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RESUMO

CARDOSO, Marcos V. de O. Sintese e Avaliacdo da Atividade Antichagésica de
Novas Hidrazonas. Recife, 2012. Tese (Doutorado). Universidade Federal de
Pernambuco, Recife, Pernambuco, Brasil.

A doenca de Chagas ainda € um problema concreto e impactante na América Latina,
sob multiplos aspectos vinculados as questfes da iniquidade social e ao processo de
globalizacédo. Desde a descoberta da doenca de Chagas, em 1909, a procura por uma
terapia efetiva para os dois estagios da doenca, fase aguda e fase crbnica, € um
desafio para muitos pesquisadores. Nos dias de hoje, somente um farmaco esta em
uso para o combate da doenca de Chagas, o benznidazol. Esta terapia nao é efetiva
para a fase crbnica da doenca além de proporcionar varios efeitos adversos.
Atualmente, vérios trabalhos relatam que compostos que possuem a porcao
tiossemicarbazona apresentam uma potencial atividade antichagasica devido a uma
possivel inibicdo da enzima cruzaina do Trypanosoma cruzi (TCC). A cruzaina € uma
enzima responsavel pela replicagéo intracelular do T. cruzi e, devido a esta funcéo, é
um alvo explorado para o desenvolvimento de novas drogas potencialmente
antichagasicas. Neste trabalho, objetivou-se a sintese, caracterizacao e avaliacédo de
novas hidrazonas como protétipos a farmacos antichagasicos. No capitulo 1, foram
sintetizados 22 compostos, analogos da tiossemicarbazona, e foram avaliados frente
a atividade tripanocida e viabilidade celular. Dos 22 compostos avaliados, 11
apresentaram atividades semelhantes ou superiores ao do benznidazol, farmaco
utilizado como referencial. Observaram-se interessantes relacdes estrutura-atividade
acerca da funcionalizacdo da tiocarbonila a tiazol, conferindo um maior potencial
tripanocida e melhor viabilidade celular. Estes achados sdo de grande importancia
para o planejamento de novos farmacos antichagasicos, confirmando o tiazol como
um nuacleo promissor frente ao mal de Chagas. No capitulo 2 explorou-se a
substituicdo do anel tiofendlico, utilizado no capitulo 1, pelo anel piridinico, devido a
sua grande importancia na quimica medicinal. Com os resultados obtidos foi possivel
classificar o anel piridina como um 6timo grupo antichagasico, devido a grande
atividade tripanocida obtida nas séries TP e TAP. Foram sintetizados 24 compostos
dos quais 14 apresentaram atividade tripanocida superior ao benznidazol.
Interessantes relacfes de estrutura-atividade foram propostas para estas duas séries
guimicas. A substituicio do tiofenol pelo anel piridina melhorou a atividade
tripanocida, entretanto a viabilidade celular foi prejudicada. Neste trabalho também foi
possivel observar que a utlizagdo do ultrassom como promotor principal dos
protocolos propostos foi superior ao método classico, por refluxo, devido a diminuicao
do tempo reacional, maior rendimento e menor formacéao de subprodutos.

Palavras-chaves: Doenca de Chagas; Trypanosoma cruzi; Cruzaina,
Tiossemicarbazonas; Tiazéis; Tiofenol; Piridina.



ABSTRACT

CARDOSO, Marcos V. de O. Synthesis and Evaluation of Anti-chagasic Activity of
New Hidrazones. Recife, 2012. Thesis (PhD) — Federal University of Pernambuco,
Recife, Pernambuco, Brazil.

Chagas disease is still a specific and impressive problem in Latin America, under many
aspects linked to questions related to social inequity and globalization process. Since
the discovery of Chagas disease, in 1909, the demand for an effective therapy for both
stages of the disease, acute and chronic phase, is a challenge for many researchers.
Nowadays, only one drug have been used against Chagas disease, the benznidazole.
This therapy, besides causing several adverse effects, is not effective for the chronic
stage of the disease. Currently, several studies report that compounds that have the
portion thiosemicarbazone have a potential anti chagasic activity due to a possible
inhibition of the enzyme Trypanosoma cruzi cruzain (TCC). The cruzain enzyme is
responsible for replication of intracellular T. cruzi, and due to this function, it's a target
exploited for the development of new potentially anti-chagasic drugs. This study aimed
the synthesis, characterization and evaluation of new hydrazones as anti-chagasic
drug prototypes. In chapter 1, were synthesized 22 compounds, thiosemicarbazone
analogues, and were assayed against the trypanocidal activity and cell viability. Of the
22 compounds analyzed, 11 showed similar or superior activity to the benznidazole,
used as a reference drug. It was observed interesting structure-activity relationships
of the thiocarbonyl functionalization to thiazole, giving a greater trypanocidal potential
and improved cell viability. These findings are of great importance for the design of
new anti-chagasic drugs, confirming the thiazole as a promise core against Chagas
disease. In Chapter 2 was explored the substitution of the thiofenol ring, used in
Chapter 1, to pyridine ring, due to its great importance in medicinal chemistry. With
these results it was possible to classify the pyridine ring as a great anti-chagasic group
due to large trypanocidal activity obtained in the TP and TAP series. Were synthesized
24 compounds of which 14 showed superior trypanocidal activity to benznidazole.
Interesting structure-activity relationships have been proposed for these two chemical
series. The substitution of the thiophenol to pyridine ring improved trypanocidal
activity, however, the cell viability was impaired. In this work was also observed that
the use of ultrasound as main promoter of the proposed protocols was superior to the
classic method, by refluxing, due to decreased reaction time, increased yield and lower
formation of sub products.

Keywords: Chagas disease; Trypanosoma cruzi; Cruzain; Thiosemicarbazones;
Thiazoles; Thiophenol; Pyridine.
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Marcos V. O. Cardoso Introducdo 15

1 INTRODUCAO

No Brasil, estima-se que de 8 a 10 milhdes de pessoas estejam infectadas com
o Trypanosoma cruzi, dos quais cerca de dois milhdes apresentam a sintomatologia
da doenca de Chagas!. Em Pernambuco, as estimativas indicam que a doenca de
Chagas atinge uma importante area rural do sertdo, desde o alto do Pajéu até proximo
a Zona da Mata litordnea. As condi¢c6es de moradia precérias, que estdo associadas
a inexisténcia de programas de controle vetorial ou assisténcia farmacéutica, geram
um quadro de subdiagnéstico da realidade da doenca de Chagas no Estado?.
Portanto, a necessidade de se desenvolver trabalhos relacionados a doenca de
Chagas, seja no ambito de epidemiologia, profilaxia ou quimioterapia, é urgente,
assim como um conjunto de estratégias que atuem para elucidar e solucionar a

guestdo da doenca de Chagas em Pernambuco e no ambito nacional.

A quimioterapia da doenca de Chagas ainda € um problema irresoluto e a
busca por drogas alternativas continua. Duas drogas nitro heterociclicas foram
utilizadas para uso clinico, restringindo severamente sua aplicabilidade em pacientes
cronicos, pelo fato de serem altamente téxicas® (Figura 1). Um grande numero de
compostos tém apresentado caminhos diferentes na terapia, sendo o0 mais comum a
capacidade de inibir a proliferacdo da forma tripomastigota do parasita. Entretanto,
somente com um conhecimento maior da bioquimica do parasita e detalhamento de
suas peculiaridades, sera possivel deslocar a énfase da pesquisa de drogas com
selecdes aleatérias para um fundamento mais racional. Isto é exemplificado pelos
estudos realizados usando derivados da purina e inibidores da Tripanotiona

Redutase*-S.

Apesar do progresso no estudo da bioquimica e fisiologia do parasita, A
guimioterapia desta infeccdo parasitaria permanece sem desenvolvimento, com
farmacologia baseada em drogas antigas e inespecificas, associadas a tratamentos

de longo prazo que apresentam severos efeitos colaterais.
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O nifurtimox  (4-[(5-nitrofurfurilideno)-amino]-3-metiltil  morfolina-1,1-
diéxido) e o benznidazol (N-benzil-2-nitro-1-imidazolacetamida) (Figura 1) foram
as Unicas drogas disponibilizadas oficialmente para o tratamento clinico desta doenca,
porém, o nifurtimox foi descontinuado devido a alta incidéncia de efeitos adversos,
enquanto o benznidazol apresenta efeitos adversos mais leves. Embora o
benznidazol (Bdz) possa diminuir o nivel da parasitemia e reduzir os niveis
sorolégicos, ndo é eficaz para todas as variacbes do Trypanosoma cruzi e ndo garante

a cura completa’.

Figura 1: Estruturas do nifurtimox (Nfx) e benznidazol (Bdz).

Nfx Bdz

Para o desenvolvimento de novos farmacos antichagasicos, as pesquisas tém
sido direcionadas para a inibicdo da enzima cruzaina do Trypanosoma cruzi (TCC)® e
tripanotiona redutase (TR)°, como alvos especificos e promissores. A TCC é a
enzima-chave da replicacéo intracelular do parasita e a TR € a enzima chave do
metabolismo anti-oxidativo do Trypanosoma cruzi. Vale ressaltar que existem outros
alvos bem estabelecidos para o T. cruzi, tal qual a CYP51, que estdo no “pipeline”

clinico para a doenca de Chagas?®.

Nos ultimos anos nosso grupo de pesquisa vem se esforcando na busca por
novos farmacos antichagasicos mais ativos e menos citotoxicos que o benznidazol,
utiizando as semicarbazonas e tiossemicarbazonas como nucleos de base
(Esquema 1). O resultado de tais esforcos reflete-se com a conquista de 6timos

resultados antichagasicos observados para estas classes quimicas?-13.
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Esquema 1: Principais modificagfes realizadas pelo LpQM.

Principais modificagoes estruturais realizadas pelo LpQM

* propostos no projeto

Os resultados obtidos por nosso grupo demonstram o perfil antichagasico dos
derivados da tiossemicarbazona com citotoxicidade na escala nanomolar, o que nos
motiva a continuidade da busca por novos compostos, além de nos comprovar o
potencial das tiossemicarbazonas frente ao T. cruzi (Figura 2). A maior
funcionalizacéo desta classe nos rendeu melhores atividades, através da ciclizacéo

da tiossemicarbazona em tiazol.
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Figura 2: Moléculas tripanocidas sintetizadas no LpQM.
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Motivados pelos interessantes resultados publicados pelo nosso grupo de
pesquisa, planejou-se a sintese de novos derivados da tiossemicarbazona mais
funcionalizados para a avaliagdo tripanocida. Para tal funcionalizacdo, no capitulo 1
explorou-se a introducao do tiofenol na tiossemicarbazida para avaliar a influéncia de
um enxofre extra na molécula, baseado no fato do enxofre da tiocarbonila estar
diretamente relacionado a atividade tripanocida'4. Visando uma maior
funcionalizacéo, foi introduzido um novo grupo, o tiazol, bioiséstero classico das

tiazolinonas e bioisésteros néo classicos das tiossemicarbazonas (Figura 3).

Figura 3: RelagBes bioisosteras entre tiazol, tiossemicarbazona e tiazolinona.

Tiossemicarbazona Tiazol Tiazolinona

Baseado nos resultados obtidos na ciclizac&o da tiossemicarbazona em tiazol,
decidiu-se expandir a série dos tiazoéis, explorando o anel piridina como nucleo
condensado em N1, para poder delimitar a importancia de cada grupo funcional para

a atividade tripanocida, nos subsidiando importantes dados de REA.
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O nucleo piridina tem mostrado ser bem promissor devido ao amplo espectro
de atividades biolégicas concernentes!®>® e a alta capacidade de formar quelatos
metdlicos!’. Com isto no presente trabalho se explorou a obtencéo, caracterizacéo e
avaliagdo tripanocida de novas hidrazonas (Figura 4).

Figura 4: Planejamento estrutural.
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No capitulo 1, demonstrou-se a sintese, caracterizacdo e avaliacao
tripanocida de novos derivados da tiossemicarbazona condensados ao tiofenol, para
avaliar se a introducdo de um enxofre a mais na molécula potencializaria a atividade
tripanocida. Confirmando a teoria proposta por Du e col.'* de que a tiocarbonila da
tiossemicarbazona teria papel crucial na atividade tripanocida através da ligacao
covalente com a cruzaina do T. cruzi. Também foi explorado a funcionalizacdo da

tiossemicarbazona através da ciclizacdo para a formacao de tiazéis.
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No capitulo 2, explorou-se a substituicdo do tiofenol, presente nas moléculas
do capitulo 1, pelo anel piridinico como um grupo farmacoférico promissor no aumento
da atividade tripanocida. Compostos detentores dos grupamentos piridina e
tiossemicarbazona sdo amplamente estudados como farmacos antitumorais devido a
propriedade quelante extremamente favorecida. Entretanto, a pesquisa das piridinas
como agentes tripanocidas ainda é pouco explorada. Com a obtencdo de 24
moléculas, 12 derivadas da piridina aldeido e 12 da acetilpiridina, foi possivel

identificar interessantes relacdes estrutura-atividades entre estas séries.

No decorrer desta pesquisa também foi possivel observar que a aplicacdo do
ultrassom como promotor reacional demonstrou ser mais eficiente que o método
tradicional (refluxo). Esta observacdo nos motivou a utilizar o ultrassom como
promotor reacional padrao para a realizacdo dos protocolos. P6de-se observar que
as sinteses dos compostos propostos no capitulo 1 e 2 foram obtidas com melhores
rendimentos e com maior grau de pureza. Pode-se destacar também o papel do
ultrassom na purificacdo dos compostos. Através da solubilizacdo fracionada dos
intermediarios, por ultrassom, observou-se melhor solubilizacdo e menor dispéndio de
solventes utilizados em purificacbes por coluna, levando a uma sintese e purificacédo

mais eficiente e menos dispendiosa.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Sintese, caracterizacdo, avaliacdo farmacologica e estudo das REA das
feniltioetilideno tiossemicarbazonas, 2-imino-1,3-tiazois e analogos estruturais como

protétipos a farmacos antichagasicos.
2.2 Objetivos Especificos

Sintetizar tiossemicarbazonas a partir de tiofendis substituidos;
Sintetizar inéditos 2-imino-1,3-tiazois derivados do tiofenol;

Sintetizar inéditos 2-imino-1,3-tiazois derivados da piridina carbaldeido e acetil

piridina;

Caracterizar estruturalmente os compostos obtidos através da analise elementar,
espectroscopia de infravermelho (IV) e de Ressonancia Magnética Nuclear de Proton
(*H-RMN e ¥C-RMN), bem como a determinacdo das propriedades fisico-quimicas

dos compostos obtidos;

Avaliar os efeitos antiproliferativo e toxico frente a cultura do T. cruzi e em

esplendcitos de camundongos;

Avaliar a eficacia dos compostos em reduzir a parasitemia em modelo de infec¢do in

vitro (macrofagos);

Determinar a atividade inibitdria da enzima cruzaina do T. cruzi.
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3 REVISAO DA LITERATURA

A historia natural da doenca de Chagas se iniciou ha milhdes de anos como
uma doenga enzootica de animais silvestres. Quando o homem aventurou-se nos
ecotopos naturais, a doenga comecou a ser transmitida acidentalmente ao homem
como uma antropozoonose®®. A doenca de Chagas endémica estabeleceu-se como
uma zoonose ha 200-300 anos, como resultado do desmatamento provocado pela
expansdo da agricultura e agropecuaria, que promoveu a adaptacdo de insetos
silvestres ao ambiente domeéstico, na procura de nova fonte alimentar. Hoje, estima-
se que na América Latina existam cerca de 12 milhGes de pessoas infectadas com o
Trypanosoma cruzi e que 75 milhdes estejam expostas a infeccdo (Figura 5). O
protozoario T. cruzi, utiliza como reservatorio, mamiferos e insetos vetores
(triatomineos), existindo na natureza ha milhdes de anos. O gamba, um dos
reservatorios silvestres mais importantes, desempenha um papel relevante na
epidemiologia da doenca de Chagas, uma vez que este marsupial circula no ambiente
silvestre, peridoméstico e doméstico em busca de alimento. Ao mesmo tempo, caes
e gatos podem invadir o ambiente silvestre para cacar, adquirindo a infeccao e
trazendo-a também para o peridomicilio e domicilio. A adaptacéo dos insetos vetores
triatomineos as moradias certamente é o fator preponderante para o estabelecimento

da infeccdo humana?®.

Figura 5: Incidéncia da doenga de Chagas mundialmente.
(http://mww.who.int/topics/tropical _diseases/factsheets/neglected/en/index.html)
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Em 15 de abril de 1909, um dia apés ter detectado um parasita flagelado na
circulacdo de uma crianga, Carlos Chagas escreveu uma nota anunciando a
descoberta de uma nova tripanossomiase humana. A acuidade cientifica de Carlos
Chagas permitiu-lhe descrever, em um curto espago de tempo, o parasita, que ele
denominou Trypanosoma cruzi, seus reservatorios silvestres, seu desenvolvimento
nos triatomineos e as caracteristicas clinicas da doenca. Em 2009, comemorou-se 0

centenario desta descoberta memoravel?°.

Levantamentos epidemiolégicos realizados em paises da América Latina
indicam que a doenca de Chagas possui diferentes apresentacdes clinicas. Cerca de
70% dos individuos sdo assintomaticos, ao passo que cardiomiopatias severas,
lesGes digestivas e disturbios neurolégicos sao observados em 30% dos individuos

infectados?®.

E importante mencionar que, anualmente 2 a 3% dos individuos assintomaticos
passam a apresentar as manifestacdes cardiacas e/ou digestivas. Os determinantes
desta conversao sao desconhecidos. A prevaléncia das manifestacfes da doenca e
sua suscetibilidade ao tratamento variam geograficamente. A comunidade cientifica
had tempo debate se isto € o resultado da variabilidade genética do parasita, da
imunogenética do hospedeiro humano, de fatores ambientais ou da acdo combinada

destes elementos.

A inusitada heterogeneidade biologica do T. cruzi, quanto a sua morfologia,
conteudo de DNA, viruléncia, patogenicidade, suscetibilidade a drogas e outros
parametros estd amplamente documentada na literatura. Desde a década de 70,
estas observacdes estimularam a busca de marcadores moleculares que pudessem
correlacionar o gendtipo do parasita com as manifestacfes clinicas da doenca de
Chagas. Desta forma, o T. cruzi tornou-se o modelo favorito para estudos de
epidemiologia molecular e genética de populacdo, sendo possivelmente, o patégeno

cuja evolucéo e estrutura populacional sejam mais conhecidas?'.

Portanto, a crise na pesquisa e desenvolvimento (P&D) de medicamentos para
doencas negligenciadas ndo é provocada por falta de conhecimento cientifico, ja que
muito se sabe e muitas informac¢des sao geradas continuamente sobre a biologia,
imunologia e genética dos parasitas que causam a tripanossomiase africana, a

leishmaniose e a doenca de Chagas??.
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Na realidade, a crise € mais o resultado da falha do mercado e de politicas
publicas em promover a producdo e pesquisa de medicamentos para doencas
negligenciadas (Esquema 2)??2 .Como exemplo da crise em P&D para doenca de
Chagas, podemos observar o Esquema 2, que mostra claramente a intencdo da

inddstria farmacéutica.

Esquema 2: As doengas e a abrangéncia da industria farmacéutica.

1= Doengas Globais

2= Mercado Farmacéutico Global

3= Doengas Negligenciadas

4= Doengas extremamente Negligenciadas

1- Doencas Globais como cancer ou doencas cardiovasculares, metabdlicas, ésseas
e de articulacdo afetam pessoas em todo o mundo e constituem o maior foco da
industria farmacéutica baseada em P&D.

2- representa a parte do mercado farmacéutico para produtos direcionados a
condicbes que ndo sdo meramente médicas (como celulite, calvicie etc.). Este
mercado € altamente lucrativo em paises ricos.

3- Doencas Negligenciadas como malaria e tuberculose afetam principalmente
pessoas de paises pobres, apesar de existir um pequeno mercado em paises ricos
(por ex. para pessoas que viajam para areas endémicas). Portanto, ha algum esforcgo
de P&D.

4- Doencas Extremamente Negligenciadas: atingem exclusivamente pessoas em
paises em desenvolvimento que sdo muito pobres para pagar por tratamento e € onde
a doenca de Chagas estéa classificada. Elas ndo representam um mercado e estdo

fora do escopo dos esforgos P&D das industrias.
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3.1 Ciclo biolégico do T. cruzi

O ciclo biologico do T. cruzi (Esquema 3) inclui trés formas fundamentais

caracterizadas pela posicéo relativa do flagelo, citoplasma, e ntcleo?3 :

Esquema 3: Ciclo bioldgico do T. cruzi.
(http:/imww.coroflot.com/eschenazi/scientific-and-medical).

