbazona condensada ao
nacleo quinolina. Por fim, no deslocamento de 10.17 ppm foi visto um singleto
referente ao hidrogénio da tioamida, corroborando a formacéo do produto idealizado
(MELHA, 2008).

Desta forma, para o heterociclo, foi evidenciado um dubleto em 6.74 ppm para
H2, um duplo-dubleto em 7.84 para o H6, um singleto em 8.20 ppm indicativo do H8.
Além disto, observou-se, também, em 8.55 ppm um dubleto referente ao H5, bem
como entre 8.69 ppm um dubleto caracteristico do H2 (MELHA, 2008; ROJAS et al.,
2011; SILVERSTEIN, 2000).

De maneira semelhante, observou-se no espectro de 13C um sinal em 98.82
ppm caracterizando C3, em 114.33 referente ao C5, em 118.95 caracteristico do C6,
bem como em 126.40 e 127.11 ppm, um sinal indicativo do C9 e do C4,
respectivamente. Por fim, foi evidenciado sinal em 130.93 ppm para C8, em 138.25
ppm para C10 e, ainda, em 138.56 ppm um sinal caracteristico do C7 e em 143.75
ppm sinal do C2. Ja para a tiocarbonila (C=S), o sinal demonstrado foi o mais
deslocado do espectro, em 156.09 ppm (MELHA, 2008; ROJAS et al., 2011,
SILVERSTEIN, 2000).

5.6.1.2. 1-(7-cloroquinolin-4-il) tiossemicarbazida (71)
=
h?.NH2
HM i
5 2 4“& 3
7
cl =2

g 1

e Aspecto: Sélido cristalino amarelo ouro; MM: 252.02 g/mol; rendimento: 99%;
PF:222°C; Rf: 0,50 (Hex/AcOEt1:1).
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e RMN H (400 MHz, ppm, DMSO-ds): 6= 6.74 (1H, d, J=3.55 Hz, H3); 7.84 (1H,
dd, J1=2.09 Hz, J»=9.15 Hz, H6); 8.12 (1H, s, NH); 8.20 (1H, s, H8); 8.30 (1H,
s, NH); 8.55 (1H, d. J=4.56 Hz, H5); 8.69 (1H, d, J=3.31 Hz, H2); 10.17 (1H, s,
NH). (Ver anexo L).

e RMN !H (100 MHz, ppm, DMSO-ds): 6= 98.82 (C3); 98.65 (C3); 114.33 (C5);
118.95 (C6); 126.40 (C9); 127.11 (C4); 130.93 (C8); 138.25 (C10); 138.56 (C7);
143.75 (C2); 156.09 (C=S).

5.7 Obtencdo dos compostos ciclizados da série quinolin-4-
hidrazinotiazolidina

Foram obtidos 6 compostos a partir da ciclizacdo da porcédo tioamida do
intermediario - (7-cloroquinolin-4-il) tiossemicarbazida (71), todos inéditos na
literatura, de acordo com a metodologia descrita por Aquino e colaboradores (2010) e
Silva-Junior e colaboradores (2016), assim como 0S respectivos mecanismos
reacionais.

Inicialmente, a série foi obtida com baixos rendimentos — 25% a 40% - devido
a problemas de solubilidade, bem como a formacao de subprodutos, o que veio a
acarretar dificuldades na etapa de purificacdo. Desta forma, ao solvente MeOH foi
adicionado DMF, de forma a tornar os reagentes totalmente sollUveis. Em adicdo, as
reacOes foram desenvolvidas na presenca da base acetato de sédio anidro, a fim de
evitar possivel hidrélise acida do grupo imino formado (AQUINO et al., 2010; OTTANA
et al., 2005). Com isto, o rendimento reacional foi obtido de forma quantitativa.

Sendo assim, com a finalidade de se otimizar os parametros reacionais, de
forma a reduzir a formacédo de subprodutos, o que torna a facilitar as etapas de
purificacdo, com consequente aumento dos rendimentos, as reacdes foram feitas em
ultrassom, mantidas as condi¢fes reacionais iniciais.

Tal fato se deve por conta da otimizagdo das colisdes efetivas entre os
reagentes, uma vez que a cavitacdo promovida pelo banho ultrassom eleva-as cerca
de 10° vezes, diferentemente do banho em o6leo (metodologia convencional)
(SHABALALA et al., 2015; ZHANG et al.,, 2011). Neste caso, os rendimentos
reacionais foram obtidos entre 70% a 92%.
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5.7.1 Obtencdo do composto (Z) -etil-2- (2- (7-cloroquinolin-4-il) hidrazono) -4-metill-
2,3-diidrotiazol-5-carboxilato (72)

O referido composto foi obtido por meio da ciclizacdo da porcéo tioamida do
intermediario supracitado a partir do di-eletrofilo cloroacetoacetato de etila, obtendo-

se um rendimento reacional de 70% em banho de 6leo e 92% em banho ultrassom.

5.7.1.1 Mecanismos reacionais

O mecanismo reacional para o dado composto inicia-se a partir do equilibrio
tautomérico na regido da tiocarbonila no composto intermediario (71), ocorrendo-se,
assim, um ataque nucleofilico da tiocarbonila (mais elétron-disponivel) via S-
alquilagéo, no di-eletrdfilo cloroacetoacetato de etila, havendo saida de um atomo de
cloro. Assim, o ion cloreto abstrai o a&tomo de hidrogénio do enxofre, de forma a
estabilizar sua carga entéo positiva. Com isto, ocorre um ataque do par de elétrons
livres do nitrogénio da tioamida a carbonila cetdnica do di-eletréfilo supracitado,
havendo formacado do heterociclo de 5 membros. Tal fato € seguido da captura, por
meio do oxigénio carregado negativamente, do préton adjacente, em que a hidroxila
formada captura um proton do HCIl formado inicialmente. Culminando com a
estabilizacdo do heterociclo tiazolidinico formado, ocorre, entdo, uma S-eliminacéo por
meio da captura de um proéton por meio do ion cloreto, havendo liberacdo de uma
molécula de 4gua (Esquema 16, pagina 99) (AQUINO et al., 2010; SILVA-JUNIOR et
al., 2016).

Esquema 16 - Mecanismo reacional envolvendo a molécula (72)
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5.7.1.2 Caracterizacdo por RMN de H e 13C

A partir do espectro de RMN *H, observou-se a formagao do dado composto,
de acordo com os deslocamentos quimicos para os respectivos hidrogénios: Para a
formacdo do substituinte éster etilico no anel tiazolidinico, observa-se um quarteto
para 2 hidrogénios em & 4.16 referente ao metileno, bem como um tripleto para 3
hidrogénios em & 1.21 caracterizando a metila. Culminando com a caracterizagéo do
referido anel formado, analisa-se em & 2.45 um singleto alusivo a 3 hidrogénios,
caracterizando a metila substituinte do anel tiazolidinico (Aquino et al., 2010; SILVA-
JUNIOR et al., 2016; SILVERSTEIN, 2000).

No entanto, ao ser realizado experimento de RMN 13C, foi possivel evidenciar
0 substituinte éster etilico do anel tiazolidinico formado, sendo -CHsem & 14.17 e -
CHz2em 6 60.45. Em adigao, observou-se o -CHsligado ao Carbono 4’ em 6 14.12.

5.7.1.2. 1-(Z) -etil-2- (2- (7-cloroquinolin-4-il) hidrazono) -4-metill-2,3-diidrotiazol-

5-carboxilato (72)
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e Aspecto: Sélido cristalino amarelo ouro; MM: 362.06 g/mol; rendimento: 70%;
PF:282°C; Rf: 0,50 (Hex/AcOEt1:1).

e RMN H (400 MHz, ppm, DMSO-ds): 6= 1.21 (3H, t, J=7.19 Hz, CHs3); 2.45 (3H,
s, CHs etileno); 4.16 (2H, qt, J=7.03 Hz, CH2); 6.92 (1H, s, H3); 7.80 (1H, d,
J=8.0 Hz, H6); 8.09 (1H, s, H8); 8.53 (1H, s, H5); 8.66 (1H, d, J=7.47 Hz, H2);
11.96 (1H, s, NH); 14.53 (1H, s, NH). (Ver anexo M).

e RMN 13C (100 MHz, ppm, DMSO-ds): 6= 14.12 (-CH3); 14.17 (-CH3s éster); 60.45
(-CHy2); 98.60 (C3); 98.68 (C2); 100.42 (C5’); 113.91 (C4’); 119.17 (C5); 125.59
(C6); 127.41 (C8); 130.06 (C4); 138.26 (C10); 138.64 (C7); 140.07 (C9); 161.23
(C=0); 161.32 (C2).