Esquema representativo do ciclo de Principais formas de Trypanosoma
vida do protozoario flagelado
Trypanosoma cruzi

cruzi no tubo digestivo do triatomineo

4 R

(1) Tripomastigotas: 20 uM de comprimento, fusiformes, cinetoplasto (corpo
basal) subterminal, constituem a forma infectante e sdo encontrados no sangue de
mamiferos e na porcdo caudal (abddémen) dos insetos triatomideos; eles ndo se
multiplicam. Em mamiferos eles sdo disseminados por transmissdo de sangue

infectado?3.

As formas tripomastigotas metaciclicas lembram as formas delgadas dos
tripomastigotas (Figura 6) (que ndo podem evoluir se ndo penetrarem em
hospedeiro vertebrado), e que exibem capacidade invasiva para atravessar
mucosas e conjuntivas e ndo sdo suscetiveis ao soro humano, podendo sobreviver a

temperaturas mais elevadas.
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(2) Epimastigotas: Também possuem 20 uyM de comprimento, cinetoplasto
(corpo basal) anterior ao nucleo, fusiformes. Representam a forma multiplicativa do
parasita no intestino do triatomideo e € a forma predominante na cultura. Por esta

razéo, é a forma mais comumente utilizada em estudos bioquimicos?:.

Os epimastigotas (Figura 6) sdo origindrios da diferenciacdo de
tripomastigotas circulantes ingeridos pelo vetor durante a picada e multiplicam-se por

divisdo binéria longitudinal no limen do tubo intestinal do inseto.

(3) Amastigotas (Figura 6): Aproximadamente 2 yM de diametro, redondo, sem
um flagelo emergente. Eles se multiplicam através de fissdo binéria dentro de células
hospedeiras nos mamiferos, produzindo sua ruptura, e liberando tripomastigotas pela
corrente sanguinea que podem voltar a invadir qualquer célula nucleada®. Elas
podem ser produzidas em cultura de células musculares, fibroblastos, macréfagos

entre outras?+2,

Figura 6: Formas evolutivas do T. cruzi. (1- tripomastigota; 2- epimastigota; 3- amastigota)
(http:/imww.coroflot.com/eschenazi/scientific-and-medical).

3.2 Sintomatologia e tratamento da doenca de Chagas

A doenca possui uma fase aguda, de curta duracdo, que em alguns portadores
progride para uma fase crénica. A fase aguda é geralmente assintomatica, e tem um
periodo de incubacdo entre uma semana a um més apos a picada. No local da picada
pode-se desenvolver uma lesdo volumosa, eritematosa (vermelha) e edematosa
(inchada), lesdo conhecida como chagoma. Se a picada for perto do olho, é
frequentemente observada conjuntivite com edema da palpebra, também conhecida

por sinal de Romafa (Figura 7).


http://pt.wikipedia.org/w/index.php?title=Eritemato&action=edit&redlink=1
http://pt.wikipedia.org/wiki/Edema
http://pt.wikipedia.org/wiki/Olho
http://pt.wikipedia.org/wiki/Conjuntivite
http://pt.wikipedia.org/wiki/Sinal_de_Roma%C3%B1a
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Outros sintomas possiveis sédo febre, linfadenopatia, anorexia,
hepatoesplenomegalia, miocardite branda e mais raramente meningoencefalite.
Aproximadamente 20 a 60% dos casos agudos evoluem, em 2 a 3 meses, a forma
cronica da doencga, curando-se os restantes. No entanto, em todos 0s casos, 0S
sintomas cessam apos cerca de dois meses. Muitos, mas nao todos os portadores do

parasita desenvolvem sintomas devido a doenca cronica®.

Figura 7: Sinal de Romafia
(1-http:/fen.wikipedia.org/wiki/Romana's_sign; 2-http://www.jyi.org/features/ft.php?id=185; 3-primeiro
registro do sinal de romana®).

O caso cronico permanece assintomatico durante dez a vinte anos. No entanto,
neste periodo de bem-estar geral, o parasita esta a reproduzir-se continuamente em
baixos numeros, causando danos irreversiveis no hospedeiro principalmente no
sistema nervoso e no coracao. O figado também é afetado, mas como é capaz de
regeneracao, os problemas sao raros. O resultado € apenas aparente apés uma ou
duas décadas de progressdo, com aparecimento gradual de deméncia (3% dos
casos iniciais), cardiomiopatia (em 30% dos casos), ou dilatacéo do trato digestivo
(megaesbdfago ou megacdlon, 6%), devido a destruicdo da inervacdo e das células

musculares destes 0rgaos, responsaveis pelo seu tbnus muscular.

No cérebro ha frequentemente formacdo de granulomas. Neste estagio a
doenca € frequentemente fatal, mesmo com tratamento, geralmente devido a
cardiomiopatia (insuficiéncia cardiaca). No entanto o tratamento pode aumentar a
esperanca e qualidade de vida. Os principais compostos desenvolvidos
experimentalmente para o tratamento da doenca de Chagas, logo apés a descoberta
da enfermidade foram: atoxil (arsénico), fucsina, antiménio pentavalente, e cloridrato
de mercurio, desenvolvidos experimentalmente por Mayer e Rocha Lima (1912-1914),

porém nenhum deles apresentou resultados eficazes?’.


http://pt.wikipedia.org/wiki/Febre
http://pt.wikipedia.org/wiki/Linfadenopatia
http://pt.wikipedia.org/wiki/Anorexia
http://pt.wikipedia.org/wiki/Hepatoesplenomegalia
http://pt.wikipedia.org/wiki/Miocardite
http://pt.wikipedia.org/w/index.php?title=Meningoencefalite&action=edit&redlink=1
http://www.jyi.org/features/ft.php?id=185/
http://pt.wikipedia.org/wiki/Sistema_nervoso
http://pt.wikipedia.org/wiki/Cora%C3%A7%C3%A3o
http://pt.wikipedia.org/wiki/F%C3%ADgado
http://pt.wikipedia.org/wiki/Dem%C3%AAncia
http://pt.wikipedia.org/w/index.php?title=Megac%C3%B3lon&action=edit&redlink=1
http://pt.wikipedia.org/wiki/C%C3%A9rebro
http://pt.wikipedia.org/wiki/Granuloma
http://pt.wikipedia.org/wiki/Insufici%C3%AAncia_card%C3%ADaca
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Anos mais tarde, na Alemanha, os laboratorios Bayer e outros laboratérios
desenvolveram as primeiras drogas com atividade antichagasica como Bayer 1957,
fenatridina carbidium sulfato, aminoquinolinas, arsénicos trivalentes e Vvarios
compostos nitrofuranicos?®. Como consequéncia dos anos de pesquisa, na década de
1960 obtiveram-se as drogas classicas para o tratamento da doenca de Chagas,
nifurtimox (Lampit) e benznidazol (Rochagan).

Desde os anos 80, o nifurtimox teve sua comercializagéo interrompida, primeiro
no Brasil e posteriormente na Argentina, Chile e Uruguai. O modo de acé&o dos
nitrocompostos envolve a geracao de um radical nitroanion por nitroredutases que, na
presenca de oxigénio, leva a formacgédo intermediarios reativos e, sendo o T. cruzi
parcialmente deficiente em mecanismos de desintoxicacdo por radical livre, &
suscetivel a tais intermediarios?®. Por outro lado, esse dano oxidativo ndo é a acéo-
chave do Bdz. A deteccdo do radical nitroanion correspondente ocorre apenas em
concentragcfes muito superiores as que matam o parasita. A acdo do Bdz pode
envolver ligacdo covalente ou outras interacdes de intermediarios nitro redutores com

componentes do parasita®®, ou por ligacdo ao DNA, lipidios e proteinass..

Os resultados obtidos com ambas as drogas variaram de acordo com a fase
da doenca, o periodo de tratamento, da dose, da idade e da origem geogréfica dos
pacientes. Bons resultados foram alcancados na fase aguda, na infec¢do cronica
recente, infeccdo congénita e acidentes de laboratério. Para os casos de fase aguda,
o tratamento recomendado é 8-10 mg/kg por dia de Nfx ou 5 a 7,5 mg/kg por dia de
Bdz durante 30 a 60 dias consecutivamente, divididas em duas ou trés doses diarias.
Pacientes com menos de 40 kg podem ser tratados com até 12 mg/kg por dia de Nfx

e até 7,5 mg/kg por dia para Bdz durante 30 a 60 dias®.
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Para a infec¢éo cronica recente (criangas menores de 12 anos) ou individuos
com infeccéo de até 10 anos, o tratamento deve ser feito com 8 mg/kg por dia de Nfx
ou mg/kg por dia de Bdz durante 30 a 60 dias. No caso de infecgdo acidental o

tratamento deve comecar imediatamente e dura apenas 10 a 15 dias consecutivos.

Casos de infec¢cBes cronicas tardias sem manifestacédo clinica ou com leves
manifestacdes cardiacas ou digestivas devem ser tratados durante 60 a 90 dias, de
acordo com a toleréncia as drogas, visando prevenir ou reduzir a evolugéo da doenca
de Chagas para formas mais graves, um fato que ainda ndo esta definitivamente

comprovado.

De acordo com os requerimentos da organizacdo mundial de saiide® a droga
ideal para o tratamento da doenca de Chagas deve possuir 0s seguintes

requerimentos:

1- Cura nafase aguda e cronica da doencga;

2- Ser efetiva em uma Unica ou poucas doses;

3- Ser acessivel aos pacientes, ou seja, de baixo custo;
4- N&o Possuir efeitos colaterais e/ou teratogénicos;

5- N&o precisar de internacao para o tratamento €;

6- N&o induzir resisténcia.

3.3 Proteases

Sao enzimas que quebram ligacdes peptidicas entre aminoacidos de proteinas
e peptideos. Estima-se que sem a participacéo catalitica destas enzimas, a hidrélise
de um Unico peptideo poderia levar centenas ou milhares de anos, sendo que a
reacdo ocorre em uma escala de milissegundos na presenca da protease
apropriada®*. Em protozoarios como o T. cruzi, as proteases possuem multiplas
funcdes que envolvem desde a invasdo celular até o escape do parasita do sistema

imune do hospedeiro3+3,
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Considerando-se o papel essencial dessa classe de enzimas no ciclo de vida
do T. cruzi, algumas proteases tém sido selecionadas como alvos para o
desenvolvimento de novos agentes antichagasicos. Cisteino proteases, serino
proteases, metalo-proteinas e treonino proteases sao exemplos de proteases

amplamente estudadas®.

Entre estas, a cruzaina, também chamada cruzipaina ou GP57/51 (Figura 8),
gue constitui a mais abundante proteina da familia das cisteino proteases do T. cruzi,
tem sido muito explorada, levando a descoberta de varios inibidores potentes e
seletivos. Das patentes depositadas através da Organizacao Mundial da Propriedade
Intelectual (WIPO - World Intellectual Property Organization) sobre moduladores
de rotas metabdlicas do T. cruzi, os inibidores de cruzaina merecem especial

destaque®3839,
As principais classes de inibidores desta enzima incluem:

0] Derivados peptidicos (1 e 2)*;

(i) Derivados néo peptidicos (triazdis (3), pirimidinas (4), tiossemicarbazonas
(5) e chalconas (6))%64;

(i)  Complexos de rénio e ouro (oxorénios (7) e ciclometalados de ouro (8))*;

(iv)  Doadores de 6xido nitrico (nitroso-tidis (9) e nitrosilo complexos de ferro e
ruténio (10))**44 (Figura 8).

(V) A diversidade quimica dos inibidores da cruzaina (Figura 8) representa o
espaco quimico biolégico que pode ser explorado, valorizando o papel dos
produtos naturais e da sintese organica como fontes valiosas de moléculas

capazes de interagir com sistemas biol6gicos complexos.
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Figura 8: Estrutura cristalogréfica da cruzaina do T. cruzi (PDB ID 1AIM*); inibidores da enzima alvo
de diferentes classes quimicas.
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3.4 Tiossemicarbazonas: aspectos quimicos e farmacologicos

Tiossemicarbazonas sdo uma interessante classe de compostos com uma
ampla gama de aplicacGes farmacoldgicas*® e foram identificadas como possiveis

protétipos a inibidores da cruzaina*?4”.

Em muitas circunstancias, a acdo farmacolégica das tiossemicarbazonas é
incrementada através da coordenagdo com ions metalicos'®48, Pérez-Rebolledo e
col.*® demonstraram que nitro-tiossemicarbazonas e seus complexos com cobre (l) e
ruténio (ll) apresentaram significativa atividade tripanocida in vitro, sendo 0s

complexos 5 a 25 vezes mais potentes que os ligantes livres.

Uma investigacdo sobre o perfil farmacoldgico de antimdénio (llI) com
tiossemicarbazonas mostrou que estes complexos apresentam alta citotoxicidade

frente a linhagens celulares da leucemia humana®°.
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As tiossemicarbazonas sdo compostos de consideravel interesse cientifico,
devido as suas importantes propriedades quimicas e bioldgicas, tais como
antichagasica''~135!, antitumoral®?-%°, antibacteriana®, antiprotozoaria®-°° entre
outras. A estrutura quimica das tiossemicarbazonas e a respectiva numeracao dos

seus atomos é exposta na Figura 9.

Figura 9: Estrutura e numeragao sisteméatica da tiossemicarbazona.
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Em 2002, Du e col.* realizaram um robusto estudo acerca de uma quimioteca
de tiossemicarbazonas com a capacidade de inibir a proteina cruzaina do T. cruzi
(TCC). Este estudo gerou importantes relagdes estrutura-atividades (REA)
demostrando as principais modificacdes em trés fracdes da tiossemicarbazona, tendo
como base o nucleo na Figura 10. Os autores constataram que halogenetos como o
bromo e cloro foram tolerados nos carbonos das posicdes 3 e/ou 5 no anel aril. Além
disso, a mudanca do substituinte metil na posicéao 2 teve pouco efeito e uma mono

substituicdo no nitrogénio da posicéo 1 e no NH2 da posi¢cao 3 foram deletérios.

Figura 10: Relacéo estrutura-atividade (REA) proposto por Du e col*4
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3.5 Tiossemicarbazonas e seus complexos metalicos:

Tiossemicarbazonas e semicarbazonas (Figura 11) apresentam um amplo
perfil farmacolégico e constituem uma importante classe de compostos cujas
propriedades tém sido extensivamente estudadas na Quimica Medicinal e Quimica
Medicinal Inorganica, em razdo de sua capacidade quelante. Apesar da ampla
versatilidade farmacolégica desses compostos como uma classe quimica,
especificidades estruturais podem levar a manifestacdo de atividades especificas.
Para os complexos metalicos, em alguns casos, é possivel modular a atividade

através do desenho do ligante ou através da escolha do metal.

Figura 11: Estruturas da tiossemicarbazona e semicarbazona.
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N N NH, N N NH
R/\N/ \n/ R/\N/ \n/ 2
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Tiossemicarbazona Semicarbazona

As atividades biolégicas concernentes as tiossemicarbazonas resultam da
habilidade de formar quelatos com ions metalicos. Elas existem nas formas
tautoméricas tiona e tiol (Figura 12). A forma tiona atua como ligante neutro bidentado

enguanto a forma tiol se desprotona e atua como um ligante aniénico®.

Figura 12: Formas tautoméricas tiona e tiol da tiossemicarbazona.
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Do ponto de vista da Quimica Medicinal, a complexacao de ligantes bioativos

com metais de transicdo (Figura 13) pode resultar em algumas vantagens, como:

) Incremento da atividade biologica, qguando comparada somente ao ligante;
(i) Modificacao no perfil farmacodinamico e farmacocinético;

(iii)  Habilidade em mimetizar substratos endégenos.
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A capacidade das tiossemicarbazonas formarem complexos estaveis com ions
metalicos de transicdo as torna moléculas versateis. De fato, diversas
tiossemicarbazonas tém sido exploradas como agentes antiviral®%?, fungicida®,
antibactericida®® e antitumoral®®®’. Inerente ao desenvolvimento de
tiossemicarbazonas é a capacidade de formar complexos metalicos com metais de
transicdo como ferro, cobre e zinco®!. A ligacdo metdlica, afinidade e atividade
farmacolégica variam de acordo com cada composto e diferencas mecanisticas tém
sido observadas com base no fato do ferro ou do cobre serem os metais preferidos
para quelacdo®. Ambos sdo metais redox-ativos com potencial geracédo de espécies
reativas de oxigénio (ERO). Assim, a entrega intracelular de metais redox-ativos de
transicdo pode ser usada para alterar a homeostase redox para o beneficio

terapéutico®®.

Em 2009, nosso grupo de pesquisa®! publicou um trabalho que demonstrou o
incremento da inibicdo parasitaria dos complexos quando comparados com 0s seus
respectivos ligantes. Recentes estudos’516%70 t&m explorado esta linha de pesquisa
com a descoberta de bons resultados (Figura 13), o0 que nos motiva a investigar mais

a fundo o efeito dos ligantes complexados.

Figura 13: Exemplos de complexos metalicos com atividade tripanocida.
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3.6 Obtencao direta das tiossemicarbazonas a partir de tiossemicarbazidas

As tiossemicarbazonas sao compostos amplamente explorados na sintese
organica e podem ser adquiridas comercialmente. A sintese é descrita pela
condensacao equimolar de um derivado carbonilado, do tipo aldeido ou cetona, com
tiossemicarbazidas em meio alcodlico sob refluxo e quantidades cataliticas de
acido’™"2,

Do ponto de vista sintético, as tiossemicarbazonas apresentam como
caracteristica principal, sua versatilidade de obtencdo, assim como sua vasta
aplicacdo como intermediarios de muitos nucleos importantes. Em geral, estas
moléculas apresentam baixo custo de sintese, além de grande economia de atomos,
uma vez que, com excecao da agua que é liberada na sua sintese, todos os outros

atomos dos compostos reagentes estardo presentes na molécula final'4.

O mecanismo reacional € semelhante ao de formacao de iminas. Inicia-se com
a protonacéao do oxigénio da carbonila para formar o intermediario ion oxénio, seguida
de ataque nucleofilico do nitrogénio N-1 da tiossemicarbazida para formar o
intermediario hemiaminal protonado (Esquema 4). Este perde uma molécula de agua

e, apo6s neutralizacdo, forma-se a tiossemicarbazona’s.
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Esquema 4: Etapas da obtencéo de tiossemicarbazonas.
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As tiossemicarbazonas sdo geralmente obtidas como misturas de isbmeros E
e Z no estado soélido’4. Em solugéo, ha isomerizacéo da configuracéo Z para E, devido
a sua maior estabilidade termodindmica’. A isomerizacdo é extremamente
influenciada pela presenca de acido, pela natureza dos grupos substituintes ligados

ao carbono azometina e pelos substituintes ligados ao nitrogénio da tioamida (N4).

Karabatsos e col.”® mostraram, em estudos utilizando a técnica de *H-RMN,
gue os hidrogénios azometinicos de tiossemicarbazonas na configuracao E ressonam
a campo magnético baixo em relacdo a tiossemicarbazonas em configuracao Z,
mesmo em diferentes solventes. Resultado semelhante foi obtido por Antonini e col.””
alguns anos depois. Como regra geral, as tiossemicarbazonas derivadas de aldeidos
tendem a formar preferencialmente o isdbmero E, termodinamicamente mais estavel,
enquanto que nas derivadas de cetonas assimétricas a propor¢cdo entre E e Z

depende da estrutura dos substituintes ligados a carbonila’.
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3.7 Atividades bioldgicas das tiossemicarbazonas

De modo geral pode-se dizer que as tiossemicarbazonas e semicarbazonas
agem, ou como inibidores enzimaticos, através da complexacdo com metais
endogenos ou através de reacfes de redox, ou através de interacdes/inibicdo da
sintese do DNA. Greenbaum e col.#’ sugeriram que o mecanismo de acdo das
tiossemicarbazonas € ainda complexo e deve acontecer através da inibicdo de
multiplos alvos. Neste sentido, as tiossemicarbazonas apresentam-se como ligantes
versateis tanto na forma neutra quanto na forma anidnica, podendo formar ligacao
coordenada com metais através do atomo de enxofre e do &tomo de nitrogénio
azometina (C=N)%. Esta capacidade de formar ligacdo coordenada é aumentada se

houver grupos doadores de elétrons ligados ao carbono da fungdo azometina .

3.8 Tiossemicarbazonas como agentes tripanocidas

Inimeros estudos tém evidenciado a importancia de derivados das
semicarbazonas e tiossemicarbazonas para a obtencéo de agentes antiparasitarios4.
Diversos inibidores irreversiveis, baseados em peptideos tém sido desenvolvidos
como potentes substratos para a TCC, tais como cetonas halometil, diazometanos,
derivados epoxisuccinil e vinil sulfonas, pseudopeptideos entre outros. Entretanto,
uma desvantagem para estes compostos € sua alta reatividade enzimatica, e,

portanto, pobre seletividade para a TCC'®.

Para o desenvolvimento de farmacos antichagasicos, as pesquisas tém sido
direcionadas para a inibicédo das enzimas cruzaina do Trypanosoma cruzi (TCC)® e a
tripanotiona redutase (TR)°, como alvos especificos e promissores. A TCC é a
enzima-chave da replicacéo intracelular do parasita e a TR é a enzima chave do
metabolismo antioxidativo do T. cruzi. Compostos sintetizados que apresentam uma
porcéo tiossemicarbazona em sua estrutura tém sido descritos como moléculas com

potencial atividade inibitéria da enzima cruzaina®®.
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Du e col.* descreveram que alguns derivados da tiossemicarbazona exibem
potente atividade frente & enzima TCC, bem como atividade antiparasitaria in vitro.
Segundo estes mesmos autores, a interacdo ‘“ligante-TCC” ocorre via ataque
covalente do residuo Cys25 (da TCC) em direcdo ao carbono tiocarbonilado, que
ataca um proton do aminoacido His159, formando um derivado tetraédrico sulfidrico
(Esquema 5).

Este mecanismo mostra que a diferenca de poténcia entre as aril-
tiossemicarbazonas e aril-semicarbazonas é resultado do volume atbmico C=S como

parametro crucial para o ataque covalente do residuo Cys25.

Esquema 5: Mecanismo de inibicdo na TCC por derivados das aril-tiossemicarbazonas, propostas

por Du e col.
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Diante destes resultados, Fujii e col.8% exploraram a obtencdo de aril-
tiossemicarbazonas contendo diversas substituicbes em C1. Os resultados
demonstraram que a substituicdo por grupo fenil, p-metil-fenil e alquilicos lineares
incrementam a poténcia desta classe de compostos frente aos ensaios
antichagésicos. Entretanto, a simples ramificacdo ou substituicdo de fenil por

ciclohexil diminuiu drasticamente a poténcia destes derivados, inativando-os.



Marcos V. O. Cardoso Revisdo da Literatura 39

Du e col.'* sintetizaram mais de 100 derivados tiossemicarbazonicos, entre os
quais 45 apresentaram eficiacia em inibir a TCC. Eles observaram que propriedades
fisico-quimicas como: baixo peso molecular, capacidade de doacédo e formacéo de
ligacBes de hidrogénio incrementam a ac¢do antichagasica das tiossemicarbazonas.
Neste estudo foi utilizado o derivado tiossemicarbazbnico 1li como base para
modificacdes estruturais, apresentando Clso de 0,1 uM para a cruzaina do T. cruzi e
verificaram que o simples fato de reduzir o C=N da posi¢éo 4 diminuiu a poténcia do
composto em até duas ordens de grandeza (Figura 14).

Figura 14: Reducéo do C=N da posicéo 4.
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Entre os varios compostos sintetizados, Du e col.'* obtiveram resultados
interessantes chegando a alcancgar Clso de 20nM para a cruzaina. Os compostos mais
ativos foram os 2b, 2h, 2i, e 3h com Clsp de 50nM, 20nM, 20nM, e 50nM
respectivamente (Tabela 1).

Tabela 1: Compostos 2b, 2h, 2i, e 3h sintetizados por Du e col.

R4
S
i AN
R, \H NH,
R; R
Composto R R; R> Rs Clso/nM

2b CH2CHs H H CFs 50
2h CH2CHs CFs3 H CFs 20
2i CH2CHs H Cl Cl 20

3h CHs H Cl Cl 50
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3.9 Piridina na Quimica Medicinal

A quimica de heterociclicos é parte integrante das ciéncias quimicas e constitui
uma parte consideravel de modernas pesquisas que ocorrem atualmente em todo o
mundo. A quimica dos compostos heterociclicos é tdo Iégica como a quimica de
compostos aromaticos ou alifaticos®. O estudo de sistemas heterociclicos é de
grande interesse tanto do ponto de vista tedrico como do prético. Heterociclos também
desempenham um importante papel na concepcao e descoberta de novos compostos

farmacologicamente ativos®?.

A procura da piridina e seus derivados aumentou nos ultimos 50 anos pela
descoberta de muitos compostos bioativos contendo piridina por varias industrias®?,
Com aplicacdes especificas desde meados do século passado, a piridina assumiu um
papel importante na compreensdo da quimica dos sistemas biologicos. Ela
desempenha um papel fundamental ao catalisar ambos sistemas biolégicos e
guimicos. Em muitas enzimas de organismos vivos € o nucleotideo piridina prostético

(NADP)?4, que esta envolvido em varios processos de oxidacdo — reducéao®.

Outra evidéncia da grande importancia da piridina em sistemas biologicos é a
sua presenca em importantes vitaminas como a niacina e piridoxina (vitamina B6) e
também em alcaloides altamente téxicos como a nicotina®. Na industria farmacéutica,

a piridina esta presente em mais de 7000 nucleos de compostos bioativos®”.

Dentro da Quimica Organica sintética, piridinas sdo amplamente utilizadas na
guimica de coordenacao (bipiridinas e terpiridinas que possuem uma excelente
capacidade de complexar com diversos ions metalicos, tais como zinco ruténio
e cobre). Estes ligantes funcionais tém encontrado uma infinidade de aplicacdes
como em reagentes analiticos altamente sensiveis, sistemas de sensores, sintese
enantioseletiva, agentes luminescentes para a sintese de peptideos marcados e como

blocos de construcdo para Quimica Supra molecular®,
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Entre os derivados piridinicos mais estudados atualmente, temos a triapina (3-
aminopiridina-2-carboxaldeido tiossemicarbazona, 3-AP) (Figura 15), um potente
agente antitumoral dotado de boas caracteristicas para a quelacdo com metais de

transicao.

Figura 15: 3-Amino piridina, Triapina.
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Como consequéncia da alta afinidade quelante de ferro, a triapina € um potente
inibidor de enzimas contendo ferro tais como a ribonucleotideo redutase (RR) e
Ps3R28%%, Considerava-se que a atividade inibitéria da 3-AP era devido a remocéo
direta do Fe das enzimas, porém, evidéncias recentes sugerem que o0s efeitos redox

do complexo 3-AP-Fe sobre essas enzimas também s&o importantes °1.°2,

As primeiras tentativas de avaliacdo clinica para cancer da triapina como um
unico agente ou em combinacdo com a gemcitabina falharam nitidamente na eficacia.
Em estudos mais recentes, a combinacdo de 3-AP com fludarabina ou citarabina em
pacientes com leucemia aguda refrataria, desordens mieloproliferativas agressivas,
ou leucemia miel6ide mostrou alguma promessa®®. Os dados preliminares também
sugerem que triapina pode melhorar os resultados para pacientes com estagio

avancado de cancer de colo uterino em combinacdo com radiacdo e cisplatina®.

Dez pacientes com estagio IB2 para cancer cervical IVB atingiram uma
resposta clinica completa e permaneceram livre da doenca, em média, por 18 meses,
fornecendo evidéncias aneddticas para melhores resultados em relacdo aos
tratamentos atuais. O potencial antitumoral das tiossemicarbazonas queladas com o
cobre também tem sido explorado. Os primeiros estudos de quelatos cuprosos com
tiossemicarbazona 2-formilpiridina e 4-formilpiridina mostrou que ambos os agentes
foram capazes de induzir a morte celular associada a geracédo de ERO e deplecdo da

glutationa celular®6,
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Um grupo de grande proje¢cdo na obtencdo de analogos da 3-AP € o grupo do
Prof. Paul Bernhardt, (School of Chemistry & Molecular Biosciences — Au), cujo
grupo ja publicou diversos artigos referentes a analogos e seus complexos metélicos,
demonstrando o potencial terapéutico da condensacao do anel piridinico (e seus
analogos) com a tiossemicarbazona. Motivados pelos resultados obtidos dos
analogos da Triapina por Bernhardt e col., planejou-se a substituicdo do grupo tiofenol
pela piridina para avaliar a atividade tripanocida concernente a este grupo. Na Figura
16 pode-se ver as relacdes estruturais entre os analogos desenvolvidos por Bernhardt
e col.?”%8 e 0s compostos propostos no capitulo 2, com a 3-AP.

Figura 16: Analogos da Triapina.
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3.10 Tiazois

Os tiazdis (Figura 17) sdo uma importante classe de compostos heterociclicos
qgue apresentam um amplo espectro de atividade biolégica, tais como atividades
antitumoral®®1%,  antibacteriana'®*1%2, antidepressival®s, anti-inflamatérial®t, e
antichagéasico38:105,

Figura 17: Ndcleo tiazol.

N
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S
O ndcleo tiazol esta presente como subunidade em diversas moléculas

biologicamente ativas, tais como sulfatiazol®’, um importante farmaco antimicrobiano,
o ritonavir (Norvir), medicamento utilizado no combate ao virus HIV1%, epotilonas A
e B, produtos naturais que possuem potente atividade antitumoral'®’ e o pirofosfato
de tiaminal®, presente em uma variedade de enzimas que catalisam reacgdes de
descarboxilacdo (descarboxilases) e de condensacéo do tipo alddlica (aldolases)
(Figura 18).

Figura 18: Importantes moléculas bioativas que contém o nucleo Tiazol.
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3.10.1 Método de obtencédo de tiazois

Um dos métodos mais antigos, hoje tdo popular como sempre, envolve a
reacao de tioamidas primarias com compostos halocarbonilas.

A metodologia para a obtengéo de nucleos tiazolinicos a partir de compostos a
halocarbonilicos foi desenvolvida por Hantzsch, em 18871%. Esta sintese é baseada
na condensagao de compostos a halocarbonilicos com tioamidas ou tiouréias,
substituidas ou ndo, sendo um dos primeiros e mais amplos métodos sintéticos
empregados para obtencdo de tiazois substituidos. Como exemplo, a obtencédo de
tiazois-4-amino condensados pode ser facilmente preparada, utilizando a-

bromolactamas e tioamidas, (Esquema 6).

Esquema 6: Preparacéo de tiaz6is 4 amino condensados, utilizando-se a-bromolactamas e tioamidas
via metodologia de Hantzsch.

0 N N
P§ EtOH N
—_——
+ R7 ONH,  30-72% LI \>—R
n(HsC) S

n(H;C) Br

ZI

R= Ph, (CHs)zCH, 4-MeO-C5H4,4-C|-C6H4

a
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3.11 Aplicagdes do ultrassom como promotor reacional

A escolha metodoldgica por irradiacdo ultrassdnica possui vantagens
operacionais convenientes tais como: condi¢cdes reacionais brandas, curto tempo
reacional e alta eficiéncia. Devido a estas caracteristicas, tornou-se particularmente
popular nos ultimos anos e numerosos exemplos deste protocolo reacional para a
obtencdo de heterociclos com interessantes propriedades tém sido relatados na

literatural?®,

Hu e col.'! realizaram um trabalho acerca de reacdes de cilcloadi¢édo 1,3-
dipolar e observaram o comportamento das reacfes ao variar a metodologia através
da modificacdo do meio reacional (método classico para ultrassom), solvente,

temperatura e do tempo reacional.

Apds separacdo e andlises, tais como H RMN, Hu e col. concluiram que
através do protocolo por ultrassom houve uma melhora significativa na cinética
reacional. Observado isto, reexecutaram dois experimentos para estudar o
mecanismo de aceleracéo sob sonicacdo. Apos a dissolucdo de substratos insollveis
gue foram irradiados sob sonicacdo, compararam as reacdes executadas com e sem
ultrassom como protocolo. Apos esta analise, Hu e col. concluiram que a reacdo sem
sonicacao levou mais tempo e os rendimentos foram relativamente mais baixos.
Portanto, classificou o ultrassom como protocolo preferencial por ter apresentado

efeito benéfico sobre o comportamento de solubilidade e sintese.

A onda ultrassbnica, ao passar através de um meio liquido, provoca vibracées
mecanicas no liquido. Além deste efeito, o ultrassom também gera um fluxo de
acustica dentro do liquido. Se o meio liquido contiver gas dissolvido, o que é
observado em condi¢Bes normais, ele pode se expandir e colapsar pela acdo do
ultrassom!'?, O fendmeno de crescimento e colapso das microbolhas em um campo
ultrassonico é conhecido como “cavitagao acustica”. Duas caracteristicas importantes
da cavitacdo acustica devem ser mencionadas; A primeira é que geralmente € um
processo nao linear, em que a mudanca no raio da bolha ndo é proporcional a pressao

sonorall?,
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A segunda € que a alta compressibilidade das bolhas de gas significa que muita
energia potencial é obtida a partir da onda sonora quando as bolhas se expandem e
gue a energia cinética se concentra quando as bolhas colapsam. Na cavitacdo
transitéria, esta transformacao de energia ocorre devido ao comportamento nao linear

das bolhas.

Em volumes muito pequenos, h4 uma concentracdo de energia que pode
produzir pressdo e temperatura muito elevadas, levando a corrosdo de sélidos e
iniciando rea¢Bes quimicas. Portanto, quando ocorre cavitagdo proxima a uma
superficie sélida, o colapso da cavidade nao é esférico e direcionam jatos liquidos de
alta velocidade para a superficie soélida, o que leva a aceleracdo da dissolucédo e a

transformacdes de calor e massa®'® (Figura 19).

Figura 19: Acéo da cavitagdo ultrassonica.

Microjato i
Superficie ,._____,_____ M)
Solida B, Ondas Sonoras

Bolha de Cavitagéo

"Hot spots” focais, gerados a partir de um violento colapso das bolhas, criam
transientes temperatura e pressao elevadas, induzindo a fragmentacao molecular e a

producéo local de espécies altamente reativas (Figura 20).

Figura 20: Cavitacdo em sistema homogéneo.

Na cavidade: Na superficie:
Alta temperatura e CondicoOes intermediarias
presséo

A implosédo das cavidades estabelece um ambiente inusitado para as reacoes.
Os gases e vapores no interior da cavidade sdo comprimidos, gerando um intenso
calor gque aumenta a temperatura do liquido imediatamente ao redor da cavidade e a
alta temperatura e pressédo produzida durante a cavitacdo rompem suas ligagoes

guimicas!!?,
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5 MATERIAIS E METODOS

5.1 Materiais

Para a obtencédo dos resultados, foram adquiridos reagentes quimicos de alto
grau de pureza.

Para a obtencédo dos derivados tiofendlicos, foram utilizados:

e Bromoacetaldeido dietilacetal, tiofendis e acetofenonas a-halogenadas
diversas (Sigma-Aldrich); carbonato de sodio, acido acético e acido sulfdrico
(Merk); tiossemicarbazida (Flukka); alcool etilico, alcool isopropilico, acetato
de etila e hexano (Vetec).

e Os protocolos por agitacdo magnética e refluxo foram realizados em um
agitador magnético da marca Fisaton, modelo 752A;

e As reacbes lancadas em ultrassom foram realizadas em um aparelho
ultrass6nico modelo Unique EM-804 TGR com frequéncia de 40KHz (180 W),
dotado de aquecimento brando;

e AsreacOes foram acompanhadas por cromatografia de camada delgada (CCD)
utilizando silica-gel 60 contendo indicador fluorescente Fass. As placas
cromatograficas foram visualizadas em uma camara escura com lampada
ultravioleta de duplo comprimento de onda, 254 e 365nm;

e As concentracfes por pressao reduzida foram realizadas em um Evaporador
Rotativo da marca Fisaton, modelo 802;

e Apds concentracdo por pressao reduzida, os produtos foram armazenados em
dessecador, contendo silica gel azul, 4-8mm e CaCOs3; para retirada de
humidade residual;

e Todos os protocolos foram realizados em vidrarias especificas e inertes;

e Os pontos de fusédo foram realizados no aparelho Fisatom 430D.
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5.2 Métodos

5.2.1 Sintese das tiossemicarbazonas tiofendlicas

Para a obtencao dos prot6tipos propostos neste capitulo, inicialmente, reagiu-
se os variados tiofendis com o bromoacetaldeido dietilacetal, para a obtencao dos
respectivos acetais, com posterior hidrélise para a obtengéo dos aldeidos.

5.2.2 Sintese dos acetais

Em baldo de fundo redondo, adicionou-se 3,63 mmol de tiofenol, seguidos de 2,54
mmol de CaCOs. Adicionou-se 9,07 mmol de bromoacetaldeido dietil acetal,
submeteu-se o sistema a irradiacao por ultrassom, com aquecimento brando (40°C),
por 120 minutos, confirmando-se a conclusdo da reacdo por CCD em sistema 7:3
hexano/acetato de etila (Esquema 7). Filtrou-se o sistema, sob vacuo em funil
sinterizado, para a retirada do sal formado e concentrou-se, sob pressao reduzida, o
sobrenadante coletado no Bichner. Descartou-se o precipitado branco (sal,
confirmado por CCD e testes de solubilidade). ApOs concentracdo sob pressao
reduzida, guardou-se o produto por 24h, em baldo de fundo redondo no dessecador

para remoc¢ao de humidade/solvente residuais.

Esquema 7: Obtencao do (2-etoxi-2-propoxietil)(fenil)sulfano.

> »
CrSH N LIRS N
R 7

40°C, 120 min. R4
Z

Composto Substituinte Composto Substituinte

DA-01 H DA-07 4-Me
DA-02 4-F DA-08 2,5-Me
DA-03 4-Br DA-09 2-Cl
DA-04 4-OMe DA-10 3-Cl
DA-05 2-Me DA-11 4-Cl

DA-06 3-Me DA-12 2,5-Cl
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5.2.3 Sintese dos aldeidos por hidrdlise do acetal

Em baldo de fundo redondo, adicionou-se 1,97 mmol do tiofenol acetal, seguido
de 25 ml de uma solucdo a 10% de acido sulfurico. Submeteu-se o sistema a
irradiacdo por ultrassom, por 120 min, observou-se um escurecimento do sistema
para castanho claro. Confirmou-se a conclusédo da reagao por placa de CCD no
sistema 7:3 hexano/acetato de etila (Esquema 8). Ao término da reacao, fez-se uma
extragdo do meio organico, com auxilio de um funil de separagéo, utlizando os
solventes AcOEt e H>O. Posteriormente, adicionou-se sulfato de sédio anidro no
solvente polar para desidratacdo do meio, com subsequente concentracdo, sob
pressao reduzida, da fase organica. Em seguida, guardou-se o baldo previamente
pesado, no dessecador para retirada de humidade.

Esquema 8: Obtencao do 2-(feniltio) acetaldeido.

A :
AN S\/l\o/\ RS04 TO%, )); AN s\)]\H

40° C, 120 min. Ra_

Rt |

/ =
Composto Substituinte Composto Substituinte

TA-01 H TA-07 4-Me

TA-02 4-F TA-08 2,5-Me

TA-03 4-Br TA-09 2-Cl

TA-04 4-OMe TA-10 3-Cl

TA-05 2-Me TA-11 4-Cl

TA-06 3-Me TA-12 2,5-Cl
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5.2.4 Sintese das tiossemicarbazonas

Em baldo de fundo redondo, adicionou-se 1,33 mmol de tiofenol acetaldeido,
seguido de 25 ml de etanol e 1,97 mmol de tiossemicarbazida. Subsequente
adicionou-se 3-4 gotas de acido acético glacial e submeteu o sistema a irradiagéo por
ultrassom, durante 120 min, com aquecimento moderado (45°C) (Esquema 9).
Confirmou-se o término da reacdo por CCD, apls confirmacdo, observou-se a
formacé&o de um precipitado amarelo claro em quantidade. Subsequente adicionou-se
hexano lentamente, sob agitacdo, para favorecer a precipitacdo. Guardou-se o
sistema sob refrigeracdo, por 24h, para posterior filtracdo a vacuo, em funil
sinterizado, com sucessivas lavagens do precipitado com hexano. Levou-se o0
precipitado obtido ao dessecador, e 0 conservou por 48h para retirada residual de
agua/solvente. Apds a obtencdo dos compostos propostos, foram realizadas suas
analises espectroscopicas e fisico-quimicas para comprovar a formacéo dos produtos
bem como a sua pureza. Entre estas analises foram realizadas: espectroscopia de
ressonancia magnética nuclear de hidrogénio (*H-RMN) e carbono (**C-RMN),
infravermelho (1V), espectro de massa acoplado a cromatografia liquida (EMAR-ESI),

ponto de fusao (Pf) e fator de retencao (Rf).

Esquema 9: Obtencao das feniltioetilideno tiossemicarbazonas.