5.7.2 Obtencdo do composto (2)-2-(2-(2-(7-cloroquinolin-4-il) hidrazono) -4-
oxotiazolidin-5-il) &cido acético (73)

O referido composto foi obtido por meio da ciclizacdo da porcéo tioamida da
tiossemicarbazida a partir do di-eletrofilo anidrido maleico. Inicialmente, mesmo apos
72 horas de reacdo em banho de 6leo, pouco se foi evidenciado formacédo de produto,
uma vez que ainda havia reagente limitante presente na reacdo. Desta forma, optou-
se por modificar a estequiometria da reacéo de 1: 1,5 para 1:4,5, onde pode-se obter
o produto esperado apos 24 horas, tendo-se obtido um rendimento de 43 % para a

reacao em banho de 6leo e 87% para a mesma em ultrassom.

5721 Mecanismos reacionais

Para a formacao deste produto, a partir da utilizacdo do anidrido maleico como
di-eletréfilo, pode gerar o mesmo produto por duas dire¢cdes envolvendo um Unico
mecanismo reacional (esquema 17, pagina 101).

Desta forma, em uma das direcdes, inicia-se com aminolise seguida de uma
adicao tia-Michael, enquanto, a outra pode ser desenvolvida na direcdo contraria
(AQUINO et al., 2010). Inicialmente, ocorre a formag¢édo de um equilibrio tautomérico
entre as formas da tiouréia. Em seguida, o par de elétrons da tiocarbonila (R-SH, (mais
elétron-disponivel) ataca o carbono a,B-insaturado do heterociclo do anidrido maléico,

deslocando a dupla ligacao, deixando a carbonila negativamente carregada, mas logo
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retornando, via efeito de ressonancia. Logo apés, ocorre 0 segundo ataque, o par de
elétrons da amina (R2NH) ataca a carbonila e, em seguida, ocorre uma protonagéo do
enolato intermediario formado, seguida de uma amindlise, conduzindo a formacéo do
anel 4-tiazolidinona com uma fungcdo &cida na posicdo 5 deste (CAREY &
SUNDBERG, 2007; AQUINO et al., 2010).

Esquema 17 - Mecanismo reacional da molécula (73)
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FONTE: AUTOR, 2017.
5.7.2.2 Caracterizacdo por RMN de H* e 13C

Apbs sua obtencao, a molécula foi caracterizada por RMN de H, evidenciando
a formacao do heterociclo tiazolidinico substituido: observou-se no deslocamento de
® 1.10 um tripleto correspondente a 2 hidrogénios, caracteristicos do metileno
adjacente ao acido carboxilico substituinte do anel tiazolidinico. Em adic¢ao, os prétons
do metileno acoplam com o hidrogénio adjacente do anel tiazolidina, mas também
acoplam entre si, ocasionando, assim, no tripleto supracitado (SILVERSTEIN, 2000).
Por fim, observou-se também em deslocamento de & 10.77 um singleto largo para 1
hidrogénio, caracteristico de hidroxila, correspondente a hidroxila do acido carboxilico
substituinte do heterociclo. Além disto, num deslocamento de & 1.22 observou-se um

singleto para 1 hidrogénio, correspondente ao hidrogénio do carbono 5 do anel
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tiazolidinona, caracterizando o fechamento deste (AQUINO et al.,, 2010; SILVA-
JUNIOR et al., 2016; SILVERSTEIN, 2000).

No entanto, para a analise por RMN 13C, foi observado um sinal em 33.5, bem
como em 34.20 ppm, caracteristicos do grupo -CH2 (C5’) e -CH do substituinte &cido
carboxilico nesta mesma posicédo. Culminando com a caracterizacao da formacao do
composto, foi evidenciado um sinal em 173.19 ppm, referindo-se a carbonila da funcéo
acido carboxilico, bem como em 173.45 ppm a carbonila substituinte da posicdo C4’
do heterociclo tiazol (AQUINO et al, 2010; SILVA-JUNIOR et al., 2016;
SILVERSTEIN, 2000).

5.6.2.2.1 (2) -2- (2- (2- (7-cloroquinolin-4-il) hidrazono) -4-oxotiazolidin-5-il) acido
acético (73)

H .40
M5 o O
65 gt S1'
i = OH
Cl N 2
3 1

e Aspecto: Cristais sélidos amarelos; MM: 350.02 g/mol; rendimento: 43%;
PF:285 °C; Rf: 0,50 (Diclorometano:MeOH 10%); Purificacdo: Coluna classica
diclorometano: MeOH 5%.

e RMN *H (400 MHz, ppm, DMSO-ds) 5= 1.10 (2 H, t, J=7.12 Hz, -CH2); 1.22 (1H,
s, H5); 6.01 (1H, s, NH); 6.35 (1H, d, J=7.96 Hz, H3); 6.48 (1H, s, H5); 7.17
(1H, dd, J1=2.1Hz, J»=8.66Hz, H6); 7.21-726 (1H, m, H8); 8.08 (1H, d, J=8.7
Hz, H2); 10.77 (1H, sl, OH) (Ver anexo N).

e RMN *H (100 MHz, ppm, DMSO-ds) 6= 33.5 (CHz); 34.20 (CH); 98.65 (C3);
118.76 (C5); 125.69 (C6); 126.48 (C9); 126.71 (C4); 137.66 (C8); 137.99 (C10);
138.59 (C7); 151.27 (C2); 152.52 (C2’); 173.19 (C=0 acido carboxilico); 173.45
(C4).

5.7.3 Obtencéo do composto (Z) -2- (2- (7-cloroquinolin-4-il) hidrazono) tiazolidin-4-
ona (74)

Para a obtencdo do composto citado, utilizou-se inicialmente EtOH como
solvente, bem como 1:1,5 equivalentes, ndo sendo formado o produto em reacéao,

devido a baixa solubilidade dos reagentes. Assim, o solvente foi alterado para DMF,
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mantendo-se a equivaléncia, havendo formacgéo de produto, porém, ao longo de 48H.
N&o obstante, foi elevada, entdo, a equivaléncia para 1:4,5, sendo entdo observada a

formacao de produto em 24 horas.

5.7.3.1 Mecanismos reacionais

Dando-se inicio ao mecanismo, ocorre a formagédo de um equilibrio tautomérico
na regido da tioureia. Em seguida, a tiocarbonila (mais elétron-disponivel) ataca o
dieletrofilo, 2-cloroacetato de etila, via S-alquilacéo, no carbono a-halogenado. Desta
forma, devido ao ataque intramolecular do par de elétrons da amina a carbonila da
funcdo éster, seguido pela saida de etanol, dar-se-a a formacéo do anel tiazolidinona,
neste caso, ndo substituido na posicdo 5 (Esquema 18, pagina 103) (AQUINO et al.,
2010, SILVA-JUNIOR et al., 2016).

Esquema 18 - Mecanismo reacional da molécula (74)
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FONTE: AUTOR, 2017.
5.7.3.2 Caracterizacdo por RMN *H e 13C

Para a caracterizacdo da molécula, foi observado no deslocamento de 6 4.08
ppm um singleto para 2 hidrogénios (AQUINO et al., 2010; CHADHA et al., 2015;
SILVA-JUNIOR et al., 2016; SILVERSTEIN, 2000), correspondente ao metileno do
anel tiazolidina, evidenciando a formagdo do mesmo. Além disto, n&o foi evidenciado
nenhum deslocamento anterior ao supracitado, indicando que ndo h& mais nenhum

radical alquila presente na amostra, corroborando com a formacgéo da molécula.
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Ja para o espectro de "*C, foi evidenciado um sinal em & 34.25 para o C5’, bem

como sinal em & 173.49 para o C4’ carbonilico, inferindo a formagéo do heterociclo

requerido.

5.7.3.2.1 (2) -2- (2- (7-cloroquinolin-4-il)-hidrazono)-tiazolidin-4-ona (74)

3
H  MN.4.0
HN’NKE
5

5
T
cl g 2

g 1

Aspecto: sélidos amarelo palido; MM: 292.02 g/mol; rendimento: 50%; PF:210
°C; Rf: 0,50 (Hexano:AcOET 70%); Purificacdo: recristalizacdo em
metanol:dgua destilada.

RMN H (400 MHz, ppm, DMSO-de) 6= 4.08 (2H, s, CH2); 4.15 (1H, s, NH); 6.78
(1H, d, J=7.01 Hz, H do C3 quinolinico); 7.75 (1H, d, J=8.59, H do C6
quinolinico); 8.06 (1H, s, H do C8 quinolinico); 8.44 (1H, s, H do C5 quinolinico);
8.59 (1H, s, H do C2 quinolinico); 12.28 (1H, s, NH) (Ver anexo O).