EtOH, 3gts
3CCO2

@/ \)I\H+H2N \n/ ))) 720 i O/ \/\N/ \n/

Composto Substituinte Composto Substituinte

TS-01 H TS-07 4-Me
TS-02 4-F TS-08 2,5-Me
TS-03 4-Br TS-09 2-Cl
TS-04 4-OMe TS-10 3-Cl
TS-05 2-Me TS-11 4-Cl

TS-06 3-Me TS-12 2,5-Cl
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5.2.5 Sintese dos tiazodis

Para a obtencdo dos compostos propostos neste trabalho, reagiu-se a

tiossemicarbazona com as respectivas acetofenonas a-halogenadas.

Em baldo de fundo redondo, foram adicionados 1,33 mmol da feniltioetilideno
tiossemicarbazona, seguidos de 25 ml de alcool isopropilico e de 1,59 mmol da
respectiva acetofenona. Submeteu-se o sistema a irradiagdo por ultrassom durante
60 min, a temperatura ambiente. Observou-se a formacédo de precipitado amarelo
claro, confirmando-se o término da reacédo por CCD, no sistema 7:3 hexano/acetato
de etila (Esquema 10). Subsequente, levou-se o balédo a refrigeracédo por 24h para
precipitacdo, com posterior filtragdo sob vacuo, em filtro sinterizado. Apés a obtengao
dos compostos propostos, foram realizadas as analises espectroscopicas e fisico-
guimicas dos compostos para comprovacéao da formacao dos produtos bem como sua
pureza. Entre estas analises, foram realizadas: espectroscopia de ressonancia
magnética nuclear de hidrogénio (*H-RMN) e de carbono (**C-RMN), infravermelho
(IV), espectroscopia de massa acoplado a cromatografia liquida (EMAR-ESI), ponto

de fusao (Pf) e fator de retencéao (Rf).

Esquema 10: Obtencéo dos feniltioetilideno tiazois.

Isopropanol

S\AN NH2 + Br s
©/ ), 60 min ©/ \ / R,
R, N
7\
RC=

Composto R R:1  Composto R R1
TZ-01 H H TZ-06 4-Cl H
TZ-02 4-Me H TZ-07 2,4-Cl H
TZ-03 4-Br-prop  CHs TZ-08 3,4-Cl H
TZ-04 4-F H TZ-09 3-NO2 H
TZ-05 4-OMe H TZ-10 4-NO2 H
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5.3 Avaliacdo Farmacolégica

5.3.1 Animais: para a determinac¢ao da citotoxicidade em esplendcitos, camundongos
albinos da linhagem BALB/c (fémeas entre 6-8 semanas) foram fornecidos pelo
biotério do Centro de Pesquisas Aggeu Magalhdes (CPgAM, Recife, Brasil). Para os
experimentos de infeccdo in vitro, camundongos BALB/c foram fornecidos pelo
biotério do Centro de Pesquisas Goncalo Moniz (CPqGM, Salvador, Brasil). Os
animais foram mantidos em gaiolas esterilizadas, e receberam alimentacdo e agua a

vontade. Os experimentos foram aprovados pelos comités de ética da FIOCRUZ.

5.3.2 Células, enzimas e inibidores quimicos: o baco de camundongo foi macerado
e 0 sobrenadante foi lavado em meio RPMI-1640. O numero de esplendcitos foi
determinado com o auxilio de um microscopio 6ptico e ajustado de acordo com o
ensaio. Para os ensaios de infec¢ao in vitro, macrofagos da cavidade peritoneal de
camundongos BALB/c, foram sensibilizados com tioglicolato de sodio (3%) e lavados
em meio RPMI-1640 por duas vezes e a densidade celular foi ajustada com o auxilio
de um microscopio optico. Epimastigotas da cepa Y foram coletadas e mantidas em
meio axénico usando o meio de cultura "liver infusion triptose" contendo 10% de SBF,
1% de hemina, 1% de meio R9 e 50 pg/mL de gentamicina e mantidas sob 26° C.
Tripomastigotas circulantes da cepa Y foram coletadas do sobrenadante de células
LLC-MK: infectadas. Os parasitas foram entdo mantidos em ambiente axénico usando
0 meio RPMI-1640 contendo 10% de SBF, 1 % de hemina, 1 % de meio R9 e 50
pHg/mL de gentamicina em estufa sob 37 °C e 5 % de CO2. Benznidazol foi fornecido
pelo LAFEPE (Recife, Brasil). Anfotericina B e saponina foram adquiridos na Cultilab

(Campinas, Brasil).

5.3.3 Toxicidade para esplendcitos: esplendcitos de camundongos BALB/c foram
distribuidos em placa de 96 pocos com uma densidade de 5x10° células por pogo em
meio RPMI-1640. Cada inibidor quimico foi solubilizado em DMSO na concentracao
de 10 mg/mL e em seguida a amostra foi diluida serialmente em meio RPMI-1640 nas
concentragfes de 1.0, 10 e 100 pg/mL, em triplicata. Como controle positivo, usou-se
a saponina na concentracao de 0.1 pg/mL, enquanto que como controle negativo, os
pocos receberam somente meio RPMI-1640 e DMSO. A placa foi entao cultivada por
24 horas na temperatura de 37° C e 5% CO.. Entdo adicionou-se 1.0 uCi de 3H-

timidina em cada poco e a placa foi incubada por 6 horas. A placa foi entdo lida no
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contador de irradiacdo beta (Multilabel Reader, Finland) e a porcentagem de
incorporacdo de timidina tritiada foi determinada. Para as células que ndo foram
tratadas com as drogas (controle negativo), calculou-se como 100% de
incorporacdo de timidina tritiada (100% de viabilidade celular). Para as células
tratadas com saponina, a viabilidade celular foi de 5%. Quando o percentual de
incorporacao foi maior que 90%, a concentracdo da droga foi considerada como
atoxica para os esplendcitos.

5.3.4 Atividade antiproliferativa para a forma epimastigota: epimastigotas das
cepas Y ou Dm28c foram distribuidas em uma placa de 96 po¢os em uma densidade
final de 10° células por pog¢o. Cada inibidor quimico, dissolvidos como descrito no item
5.3.6, foram adicionados nos respectivos poc¢os em triplicatas. Bdz (1) foi usado como
controle positivo neste ensaio. A placa foi entdo cultivada durante 11 (cepa Y) ou 5
dias (cepa Dm28c) sob 26° C e 5% de CO.. Apls esse tempo, aliquotas de cada
poco foram coletadas e o niumero de parasitas foi calculado em uma camara de
Neubauer. Para as epimastigotas néo tratadas com os inibidores quimicos (controle
negativo), assumiu-se como 100% do numero de parasitas. As curvas dose-
respostas foram determinadas e os valores das Clsg foram calculados usando ao
menos cinco concentragdes ("data-points™) usando uma equacao nao-linear (Prism,

versao 4.0).

5.3.5 Atividade antiproliferativa para a forma tripomastigota: tripomastigotas da
cepa Y foram coletadas do sobrenadante de células LLC-MK: e distribuidas em uma
placa de 96 pocos para uma densidade final de 4x10° células por pogo. Cada inibidor
guimico, dissolvidos como descrito no item 5.3.6, foram adicionados nos respectivos
pocos, em triplicatas. Bdz (1) foi usado como controle positivo neste ensaio. A placa
foi entdo cultivada por 24 horas em 37° C contendo 5 % de CO,. Apds esse tempo,
aliguotas de cada poco foram coletadas e 0 nimero de parasitas viaveis (ou seja,
com motilidade aparente) foi contado em uma camara de Neubauer. Para 0s po¢os
gue nao receberam os inibidores quimicos, assumiu-se como 100% do numero de
parasitas viaveis. As curvas dose-respostas foram determinadas e os valores das Clso
foram calculados usando ao menos sete concentragbes ("data-points”) usando

regressao nao-linear (Prism, verséao 4.0).
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5.3.6 Infeccdo de tripomastigotas em macréfagos: Macréfagos coletados do
exsudado peritoneal de camundongos BALB/c foram distribuidos em uma placa de 24
pocos para uma densidade final de 2x10° células por poco, contendo meio RPMI em
10 % de SBF. A placa foi cultivada por 24 horas para obter adesédo celular. Em
seguida, adicionou-se 2x10° tripomastigotas suspensas em meio RPMI em cada
poco. A placa foi mantida por 2 horas em estufa a 37 °C e 5 % de CO.. ApGs esse
tempo, a placa foi lavada com solucdes de salina, para remover tripomastigotas
extracelulares. Logo em seguida, os inibidores quimicos foram adicionados na
concentracéo de 10 pM (previamente dissolvidos em DMSO e meio RPMI) em
duplicatas. Bdz (1) foi usado como controle positivo. Apds a adicdo dos inibidores
guimicos, a placa foi incubada por 6 horas, entdo o meio de cultivo foi substituido por
um meio de cultivo "fresh”, e a placa foi mantida em estufa por 96 horas. As células
foram fixadas com metanol e observadas em microscopio otico (Olympus, Toquio,
Japéo). A taxa de macrofagos infectados foi contada em cada poco. O percentual de
inibicdo da infeccdo da cultura tratada com os inibidores foi comparado com o controle
negativo. Para a contagem de amastigotas, aliquotas de cada poco foram marcadas
com uma solucdo de Giemsa e as laminas foram observadas em um microscopio
otico (Olympus, Toquio, Japédo). O numero de amastigotas/macréfagos foi
determinado pela contagem de pelo menos 100 macréfagos por cada lamina
analisada. O mesmo procedimento foi realizado para o calculo da Clsp, usando ao
menos cinco concentracdes diferentes de cada inibidor quimico. Foram realizados

dois experimentos independentes para os calculos da Clso.
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 Mecanismos reacionais

6.1.1 Mecanismos de formacao dos acetais

Para a formacao dos acetais, reagiu o respectivo tiofenol, em meio basico, com
o bromoacetaldeido dietil acetal em uma reacdo simples de substituicdo nucleofilica
favorecida pela presenca do halogénio bromo, que é um 6étimo grupo de saida.
Observa-se uma melhora no tempo global reacional devido a presenca de base
(carbonato de potassio), favorecendo a captura do hidrogénio presente no tiol
(hidrogénio mais acido), favorecendo o ataque do enxofre ao carbono a-halogenado
do acetal.

Independentemente de ser uma reacao simples, buscou-se a otimizacdo da
reacao, objetivando um menor tempo reacional e um melhor rendimento global. Para
isto, foram lancadas reacdes variando a temperatura, solventes, ordem na adi¢do dos

reagentes e protocolos, tais como agitacdo magneética e irradiacéo por ultrassom.

Entre os métodos analisados, observou-se que a reacdo sob irradiacao
ultrassoénica apresentou melhor tempo reacional global, bem como menor presenca

de subprodutos, comparando-se com 0 método classico.

6.1.2 Mecanismos de formacéo dos aldeidos

Para a obtencédo dos aldeidos, hidrolisou-se o respectivo tiofenol acetilado com
acido sulfarico a 10%, em ultrassom, por 120 minutos. Concluiu-se como sendo este
o melhor método, ap6s uma triagem por substituicbes nos acidos (H.SO,4, HCI etc.) e
metodologia (ultrassom e agitacdo magnética com refluxo, 140°C). Observou-se
gue as reacoes sob refluxo apresentavam uma coloracdo escura rapidamente e, com
0 acompanhamento reacional por CCD, observou-se uma maior formacdo de

subprodutos, em relacao as reacdes lancadas em ultrassom.

Observou-se o mesmo fenédmeno (coloracdo escurecida, maior formacao
de subprodutos) nas reac¢fes hidrolisadas por acido cloridrico, em relagdo ao acido

sulfdrico.
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6.1.3 Mecanismos de formacéao das tiossemicarbazonas

Para a obtencdo das tiossemicarbazonas, reagiu-se o aldeido do respectivo
tiofenol (10 mMol) com a tiossemicarbazida (10 mMol), em meio etandlico (10 ml)
catalisado com 4 gotas de acido acético. Esta reacdo decorre de uma condensacao,
com a protonacao do oxigénio da carbonila pelo &cido acético, catalisando assim o
ataque nucleofilico do nitrogénio azidico ao carbono da carbonila (Esquema 11),
formando a respectiva hidrazona.

Esquema 11: Proposta mecanistica global para obtencéo das feniltioetilideno-tiossemicarbazonas.

Etapa 1 B CH; : CH, i

i ° ; 0
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DO ... L
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S
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A prévia solubilizacdo da tiossemicarbazida (TS) em etanol a quente € indicada
devido a sua baixa solubilidade; este método visa melhorar a cinética reacional, o que
nao foi observado, em relacdo a reacéo lancada com a TS sem prévia solubilizagéo.

No meio reacional, observa-se, com 30 minutos, a formacao de um precipitado
granular de cor levemente amarelada, com 120 minutos, observamos um aumento

neste precipitado e consumo parcial do aldeido da reacao, por placa de CCD.

Como rastreio do produto, observamos na CCD (sistema 7:3 hexano/acetato

de etila) a presenca de 4 pontos distintos, que sao:

° ——> Tiofenol
e —> Acetal

——> Aldeido

o ——> Produto + Tiossemicarbazida

Ao final da reacado, se adicionou hexano para favorecer a precipitacdo, uma
vez que o produto almejado é polar, bem como uma prévia purificacdo, devido ao
hexano solvatar os reagentes/produtos apolares e precipitar os reagentes/produtos

polares.

Como confirmacdo da purificacdo, realizou-se outra CCD do precipitado, e
comparou-se com a agua de lavagem (hexano + etanol reacional) chegando a tal

resultado:

° ——> Tiofenol
® —> Acetal

——> Aldeido

® O —> Produto + Tiossemicarbazida
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Com esta placa, observou-se a remoc¢ao dos resquicios de produtos de partida
na placa, porém, ndo se confirmou a pureza do produto final porque o ponto estava
na base. Com isso, realizou-se outra CCD, com 0 meio mais polar para observar a

migracdo do ponto e verificar se ele realmente esta isolado.

Como resultado desta CCD, temos:

® ——> Produto

® —> Tiossemicarbazida

Nesta placa observou-se a separacao de dois produtos e, por comparacao,

confirmou-se que 0 ponto mais polar € a tiossemicarbazida.

Para purificacdo do produto final, realizaram-se diversas recristalizacdes até
achar o solvente ideal, que foi meio etandlico a 30%, porém com rendimentos baixos,
em torno de 35-40%.

A Tabela 2 ilustra as estruturas dos compostos da série TS obtidos:
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Tabela 2: Derivados tiofendlicos da série TS.

Formula
Composto molecular Peso molecular
H
SN NH;
@ N CoH1iNsS2 225.33

TS-01

H
S _...N_ _NH,
/@’ NN CoH10BIN3S, 304.22
Br

H
S S .N NH
TN A ’ C10H13NsS> 239.35

H
S N .N NH
@ Ny CioH1sNsS, 239.35
HaC
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Cl

H
S N .N NH
@( NN CoH10CINSS, 259.77

TS-09

S

H
S__...N__NH,
/@’ TNy CoH1oCINSS 259.77
Cl

TS-11
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6.1.4 Mecanismo de formacgao dos tiazbis

Para a obtencdo dos tiazbis, inicialmente prepara-se o0 derivado

tiossemicarbazonico do tiofenol sem substituinte.

A partir deste percursor, em baldo de fundo redondo, reagiu-se o composto TS-
01 (Esquema 12) com a respectiva acetofenona a-halogenada, em meio etandlico,
sob irradiacéo por ultrassom, durante 60 minutos, sem aquecimento, para a obtencao
do respectivo tiazol.

Esta reacéo ja é bastante relatada na literatura como a “sintese de Hantsch”.
Esta € uma reacao de ciclizacdo intramolecular, portanto, a amina terminal primaria
doa seu par de elétrons para o carbono adjacente (tioamida), favorecendo assim o
ataque nucleofilico do enxofre ao carbono a-halogenado. Apds este ataque, forma-se
um intermediario reacional que favorece o ataque nucleofilico da amina terminal,
reestruturada apos o ataque do enxofre ao carbono da carbonila, levando a uma

desidratacéo, gerando o composto almejado (Esquema 12).

Esquema 12: Proposta mecanistica para obtencao dos feniltioetilideno tiazéis (TZ-01).

. 4
S\/\;L (”“\jb
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Esta é uma reacao rapida execucgdo, que apresenta variagdo de cor apos 5 a
10 minutos reacionais, com turvacédo e formacao de precipitado neste mesmo periodo
(Figura 21). Fez-se acompanhamento reacional, com placas de CCD a cada 15
minutos, determinando-se o tempo Otimo reacional entre 60 a 90 minutos,
dependendo do substituinte presente na acetofenona.

Figura 21: Formacéo do precipitado dos compostos TZ obtidos pelo método tradicional (a- 5 minutos
de reacao; b- 60 minutos; c- adicdo posterior de hexano para maior precipitacéo; * apés adicédo de
hexano).

60
min

60 b
min*
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Esta mesma reacao foi realizada utilizando-se a metodologia de irradiagéo por
ultrassom, com e sem aquecimento, bem como com agitacdo magnética, com e sem
aquecimento entre 70-100°C a 120°-150°C (refluxo). Com o baléo acoplado a um
condensador, variando-se também os solventes, bem como com a adi¢cdo de uma
base fraca (K,CO3). Todas as variaveis testadas tiveram como objetivo a otimizacéo
reacional. Das metodologias testadas, a irradiacdo por ultrassom demonstrou ser a
mais adequada, seja por apresentar um tempo reacional menor, seja por menor
formacao de subprodutos. A presenca de base nas rea¢des ndo demonstrou beneficio

nem tempo reacional nem no grau de pureza.

Outra observacéo em relacdo ao solvente € o favorecimento da precipitacao
do produto ao término da reacdo, devido a diferenca de polaridade do produto
formado (mais apolar) com o solvente reacional (mais polar), minimizando perdas

de produto e solventes no processo de purificagéo.

Um fato observado que deve ser explicitado é a revelacdo da CCD do produto
final na faixa de onda de 365nm, este fato pode ser devido a maior presenca de

insaturacdo no produto final em comparacéo aos produtos de partida (Figura 22).

Figura 22: presenca de insaturacdes nas séries TS e TZ.
(a- insaturacdes nos produtos de partida e final; b- Placa de CCD padré&o da obtenc&o dos tiazadis,
eluente= 1:1 AcOEt/Hex).

AQKQ @ Y

’\n/

—> Acetofenona, visivel em 245
® ——> Tiazol, visivel em 245 e 365 nm

——> Tiossemicarbazona, visivel em 245 nm
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Para a purificacao destes produtos, realizou-se recristalizagéo, devido a maior
facilidade, rendimento e eficacia comprovada, quando comparado com coluna
cromatografica, que ocasionam um grande gasto de solventes e rendimentos baixos.

Para a recristalizacao, foram realizadas tentativas com varios solventes, tais
como: isobutanol, isopropanol, etanol (30, 50 e 70%), agua, tolueno e hexano,
variando de acordo com a impureza a ser retirada; se polar (tiossemicarbazona) ou

apolar (acetofenona).

O solvente mais promissor para a retirada da acetofenona foi o sist. 7:3
hexano/tolueno, e para a retirada da tiossemicarbazona foi agua, por sonicacgao.
Quando realizado a recristalizacdo em agitacdo magnética e refluxo, muitas tentativas
nao precipitaram, tendo que ser realizado uma extracdo organica para recuperacao
do produto, com o acréscimo de mais subprodutos. Todavia, quando o procedimento
de purificacéo foi realizado em ultrassom, ndo foi observado a solubilizacdo total do
produto contudo, o resultado da purificacédo foi superior a purificacdo realizada por

refluxo (Tabela 3).

Tabela 3: Dados da purificacdo por recristalizagéo.

Tipo Solvente Rendimento
H20 40%
Ultrassom EtOH 56%
Toluol 68%
Hexano 71%
H2O 21%
Agitacao EtOH 39%
Magnética Toluol 52%
Hexano 65%

A Tabela 4 ilustra as estruturas dos compostos obtidos na série TZ:
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Tabela 4: Derivados tiazélicos da série TZ.

Composto Peso molecular Formula molecular
H
S . .N S
\/\N’
T
325,45 C17H15N3S2
TZ-01
S NS H S
\/\N'
SRR
TZ-02 339,48 C]_8H17N3SZ

H
S . .N S
\/\N»
SRR

TZ-03 418,37 C1sH16BIrNsS>

Br

H
S\/\\N'N\ﬁs
N/

TZ-04 343,44 C17H14FN3S2

H
S\/\\N_N\KS
N/

TZ-05 355,48 Ci1sH17N30S>

OMe

H
S\/QN,N\WS
N/

TZ-06 359,90 C17H14CIN3S>»

Cl

H
S . .N S
\/\N—
oY
TZ-07 394,34 C17H13CI2N3S»
Cl

Cl
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H
S\/\\N,N\ﬁs
N/

TZ-08 394,34 C17H13C2N3S»2
Cl cl
H
S
/,
N
TZ-09 370,45 C17H14N402S2
O,N
S N “ S
\/\N'
\
®f Y
TZ-10 370,45 C17H14N402S>

NO,
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6.2 Avaliagdo farmacoldgica

As tiossemicarbazonas (TS-01 a 12) e os tiazois derivados do tiofenol (TZ-01 a
10) foram inicialmente avaliados, in vitro, quanto as propriedades tripanocidas em
modelos experimentais frente as formas evolutivas epimastigotas e tripomastigotas
das cepas Y ou Dm28c do T. cruzi. Nestes ensaios, os valores de Clsp (UM) foram

calculados.

Nos ensaios com epimastigotas, o valor da Clsg reflete a capacidade da droga
em inibir 50% a proliferacdo celular do parasita quando comparado com a cultura
celular ndo tratada (controle negativo). Os compostos (TS-01 a 12) e (TZ-01 a 10)
foram incubados na presenca de epimastigotas por cinco (cepa Dm28c) ou onze dias
(cepa Y). Ja nos ensaios com tripomastigotas, a forma evolutiva infectante em
mamiferos, o valor da Clso reflete o efeito da droga em reduzir a viabilidade celular do
parasita quando comparado com o controle negativo. Neste ensaio, os compostos (TS-
01 a 12) e (TZ-01 a 10) foram incubados na presenca de tripomastigotas da cepa Y

por vinte e quatro horas.

Para a triagem dos compostos tripanocidas mais potentes, os valores de Clsg
foram comparados com a droga de referéncia Bdz (1). Seguindo os critérios
preconizados pelo Programa Integrado de Doenca de Chagas da Fiocruz (Brasil)'4,
compostos da série TZ com valores de Clso igual ou menor que o Bdz (1) foram

selecionados para a avaliagdo em ensaios com amastigotas do T. cruzi.

No modelo de desenvolvimento da infec¢cdo, macréfagos de camundongos da
linhagem BALB/c foram infectados com tripomastigotas da cepa Y. Apos infeccéo, os
compostos foram adicionados na cultura celular e incubados por quatro dias. Neste
modelo, o controle negativo apresenta uma taxa de macrofagos infectados elevada, e
como consequéncia do desenvolvimento da infeccdo, o nimero de amastigotas
intracelulares é alto!4. Portanto, a eficAcia de um composto neste modelo se reflete
na capacidade em reduzir a diferenciacdo de tripomastigotas em amastigotas,
interrompendo o curso da infeccdo. Os valores de Clsg foram calculados tendo como

droga de referéncia o Bdz (1).
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6.2.1 Avaliagéo, in vitro, das propriedades tripanocidas

A Tabela 5 apresenta os resultados da avaliagdo farmacoldgica, in vitro, das
propriedades tripanocidas e da toxicidade em esplenécitos para as
tiossemicarbazonas tiofendlicas (TS-01 a 12 e TZ-01 a 10).

Primeiramente, podemos analisar a toxicidade dos compostos (TS-01 a 12)
para esplendcitos de camundongos BALB/c. Os compostos (TS-10 e 12)
apresentaram toxicidade equivalente ao do Bdz (1). A maioria dos compostos da série
TZ ndo afetou a viabilidade celular de esplendcitos na concentracao de 50 pg/mL,
enquanto que o Bdz (1) afetou em 25 pg/mL.

De fato, a toxicidade observada para as tiossemicarbazonas (TS-01 a 12) em
esplendcitos € consistente com os resultados descritos anteriormente por Nn0SSo grupo
de pesquisal’13. Na série TZ observou-se uma menor toxicidade, em comparacdo
com a seérie TS, possivelmente devido a ciclizacao da tiocarbonila. Uma vez que a
toxicidade em esplendcitos foi determinada, as propriedades tripanocidas para as
formas epimastigotas e tripomastigotas do T. cruzi foram realizadas.

A Tabela 5 expde todos os resultados biologicos mensurados neste trabalho.
Ao longo do texto as tabelas irdo se repetir para facilitar a interpretacédo e entendimento

dos resultados obtidos.



Marcos V. O. Cardoso Capitulo 1 — Resultados e Discussdo 70

Tabela 5: Avaliagdo farmacoldgica, in vitro, das propriedades tripanocidas e toxicidade em células de
mamiferos, para as tiossemicarbazonas e tiazéis tiofendlicos (TS-01 a 12 e TZ-01 a 10).

esplendcitos
BALB/c
tripomastigota® epimastigota®  (ug/mL)c

ol
P s

Composto Subs. T. cruzi, Clso (UM), cepa Y

NH,

TS-01 H 88.98 101.89 ND
TS-02 4-F 5.75 6.08 5
TS-03 4-Br 6.57 15.42 <1
TS-04 4-OMe 39.71 32.11 <1
TS-05 2-Me 6.10 15.33 10
TS-06 3-Me 1.80 6.26 <1
TS-07 4-Me ND 9.60 1
TS-08 2,5-Me 5.92 6.16 <1
TS-09 2-Cl 6.16 47.73 <1
TS-10 3-Cl 14.13 5.47 25
TS-11 4-Cl 14.13 6.20 <1
TS-12 2,5-Cl 8.16 6.08 25
S S H S
\/\ -
N \W p
N
7 \
TZ-01 H 5.16 59.36 50
TZ-02 4-Me NDI 9.37 50
TZ-03 4-Br-prop 14.34 5.43 >100
TZ-04 4-F ND ND >100
TZ-05 4-OMe 18.51 62.73 >100
TZ-06 4-Cl 4.06 6.81 >100
TZ-07 2,4-Cl 4.06 7.89 50
TZ-08 3,4-Cl 15.22 56.55 50
TZ-09 3-NO2 19.22 8.37 50
TZ-10 4-NO2 8.45 16.03 25
Bdz (1) 6.2 6.6 25

[ Apés 24 horas de incubagédo na presenca dos compostos. PlApés 11 dias de incubagdo na presenca dos
compostos. [Pl Cls, com valores de desvio padrdo < +10 %. IMaior concentracdo atoxica (sem efeitos na
viabilidade celular). Valores determinados apds 24 horas de incubag&o na presenca dos compostos. [IND, ndo
determinado, inibicdo de 100% em todas concentragfes testadas.

Na série TS, o composto mais ativo foi o TS-06, com Clsp para tripomastigotas
de 1.80 uM, sendo este mais citotdxico (<1 pg/ml) que o Bdz (25 pg/ml). Entretanto,
0 composto TS-12 apresentou atividade tripanocida (8.16 uM) e citotoxicidade (25

png/ml) equivalentes ao Bdz, tornando-o0 o mais promissor desta série.
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Analisando as propriedades tripanocidas comparando 0sS compostos com
substituintes na posi¢cdo C4 (para) no anel tiofendlico (TS-02, 03, 04, 07, e 11) em
comparacao com o composto ndo substituido (TS-01) temos:

A tiossemicarbazona tiofendlica ndo substituida (TS-01) apresentou Clso para
tripomastigotas de 88.98 UM, sendo até 14 vezes menos potente do que o Bdz (1).
Os compostos TS-04 (4-OMe, 39.71 uM), TS-10 (3-Cl, 14.13 uM) e TS-11 (4-Cl, 14.13
pM) também apresentaram eficacia inferior ao Bdz (1), contudo, os compostos TS-02
(4-F, 5.75 pM), TS-03 (4-Br, 6.57 uM), TS-05 (2-Me, 6.10 uM), TS-08 (2,5-Me, 5.92
uM), TS-09 (2-Cl, 6.16 uM) e TS-12 (2,5-Cl, 8.16 pM) demonstraram equipoténcia ao
Bdz, jA o composto TS-06 (3-Me, 1.80 uM) foi mais ativo que o Bdz (1) e o mais ativo
da série TS, contudo apresentou toxicidade elevada.

Uma analise das propriedades tripanocidas para os compostos TS-02, 03, 04,
07 e 11 nos mostra que a insercao de substituintes na posicdo C4 leva a um aumento
significativo da atividade em relacdo ao composto ndo substituido, cuja insercédo do

flor no C4 incrementa a Clsp 15 vezes mais que 0 composto sem substituinte em C4.

Analisando os compostos monosubstituidos em posi¢cdes variadas (orto, meta
e para), podemos observar a importancia da orientacédo dos substituintes na atividade
tripanocida. Nos compostos TS-05 a 08 temos variagdes no posicionamento da metila

no anel tiofendlico nas posicdes 2, 3, 4, e 2,5 respectivamente.

Comparando com o derivado sem substituinte (AF, TS-01, 88.98 uM)
observamos um aumento significativo na Clso, em até 15 vezes, sendo o derivado
metilado na posicéo 3 (TS-06, 1.80 uM) o mais ativo dos compostos substituidos com
metila e 0 mais ativo da série TS. O derivado 2-metil (TS-05, 6.10 pM) possuli
potencialidade equivalente ao derivado dimetilado TS-08 (2,5-Me, 5.92 uM), porém

uma citotoxicidade 10 vezes menor.

Para os compostos substituidos com o cloro (TS-09 a 12), observou-se um
grande incremento na atividade tripanocida, com destaque para o composto TS-09

(2-Cl), o mais ativo da série frente a forma epimastigota.
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Comparando-se os derivados TS-08 (2,5-Me, 5.92 uM) e TS-12 (2,5-Cl, 8.16
MM), ambos dissubstituidos nas posicdes 2 e 5, com metil e cloro respectivamente,
observou-se que a atividade tripanocida é equivalente, mas a viabilidade celular foi

incrementada nos derivados com cloro.

Para a série TZ, os compostos mais ativos foram o TZ-06 e o TZ-07, por
apresentarem boa viabilidade celular (>100 pg/ml, TZ-06 e 50 pg/ml, TZ-07) e boa
atividade tripanocida para tripomastigota (4.06 UM, ambos compostos), tornando-os
mais potentes e menos citotdxicos que o Bdz (1).

Para a série TZ, compararam-se inicialmente as atividades tripanocidas para
tripomastigotas dos derivados substituidos na posicédo para do anel fenila ligado ao

tiazol com o derivado sem substituinte, com isto observou-se:

O derivado sem substituinte (TZ-01, 5.16 puM) apresentou uma atividade
tripanocida um pouco superior ao Bdz (1), com uma melhor viabilidade celular (50
png/ml). Comparando-se com 0s compostos substituidos na posicéao para, observou-
se uma melhora na viabilidade celular nos compostos substituidos, com ressalva para
0s compostos TZ-02 (50 pg/ml), que néo variou, e TZ-10 (25 pg/ml) que reduziu a
metade. Acerca da atividade tripanocida, observou-se uma melhora substancial
somente no derivado TZ-06 (4.06 uM), sendo os derivados TZ-03 (14.34 uM) e TZ-09
(19.22 uM) menos eficazes que o composto-base (5.16 uM).

De modo geral, a insercdo de substituintes na posicédo para nao incrementou a
atividade tripanocida, bem como manteve ou melhorou a viabilidade celular, com
destaque para o composto substituido com cloro (TZ-06), por apresentar 6tima

viabilidade celular (>100 pg/ml) e atividade tripanocida para tripomastigota (4.06 uM).

Os derivados substituidos com nitro nas posicées meta (TZ-10) e para (TZ-09)
apresentaram um decréscimo na atividade tripanocida em relagcdo ao composto sem
substituinte, demonstrando a importancia na orientacdo do substituinte, ja que o
derivado TZ-10 (meta) apresentou melhor viabilidade celular (50 pg/mL contra 25
png/mL) e menor atividade tripanocida (19.22 uM contra 8.45 uM) que o derivado TZ-
09 (para).
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Comparando-se a importancia da funcionalizagdo da tiossemicarbazona da

série TS em tiazol, da série TZ, pode-se citar:
A série TZ apresentou melhores indices de viabilidade celular;

Para os compostos sem substituintes (TS-01 e TZ-01), observa-se um aumento na

escala de 18 vezes a mais na atividade tripanocida para tripomastigotas na série TZ.

A ciclizacdo da tiocarbonila em tiazol apresentou, de maneira geral, uma melhora
significativa na viabilidade celular e na atividade tripanocida, demonstrando a

importancia da funcionalizacdo da tiossemicarbazonas.

6.2.2 Ensaios, in vitro, de infecgao pelo T. cruzi

Os compostos com atividade tripanocida igual ou melhor que o Bdz (1) foram
selecionados para a avaliacdo em ensaios, in vitro, de infeccao pelo T. cruzi (Figura
23).

Figura 23: Tiazéis selecionados para avaliacdo da inibicdo pelo T. cruzi.
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Para os ensaios de infeccdo, macréfagos peritoneais de camundongos da
linhagem BALB/c foram infectados com tripomastigotas da cepa Y numa proporc¢éao de
1/10 (macréfagos / tripomastigotas). Apés infeccdo, os compostos selecionados
foram adicionados ao meio celular e incubados por 6 horas. Todos 0s compostos foram
inicialmente testados na concentracdo de 20 uM (grafico 1).

Grafico 1: Concentracao inibitéria dos compostos na infeccao de tripomastigotas da cepa Y em

macroéfagos. Compostos foram adicionados na concentracdo de 20 uM, em triplicatas. Desvio padrao
expresso em barras.

25 1
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Acerca dos compostos testados, o TZ-03 e 0 TZ-06 apresentaram uma Clso de
10.15 (£0.98) uM e 7.88 (+0.03) uM respectivamente, demostrando uma eficacia um
pouco superior a do Bdz [13.99 (£0.39) uM] em inibir a infec¢do. J& os compostos TZ-
02 e TZ-09 apresentaram boa inibicdo de infeccdo, com Clso de 18.78 (£0.03) uM e
19.26 (£0.53) uM respectivamente.
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6.3 Andlises espectroscopicas

Todas as andlises espectroscopicas deste trabalho foram realizadas no
Departamento de Quimica Fundamental, DQF-UFPE, utilizando-se dos seguintes

equipamentos:

Para os espectros de 'H e 3C, utilizou-se o equipamento Varian modelo Unity
Plus (300 ou 400 Mhz para 'H e 75.5 ou 100.5 Mhz para *C) sempre utilizando
DMSO-d6 como solvente e TMS como padréo interno;

Para os espectros de IV, utilizou-se pastilhas de KBr no instrumento Brucker
modelo IFS 66;

Para a obtencdo dos espectros, todos os compostos foram pesados (30 mg
para *C e 'H, e 10 mg para IV e LC-MS) e enviados com seu respectivo solvente
(DMSO-ds).

Para o fator de retencao, o sistema padréo utilizado foi 7:3 ACOEt/Hex para a
série TS e 1.1 AcOEt/Hex para a série TZ.
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Como andlise dos espectros da série TS, podemos propor:

Na andlise dos espectros de infravermelho, podemos supor que a auséncia de
banda de absorcdo entre 1700-1750, tipica de carbonila, comprova a conversao do
aldeido tiofendlico em hidrazona;

Na andlise dos espectros de hidrogénio, observa-se que todos 0os compostos
apresentaram boa correlacdo entre si, confirmando a formacéo dos produtos através
do aparecimento de um tripleto na faixa entre 7.19-7.33, referente ao hidrogénio do
carbono azometinico. Para os espectros de carbono, podemos observar a presenca
de um pico entre 140-142.4, indicativo da formacdo do carbono azometinico,

confirmando a formacé&o da tiossemicarbazona.

Podemos analisar os principais sinais da série TS, através do composto TS-01.

Figura 24: Principais sinais da série TS (TS-01).

Através da andlise dos espectros da série TZ, podemos citar como
confirmacdo das estruturas a auséncia de bandas de absorcdo entre 3380-4390,
caracteristicos de aminas primarias, confirmando a formacéo do tiazol. A auséncia de
banda de absorcdo entre 1670-1820 indica auséncia de carbonila da cetona,

sugestivo da converséo da carbonila da acetofenona no carbono azometinico.
Nos espectros de *H-RMN, podemos observar:

Nos espectros analisados, observou-se a presenca de um pico largo em torno
de 4,5-5,5 ppm, e auséncia do pico do NH em 10,5-12ppm, o que nos induz a dizer
gue este pico largo é referente ao NH. Para confirmacao, submeteu alguns compostos

para aquisicdo de RMN-H com adicédo de algumas gotas de D-O.
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Como principais indicios da formacdo do anel tiazolico, pode-se citar a
auséncia do pico da carbonila da cetona, bem como da tiocarbonila da
tiossemicarbazona, em aprox. 190 ppm, sugestivo da formacédo do anel tiazdlico;

A mudanca do pico de absorcdo em 180-185 para 165-170, indicativo da
conversao do carbono da tiocarbonila, presente na tiossemicarbazida, para o carbono

aromatico do tiazol;

A mudanca do pico de absorcdo de 30-38ppm para 105-120ppm € indicativo
da conversado do carbono alfa da acetofenona, para carbono aromatico do tiazol,
sendo este o maior indicativo da formacéo do tiazol.

Figura 25: Principais sinais da série TZ (TZ-01).
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1S-01

1-(2-feniltioetilideno)tiossemicarbazona

C /S\AN/H\H/NHZ
S

Rendimento: 46%

P.F.: 125-126°C

Rf: 0.71 (Hexano/acetato de etila 6:4)

l.V. Principais sinais: 1595 (C=N), 3247 (NH), 3390 (NH>).

RMN H (300 MHz, DMSO-de): 3.78 (d, 2H, S-CHy), 7.19 (t, 1H, N=CH), 7.28-7.39 (m,
5H, Ar), 7.54 (s, 1H, NH2), 8.09 (s, 1H, NH2), 11.19 (s, 1H, NH).

RMN 3C (75,5 MHz, DMSO-de): 33.5 (S-CH), 126.0 (C-Ar), 128.4 (C-Ar), 129.0 (C-
Ar), 134.5 (C-Ar), 141.5 (C=N), 177.8 (C=S).

EMAR (ESI) Calculado para CoH11N3S2 [M+H]*: 225.0394; encontrado: 226.0491.
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T1S-02

1-(2-p-fluorofeniltioetilideno)tiossemicarbazona

s\/\N/n\n/"“2
S
F

Rendimento: 39 %

P.F.: 106-108°C

Rf: 0.68 (Hexano/acetato de etila 6:4)

l.V. Principais sinais: 1591 (C=N), 3258 (NH), 3404 (NH>).

RMN H (300 MHz, DMSO-ds): 3,74 (d, 2H, S-CHy), 7,16-7,45 (m, 4H, Ar), 7,32 (t, 1H,
N=CH), 7,48 (s, 1H, NH>), 8.08 (s, 1H, NH>), 11,18 (s, 1H, NH).

RMN 3C (75,5 MHz, DMSO-de): 34,5 (S-CHy), 115,9 (C-Ar), 116,2 (C-Ar), 129,7 (C-
Ar), 131,5 (C-Ar), 131,6 (C-S), 141,4 (C=N), 162,6 (C-Ar), 177,8 (C=S).

EMAR (ESI) Calculado para CoH10FN3S2 [M+H]*": 243,0300; encontrado: 244,0405.
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TS-03

1-(2-p-bromofeniltioetilideno)tiossemicarbazona
S N N NH
\/\N/\n/ 2
S
Br

Rendimento: 37 %

P.F.: 104-106°C

Rf: 0.44 (Hexano/acetato de etila 6:4)

l.V. Principais sinais: 1594 (C=N), 3239 (NH), 3387 (NH>).

RMN H (300 MHz, DMSO-dg): 3.74 (d, 2H, S-CH2), 7.17 (t, 2H, Ar), 7.31 (t, 1H,
N=C), 7.42 (dd, 2H, Ar), 7.49 (s, 1H, NH2), 8.09 (s, 1H, NH2), 11.18 (s, 1H, NH).

RMN 3C (75,5 MHz, DMSO-de): 34.5 (S-CH2), 118.9 (C-Ar), 130.1 (C-Ar), 131.7 (C-
Ar), 133.7 (C-Ar), 134.2 (C-Ar), 135.4 (C-Ar), 140.9 (C=N), 177.8 (C=S).

EMAR (ESI) Calculado para CoH10BrNsS2 [M+H]*: 302.9500; encontrado: 303.9504.
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1S-04

1-(2-p-anisiltioetilideno)tiossemicarbazona
S “ NH
WN/ \n/ 2
s
MeO

Rendimento: 30 %

P.F.: 124°C

Rf: 0.63 (Hexano/acetato de etila 6:4)

l.V. Principais sinais: 1598 (C=N), 3255 (NH), 3404 (NH>).

RMN H (300 MHz, DMSO-ds): 3.64 (d, 2H, S-CH>), 3.73 (s, 3H, CHs), 6.90-7.35 (m,
4H, Ar), 7.33 (t, 1H, N=CH), 7.41 (s, 1H, NHy), 8.04 (s, 1H, NH>), 11.16 (s, 1H, NH).