RMN 13C (100 MHz, ppm, DMSO-de) 6= 34.25 (C5’); 98.78 (C3); 118.87 (C5);
125.70 (C6); 126.71 (C9); 134.46 (C4); 137.64 (C8); 137.98 (C10); 138.52 (C2);
152.54 (C7); 152.50 (C2’); 173.49 (C4’).

5.7.4 Obtencéo do composto 1-(7-cloroquinolin-4-il)-2-(4-feniltiazol-2(3H)-
ilideno)hidrazina (75)

Para a obtencdo do composto (75), foi aplicada a metodologia até entéao

utilizada, descrita por Aquino (2007) e Silva-Junior e colaboradores (2016). Desta

forma, para a ciclizacdo da porcao tioamida pelo dieletréfilo 2-bromoacetofenona,

foi-se aplicada uma propor¢cdo molar de 1:1,2, sob 85°C, banho de éleo, em

solvente MeOH. No entanto, apos 24h de reacao, a analise por CCD demonstrou,

apesar do consumo total do regente limitante, a formacéao de varios subprodutos,

ndo sendo possivel, assim, a purificagdo de algum produto para caracterizacao.



105

Desta forma, foi-se, entdo, analisada a propor¢cao equimolar dos reagentes,
mantendo-se as condicdes reacionais supracitadas. Ao fim de 24h, analisou-se por
CCD o término da reagéo, no entanto, com menor formacgéo de subprodutos, mas
ainda ndo sendo possivel a purificacdo de algum produto formado.

Idealizou-se, entdo, a formacdo do produto em temperatura ambiente,
mantendo-se a proporcdo equimolar. Apés 72 horas, foi analisado por CCD que
havia pouca formagdo de produto, estando-se, ainda, todos os reagentes em
solucgéo, sugerindo a ndo formacéo de produto na auséncia de temperatura.

Sendo assim, ap0s constatada que, para a formacdo do produto,
provavelmente, deveria se manter a proporcdo equimolar dos reagentes, sob
temperatura, foi-se analisada a formacéao do produto em diferentes temperaturas,
de forma gradativa. Com isto, culminou-se a temperatura 6tima de formacao do
produto idealizado em 60°C, sendo, entéo, purificado por trituracdo em éter etilico,

seguida de recristalizagio em MeOH: Agua destilada.

5.7.4.1 Mecanismos reacionais

Para a formacdo do produto idealizado, ocorre, inicialmente, um equilibrio
tautomérico, com formacéo do tiol no lugar da tioamida. Sendo assim, o par de
elétrons do tiol (mais elétron-disponivel) ataca o carbono a-halogenado da
bromoacetofenona, ocasionando a saida do grupo abandonador, em que,
posteriormente, o ion brometo abstrai o proton do tiol, de forma a estabiliza-la.
Seguindo o mecanismo reacional, ocorre um ataque intramolecular do par de
elétrons livre da amina a carbonila do dieletrofilo, onde o oxigénio, carregado
negativamente, abstrai o préton do nitrogénio positivamente carregado,
estabilizando a estrutura formada. O mecanismo culmina com a espécie acida
protonando a hidroxila do anel formado, favorecendo uma [(-eliminacdo por
desidratacédo (Esquema 19, pagina 106) (CAREY & SUNDBERG, 2007; SILVA-
JUNIOR et al., 2016; SMITH & MARCH, 2001; VARA et al., 2008).



Esquema 19 - Mecanismo reacional da molécula
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5.7.4.2 Caracterizacdo por RMN 1H e 13C

106

(75)

O produto foi caracterizado através de sua analise por RMN de 'H, onde

observou-se um dubleto em 7.84 ppm para 2H, referente ao carbono da posi¢cao

5, desdobrando no mesmo deslocamento que o hidrogénio do C6 quinolinico.

Analisou-se, ainda, a substituicdo na posicédo 4 do anel, em que se observou no

deslocamento de 7.23-7.31 ppm um multipleto e em 7.39 ppm um tripleto, 3 e 2

hidrogénios, respectivamente, caracterizando os hidrogénios aromaticos do

substituinte fenil na referida posicéo, formando o anel tiazolidina requerido. Além

disto, observou-se no espectro de 3C um sinal em 48.58 ppm referente ao -CH

tiazolidinico da posi¢cédo 5, bem como um sinal em 169.99 ppm alusivo ao C4’,
corroborando a formacéo deste (AQUINO et al., 2010; SILVA-JUNIOR et al., 2016;

SILVERSTEIN, 2000).
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5.74.2.1 1-(7-cloroquinolin-4-il)-2-(4-feniltiazol-2(3H)-ilideno)hidrazina (75)
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e Aspecto: sélido verde escuro; MM: 352.05 g/mol; rendimento: 80%; PF:295 °C;
Rf: 0,50 (Hexano:AcOET 70%); Purificacdo: Recristalizacdo MeOH:Agua
destilada.

e RMN *H (400 MHz, ppm, DMSO-de) 6= 6.78 (1H, s, H2); 7.23-7.31 (3H, m,
H3” H4”,H5"); 7.39 (2H, t, J=7.55 Hz, H2”,H6"); 7.59-7.65 (1H, m, H5). 7.75
(1H, s, NH); 7.84 (2H, d, J=7.42, H5’, H6); 8.13 (1H, s, H8); 8.34 (1H, d, J=6.93
Hz, H2); 10.52 (1H, s, NH) (Ver anexo P).

e RMN 13C (400 MHz, ppm, DMSO-ds) 6= 48.58 (C5’); 98.09 (C3); 103.54 (C6”);
119.00 (C5); 125.02 (C6); 125.52 (C2”); 127.40 (C9); 127.59 (C3”); 128.25
(C5”); 128.59 (C4”); 130.04 (C1”); 134.52 (C4); 136.27 (C8); 139.79 (C10);
150.81 (C2); 158.87 (C2’). 164.17 (C7); 169.99 (C4).

5.7.5 Obtencéo do composto 1-(7-cloroquinolin-4-il)-2-(tiazolidina-2-ilideno)hidrazina
(76)

O composto referido foi obtido através da ciclizacdo da por¢céo tioamida do
produto intermediario através do dieletréfilo dibromoetano. Para a reacgdo, foi
adicionado uma proporcao de 1:4 equivalentes, sob 85° em metanol, onde, apos
12h, foi observada a formacg&o de um produto, com consumo parcial do reagente
limitante. Desta forma, foi adicionado mais 2 equivalentes do dieletrdfilo referido,

consumindo, assim, todo o reagente limitante, obtendo-se o produto idealizado.

5.75.1 Mecanismos reacionais

Para a formacdo do composto idealizado, ocorre inicialmente o equilibrio

tautomérico com formacéao do tiol no lugar da tioamida. Com isto, o par de elétrons
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do tiol (mais elétron-disponivel) ataca nucleofilicamente o carbono a-halogenado
do dibromoetano, via SN2, ocasionando a saida do grupo abandonador, onde,
posteriormente, o ion brometo abstrai o préton do tiol, de forma a estabiliza-lo.
Logo depois, mais uma vez ocorre um ataque intramolecular nucleofilico, desta
vez do par de elétrons livre da amina, ao outro carbono a-halogenado, mais uma
vez havendo saida de ion brometo, que abstrai o proton aminico, estabilizando o

produto formado (Esquema 20, pagina 108).

Esquema 20 - Mecanismo reacional envolvendo o composto (76)
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5.75.2 Caracterizacdo por RMN H e 13C

Culminando com a caracterizacdo da molécula requerida, observou-se 2
tripletos em & 3.66 e 4.00, acoplando entre si, uma vez que possuem a mesma
constante de acoplamento, com J=7.4 Hz. Os sinais sdo caracteristicos dos
carbonos das posicfes 4 e 5, uma vez que estes ndo sdo substituidos (AQUINO
et al., 2010; SILVA-JUNIOR et al., 2016).

Em adicional, foi visto, para esta molécula, um singleto em & 12.04 para 1H
referente & hidrogénio aminico. No entanto, jA& havia sido descrito os sinais
referentes aos dois hidrogénios aminicos, em & 7.79 e 9.46. Desta forma, foi
suposto que o sinal aminicos adicional seria da forma tautomérica entre o0s
nitrogénios conjugados da molécula. Para tanto, foram feitos seis espectros de
hidrogénio, alterando a temperatura do experimento: 25, 30, 50, 70, 90, 110°C,
onde, na temperatura de 70°C, a integral para os sinais de hidrogénio aminicos
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estdo em 0,5; na temperatura de 90°C, o sinal em & 12.04 ppm comeca a ser
suprimido, culminando com sua completa supressao em 110°C, prevalecendo dois
sinais aminicos (CLARAMUNT et al., 2006; CHADHA et al., 2015; SILVERSTEIN,
2000) (Ver anexo Q).