RMN 22C (75,5 MHz, DMSO-ds): 35.7 (S-CHy), 55.2 (O-CHs), 114.7 (C-Ar), 124.0 (C-
Ar), 132.5 (C-S), 158.6 (C-Ar), 142.1 (C=N), 177.7 (C=S).

EMAR (ESI) Calculado para C10H13N30S2 [M+H]*: 255.0500; encontrado: 256.0612.
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TS-05

1-[2-(o-toluiltioetilideno)]tiossemicarbazona

CH,
S N\ “ NH
\/\N/\n/ 2
[

Rendimento: 33 %

P.F.: 104-105°C

Rf: 0.54 (Hexano/acetato de etila 6:4)

l.V. Principais sinais: 1599 (C=N), 3260 (NH), 3375 (NH>).

RMN H (400 MHz, DMSO-ds): 2.28 (3H, CHs), 3.76 (d, 2H, S-CHy), 7.08-7.21 (m, 3H,
Ar), 7.33 (t, 1H, N=C), 7.40 (d, 1H, Ar), 7.51 (s, 1H, NH2), 8.04 (s, 1H, NH2), 11.16 (s,
1H, NH).

RMN 13C (100 MHz, DMSO-de): 19.8 (CHs), 33.2 (S-CH>), 125.9 (C-Ar), 126.5 (C-Ar),
127.9 (C-Ar), 130.0 (C-Ar), 133.7 (C-Ar), 136.5 (C-Ar), 141.5 (C=N), 177.8 (C=S).

EMAR (ESI) Calculado para C10H13N3S2 [M+H]*: 239.0551; encontrado: 240.0663.
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TS-06

1-[2-(m-toluiltioetilideno)]tiossemicarbazona

H
S. N NH
WN/ \n/ 2
S
CHj;

Rendimento: 32 %

P.F.: 118-119°C

Rf: 0.53 (Hexano/acetato de etila 6:4)

l.V. Principais sinais: 1604 (C=N), 3266 (NH), 3422 (NH>).

RMN H (400 MHz, DMSO-ds): 2.26 (3H, CHa), 3.76 (d, 2H, S-CHy), 7.00 (d, 1H, Ar),
7.17 (d, 1H, Ar), 7.18 (t, 1H, Ar), 7.19 (s, 1H, Ar), 7.33 (t, 1H, N=C), 7.51 (s, 1H, NH2),
8.07 (s, 1H, NHy), 11.17 (s, 1H, NH).

RMN 3C (100 MHz, DMSO-de): 20.8 (CHs), 33.5 (S-CHy), 125.4 (C-Ar), 126.8 (C-Ar),
128.8 (C-Ar), 134.2 (C-Ar), 138.3 (C-Ar), 141.5 (C=N), 177.8 (C=S).

EMAR (ESI) Calculado para C10H13N3S2 [M+H]*: 239,0551; encontrado: 240,0638.
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1S-07

1-[2-(p-toluiltioetilideno)]tiossemicarbazona

H
S. N NH
\/\N/ \n/ 2
S
HsC

Rendimento: 36 %

P.F.: 99-101°C

Rf: 0.62 (Hexano/acetato de etila 6:4)

l.V. Principais sinais: 1602 (C=N), 3261 (NH), 3412 (NH>).

RMN H (400 MHz, DMSO-de): 2.25 (3H, CH3), 3.72 (d, 2H, S-CHy), 7.19 (dd, 4H, Ar),
7.31 (t, 1H, N=C), 7.51 (s, 1H, NH5), 8.08 (s, 1H, NH2), 11.18 (s, 1H, NH).

RMN 13C (100 MHz, DMSO-de): 20.6 (CHa), 34.1 (S-CHy), 129.2 (C-Ar), 129.7 (C-Ar),
130.7 (C-Ar), 135.8 (C-S), 141.8 (C=N), 177.8 (C=S).

EMAR (ESI) Calculado para C10H13N3S2 [M+H]*: 239,0551; encontrado: 240,0643.
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T1S-08

1-[2(-2,5-dimetilfeniltioetilideno)]tiossemicarbazona
CH,
S N N NH
\/\N/\n/ 2
s
H3

Rf: 0.52 (Hexano/acetato de etila 6:4)

Rendimento: 35 %

P.F.: 119-120°C

l.V. Principais sinais: 1243 (C=S), 1597 (C=N), 3252 (NH), 3377 (NH2).

RMN H (300 MHz, DMSO-ds): 2.23 (6H, CHs), 3.75 (d, 2H, S-CH>), 6.99 (dd, 2H, Ar),
7.22 (s, 1H, Ar), 7.31 (t, 1H, N=C), 7.54 (s, 1H, NH2), 8.11 (s, 1H, NH,), 11,19 (s, 1H,
NH).

RMN 13C (75 MHz, DMSO-de): 19.4 (CHs), 20.5 (CHs), 33.1 (S-CHy), 126.2 (C-Ar),
128.3 (C-Ar), 129.9 (C-Ar), 133.3 (C-Ar), 135.6 (C-Ar), 141.3 (C=N), 177.8 (C=S).

EMAR (ESI) Calculado para C11H1sN3S2 [M+H]*: 253,0707; encontrado: 254,0823.
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T1S-09

1-(2-o-clorofeniltioetilideno)tiossemicarbazona

Cl
i /SWN/H\[]/NHz
S

Rendimento: 31 %

P.F.: 125-126°C

Rf: 0.47 (Hexano/acetato de etila 6:4)

l.V. Principais sinais: 1601 (C=N), 3241 (NH), 3376 (NH>).

RMN *H (300 MHz, DMSO-de): 3.86 (d, 2H, S-CHy), 7.17 (t, 1H, N=CH), 7.29 (t, 2H,
Ar), 7.46 (d, 1H, Ar), 7.55 (d, 1H, Ar), 7.66 (s, 1H, NH2), 8.14 (s, 1H, NH,), 11.23 (s,
1H, NH).

RMN 3C (75,5 MHz, DMSO-de): 32.4 (S-CH2), 126.8 (C-Ar), 127.7 (C-Ar), 127.9 (C-
Ar), 129.5 (C-Ar), 131.1 (C-Ar), 134.1 (C-Ar), 140.6 (C=N), 177.9 (C=S).

EMAR (ESI) Calculado para CoH10CIN3S2 [M+H]*: 259.0005; encontrado: 260.0119.
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TS-10

1-(2-m-clorofeniltioetilideno)tiossemicarbazona

H
S. N NH
WN/ \n/ 2
S

Rendimento: 32 %

P.F.:111°C

Rf: 0.58 (Hexano/acetato de etila 6:4)

l.V. Principais sinais: 1598 (C=N), 3245 (NH), 3439 (NH>).

RMN *H (300 MHz, DMSO-de): 3.84 (d, 2H, S-CHy), 7.25 (t, 1H, N=CH), 7.29 (t, 1H,
Ar), 7.32 (d, 2H, Ar), 7.44 (s, 1H, Ar), 7.53 (s, 1H, NH2), 8.14 (s, 1H, NHy), 11.22 (s,
1H, NH).

RMN 3C (75,5 MHz, DMSO-de): 33.1 (S-CH2), 125.8 (C-Ar), 126.5 (C-Ar), 127.0 (C-
Ar), 130.5 (C-Ar), 133.6 (C-Ar), 137.3 (C-Ar), 140.9 (C=N), 177.9 (C=S).

EMAR (ESI) Calculado para CoH10CIN3S2 [M+H]*: 259,0005; encontrado: 260,0017.
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TS-11

1-(2-p-clorofeniltioetilideno)tiossemicarbazona
S H NH
WN/ \n/ 2
s
cl

Rendimento: 38 %

P.F.: 133-135°C

Rf: 0.50 (Hexano/acetato de etila 6:4)

l.V. Principais sinais: 1606 (C=N), 3249 (NH), 3411 (NH>).

RMN H (300 MHz, DMSO-ds): 3.79 (d, 2H, S-CHy), 7.29-7.41 (m, 4H, Ar), 7.31 (t, 1H,
N=CH), 7.55 (s, 1H, NH2), 8.11 (s, 1H, NH2), 11.20 (s, 1H, NH).

RMN 3C (75,5 MHz, DMSO-de): 33.5 (S-CH), 128.0 (C-Ar), 130.7 (C-Ar), 133.7 (C-
S), 141.0 (C=N), 177.9 (C=S).

EMAR (ESI) Calculado para CoH10CIN3S2 [M+H]*: 259,0005; encontrado: 260,0119.
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1S-12

1-[2-(2,5-diclorofeniltioetilideno]tiossemicarbazona

Cl
SWN/HTNHZ
S
|

Rf: 0.73 (Hexano/acetato de etila 6:4)

Rendimento: 36 %

P.F.: 149-150°C

l.V. Principais sinais: 1601 (C=N), 3241 (NH), 3402 (NH>).

RMN *H (300 MHz, DMSO-de): 3.94 (d, 2H, S-CHy), 7.27 (d, 1H, Ar), 7.32 (t, 1H,
N=CH), 7.50 (s, 1H, Ar), 7.57 (d, 1H, Ar), 8.22 (s, 1H, NH2), 8.64 (s, 1H, NH>), 11,28
(s, 1H, NH).

RMN 3C (75,5 MHz, DMSO-de): 32.3 (S-CH2), 126.4 (C-Ar), 126.7 (C-Ar), 129.5 (C-
Ar), 130.8 (C-Ar), 132.4 (C-Ar), 136.7 (C-Ar), 140.0 (C=N), 178.0 (C=S).

EMAR (ESI) Calculado para CoHeCI2N3S2 [M+H]*: 292.9615; encontrado: 293.8745.
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1Z-01

N-(feniltioetilideno)-N"-(feniltiazol-2-il)-hidrazina

Y

Rendimento: 72%

P.F.: 148-149°C

Rf: 0.71 (acetato de etila/hexano 1:1)

l.V. Principais sinais: 1581 (C=N), 1611 (C=N), 3089 (N-H)

RMN *H (300 MHz, DMSO-ds): 3.85 (d, 2H, S-CHy), 5.9 (sl, 1H, NH), 7.18 (t, 1H,
N=CH), 7.27-7.78 (m, 11H, Ar).

RMN 2C (75,5 MHz, DMSO-ds): 33.8 (S-CH3), 103.3 (S-CH), 125.4 (C-Ar), 126.0 (C-
Ar), 127.4 (C-Ar), 128.5 (C-Ar), 128.6 (C-Ar), 128.9 (C-Ar), 134.4 (C-Ar), 134.7 (S-C),
140.4 (C-Ar), 150.0 (N=CH), 168.0 (N=C).

EMAR (ESI) Calculado para C17H1sN3S2 [M+H]*: 325.0707; encontrado: 326.0610.
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1Z-02

N-(feniltioetilideno)-N"-(p-toluiltiazol-2-il)-hidrazina

s N N s
SRaa

CH,

Rendimento: 68 %

P.F.: 148-149°C

Rf: 0.71 (acetato de etila/hexano 1:1)

l.V. Principais sinais: 1568 (C=N), 1625 (C=N), 3083 (N-H)

RMN *H (300 MHz, DMSO-dse): 2.36 (s, 3H, CHs), 3.84 (d, 2H, S-CHy), 5.04 (s, 1H,
NH), 7.31 (t, 1H, N=CH), 7.18-7.83 (m, 10H, Ar).

RMN 2C (75,5 MHz, DMSO-ds): 20.8 (CHs), 33.8 (S-CH2), 102.6 (S-CH), 125.5 (C-
Ar), 126.1 (C-Ar), 126.9 (C-Ar), 128.6 (C-Ar), 128.9 (C-Ar), 129.1 (C-Ar), 129.6 (C-Ar),
131.3 (C-Ar), 134.7 (S-C), 136.9 (C-Ar), 141.6 (C-Ar), 151.2 (N=CH), 168.0 (N=C).

EMAR (ESI) Calculado para Ci17H1sN3S2 [M+H]*: 339.0884; encontrado 340.0950.
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T127-03

N-(feniltioetilideno)-N"-[5-metil-(p-bromofenil)tiazol-2-il)-hidrazina
s N
\/\N/ \(S
\ CH;
N/

Br

Rendimento: 61 %

P.F.: 202°C

Rf: 0.48 (acetato de etila/hexano 1:1)

l.V. Principais sinais: 1608 (C=N), 3123 (N-H)

RMN *H (300 MHz, DMSO-de): 2.35 (s, 3H, CHs), 3.84 (d, 2H, S-CHy), 5.39 (s, 1H,
NH), 7.19 (t, 1H, N=CH), 7.29-7.63 (m, 9H, Ar).

RMN 2C (75,5 MHz, DMSO-ds): 12.1 (CHs), 33.7 (S-CH2), 117.5 (S-CH), 120.7 (C-
Ar), 126.1 (C-Ar), 128.5 (C-Ar), 129.0 (C-Ar), 130.0 (C-Ar), 131.2 (C-Ar), 134.7 (S-C),
141.9 (C-Ar), 151.2 (N=CH), 164.6 (N=C).

EMAR (ESI) Calculado para C16H13BrN4S [M+H]*: 416.9969; encontrado 417.9842.
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T1Z-04

N-(feniltioetilideno)-N"-(P-fluorofeniltiazol-2-il)-hidrazina

S

\/'ﬁ' s
NN \N\(/

Rendimento: 63 %

P.F.: 228°C

Rf: 0.77 (acetato de etila/hexano 1:1)

l.V. Principais sinais: 1508 (C=C), 1614 (C=N), 3082 (N-H)

RMN H (300 MHz, DMSO-de): 3.84 (d, 2H, S-CHy), 5.15 (s, 1H, NH), 7.21 (t, 1H,
N=CH), 7.16-7.85 (m, 9H, Ar).

RMN 2C (75,5 MHz, DMSO-ds): 35.0 (S-CHy), 103.0 (S-CH), 115.6 (C-Ar), 126.1 (C-
Ar), 127.5 (C-Ar), 127.6 (C-Ar), 138.6 (C-Ar), 129.0 (C-Ar), 130.9 (C-Ar), 134.7 (S-C),
140.8 (C-Ar), 148.7 (N=CH), 168.2 (N=C).

DEPT: 33.8, 103.3, 115.3, 115.5, 126.1, 127.5, 127.6, 128.3, 128.6, 128.9, 130.9,
134.7, 140.9, 148.6.

EMAR (ESI) Calculado para C1sH11FN4S [M+H]*: 343.0613; encontrado 344.0702.
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TZ-05

N-(feniltioetilideno)-N"-(p-anisaltiazol-2-il)-hidrazina

S

\,IﬁI s
Ny \N\(/

OMe

Rendimento: 62 %

P.F.: 187°C

Rf: 0.44 (acetato de etila/hexano 1:1)

l.V. Principais sinais: 1530 (C=N), 1606 (C=N), 3203 (N-H)

RMN *H (300 MHz, DMSO-de): 3.76 (s, 3H, CHs), 3.84 (d, 2H, S-CHy), 5.02 (s, 1H,
NH), 7.19 (t, 1H, N=CH), 7.08-7.71 (m, 10H, Ar).

RMN 13C (75,5 MHz, DMSO-de): 33.8 (S-CH>), 55.2 (CHs), 101.4 (S-CH), 113.9 (C-
Ar), 126.1 (C-Ar), 126.9 (C-Ar), 128.6 (C-Ar), 128.9 (C-Ar), 134.7 (S-C), 141.2 (C-Ar),
148.9 (N=CH), 168.9 (N=C).

DEPT (75.5MHz): 55.2, 101.4, 113.9, 126.1, 126.9, 128.6, 128.9, 128.9, 140.9

EMAR (ESI) Calculado para C16H14FN4OS [M+H]*: 355.0843; encontrado 356.0944.
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T17-06

N-(feniltioetilideno)-N"-(p-clorofeniltiazol-2-il)-hidrazina
s N
~Y \(S
\

Cl

Rendimento: 68 %

P.F.: 226°C

Rf: 0.69 (acetato de etila/hexano 1:1)

l.V. Principais sinais: 1581 (C=N), 1628 (C=N), 3147 (N-H)

RMN H (300 MHz, DMSO-de): 3.84 (d, 2H, S-CHy), 4.38 (s, 1H, NH), 7.21 (t, 1H,
N=CH), 7.22-7.84 (m, 10H, Ar).

RMN 2C (75,5 MHz, DMSO-ds): 33.8 (S-CHy), 103.4 (S-CH), 116.4 (C-Ar), 127.1 (C-
Ar), 127.5 (C-Ar), 127.7 (C-Ar), 129.1 (C-Ar), 130.9 (C-Ar), 134.7 (S-C), 137.6 (C-Ar),
140.8 (C-Ar), 148.7 (N=CH), 168.7 (N=C).

EMAR (ESI) Calculado para C15H11CIN4S [M+H]*: 359.0318; encontrado 360.0282.
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T1Z-07

N-(feniltioetilideno)-N"-(2,4-diclorofeniltiazol-2-il)-hidrazina

S

\/“ s
NNy \N\r/

Cl

Cl

Rendimento: 62 %

P.F.: 211°C

Rf: 0.70 (acetato de etila/hexano 1:1)

l.V. Principais sinais: 1549 (C=N), 1621 (C=N), 3129 (N-H)

RMN H (300 MHz, DMSO-de): 3.83 (d, 2H, S-CHy), 4.99 (s, 1H, NH), 7.18 (t, 1H,
N=CH), 7.28-7.83 (m, 9H, Ar).

RMN 2C (75,5 MHz, DMSO-ds): 34.2 (S-CHy), 105.4 (S-CH), 124.6 (C-Ar), 125.7 (C-
Ar), 127.8 (C-Ar), 128.8 (C-Ar), 134.4 (C-Ar), 141.3 (C-Ar), 143.2 (C-Ar), 145.6 (C-Ar),
151.8 (C=N), 169.2 (S-C=N).

EMAR (ESI) Calculado para C15H10CI2N4S [M+H]*: 392.9928; encontrado 393.9929.
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T17-08

N-(feniltioetilideno)-N"-(3,4-diclorofeniltiazol-2-il)-hidrazina
s N
~Y, \fs
W

Cl cl

Rendimento: 61 %

P.F.:217°C

Rf: 0. (acetato de etila/lhexano 1:1)

l.V. Principais sinais: 1578 (C=N), 1614 (C=N), 3087 (N-H)

RMN H (300 MHz, DMSO-de): 3.84 (d, 2H, S-CHy), 5.07 (s, 1H, NH), 7.18 (t, 1H,
N=CH), 7.28-7.80 (m, 9H, Ar).

RMN 2C (75.5 MHz, DMSO-ds): 34.6 (S-CHy), 105.5 (S-CH), 126.1 (C-Ar), 128.6 (C-
Ar), 129.0 (C-Ar), 129.6 (C-Ar), 130.8 (C-Ar), 131.4 (C-Ar), 134.7 (S-C), 135.1 (C-Ar),
140.8 (C-Ar), 147.6 (N=CH), 168.3 (N=C).

DEPT (100MHz) 33.7, 105.5, 126.1, 128.6, 128.9, 130.8, 140.8

EMAR (ESI) Calculado para C15H10CI2N4S [M+H]*: 392.9928; encontrado 393.9823.
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T7-09

N-(feniltioetilideno)-N"-(m-nitrofeniltiazol-2-il)-hidrazina

S

\/H s
NN \N\r/

Rendimento: 59 %

P.F.: 226°C

Rf: 0.57 (acetato de etila/hexano 1:1)

l.V. Principais sinais: 1354 (NO>), 1524 (C=N), 1639 (C=N), 3135 (N-H)

RMN H (300 MHz, DMSO-de): 3.42 (d, 2H, S-CHy), 3.55 (s, 1H, NH), 7.72 (t, 1H,
N=CH), 7.83-8.74 (m, 10H, Ar).

RMN 2C (75.5 MHz, DMSO-ds): 33.7 (S-CHy), 103.2 (S-CH), 119.9 (C-Ar), 122.1 (C-
Ar), 126.1 (C-Ar), 128.7 (C-Ar), 129.0 (C-Ar), 130.2 (C-Ar), 131.6 (C-Ar), 134.7 (S-C),
140.8 (C-Ar), 144.9 (C-Ar), 148.2 (N=CH), 168.4 (N=C).

EMAR (ESI) Calculado para C15H11Ns02S [M+H]*: 370.0558; encontrado 371.0558.
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1Z-10

N-(feniltioetilideno)-N"-(p-nitrofeniltiazol-2-il)-hidrazina

H
S\/%/N s
Y

NO,

Rendimento: 60 %

P.F.: 220°C

Rf: 0.60 (acetato de etila/hexano 1:1)

l.V. Principais sinais: 1339 (NO>), 1596 (C=N), 3048 (N-H)

RMN H (300 MHz, DMSO-de): 3.83 (d, 2H, S-CHy), 4.37 (sl, 1H, NH), 7.83 (t, 1H,
N=CH), 8.09-8.69 (m, 9H, Ar).

RMN 2C (75,5 MHz, DMSO-ds): 22.0 (S-CHy), 107.2 (S-CH), 115.6 (C-Ar), 119.9 (C-
Ar), 121.4 (C-Ar), 123.0 (C-Ar), 125.7 (C-Ar), 128.9 (C-Ar), 130.2 (C-Ar), 131.5 (C-Ar),
133.1 (C-Ar), 148.1 (C-Ar), 134.7 (S-C), 139.4 (C-Ar), 149.3 (N=CH), 169.7 (N=C).

EMAR (ESI) Calculado para C15H11Ns02S [M+H]*: 370,0558; encontrado 371,0692.



CAPITULO 2|

Sintese, Caracterizacao e Avaliacao da
Atividade Biologica de Novos Tiazois como
Agentes Tripanocidas
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7 MATERIAIS E METODOS

7.1 Materiais

Para a obtencéo dos resultados obtidos, foram adquiridos reagentes quimicos
de alto grau de pureza.

Para a obtencédo dos derivados piridinicos, foram utilizados:

2-piridina carboxialdeido, 2-acetilpiridina e acetofenonas a-halogenadas diversas
(Sigma-Aldrich); carbonato de sddio, acido acético e acido sulftrico (Merk);
tiossemicarbazida (Flukka); alcool etilico, alcool isopropilico, acetato de etila e
hexano (Vetec).

Como equipamentos, foram utilizados:

Os protocolos por agitacdo magnética e refluxo foram realizados em agitador

magnético da marca Fisaton, modelo 752A,

As reacbes lancadas em ultrassom foram realizadas em um aparelho
ultrassénico modelo Unique EM-804 TGR com frequéncia de 40KHz (180 W), dotado

de aquecimento brando;

As reacdes foram acompanhadas por cromatografia de camada delgada (CCD)
utilizando silica-gel 60 contendo indicador fluorescente Fosa As placas
cromatograficas foram visualizadas em uma camara escura com lampada ultravioleta

(com duplo comprimento de onda, 254 ou 365nm).

As concentracdes reacionais por pressdo reduzida foram realizadas em um

Evaporador Rotativo da marca Fisaton, modelo 802;

Apdbs concentracdo por pressao reduzida, os produtos foram armazenados em
um dessecador, contendo silica gel azul, 4-8mm e CaCOs; para retirada de humidade

residual;
Todos os protocolos foram realizados em vidrarias especificas e inertes;

Os pontos de fusdo foram medidos em capilares usando um aparelho de

Thomas Hoover.
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7.2 Métodos

7.2.1 Sintese das hidrazonas piridinicas

Para a obtengdo dos compostos da série TP, inicialmente reagiu-se a 2-piridina
carboxialdeido com a tiossemicarbazida, em meio etandlico, acidificado
cataliticamente, para a obteng¢do da hidrazona piridinica 2-((piridin-2-il)metileno)
tiossemicarbazona) (Esquema 13). Em baldo de fundo redondo, adicionaram-se
2,80 mmol de piridina carboxialdeido, seguido de 25 ml de isopropanol e 2,80 mmol
de tiossemicarbazida. Conseguinte adicionou-se 3-4 gotas de acido acético glacial e
submeteu o sistema a irradiacdo por ultrassom, por 120 min, com aquecimento
moderado (45°C), confirmando-se o término da reagdo por CCD. Posteriormente
observou-se a formacdo de um precipitado amarelo claro em boa quantidade.
Conseguinte adicionou-se hexano lentamente, sob agitacdo branda, para favorecer a
precipitacdo. Guardou-se o sistema sob refrigeracdo, por 24h, para posterior filtracao
sob vacuo, em funil sinterizado, com sucessivas lavagens do precipitado com hexano.
Guardou-se o precipitado no dessecador e 0 conservou por 48h para retirada residual

de agua e solventes.

Esquema 13: Obtencéo da 2-((piridin-2-il)metileno) tiossemicarbazona.

H H
N NH X _N NH
X H o+ HZN/ \n/ 2 |sopropanol, 3gts H3CC02H> O N7 \n/ 2

_N s ), 120 min. _N s
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7.2.2 Sintese das piridinas tiazélicas

Para a obtencdo dos tiazois derivados da piridina, reagiu-se a hidrazona
piridinica com diversas a-halocetonas aromaticas, em meio alcodlico, para a obtencao
dos respectivos tiaz6is. Em baldo de fundo redondo, adicionou-se 1,66 mmol de
piridina tiossemicarbazona, seguido de 1,99 mmol da respectiva a-haloacetofenona
em meio isopropandico. Submeteu-se o sistema a irradiacdo por ultrassom durante
60 min. Para confirmacdo do término reacional, fez-se uma CCD no sistema 7:3
Hexano/AcOEt. Ao término da reacao, observou-se grande formacéo de precipitado
laranja avermelhado, o qual foi submetido a refrigeracdo por 24h. Posteriormente o
precipitado foi filtrado sob vacuo, em funil sinterizado, e lavado 4 vezes com hexano,
ainda no funil. Coletou-se o sobrenadante, concentrou-o sob baixa pressdo e
conseguinte adicionou-se hexano lentamente, sob agitacdo manual branda, para
favorecer a precipitacdo, posteriormente filtrada sob vacuo. O segundo precipitado,
oriundo da adicdo de hexano no sobrenadante, possuia uma boa concentracdo de

produto, porém também possuia grande quantidade de produtos de partida.

Esquema 14: Obtencéo da 2-imino-((piridin-2-il)metileno)-1,3-tiazol.

H
X N
N Isopropanol N N7 \Ws
~N ))), 60 min ~N N

Composto R R1 Composto R R1
TP-01 H H TP-07 4-F H
TP-02 4-Br H TP-08 2,4-Cl H
TP-03 4-Cl H TP-09 2-Naf. H
TP-04 4-OMe H TP-10 4-NO2 H
TP-05 4-Me H TP-11 3,4-Cl H
TP-06 4-Br-Prop. CHs TP-12 3-NO2 H
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7.2.3 Sintese das acetil piridinas tiazolicas

Dando sequéncia, realizou-se a obtencdo da hidrazona oriunda da reacao entre
a acetil piridina e a tiossemicarbazida, em meio etandlico e sob irradiagdo por

ultrassom.

7.2.4 Sintese da tiossemicarbazona

Em baléo de fundo redondo, adicionou-se 2,47 mmol de acetil piridina, seguido
de 25 ml de isopropanol e 2,47 mmol de tiossemicarbazida. Conseguinte adicionou-
se 3 a 4 gotas de acido acético glacial e submeteu-se o sistema a irradiagdo por
ultrassom, durante 120 min, com aquecimento brando (Esquema 15). Confirmou-se
o término da reacao por placa de CCD, observando-se a formac¢ao de um precipitado
amarelo claro em quantidade. Conseguinte adicionou-se hexano lentamente, sob
agitacdo branda, para o favorecimento de precipitacdo. Guardou-se 0 sistema sob
refrigeracdo, por 24h, para posterior filtragdo sob vacuo, em funil sinterizado, com
sucessivas lavagens com hexano. Levou-se o precipitado obtido ao dessecador, e 0

conservou por 48h para retirada residual de agua e solventes.

Esquema 15: Obtenc¢éo da 2-((piridin-2-il)etilideno) tiossemicarbazona.

H H
N NH; |sopropanol, 3gts H3CCO,H XN N NH,
AN CH; +HNT \n/ X N7 \n/

, 120 min.
N 4 ) _N 4
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7.2.5 Sintese dos tiazdis acetilpiridinicos

Em baldo de fundo redondo, adicionou-se 1,54 mmol de acetilpiridina
tiossemicarbazona, seguido de 1,85 mmol da respectiva a-haloacetofenona em meio
isopropanodico (Esquema 16). Submeteu-se o sistema a irradiacdo por ultrassom
durante 60 min. Para confirmagdo da conclusdo reacional, fez-se uma CCD no
sistema 7:3 Hexano/AcOEt. Ao término da reacdo, observou-se uma grande formacao
de precipitado amarelo alaranjado, o qual foi submetido a refrigeracdo por 24h.
Posteriormente o precipitado foi filtrado sob vacuo, em funil sinterizado, e lavado
guatro vezes com hexano, ainda no funil. Coletou-se o sobrenadante, concentrou-o
sob baixa pressao e conseguinte adicionou-se hexano lentamente, sob agitacéo
manual branda, para o favorecimento da precipitacdo, posteriormente filtrada sob
vacuo. O segundo precipitado, oriundo da adicdo de hexano no sobrenadante, possui
uma boa concentracdo de produto, porém também possui grande quantidade de
produtos de partida. Ap0s a obtencdo dos compostos propostos, eles foram
submetidos a analises espectroscopicas e fisico-quimicas para comprovar a formacgao
dos produtos bem como a pureza. Entre estas analises, foram realizadas:
espectroscopia de ressonancia magnética nuclear de prétons (*H-RMN), de carbono-
13 (**C-RMN), infravermelho (IV), espectro de massa acoplado a cromatografia
liquida (EMAR-ESI), ponto de fusao (Pf) e fator de retencéo (Rf).

Esquema 16: Obtencéo da 2-imino-((piridin-2-il)etilideno)-1,3-tiazol.

CH;
S N
AN N/ N Isopropanol
~N S R4 / o 60 min
/ \

Composto R R1 Composto R R1
TAP-01 H H TAP-07 4-Cl H
TAP-02 4-Me H TAP-08 2,4-Cl H
TAP-03 4- Br-Prop. H TAP-09 3,4-Cl H
TAP-04 4-Br H TAP-10 3-NO2 H
TAP-05 4-F H TAP-11 4-NO2 H
TAP-06 4-OMe CHs TAP-12 2-Naf. H
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7.3 Protocolos da avaliacao farmacolégica

7.3.1 Animais

Para a determinacdo da citotoxicidade em esplendcitos, camundongos albinos da
linhagem BALB/c (fémeas entre 6-8 semanas) foram fornecidos pelo biotério do
Centro de Pesquisas Aggeu Magalhdes (CPgAM, Recife, Brasil).

7.3.2 Células, enzimas e inibidores quimicos

O baco de camundongo foi macerado e o sobrenadante foi lavado em meio RPMI-
1640. O numero de esplendcitos foi determinado com o auxilio de um microscopio
optico e ajustado de acordo com o0 ensaio. Para os ensaios de infec¢do in vitro,
macrofagos da cavidade peritoneal de camundongos BALB/c, foram sensibilizados
com tioglicolato de sodio (3%) e lavados em meio RPMI-1640 por duas vezes e a
densidade celular foi ajustada com o auxilio de um microscépio optico. Epimastigotas
da cepa Y foram coletadas e mantidas em meio axénico usando o meio de cultura
"liver infusion triptose" contendo 10% de SBF, 1% de hemina, 1% de meio R9 e 50
pHg/mL de gentamicina e mantidas sob 26° C. Tripomastigotas circulantes da cepa Y
foram coletadas do sobrenadante de células LLC-MK:; infectadas. Os parasitas foram
entdo mantidos em ambiente axénico usando o meio RPMI-1640 contendo 10% de
SBF, 1% de hemina, 1 % de meio R9 e 50 pg/mL de gentamicina em estufa sob 37
°C e 5 % de CO2. Cruzaina recombinante foi expressa e purificada seguindo o
protocolo descrito '*°> e gentilmente fornecida pelo Prof. James H. McKerrow do
Departamento de Patologia da Universidade da California (S&o Francisco, CA, EUA).
Benznidazol foi fornecido pelo LAFEPE (Recife, Brasil). Anfotericina B e saponina
foram adquiridos na Cultilab (Campinas, Brasil). Cloridrato de Chz-Phe-Arg-7-amino-
4-metilcumarina (registro no Chemical Abstracts Service: 65147-22-0) foi
adquirido na Sigma-Aldrich (St. Louis, EUA).

7.3.3 Toxicidade para esplendcitos

Esplendcitos de camundongos BALB/c foram distribuidos em placa de 96
pocos com uma densidade de 5x10° células por poco em meio RPMI-1640. Cada
inibidor quimico foi solubilizado em DMSO na concentracdo de 10 mg/mL e em
seguida a amostra foi diluida serialmente em meio RPMI-1640 nas concentracdes de

1.0, 10 e 100 pg/mL, em triplicata. Como controle positivo, usou-se a saponina na
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concentragdo de 0.1 pg/mL, enquanto que como controle negativo, 0s pocos
receberam somente meio RPMI-1640 e DMSO. A placa foi entdo cultivada por 24
horas na temperatura de 37° C e 5% CO». Entdo se adicionou 1.0 puCi de 3H-timidina
em cada poco e a placa foi incubada por 6 horas. A placa foi entdo lida no contador
de irradiacao beta (Multilabel Reader, Finland) e a porcentagem de incorporacéo de
timidina tritiada foi determinada. Para as células que ndo foram tratadas com as
drogas (controle negativo), calculou-se como 100% de incorporacdo de timidina
tritiada (100% de viabilidade celular). Para as células tratadas com saponina, a
viabilidade celular foi de 5%. Quando o percentual de incorporacgao foi maior que 90%,
a concentracdo da droga foi considerada como atoxica para os esplendcitos.

7.3.4 Atividade antiproliferativa para a forma epimastigota

Epimastigotas das cepas Y ou Dm28c foram distribuidas em uma placa de 96
pocos em uma densidade final de 108 células por poco. Cada inibidor quimico,
dissolvidos como descrito no item 7.3.3., foram adicionadas nos respectivos po¢os
em triplicatas. Bdz (1) foi usado como controle positivo neste ensaio. A placa foi entao
cultivada durante 11 (cepa Y) ou 5 dias (cepa Dm28c) sob 26° C e 5% de CO.. Apos
esse tempo, aliquotas de cada poco foram coletadas e o niumero de parasitas foi
calculado em uma camara de Neubauer. Para as epimastigotas ndo tratadas com os
inibidores quimicos (controle negativo), assumiu-se como 100% do numero de
parasitas. As curvas dose-respostas foram determinadas e os valores das Clsg foram
calculados usando ao menos cinco concentracdes ("data-points™) usando uma

equacao nao-linear (Prism, versao 4.0).

7.3.5 Toxicidade para a forma tripomastigota

Tripomastigotas da cepa Y foram coletadas do sobrenadante de células LLC-
MK: e distribuidas em uma placa de 96 pocos para uma densidade final de 4x10°
células por poco. Cada inibidor quimico, dissolvidos como descrito no item 7.3.3.,
foram adicionados nos respectivos poc¢os, em triplicatas. Bdz (1) foi usado como
controle positivo neste ensaio. A placa foi entdo cultivada por 24 horas em 37° C
contendo 5 % de CO». Apods esse tempo, aliquotas de cada pogo foram coletadas e o
namero de parasitas viaveis (ou seja, com motilidade aparente) foi contado em uma
camara de Neubauer. Para os pocos que ndo receberam os inibidores quimicos,

assumiu-se como 100% do numero de parasitas viaveis. As curvas dose-respostas
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foram determinadas e os valores das Clsp foram calculados usando ao menos sete

concentragOes (data-points) usando regresséao nao-linear (Prism, verséo 4.0).

7.3.6 Inibicdo da enzima cruzaina

Cruzaina recombinante foi ativada com DTT e entdo dissolvida em tampao
acetato (0.1 M; pH 5.5) A enzima foi ajustada para obter uma concentracao final de
0.005 pM nos ensaios. Todos os ensaios foram realizados em placas de 96 pocos. O
meio reacional utilizado foi tampéao fosfato contendo NacCl, ditiotreitol, e 0.001 % de
EDTA. No ensaio de competicdo nao covalente, 490 uL de uma solucéao do inibidor
quimico (20 uM) e 10 pL do substrato Cbz-Phe-Arg-7-amino-4-metilcumarina (4.0 pM)
foram adicionados na placa. Cada inibidor quimico foi testado em duplicata. A reacéo
enzimatica foi iniciada com a adicao de 10 pL de uma solucéo da cruzaina contendo
5 mM de DTT. Ja para o ensaio de competicao covalente, 150 uL de uma solucéo de
cada inibidor quimico (40 uM) e 10 puL da enzima em 5 mM de DTT foram adicionados
nos respectivos pocos e a reacao foi incubada por 10 minutos. Apos esse tempo,
adicionou-se 340 pL do substrato Cbz-Phe-Arg-7-amino-4-metilcumarina (3 uM) e a
reacao foi incubada por 5 minutos. Em ambos os experimentos, a placa foi incubada
a temperatura ambiente e lida (A excitagao = 355 nm e A emissao = 450 nm) em
diferentes tempos reacionais. A porcentagem de inibicdo da cruzaina foi calculada
usando a equacédo 100-(A1/Ax100), onde” A1l” corresponde a fluorescéncia relativa
(RFU) da enzima na presenca do inibidor quimico (20 ou 100 uM) e “A” corresponde
a RFU da enzima na auséncia do inibidor quimico (tamp&o e DMSO) e a média de
cada duplicata foi calculada. Para os inibidores quimicos que apresentaram inibicéo
> 40 %, os experimentos foram repetidos e uma curva dose-resposta foi determinada
(competicdo covalente com 10 minutos de pré-incubacdo), variando as
concentragfes do inibidor quimico entre 1.5 nM até 100 uM. A curva dose-resposta
foi determinada usando ao menos oito pontos e a Clso foi estimada usando regresséo

nao linear no Origin (versédo 8.8) usando o "logistic fit".
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8 RESULTADOS E DISCUSSAO

8.1 Mecanismos reacionais

Esta € uma reacdo de rapida execucdo (Esquema 17), com variacdo de cor
entre 5 a 10 minutos de langcada, com turvacdo e formacédo de precipitado neste
mesmo periodo (Figura 24). Fez-se o acompanhamento reacional com placas de
CCD a cada 15 minutos, determinando-se o tempo 6timo reacional entre 30 a 60
minutos, dependendo do substituinte presente na acetofenona.

Figura 26: Mudanca de coloracéo e formacédo de precipitado nos protocolos TP-01 e TAP-01.

Ao se adicionar os reagentes no baldo sem solvente, unicamente com o contato
entre a hidrazona piridinica e as a-haloacetofenonas, observou-se a mudanca de
coloracdo bem como do estado fisico, de solido (ambas) para liquido (viscoso) de

coloracéo castanho-escuro (Figura 25).
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Figura 27: Mudanca de coloragéo/estado fisico nos protocolos TP-01 e TAP-01.

Porém, ao dar continuidade nesta reacdo, observou-se que a mesma
apresentou mais subprodutos que o habitual; o que nos fez concluir a série pelo
protocolo por ultrassom, ja que foi o de melhor rendimento, bem como o de menor

formacédo de subprodutos.

Para a escolha da melhor metodologia, variou-se o solvente, adicionou-se base
(ou n&o), e modificou-se o sistema reacional (aquecimento, ultrassom etc.) onde

se chegou a concluséo de que as reacdes se processaram muito bem utilizando:

e Ultrassom como sistema reacional;
e Alcool isopropilico como solvente;
e Auséncia de base;

e Tempo reacional de 60 minutos.

Porém, observou-se que as reagdes com as a-haloacetofenonas 2-bromo-3’-
nitroacetofenona e 2-bromo-3°,4 -dicloroacetofenona ndo apresentaram bons
rendimentos, bem como um aumento no tempo reacional e na formacdo de
subprodutos. Com isso, lancou-se estas reacdes em meio isopropandico, sob
agitacdo magnética e refluxo (140°C) e observou-se uma melhora bastante
significativa no rendimento, pureza e cinética reacional. Pode-se atribuir esta
peculiaridade a menor dissociabilidade do grupamento cloro em relacdo ao
grupamento bromo, comparando-se a reagdo com 0 2-bromo-2",4"-

dicloroacetofenona, que apresenta excelente reatividade sob irradiagdo ultrassoénica.
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Esquema 17: Proposta mecanistica para a obtencéo das tiazo piridinas/ tiazo acetil piridinas
(TPITAP).

Etapa 1 H

Etapa 2 1} R

R: H (TP), CH; (TAP)
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Ao analisar previamente a placa de CCD (Figura 26), observou-se duas
principais impurezas no meio reacional, que foram determinadas como produtos de
partida (respectiva piridina hidrazona e acetofenona). Para purificagdo das
mesmas, utilizou-se a metodologia de sonicacdo com solventes de polaridades
variadas, de acordo com a polaridade da impureza. Tem-se este método como
preferencial sobre a recristalizacédo padrao, sob aquecimento, pelo fato de haver um

maior rendimento e uma melhor extracdo da impureza.