Para o espectro de 3C, observou-se dois sinais, sendo no deslocamento de &
25.89 e outro em 6 53.11, sendo caracteristicos de metilenos, o que corrobora com
a formacdo do ciclo tiazolidina ndo-substituido (AQUINO et al., 2010; CHADHA et
al., 2015; SILVERSTEIN, 2000).

57521 1-(7-cloroquinolin-4-il)-2-(tiazolidina-2-ilideno)hidrazina (76)
-
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e Aspecto: solido amarelo péalido; MM: 278.04 g/mol; rendimento:77%; PF:
230 °C; Rf: 0,50 (Hexano:AcOET 70%); Purificagdo: recristalizagdo em
MeOH: Agua destilada.

e RMN 'H(400 MHz, ppm, DMSO-ds) 6= 3.66 (2H, t, J=7.4 Hz, CH2); 4.00 (2H,
t, J=7.4 Hz, CH2); 6.23 (1H, s, H do C3 quinolinico); 7.41 (1H, d, J=8.24 Hz,
H do C6 quinolinico); 7.66 (1H, s, H do C8 quinolinico); 7.80 (1H, s, NH);
8.30 (1H, d, J=8.58 Hz, H do C5 quinolinico); 8.62 (1H, s, H do C2
quinolinico); 9.52 (1H, s, NH); 12.15 (1H, NH) (Ver anexo Q).

e RMN 13C (400 MHz, ppm, DMSO-ds) 6= 25.89 (C4’); 53.11(C5’); 97.04(C3);
117.06(C5); 117.94(C6); 124.11(C9); 126.63(C4); 136.04(C8); 138.51(C10);
138.98(C7); 161.78(C2); 165.14 (C2).

5.7.6 Obtencédo do composto 1-(7-cloroquinolin-4-il)-2-(5,6-dihidro-4H-1,3-thiazin-2-
ihidrazina (77)

O composto referido foi obtido da mesma forma que a substancia (76). Desta
forma, a reacdo seguiu-se através da ciclizacdo da porcao tioamida do produto

intermediario através do dieletrofilo dibromopropano. Para obtencédo do mesmo, foi
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adicionado uma proporcédo de 1:4 equivalentes, sob 85° em metanol, onde, apos
12h, foi observada a formacédo de um produto, com consumo parcial do reagente
limitante. Assim, seguiu-se com a adicdo de mais 2 equivalentes do dieletrofilo
referido, consumindo, entdo, todo o reagente limitante, obtendo-se o produto

idealizado.

5.76.1 Mecanismos reacionais

Dando-se inicio a obtencdo da substancia idealizada, ocorre inicialmente o
equilibrio tautomérico com formacéao do tiol no lugar da tioamida. Com isto, o par
de elétrons do tiol (mais elétron-disponivel) ataca nucleofilicamente o carbono a-
halogenado do dibromopropano, via SN2, ocasionando a saida do grupo
abandonador, onde, posteriormente, o ion brometo abstrai o préton do tiol, de
forma a estabiliza-lo.

Por fim, mais uma vez ocorre um ataque intramolecular nucleofilico, desta vez
do par de elétrons livre da amina ao outro carbono a-halogenado. Logo apés ha
saida de ion brometo, que abstrai o préton aminico, estabilizando o produto

formado (Esquema 21, pagina 110).

Esquema 21 - Mecanismo reacional envolvendo o composto (77)
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5.7.6.2 Caracterizacdo por RMN *H e 13C

O espectro de hidrogénio para a referida substancia demonstrou um singleto

para 2 hidrogénios no deslocamento de & 2.35 e outro em & 3.60 referentes aos
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metilenos dos carbonos 4 e 6 do heterociclo formado. Observou-se, também, no
deslocamento entre & 3.31 um tripleto, relacionado ao carbono 5, uma vez que,
por este encontrar-se entre os outros dois metilenos, acopla com estes, justificando
o sinal encontrado (CHADHA et al, 2015; SILVA-JUNIOR et al., 2016;
SILVERSTEIN, 2000).

Seguindo a analise por RMN de 13C, observou-se trés sinais caracteristicos da
formacgéo deste anel, referentes aos trés metilenos relacionados a ciclizagdo da
porcdo tioamida do produto intermediario pelo dieletrofilo 1,3-dibromopropano: em
0 25.19, 25.81 e 48.47 (CHADHA et al.,, 2015; SILVA-JUNIOR et al., 2016;
SILVERSTEIN, 2000).

5.7.6.2.1 1-(7-cloroquinolin-4-il)-2-(5,6-dihidro-4H-1,3-tiazin-2-il)hidrazina (77)

e Aspecto: sélido amarelo péalido; MM: 292.05 g/mol; rendimento:70%; PF: 245
°C; Rf: 0,50 (Hexano:AcOET 70%); Purificacdo: recristalizacdo em MeOH:
Agua destilada.

e RMN tH(400 MHz, ppm, DMSO-ds) 6= 2.35 (2H, s, C5’); 3.31 (2H, s, C4’); 3.60
(2H, s, C6’); 6.00 (1H, d, J=5.34 Hz, H3); 7.40 (1H, d, J=8.18 Hz, H6); 7.62 (1H,
s, H8); 7.77 (1H, sl, NH); 8.05 (1H, s, H5); 8.29 (1H, d, J=8.44 Hz, H2); 8.80
(1H, s, NH); 12.01 (1H, NH) (Ver anexo R).

e RMN 13C (400 MHz, ppm, DMSO-ds) 6= 23.19 (C5’); 25.81 (C4’); 48.47(CF6’);
96.26(C3); 116.95(C5); 118.23(C6); 123.99(C9); 127.04(C4); 136.04(C8);
138.63(C10); 139.16(C2); 157.36(C7); 161.13(C2).

5.8 Caracterizacao da série por Espectroscopia de Infravermelho (V)

Em conjunto com as analises de espectroscopia de RMN, os derivados
Quinolin-4-hidrazinotiazolidina foram caracterizados via espectroscopia de
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Infravermelho, onde foi possivel corroborar a formacgao dos produtos requeridos, de
acordo com a tabela 4, pagina 114.

Desta maneira, a partir do intermediario (71), observou-se a formacédo do
composto através quatro bandas de absor¢édo, sendo elas: em 1643 cm?, estiramento
(v) caracteristico do grupamento -NHz, em que apenas este derivado apresenta amina
primaria; em 1314 cm, estiramento (v) do grupamento -N-C-S-, o que também indica
a condensagao do grupo tiossemicarbazida para formagdo do derivado, juntamente
com uma banda de absor¢cdo em 1160 cm, sendo este um estiramento (v)
caracteristico de grupo -C=S, mais uma vez do grupo tiossemicarbazida condensado.
Ademas, foi também evidenciada uma banda de absorc¢éo variando de 796 a 818 cm-?,
sendo este um estiramento (v) de ligacdo C (aroméatico) -Cl, que se refere ao
substituinte -Cl da posicdo 7 do anel quinolinicos (PRETSCH et al.,, 2009,
SILVERSTEIN, 2000).

Logo apds, a partir do intermediario (71), os derivados inéditos rigidificados
foram obtidos, sendo analisada a formacdo dos compostos da seguinte maneira,
indicando a formacdo do heterociclo tiazolidina devidamente substituido: pelo fato
destes ndo apresentarem grupamento amina secundaria, o estiramento em torno de
1643 cm* foi suprimido; o estiramento em torno de 1314 cm também foi suprimido,
dando lugar a uma banda em torno de 1583-1610 cm, sendo esta caracteristica do
grupamento S-C=N, bem como o estiramento em torno de 1160 cm™ caracteristico do
grupo -C=S também foi suprimido, indicando, em conjunto, a formacao do requerido
heterociclo (PRETSCH et al., 2009, SILVERSTEIN, 2000).

Por fim, analisou-se os devidos substituintes do heterociclo tiazolidina, onde o
derivado (72) apresentou uma banda de absorcdo em 1446 cm™, em que este
estiramento (v) caracteriza o substituinte metil na posicdo 4 do anel, bem como trés
bandas para evidenciar o substituinte éster etilico na posi¢cdo 5. Sendo assim, em 1701
cm?, foi demonstrado um estiramento (v) referente a carbonila do éster, além de
bandas em torno de 1477 e 1446 cm?, sugestivas do grupo -CH2 e -CHsg,
respectivamente (PRETSCH et al., 2009, SILVERSTEIN, 2000).

Para a molécula (73), foram evidenciados quatro sinais para caracterizar 0s
substituintes tiazolidinicos: em 1720 cm, estiramento (v) referente a carbonila
substituinte da posi¢éo 4, bem como do acido carboxilico da posicédo 5. Ademas, sinais
em torno de 3130 cm* indicam formacéo de -OH de acido carboxilico, bem como uma
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banda em 2748 cm caracteristico do grupo -COOH, além de uma banda em 1442 cm-
1 do grupo -CH2 (PRETSCH et al., 2009, SILVERSTEIN, 2000).

Para o composto (74), analisou-se uma banda de absorcdo em torno de 1723
cm?, caracteristico de grupo -C=0, referente a posicdo 4, bem como banda em 1446
cm?, sendo um estiramento (v) referente ao grupo -CHz- da posicéo 5 do heterociclo
formado (PRETSCH et al., 2009, SILVERSTEIN, 2000).

Ja para o composto (75), foram evidenciadas duas bandas em torno de 767 e
699 cm, em que estas sdo caracteristicas do fenil monossubstituido na posicdo 4 do
anel tiazolidinico (PRETSCH et al., 2009, SILVERSTEIN, 2000).

De maneira semelhante, para os compostos (76) (anel de 5 membros) e (77)
(anel de 6 membros), que ndo possuem substituintes no heterociclo tiazolidina, foi
evidenciada uma banda de absor¢cdo em 1461 cm™? para ambos, em que este
estiramento (v) refere-se ao grupo metileno (-CHz), corroborando com a formacéo de
tais moléculas (PRETSCH et al., 2009, SILVERSTEIN, 2000).

Tabela 4 — Principais bandas de absor¢cao no Espectro de Infravermelho para a

série quinolin-4-hidrazinotiazolidina

BANDAS DE ABSORCAO E SEUS GRUPAMENTOS EM CM1!
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CODIGO  -NH2 S-C=N N-C-S C=S Substituinte 4- Substituinte  Substituinte  Anexo
tiazol 5-tiazol 7-quinolina
71 1643 - 1314 1160 - - C-Cl:798 L
72 - 1583 - - -CHas: 1446 -C=0:1701; - C-CI:815 M
CH2: 1477
73 - 1602 - - -C=0:1720 -OH &cido C-Cl:813 N
carboxilico:3
130; -COOH:
2748; -
CH2:1442;
74 - 1608 - - -C=0: 1723 -CHz: 1446 C-Cl:816
75 - 1608 - - Fenil C-Cl:818 P
monossubstituido
: 767/699
76 - 1606 - - -CHz: 1461 -CHz: 1461 C-Cl:802 Q
77 - 1604 - - -CH2: 1461 -CH2: 1461 C-Cl:796 R

59 Comparagdo dos tempos reacionais envolvendo as metodologias
convencionais e por sonicacao

As condicOes reacionais para obtencao das hidrazinotiazolidinas propostas por
meio de irradiagdo com ultrassom foram mantidas conforme metodologia
convencional. Desta forma, a sonicacdo promove uma maior efetividade reacional
guando comparada a metodologia convencional, em que as colisbes entre as
moléculas ocorrem na ordem de 10° vezes a mais (MASON, 2002), o que reflete em
um menor tempo de reacdo, como € mostrado na Tabela 1. Assim, observa-se que na
metodologia convencional, o tempo reacional ocorre entre 16-24 horas, porém, por
meio de sonicacgdo, o tempo é reduzido para 20-55 minutos. Pode-se observar que as
reacoes por meio de ultrassom demonstraram um maior rendimento frente a

metodologia convencional, para todos os produtos obtidos, que pode ser explicado
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devido a uma menor formacao de produtos secundarios através desta metodologia
(Tabela 5, pagina 115).

Desta forma, tal fato também pode proporcionar maior facilidade de purificacao
dos compostos, como pode-se citar o produto (73), em que, por meio de reacao
classica, foi-se necessaria uma coluna classica para a purificacdo do mesmo; porém,
gquando obtido por meio de sonicacdo, foi facilmente purificado por meio
recristalizacdo em MeOH:Agua destilada. Sendo assim, os produtos obtidos foram
caracterizados por meio de RMN *H, tendo suas estruturas propostas confirmadas.

Tabela 5 - Rendimentos e tempos reacionais dos derivados quinolin-4-
hidrazinotiazolidina

cODIGO CONVENCIONAL SONICACAO
Tempo(h) T(C) Rend(%) Tempo(min) T(°C) Rend(%)
(72) 24 85 70 20 85 90
(73) 36 85 43 40 85 87
(74) 24 85 50 55 85 87
(75) 24 85 80 25 85 92
(76) 24 85 77 35 85 90
(77) 24 85 70 35 85 95
AUTOR, 2017.

5.10 Andlise do grau de pureza por Cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE/HPLC-UV)

Da mesma maneira que 0s compostos da série arilimidazois/arilpirimidinas, o0s
compostos da série quinolin-4-hidrazinotiazolidina (71-77) foram analisados quanto
seus respectivos graus de pureza mediante cromatografia liquida de alta eficiéncia
acoplado a um detector de luz ultravioleta visivel no comprimento de onda de 254 nm.

Sendo assim, foi utilizado como fase moével o sistema de solventes MeOH 100%
para o composto intermediario (71), aléem do composto (73), sendo este um acido
carboxilico. No entanto, para os demais compostos da série (72, 74, 75, 76 e 77), a
analise foi feita utilizando como fase moével MeOH:AF 0,1%, conforme apresentados
na tabela 6, pagina 116 (GARCIA et al., 2016; RUGGENTHALER et al., 2017).

Tabela 6 - Analise do grau de pureza dos compostos da série quinolin-4-

hidrazinotiazolidina


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0731708517307483#!
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CcODIGO TEMPO DE GRAUDE FASEMOVEL  ANEXO
RETENCAO (MIN)  PUREZA
(%)
(71) 3.2 97 MeOH 100% L
(72) 2.2 95 MeOH:AF 0,1% M
(73) 7.5 95 MeOH 100% N
(74) 6.5 96 MeOH:AF 0,1% o)
(75) 1.7 95 MeOH:AF 0,1% P
(76) 2.6 99 MeOH:AF 0,1% Q
(77) 1.75 97 MeOH:AF 0,1% R

FONTE: Autor, 2017.

Desta forma, observa-se conforme tabela supracitada que todos os derivados,
incluindo o intermediario (71), foram obtidos mediante grau de pureza satisfatorio,
variando entre 95-99%, o que corrobora com a caracterizagdo de tais substancias

mediante espectroscopia de RMN 1H, 13C e IV.

5.11 Avaliagéo da citotoxicidade em macrofagos J774 e leishmanicida sobre o
parasito Leishmania chagasi

Os resultados da analise de citotoxicidade em macrofagos J774, bem como da
atividade leishmanicida frente o parasito Leishmania chagasi estdo descritos conforme

tabela 7, pagina 118, onde toda molécula que apresentou citotoxicidade até 30%
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sobre os macrofagos foi analisada quanto sua atividade antileishmania, na
concentracdo de 10 pM.

Desta forma, para a série quinolin-4-hdrazinotiazolidina, o composto néo rigido
(71) ndo apresentou citotoxicidade, bem como 3 compostos rigidificados, frente os
macrofagos J774: (73), (74) e (77). Ademas, o composto rigido (76) apresentou
26,62+1,46 % de toxicidade, sendo entéo testado frente o parasito referido.

Com isto, para a série Arilidrazoimidazol/Pirimidina, apenas o composto (65)
ndo demonstrou citotoxicidade frente os macréfagos J774. Porém, 3 compostos
apresentaram citotoxicidade até 30%, onde os compostos (69) - 27.4 =+ 0.3 e (70) -
27.2 + 1.8 sugerem toxicidade comparativamente semelhantes, além do composto
(66) com 20,42+3,21%.

Por sua vez, os compostos que apresentaram citotoxicidade = 30% foram
analisados perante sua atividade leishmanicida, conforme dados da tabela 9, pagina
118. No entanto, os compostos (73) e (74) demonstraram Clso >10 uM, onde apenas
para o composto (73) foi possivel determinar o efeito maximo de atividade, em que
este demonstrou somente 25.51+6.48 %.

Tabela 7 - Avaliacdo da citotoxicidade em macréfagos J774 e atividade
leishmanicida sobre o parasito Leishmania chagasi

Caddigo Clso (um) Efeito Citotoxicidade (%)
maximo (%) Mtt 24 H
(10 pm)
63 - - 82,77+3,90%**
64 - - 96,87+1,13***

65 | - - NT
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66 - - 20,42+3,21*

67 - - 46.8 £ 2.5%**

68 - - 42.05 + 2%**

69 - - 27.4 + 0.3

70 - - 27.2 1.8

71 - - NT

72 - - 92,9444 41***

73 >10 25.51+6.48* NT

74 >10 NA NT

75 - - 82,95+5,09***

76 - - 26,62+1,46*

77 - - NT
PENTAMIDINA 4.43+0.9 67.34+2.16 NT

AUTOR, 2017.

Os resultados referem-se a: Clso - concentracgao inibitoria 50% das formas amastigotas,
calculadas pelas curvas concentracao-resposta toxicas e expressas como média + erro
padrdo da média; Efeito maximo - significado da toxicidade maxima + erro padrdo da média
em triplicado de uma experiéncia representativa; Citotoxicidade - média da citotoxicidade
méxima % erro padréo da citotoxicidade média na concentracdo de 10 uM em duplicados de
uma experiéncia representativa. O efeito maximo e os valores de citotoxicidade foram
considerados significativos quando * p <0,05, ** p <0,01 e *** p <0,001 em compara¢do com
o grupo DMSO a 0,1%; na - ndo ativo, a substancia ndo mostrou atividade letal significativa
para amastigotas de Leishmania chagasi até a concentracdo de 10 yM em relacdo ao grupo
DMSO; nt - ndo toxico, a substancia ndo apresentou atividade letal significativa para
macrofagos J774.A1 a concentracdo de 10 uM em relag&o ao grupo DMSO; nd - A atividade
leishmanicida ndo foi determinada, porque a substancia apresentou citotoxicidade até a
concentracéo de 10 yM em relagéo ao grupo DMSO.

5.11.1 Relagéo estrutura-atividade

Para a série Arilidrazoimidazol/Pirimidina, observou-se que a rigidificacdo para
formar o heterociclo imidazole (5 membros) ndo substituido, confere aumento da
citotoxicidade, onde para o derivado aril (3,4-Cl) de 5 membros (67) apresentou
aumento desta em aproximadamente 45% (46.8 +2.5), no entanto o analogo aril (3,4-
OMe) (69) demonstrou aumento da toxicidade em relagdo ao derivado néo rigido
(LQMOS5) apenas em aproximadamente 25% (27.4+0.3).

Desta forma, ao se substituir os referidos heterociclos na posicao 4 por
substituinte volumoso (fenil, neste caso), observa-se que a citotoxicidade elevou-se
drasticamente a cerca de 80-90%, onde para o derivado aril (3,4-Cl) (64) foi de
96.8+1.13 %, bem como para o analogo aril (3,4-OMe) (63) foi de 82.77+3.90 %.

No entanto, ao se obter substituicdes na posi¢ao 4 do heterociclo imidazol por

grupamento carbonila, os derivados demonstraram a menor citotoxicidade da série,
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chegando a ndo configurar citotoxicidade para o derivado aril (3,4-Cl) (65), onde para
o seu analogo aril (3,4-OMe) (66) foi de 20.42+3.21.

Contudo, foi também demonstrado que a expansdo do heterociclo de 5
membros para um analogo de 6 membros (formando heterociclo pirimidina) configura
relativa manutencao das citotoxicidades dos seus respectivos analogos, em que para
o derivado aril (3,4-Cl) (68) foi de 42.05+2.0 %, além do seu analogo 3,4-OMe (70)
apresentar 27.2+1.8 %, sendo entdo menos toxico.

Por fim, os derivados que apresentaram citotoxicidades abaixo de 30% foram
analisados quanto atividade leishmanicida, porém, tanto os 2 compostos de
substituintes carbonilicos na posicéo 4 (65-66) quanto os derivados aril 3.4-OMe (69-
70) de 5 e 6 membros, respectivamente, ndo chegaram a demonstrar Clso na
concentracdo analisada até 10 uM, tampouco efeito maximo.

Ja para a série Quinolin-4-hidrazotiazolidina, a partir do derivado néo rigido
(71), observou-se que este ndo demonstrou citotoxicidade aos macrofagos
analisados. Contudo, ao tornar tal derivado rigido, configurando heterociclo tiazol (5
membros) (68) sem quaisquer substituintes, a toxicidade teve aumento médio de 25%
(26.62 + 1.46 %), ao passo que o derivado analogo de 6 membros (69) manteve a ndo
apresentacao de toxicidade juntamente com o seu intermediario nao rigido (71).

Desta forma, ao substituir o derivado de 5 membros na posi¢céao 4 por fenil
(residuo hidrofébico), juntamente com uma insaturacdo entre a posicdo 4 e 5,
configurou-se aumento médio de 80% de citotoxicidade, onde para o composto (75)
foi de 82.85 £5.09 %. Contudo, ao reduzir o substituinte da posi¢éo 4 para alquil menos
volumoso (metila) concomitantemente com substituinte hidrofilico/aceptor de ligacédo
de hidrogénio na posicao 5 (éster etilico), a toxicidade foi elevada a cerca de 90%
(92.94+4.41%).

No entanto, ao substituir a posi¢cdo 4 por residuo acceptor de ligagdo de
hidrogénio (C=0), inauterando a posicdo 5 (74), o derivado se manteve acitotdxico
conforme o intermediario néo rigidificado. Contudo, ao substituir concomitantemente
a posicdo 5 do heterociclo tiazolidina por substituinte acido carboxilico (doador de
prétons), mais uma vez a auséncia de citotoxicidade foi mantida .

Sendo assim, os derivados que apresentaram citotoxicidade abaixo de 30%
foram testados quanto sua atividade leishmanicida: (71,73,74,76,77). Porém, o0s

derivados citados ndo demonstraram consideravel atividade, em que os compostos



120

(73 e 74) configuraram Clso >10 uM, onde o apenas para o derivado (73) foi possivel
evidenciar o efeito maximo — 25.51+6.48%.

Por fim, ao analisar os dados em conjunto, pode-se demonstrar que a
rigidificagcdo, em linhas gerais, elevou a citotoxicidade dos compostos, em especial 0s
gue apresentam insaturacao entre as posicoes 4 e 5 dos respectivos heterociclos de
5 membros, além da substituicdo na posicdo 4 radical volumoso (fenil) elevou a
citotoxicidade drasticamente a aproximadamente 80-95%. Em adicao, para tal caso
de insaturacao supracirado, quando o substituinte da posi¢ao 4 for menos volumoso
(metila) juntamente de substuinte hidrofilico/acceptor de ligacdo de hidrogénio, a

citotoxicidade eleva-se consideravelmente a cerca de 90%.

5.12 Avaliagéo da citotoxicidade em linhagens celulares de cancer humano

Os compostos da série Quinolin-4-hidrazinotiazolidina foram testados frente
citotoxicidade em amostras de linhagens celulares de cancer humano, sendo estas a
linhagem HL-60 (leucémica), PC-3 (adenocarcinoma de prostata) e SF-295
(glioblastoma), cedidas pelo Instituto Nacional do Cancer (EUA), onde estao descritos

conforme tabela 8, pagina 121.
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Desta forma, dentre as amostras testadas, os compostos (72), (75) e (77)
apresentaram muita atividade citotoxica contra uma das linhagens celulares de cancer
humano utilizadas.

Assim, o composto (72) demonstrou RCV% de 93.2+0.5 para a linhagem HL-
60, 97.31£0.7 para SF-295, além de 98.8+0.2 para PC-3. Ja para o composto (75), a
RCV% foi de 79.3£0.9 para SF-295, 79.8+£1.9 para PC-3 bem como 91.3+0.6 para
linhagem HL-60. Por fim, o composto (77) demonstrou RVC% de 70.4+1.3 para a
linhagem HL-60. No entanto, os compostos (72) e (75) destacaram-se por apresentar

RCV % > 70 % contra todas linhagens testadas.

Tabela 8 - Citotoxicidade das amostras em linhagens celulares de cancer

humano.
Caddigo Linhagem Celular
SF-295 HL-60 PC-3

RVC % EPM RVC % EPM RVC % EPM
71 20.7 3.8 30.9 0.8 23.5 2.7
72 97.3 0.7 93.2 0.5 98.8 0.2
73 18.2 0.5 40.8 3.0 17.2 2.9
74 2.5 2.5 34.5 1.2 12.3 3.2
75 79.3 0.9 91.3 0.6 79.8 1.9
76 40.0 1.7 70.4 1.3 32.2 2.4
77 25.8 0.9 19.4 5.9 10.1 4.6

2 Os dados estdo apresentados como percentuais de reducgdo da viabilidade celular (RVC % + EPM)
obtidos pelo Programa GraphPad Prism versdo 6.0, a partir de 2 experimentos independentes
realizados em quadruplicada apds 72 h de incubacao.

5.11 Determinacgéo das Clsoem linhagens de celulares de cancer humano

Logo apoés a andlise de citotoxicidade frente linhagens de cancer humano, os
derivados que melhor se apresentaram, (72), (75) e (77) foram analisados quanto suas
respectivas Clso frente as linhagens celulares de cancer humano utilizadas, HCT-116
(carcinoma de cdlon), PC3 (adenocarcinoma de prostata) , SF-295 (glioblastoma), HL-

60 (leucémica) e L929 (Fibroblasto de tecido conectivo subcutaneo, origem murina),
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cedidas pelo Instituto Nacional do Cancer (EUA), onde estdo descritos conforme

tabela 9, pagina 122.

Desta forma, o composto (72) potencial citotoxico relevante frente a linhagem
tumoral HL-60, com valor de Clso de 2.4 uM, sendo assim a mais potente frente esta
linhagem.

Fundamentado nos resultados obtidos sugere-se a realizacdo de mais testes
com o composto (72) a fim de subsidiar a referida citotoxicidade da molécula testadas,
com o intuito de aprofundar conhecimentos sobre seletividade e mecanismo de agéo

da mesma, delineando, assim, seu comportamento antitumoral.

Tabela 9 — Citotoxicidade das amostras em diferentes linhagens celulares,

tumoral e nao tumoral.

COMPOSTO  HCT-116 PC-3 HL-60 SF-295 L929
72 14,99 20.7 2,41 >27,62 25,32
(14,01 — (18.3-23.2) (2,02-2,87) (21,21 -
16,03) 30,21)
75 17,74 >28,40 14,72 >28,40 >28,40
(15,80 — (12,72 —
19,91) 17,04)
76 >35,97 >35,97 25.5 >35,97 >35,97
(20.5 — 31.3)
DOX 0,12 0,76 0,02 0,24 0,66
(0,09-0,17) (0,59-0,93) (0,01-0,02) (0,2-0,27)  (0.49-0.83)

4 0s dados estdo apresentados como valores de Clso ou CEspem uM e o intervalo de confianga. Obtidos
por regressao nao-linear pelo Programa GraphPad Prism versdao 6.0, a partir de 2 experimentos
independentes realizados em duplicata apds 72 h (células de cancer e células ndo tumorais).

b Doxorrubicina (Dox) foi utilizada como controle positivo.

5.13.1 Relagéo Estrutura-Atividade

A partir do composto de conformacéo livre (71), foi observada a relagcéo
estrutura-atividade dos compostos rigidificados da  série  Quinolin-4-
hidrazinotiazolidina.

Sendo assim, o derivado de n&o rigido (71) demonstrou pouca atividade

antitumoral frente todas as linhagens testadas (SF-295 — glioblastoma: 20.7+3.8%,
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HL-116 — carcinoma de colon: 30.9+0.8 % além de PC-3 — adenocarcinoma de
prostata: 23.5+2.7%) sendo entdo descartado.

Logo apos, ao analisar a rigidicacao de anel de 5 membros, demonstra-se que
a atividade é relativamente elevada para a linhagem SF-255 (40.0+£1.7%), bem como
para PC-3 (32.2+2.4%). No entanto, a atividade é consideravelmente elevada para
70.4+1.3% para HL-116, configurando aumento de pouca atividade para moderada
atividade neste composto.

Contudo, ao se analisar a rigidificacdo para produzir derivado de 6 membros
tiazolidinico, foi demonstrado que para a linhagem SF-295 a atividade foi praticamente
dobrada (25.8+0.9%), porém ainda configurando baixa atividade. Ja para a linhagem
HL-116, a atividade foi relativamente decrescida (19.4+5.9%), bem como para PC-3
(10.1+4.6%), em que a formacdo de derivado com 5 membros nao-substituido
apresenta relativa reducéo de atividade, ou seja, o derivado mantem a baixa atividade.

Sendo assim, para as modificacdes com substituintes hidrofilicos/aceptor de
ligacdo de hidrogénio na posicdo 4 (C=0) do heterociclo de 5 membros, quando
mantida a ndo substituicdo da posicdo 5, observa-se que a atividade mantem-se
baixa, em que para SF-295 reduziu-se a 2.5+2.5%, para HL-116 elevou-se levemente
para 34.5+1.2%, além de reduzir a 12.3+3.2% para a linhagem PC-3, todas estas
mantendo pouca atividade antitumoral.

De maneira semelhante, ao manter a substituicdo da posi¢cdo 4 por grupo
carbonila, porém concomitantemente introduzir um grupamento acido carboxilico na
posi¢cdo 5 (doador de protons), a atividade antitumoral mantem-se reduzida, em que
para linhagem SF-295 foi de 18.2+0.5%, 40.8+3.0% para HL-116, bem como
17.2+2.9% para PC-3.

No entanto, ao se introduzir uma insaturacao entre os membros da posicao 4 e
5 do heterociclo de 5 membros, pode-se demonstrar consideravel melhora da
atividade antitumoral, em que a atividade para as 3 linhagens foi considerada
moderada. Desta forma, para substituicdo na posicéo 4 por grupamento volumoso
hidrofébico (fenil), houve grande elevagéo da atividade de 20.7+3.8% para 79.3+0.9%
para SF-295, além de 23.5+2.7% para PC-3, somados a um aumento de 30.9+0.8%
para 91.3+0.6% para HL-116.

De forma andloga, a insaturacdo foi mantida, porém, foi substituido o grupo
volumoso fenil para grupamento de menor volume, porém ainda hidrofébico (metila)

na posicao 4, juntamente com grupamento aceptor de ligacdo de hidrogénio (éster
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etilico). Assim perante tais modificacdes, foram observadas as melhores atividades
antitumorais, em que para linhagem SF-295 97.3+0.7%, HL-116 de 93.2+0.5%,
somados a maior atividade frente todas as linhagens para tal série, onde para PC-3
foi de 98.8+0.2%.

Logo apos a triagem, os melhores compostos, ou seja, 0S que apresentaram
atividade antitumoral acima de 70%, foram analisados quanto determinacao de suas
respectivas Clso, bem como seletividade perantes linhagens cancerigenas e nao
cancerigenas.

Sendo assim, o composto (76) demonstrou menor seletividade dentre todas as
linhagens, frente determinacdo das respectivas Clso, em que 25.5 uM para HL-60,
além de apresentar-se acima de 35 uM para as demais linhagens (HCT, PC-3, SF295,
bem como a ndo tumoral L929).

De maneira semelhante, o composto (75) também ndo demonstrou relativa
destin¢éo entre os tipos de cancer, além de apresentar Clso todas acima de 14.72 uM.
Porém, ao se analisar o composto (72), o mesmo apresentou consideravel
seletividade perante os diferentes tipos de linhagens tumorais, onde para HL-60 foi de
2.41 uM, em gque para as demais foi acima de 14.99 uM.

Faz-se, por fim, necessario ressaltar que tal derivado, além de demonstrar valor
consideravelmente baixo de Clso, caracterizando uma excelente atividade atitumoral
seletiva para o tipo de linhagem HL-60 (leucémico), o mesmo também apresentou
destincdo entre células tumorais e ndo tumorais (Cls0=25.32 uM), o que configura
importante seguranca em futuros testes mais aprofundados para tal composto, uma
vez que este possui seletividade tumoral.

N&o obstante, em linhas gerais, analisou-se que a rigidificacdo produziu
importantes derivados com atividade antitumoral, em especial o composto (72) com
Cls0=25.32 pM, somados a uma consideravel seletividade tumoral, apresentando
insaturacdo entre os membros 4 e 5, bem como residuos hidrofilicos (aceptor de
prétons) e hidrfobicos. Porém, ao se introduzir grupamento aceptor de ligacdo de
hidrogénio na posi¢do 4 (C=0), a atividade cai consideravelmente, bem como a
auséncia de substituicdo nas posicoes 4 e 5, somadas a uma expanséao do anel de 5
para 6 membros ndo demonstraram interesse no que diz respeito a atividade

antitumoral.
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6 CONCLUSOES E PERSPERTIVAS

Foram obtidos ao término deste trabalho 3 compostos de carater intermediario,
além de 8 compostos finais imidazolicos/pirimidinicos via estratégia de rigidificacédo
molecular, bem como 7 compostos finais quinolin-4-hidrazinotiazolidina via
hibridacao/rigidificacdo molecular, sendo todos os finais inéditos na literatura.

A metodologia sintética via irradiacdo por micro-ondas apresentou-se
satisfatoria para os compostos imidazdlicos/pirimidinicos, obtendo-se rendimento
guantitativo entre 85-95%, bem como tempo reacional 20-40min, onde a metodologia
convencional demonstrou rendimento entre 65-80%, além de tempo reacional de 24h.

Da mesma forma, a metodologia sintética via sonicacdo apresentou-se
satisfatoria para os compostos quinolin-4-hidrazinotiazolidina, obtendo-se rendimento
entre 87-95%, somado a tempo reacional entre 20-55min, em que a metodologia
sintética convencional demonstrou rendimento entre 43-80%, entre 24-36h.

Os compostos foram caracterizados por meio de Espectroscopia de RMN de
1H e 13C, bem como de Infravermelho, onde foi possivel evidenciar os referidos sinais
e deslocamentos quimicos que caracterizam especificamente a formacédo de cada
composto idealizado.

Todos os compostos foram analizados quanto ao grau de pureza via CLAE-UV,
em que apresentaram pureza satisfatéria variando entre 95-98%, corroborando com
a eficacia dos métodos sintéticos e de purificacdo dos compostos.

As substéancias (72), (75) e (76) apresentaram muita atividade citotoxica contra
uma das linhagens celulares de cancer humano utilizadas, onde as substancias (72)
e (75) destacaram-se por apresentar RCV % > 70 % contra todas linhagens testadas.

A substancia (72) mostrou um potencial citotoxico relevante frente a linhagem
tumoral HL-60, apresentando Clso= 2.4 pM, sendo assim a mais potente frente esta
linhagem. Desta forma, sugere-se a realizagcéo de testes mais aprofundados relativos
a substancia (72) a fim de subsidiar a referida citotoxicidade desta, com o intuito de
aprofundar conhecimentos sobre seletividade e mecanismo de agdo da mesma,
delineando, assim, seu comportamento antitumoral, bem como modificacdes

estruturais em torno desta, afim de se obter melhorias moleculares.
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ANEXOS

Anexo A

Cromatograma de HPLC-UV em MeOH 100% do Composto LQMO5 (61)
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Espectro de RMN 'H do composto (64) (400MHz, DMSO-ds)
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Espectro de RMN *H do composto (65) (400MHz, DMSO-ds)
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Ampliacdo de & 7.5 — 8.5 do Espectro de RMN *H do composto (65) (400MHz,
DMSO-de)
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Cromatograma de HPLC-UV em MeOH 100% do Composto (65)
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Anexo F:

Espectro de RMN *H do composto (66) (400MHz, DMSO-ds)
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Cromatograma de HPLC-UV em MeOH 100% do Composto (66)
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Anexo G:

Espectro de RMN *H do composto (67) (400MHz, DMSO-ds)
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Ampliagao de & 7.5-8.5 do Espectro de RMN 'H do composto (67) (400MHz,
DMSO-de)

STy R g
1= ¢ M NIESES ]

= 5 TN \fzﬂa B o e -

\/ |
] o HN_ 4
=] CI Yy ch\s)
- Ccl
o
2
o
B
o
2
Il |
o
o Il |
Il

ol

1 — — —_—
7 1.0 1,0 1.0 1.0
- T T T T T T T T T T T
plel 8.5 8.4 8.3 8.2 8.1 g 78 78 7 6 75

43,265

a0
s |
O
@
-
o
T z
91 T
SZ
Lt
=
— 186,377
145,78

180 160 140 120 100 &0 B0 40 20 0




Transmitame

160

Cromatograma de HPLC-UV em MeOH:AF 0,1% do Composto (67)
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Anexo H:

Espectro de RMN *H do composto (68) (400MHz, DMSO-ds)
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Ampliagao de & 7.0-7.5 do Espectro de RMN 'H do composto (68) (400MHz,
DMSO-de)

i vy . o o P
s B e I 8L =3 g Z

1 ,;,{‘ 5 e M{: oy N
b Y \ A
4 Fa HN_ /4

g ‘ YOy T Heli g '

2|

g oL

1 _ — e e s
7 1,0 10 1,0
“p&ml T T T T T T T T T T T T T T
755 75 745 74 735 73 725 72 AL FA 705 7 695

Espectro de RMN 23C (Dept) do composto (68) (100MHz, DMSO-ds)

o wom P =
= 7 IR B L B a5 g
S E & R = oo & o o e o
spryewte B oREE §d £3 P 2
- T HN__ 4 (
075 © el | I | || Y
N
2
%_
o
g
87
| |
] L
i H‘ I » M
: |
" L L Sy B S Sy B I B B B By B A A N S O LA L N e S B L L H A s S S
180 160 140 120 100 &0 [=i1] 40 20 a




163

Cromatograma de HPLC-UV em MeOH:AF 0,1% do Composto (68)
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Anexo [:

Espectro de RMN *H do composto (69) (400MHz, DMSO-ds)
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Ampliagao de & 7.5-8.5 do Espectro de RMN *H do composto (69) (400Hhz,
DMSO-de)
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Cromatograma de HPLC-UV em MeOH:AF 0,1% do Composto (69)
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Anexo J:

Espectro de RMN *H do composto (70) (400MHz, DMSO-ds)
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Ampliagao de & 6.95-7.55 do

DMSO-ds)
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Espectro de RMN 'H do composto (70) (400MHz,
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Cromatograma de HPLC-UV em MeOH:AF 0,1%

do Composto
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Espectro de RMN *H do composto (71) (400MHz, DMSO-ds)
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Espectro de RMN 3C do composto (71) (L00MHz, DMSO-de)
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Cromatograma de HPLC-UV em MeOH 100% do Composto (71)
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Anexo M:

Espectro de RMN *H do composto (72) (400MHz, DMSO-ds)
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Ampliagao de & 6.5-9.0 do Espectro de RMN 'H do composto (72) (400MHz,

DMSO-ds)
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Cromatograma de HPLC-UV em MeOH:AF 0,1% do Composto (72)
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Anexo N:
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Espectro de RMN *H do composto (73) (400MHz, DMSO-ds)
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Ampliagao de & 6.0-11.0 do Espectro de RMN *H do composto (73) (400MHz,
DMSO-de)
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Cromatograma de HPLC-UV em MeOH:100 % do Composto (73)
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Anexo O:

Espectro de RMN *H do composto (74) (400MHz, DMSO-ds)
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Cromatograma de HPLC-UV em MeOH:AF 0,1% do Composto (74)
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Anexo P:

Espectro de RMN *H do composto (75) (400MHz, DMSO-ds)
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Espectro de RMN 3C do composto (75) (L00MHz, DMSO-de)
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Espectro de Infravermelho em Transmitancia do Composto (75)
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Anexo Q:

Espectro de RMN *H do composto (76) a 25°C (400MHz, DMSO-de)
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Ampliagao de & 3.0-4.0 do Espectro de RMN 'H do composto (76) (400MHz,
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Espectro de RMN 'H do composto (76) (400MHz, DMSO-ds) a 40°C
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Espectro de RMN *H do composto (76)
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Espectro de RMN 'H do composto (76) (400MHz, DMSO-ds) a 70°C
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Espectro de RMN 'H do composto (76) (400MHz, DMSO-ds) a 110°C
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Espectro de RMN 13C do composto (76) (L00MHz, DMSO-de)

190

o ca o o o ow mae :
£ < gy mE G@ ) o o 3
= e in e L 3 = = H N_#
= = P P, = = = N
£ & 288 S = = = p
—_— HCAC = —_— o e L5 HN™ 2 &
= NT 1TV - e Sl S
] 6 3 1
7
cl N 2
o] 8 1
=]
o]
o]
-
|
| |
]
| I '
L J \
e ™ a L
= " e piepleish o L o
"m' T T T T T T T T T T
160 140 120 100 a0 B0 40 20 a

Cromatograma de HPLC-UV em MeOH:AF 0,1%

do Composto

MAU (x100) igfiem2
45
[90
40-]
[s0
35
30 7o
25 [60
20 [s0
154 40
104
[30
05
[20
00
F10
-05-
T 0
00 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 min

(76)



191

Espectro de Infravermelho em Transmitancia do Composto (76)
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Anexo R:

Espectro de RMN *H do composto (77) (400MHz, DMSO-ds)
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Ampliagao de & 6.0-9.0 do Espectro de RMN 'H do composto (77) (400MHz,
DMSO-de)

10
|

z TRERET o [ ml || R \ T
E e 8L N SHER 1) Ho Hs )
= oo L==) = - - [ fN./ oo
\f r s M, s \
e [ 10 w31 [
B N
] 1
5_
Il
—_—
04
I I I I T I rrTTT I I
72 7 %] BB 64 B2 5] 55 56
Espectro de RMN 13C do composto (77) (100MHz, DMSO-ds)
——= R T e TR
: 58 fg3 5§ BB 5 e 2 28
= R BEh 1 —me o N H\(,N = e
T Y T HN )s- T T
[ (1 M s 5

160 140 120 100 &0 60 40 20 0




194

Cromatograma de HPLC-UV em MeOH:AF 0,1% do Composto (77)
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