Figura 28: Placa de CCD padréo da obtencéo das piridinas tiazoélicas.

——> Acetofenona, visivel em 245 nm.

o — > Tiazol, visivel em 245 e 365 nm.

——> Tiossemicarbazona, visivel em 245 nm.

A revelacédo dos tiazois piridinicos no comprimento de onda de 365nm é mais
evidenciada do que nos tiazoéis tiofendlicos, provavelmente devido a presenca da

piridina, exaltando a aromaticidade do anel base.

Na purificacdo para extracdo da tiossemicarbazona, utilizou-se agua como
solvente e, para a extracdo da acetofenona, utilizou-se uma mistura de
tolueno/hexano, na proporcdo 7:3. Antes de chegar a estes meios como padrées nha

purificacdo foram feitos testes com outros sistemas.

As Tabelas 6 e 7 ilustram as estruturas dos compostos obtidos nas séries TP e
TAP:
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Tabela 6: Compostos obtidos da série TP.

Série TP
Composto Peso molecular Formula molecular
H
X _N S
\ N_/
Z 280.08 C15H12NaS
TP-01
S N
S
!/
~N N
TP-02 294.09 C16H14N4S
S N
S
'/
_N N
TP-03 372.00 C16H13BrN4S
Br
S N
),
~N N
TP-04 357.99 C15H11BrN4S
Br
S N
),
~N N
TP-05 298.07 C1sH11FN4S
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OMe

Cl

Cl

O,N

310.09

314.04

348.00

348.00

325.06

C16H14N4OS

C1sH11CIN4S

C15H10CI2N4S

C15H10CI2N4S

C15H11Ns02S
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H
X \N/N S
D
_N N
TP-11 325.06
NO,
H
X \N’N .
)
N N
TP-12 330.09

C15H11Ns02S

C19H14N4S
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Tabela 7: Compostos obtidos da série TAP.

Série TAP
Composto Peso molecular Formula molecular
~ N
X N” \rs
'
N N 294.09 Ci6H1aN4S
TAP-01
S N
),
_N N
TAP-02 308.10 C17H16N4S
S N
'
_N N
TAP-03 386.01 C17H15BrN4S
Br
S N
'
_N N
TAP-04 372.00 Ci16H13BrN4S
Br
H
~ N

AN N~ S
)
_N N
TAP-05 312.08 CieH13FN4S
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TAP-06 ? 324.10 C17H16N4OS

H
X N S
X N~

TAP-07 328.05 C16H13CIN4S
Cl
H
X SN S
D
_N N
TAP-08 362.01 C16H12C|2N4S
Cl
Cl
H
X SN S
D
_N N
TAP-09 362.02 C16H13CI2N4S
Cl Cl
H
X \N’N =
D
~N N
TAP-10 339.08 C16H13N502S
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H
X \N,N\rs
’ N
TAP-11 339.08 C16H13Ns502S
NO,
H
X \N ,N\rs
|/

_N N

TAP-12 344.11 C20H16N4S
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8.2 Avaliacdo farmacolégica das tiazopiridinas

Com o objetivo de identificar o mecanismo de a¢ao dos compostos (TP-01 a 12)
e (TAP-01 a 12) no T. cruzi, a inibicdo da atividade catalitica da cruzaina pelos
compostos foi determinada. Este ensaio é fluorométrico e baseado na competicao de
substratos pelo sitio catalitico da enzima!*®. A incubacédo da cruzaina com o peptideo
ZFR-AMC resulta em clivagem deste peptideo, produzindo 4-metilcumarina que possui
fluorescéncia diferente do ZFR-AMC. Compostos com afinidade pela cruzaina
competem com o peptideo ZFR-AMC pelo sitio catalitico, diminuindo assim a
guantidade de 4-metilcumarina formada!'®. Neste ensaio, a inibicdo da atividade
catalitica da cruzaina se reflete na capacidade de um composto em impedir a ligacéo
da enzima pelo seu substrato ZFR-AMC. Devido ao grande numero de compostos, 0s
compostos (TP-01 a 12) e (TAP-01 a 12) foram testados em uma uUnica concentragdo
(de 100 ou 20 pM), e apos a triagem dos mais ativos, os valores de Clsg (UM) foram

calculados.

8.2.1 Avaliacao, in vitro, das propriedades tripanocidas

A Tabela 8 apresenta todos os resultados da avaliacdo farmacolégica, in vitro,
para as series TP e TAP. Ao longo do texto as tabelas irdo se repetir para facilitar a

interpretacéo e entendimento dos resultados obtidos.
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Tabela 8: Avaliagcao farmacolégica, in vitro, das propriedades tripanocidas e toxicidade em células de

mamiferos para as tiazopiridinas (TP 1-12 e TAP 1-12).

T. cruzi, Clsg (UM), cepa Y esplendcitos % inibicéo
Comp. Subs. tri . (ol . . [b] BALB/c cruzaina
pomastigota® epimastigota (ug/mL)E +DP)
' X S
H ' AN N~
N \N,N\n/NHz : [ )
' =
Z N E S E
P 17.26 119.46 ND 3+3
TP-01 H 5.39 8.28 <1 10 + 1*
TP-02 4-Me 16.76 3.77 <1 24 +5
TP-03 4-Br-Prop. NDEel 2.20 <1 18+ 2
TP-04 4-Br 2.60 18.32 <1 99,8 +0,3
TP-05 4-F 72.73 3.52 <1 16 + 2**
TP-06 4-OMe 4.81 5.61 <1 21 £ 2*
TP-07 4-Cl 3.85 3.85 <1 6 + 3*
TP-08 2,4-Cl 1.24 4.83 <1 7+2*
TP-09 3,4-Cl 1.24 3.97 <1 12+1
TP-10 3-NO2 74.20 2.46 <1 89+1
TP-11 4-NOz2 152.95 4.40 <1 9+4
TP-12 2-Naf 2.09 8.27 <1 0,7+£1,5
Bdz (1) 6.2 6.6 25 NDe!
H NH N \N’ °
| SN \N'N 2 : | _N /
Vs
AP 2.83 4.53 NDEel 173
TAP-01 H NDel 2.75 <1 99,3+0,5
TAP-02 4-Me NDel 2.53 <1 98+1
TAP-03 4-Br-Prop. NDel 2.04 <1 34+4
TAP-04 4-Br NDel 2.28 <1 -4+6
TAP-05 4-F NDel 2.81 <1 99,4 +0,7
TAP-06 4-OMe 2.13 14.72 <1 99+1
TAP-07 4-Cl 2.10 2.53 <1 4+4
TAP-08 2,4-Cl 1.91 14.88 <1 97+1
TAP-09 3,4-Cl 3.04 5.02 <1 99+1
TAP-10 3-NO2 3.95 2.44 <1 21 £ 2*
TAP-11 4-NO2 36.66 5.24 <1 22 + 6*
TAP-12 2-Naf 2.01 3.98 <1 99,9+0,2
Bdz (1) 6.2 6.6 25 NDEe!

[/ Apds 24 horas de incubagdo na presenca dos compostos. Pl Apés 11 dias de incubagdo na presenca dos
compostos. [l Maior concentragéo atéxica. Valores determinados apés 24 horas de incubagdo na presenca dos
compostos 9. Porcentagem de inibicdo apds 10 minutos de incubag&o dos compostos (20 uM) com a enzima, Clsg
com valores de desvio padrdo < +10 %. [©l ND, ndo determinado, inibicido de 100% em todas concentragdes

testadas.
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Dentre todos 0os compostos da série TP, os mais potentes foram o TP-08 e TP-
09, sendo equipotentes (1.24 pM). Deve-se ressaltar que os compostos TP-04, 06,
07, 08, 09 e 12 (2.60, 4.81, 3.85, 1.24, 1.24 e 2.09 uM, respectivamente)
apresentaram atividade tripanocida superior ao Bdz (6.2 uM) (Tabela 9), entretanto,
demonstraram uma alta citotoxicidade, prejudicando a viabilidade celular.

Tabela 9: Avaliacao farmacolégica, in vitro, das propriedades tripanocidas e toxicidade em células de
mamiferos para as tiazopiridinas (TP 1-12).

T. cruzi, Clsg (UM), cepa Y Esplendcitos BALB/c
Comp. Subs. tripomastigota® epimastigotal® (ng/mL)e
H
X _N S
| X N \W )
N
N
R
TP-01 H 5.39 8.28 <1
TP-02 4-Me 16.76 3.77 <1
TP-03 4-Br-Prop. ND 2.20 <1
TP-04 4-Br 2.60 18.32 <1
TP-05 4-F 72.73 3.52 <1
TP-06 4-OMe 4.81 5.61 <1
TP-07 4-Cl 3.85 3.85 <1
TP-08 2,4-Cl 1.24 4.83 <1
TP-09 3,4-Cl 1.24 3.97 <1
TP-10 3-NO2 74.20 2.46 <1
TP-11 4-NO2 152.95 4.40 <1
TP-12 2-Naf 2.09 8.27 <1
Bdz (1) --- 6.2 6.6 25

[ Apés 24 horas de incubagdo na presenca dos compostos. P! Apds 11 dias de incubacgéo na presenca dos
compostos. 1 Maior concentragéo atoxica. Valores determinados apés 24 horas de incubacdo na presenca dos
compostos [ ND, ndo determinado, inibicdo de 100% em todas concentragdes testadas.

Para a série TP, iniciamos a analise comparando-se 0 composto-base, sem
substituinte (TP-01, 5.39 uM), com os compostos para substituidos. Observa-se que
dos compostos para substituidos (7 no total), os compostos TP-04 (Br), TP-06 (OMe)
e TP-07 (Cl) apresentaram melhora na atividade tripanocida (Clsp de 2.60, 4.81 e 3.85
UM respectivamente), Sendo os compostos TP-02 (Me), TP-05 (F) e TP-11 (NOy)
menos potentes que o TP-01, com Clso de 16.76, 72.73 e 152.95 pM respectivamente.
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Para os compostos clorados (TP-07, 08 e 09) observa-se que 0s compostos
diclorados (TP-08 e TP-09; 2,4-Cl e 3,4-Cl respectivamente), apresentaram
equipoténcia tripanocida, sendo ambos 3 vezes mais potente que 0 composto
monoclorado (TP-07, 1.24 contra 3.85 pM).

Comparando-se os compostos bromados (TP-03 e TP-04), observamos que
para a forma epimastigota, a metila localizada no tiazol do composto TP-03
incrementou a atividade tripanocida em até 8 vezes mais (2.20 uM contra 18.32 uM).

Partindo do principio de que a melhora na lipofilia incrementa diretamente a
atividade tripanocida, podemos analisar a comparacado do composto TP-12 (2-Naf.)
com o composto sem substituinte (TP-01), no que diferem pela maior lipofilia e volume
do composto TP-12. Observa-se que o composto TP-12 foi mais ativo (2.09 uM contra
5.39 uM), confirmando a importancia do incremento do volume e lipofilia para esta

classe quimica.

Acerca dos compostos nitrados (TP-10 e 11), observa-se que o composto meta
substituido (TP-10, 74.20 pM) foi 2 vezes mais potente que 0 composto para
substituido (TP-11, 152.95 uM), demonstrando a importancia de substituicbes na

posicao meta do fenil tiazol.

Para a série TAP, todos os compostos se destacam pela sua alta atividade
tripanocida, sendo mais potentes que a droga de referéncia, o Bdz (1). Somente o
composto TAP-11 (4-NO,, 36.66 uM) foi menos eficaz que o Bdz (1), contrastando
com o composto TAP-08, que demonstrou ser 0 mais ativo da série com Clso de 1.91
HM.

Para esta série, compararam-se inicialmente os compostos para substituidos
de modo a avaliar a importancia de seus substituintes. Dentre os compostos com a
atividade tripanocida determinada para tripomastigotas, observou-se que o composto
mais potente o TAP-07 (Cl), seguido pelos compostos TAP-06 (4-OMe, 14.72 uM) e
TAP-11 (4-NO,, 36.66 uM).
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Tabela 10: Avaliacao farmacolégica, in vitro, das propriedades tripanocidas e toxicidade em células
de mamiferos para as tiazopiridinas (TAP 1-12).

T. cruzi, Clso (UM), cepa Y Esplendcitos BALB/c
Comp. Subs. tripomastigota® epimastigotal® (ug/mL)e
S H S
| X N \W )
N
~N
R
TAP-01 H NDI 2.75 <1
TAP-02 4-Me NDI 2.53 <1l
TAP-03 4-Br-Prop. NDI 2.04 <1l
TAP-04 4-Br NDI 2.28 <1
TAP-05 4-F NDI 2.81 <1
TAP-06 4-OMe 2.13 1.47 <1
TAP-07 4-Cl 2.10 2.53 <1
TAP-08 2,4-Cl 1.91 14.88 <1
TAP-09 3,4-Cl 3.04 5.02 <1
TAP-10 3-NO:2 3.95 2.44 <1
TAP-11 4-NO2 36.66 5.24 <1l
TAP-12 2-Naf 2.01 3.98 <1
Bdz (1) - 6.2 6.6 25

[/ Apés 24 horas de incubagdo na presenca dos compostos. P! Apds 11 dias de incubacgéo na presenca dos
compostos. €1 Maior concentragéo atoxica. Valores determinados apds 24 horas de incubagdo na presenca dos
compostos [ ND, n&o determinado, inibicdo de 100% em todas concentragdes testadas.

Para os derivados diclorados TAP-08 (2,4-Cl) e TAP-09 (3,4-Cl), observou-se
uma pequena diferenca na atividade tripanocida, sendo o composto TAP-08 um pouco
mais ativo que o composto TAP-09 (1.91 uM contra 3.04 uM) (Tabela 10), denotando

assim a importancia da posi¢ao do substituinte na atividade tripanocida.

Ja para os nitrocompostos, observou-se que o composto meta substituido
(TAP-10) é nove vezes mais potente que o composto para substituido (TAP-11) (3.95
UM contra 36.66 uM).

Mais uma vez constatou-se a alta citotoxicidade para os derivados
tiazopiridinicos, possivelmente devido a presenca do anel piridina, jA que
demonstramos que o grupamento tiazol ndo é téxico e que o mesmo melhorou a
viabilidade celular das tiossemicarbazonas através da funcionalizacdo da tiocarbonila
a tiazol, conferindo assim a alta citotoxicidade observada nas séries TP e TAP ao anel

piridinico.
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De acordo com a Tabela 11, podemos observar que a presenca da
metilhidrazona na série TAP incrementou a atividade antichagasica tanto para a forma
tripomastigota como para a epimastigota. A melhora observada é minima, na maioria
dos casos, sem mudancas na viabilidade celular, que continua sendo a grande
problematica desta série.

Tabela 11: Comparacgédo da avaliacdo farmacoldgica, in vitro, das propriedades tripanocidas das
séries TP e TAP.

T. cruzi, Clso (UM), cepa Y esplendcitos
Comp. Subs. tripomastigota® epimastigotal® BALB/c (ug/mL)c
SN : SN s
. S : .
NN p : | Ny N )
Z N N . Z N N
7R\ ; TAP 7 \
- : —N
R : R
TP-01 H 5.39 8.28 <1
TAP-01 H NDU 2.83 <1l
TP-02 4-Me 16.76 3.77 <1
TAP-02 4-Me ND 2.53 <1
TP-03 4-Br-Prop. ND 2.20 <1
TAP-03 4-Br-Prop. NDU 2.04 <1
TP-04 4-Br 2.60 18.32 <1
TAP-04 4-Br NDI 2.28 <1
TP-05 4-F 72.73 3.52 <1
TAP-05 4-F ND 2.81 <1l
TP-06 4-OMe 4.81 5.61 <1
TAP-06 4-OMe 2.13 14.72 <1
TP-07 4-Cl 3.85 3.85 <1
TAP-07 4-Cl 2.10 2.53 <1
TP-08 2,4-Cl 1.24 4.83 <1
TAP-08 2,4-Cl 1.91 14.89 <1
TP-09 3,4-Cl 1.24 3.97 <1
TAP-09 3,4-Cl 3.04 5.03 <1
TP-10 3-NO2 74.20 2.46 <1
TAP-10 3-NO 3.95 2.45 <1
TP-11 4-NO2 152.95 4.40 <1
TAP-11 4-NO2 36.66 5.25 <1
TP-12 2-Naf. 2.09 8.27 <1
TAP-12 2-Naf. 2.01 3.98 <1
Bdz (1) 6.2 6.6 25

8 Apds 24 horas de incubagdo na presenca dos compostos. Pl Apés 11 dias de incubagdo na presenca dos
compostos. [l Maior concentragéo atdxica. Valores determinados apds 24 horas de incubagdo na presenca dos
compostos [ ND, ndo determinado, inibicio de 100% em todas concentragGes testadas.
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Dos 26 compostos obtidos nas séries TP e TAP, 20 compostos demonstraram
ser agentes tripanocidas mais potentes que o Bdz (1), a droga referencial para a
doenca de Chagas. Este resultado é bastante animador, pois demonstra que o
planejamento de drogas antichagasicas baseados nos nucleos tiossemicarbazona,
tiazol e piridina sdo realmente eficazes. A insercdo do anel piridina aumentou
notavelmente a atividade tripanocida, com a ressalva de aumento na citotoxicidade

em esplendcitos.

Dentre todos os compostos das séries TP e TAP, 0s que mais apresentaram
discrepancia de potencialidade foram TP/TAP-10 (3-NOz) e TP/TAP-11 (4-NO,),
sendo o composto TAP-10 dezoito vezes mais potente que o composto TP-10 (3.95
MM contra 74.20 uM) e o composto TAP-11 quatro vezes mais potente que o
composto TP-11 (36.66 UM contra 152.95 uM).

De todos os substituintes, os que apresentaram maior potencial tripanocida
foram os compostos diclorados nas posi¢coes 2 e 4 (TP/TAP-08, 1.24 e 1.91 uM

respectivamente).

8.2.2 Inibicdo da atividade catalitica da cruzaina

A Tabela 12 apresenta os dados de inibicdo da atividade catalitica da cruzaina
do T. cruzi para a série TP. O protocolo experimental descrito por Ferreira e col.'16 foi
utilizado neste ensaio com a enzima. Inicialmente, todos os compostos foram testados
na concentracao de 20 ou 100 puM.

Desta série, 0 composto mais ativo foi o TP-04, que demonstrou uma boa

atividade inibitéria da enzima (99,8 + 0,3), inibindo-a guase que por completo, sendo

seguido pelo composto TP-10 (3-NO,), que apresentou atividade inibitéria de 89 * 1%,

sendo considerado um 6timo indice de inibicao.

Comparando-se 0os compostos substituidos na posi¢éo para, observa-se que o
composto substituido com bromo (TP-04, 99,8 + 0,3%) foi mais ativo que o0s
compostos substituidos por cloro (TP-07, 18 + 2%), metoxi (TP-06, 21 + 2%), metil
(TP-02, 24 £+ 5%), fltor (TP-05, 16 + 2%), nitro (TP-11, 9 + 4%) e até pelo bromo
propidnico (TP-03, 18 + 2%), que possui uma metila no anel tiazdlico, diferenca que

incrementou a atividade tripanocida frente a cepas Y para a forma epimastigota.



Marcos V. O. Cardoso Capitulo 2 — Resultados e Discussdo 126

Tabela 12: porcentagem de inibigdo da atividade catalitica da cruzaina para a série TP.

Composto Substituinte % inibi¢do cruzaina +DP
: H
. \
H ; N ’N\(S
X N ; N
N .
Z o
' R
P-01 3+3

TP-01 H 10 + 1*
TP-02 4-Me 24+5
TP-03 4-Br-prop. 18+2
TP-04 4-Br 99,8 £ 0,3
TP-05 4-F 16 + 2%*
TP-06 4-OMe 2l 2
TP-07 4-Cl 6 + 3*
TP-08 2,4-Cl s
TP-09 3,4-Cl 12+1
TP-10 3-NO: 89+1
TP-11 4-NO: 9+4
TP-12 2-Naf. 0715

Inibicdo da enzima cruzaina do T. cruzi. Valores de Clsp (UM) (xdesvio padrdo) calculados apds 10 minutos de
incubacgdo com a enzima. Desvio padrao expresso em barras. SignificAncia dos valores: ***, P < 0.001; **, P <0.01;
*P < 0,05.

Acerca dos compostos substituidos com cloro, observa-se que o dissubstituido
nas posicbes 3 e 4 (TP-09, 12 + 1%) apresentou eficacia 2 vezes mais que 0s
substituidos nas posicdes 4 (TP-07, 6 + 3%) e 2,4 (TP-08, 7 £ 2%). Isto demonstra a
importancia de investigar a importancia da orientacéo das moléculas no sitio ativo, pois
a diferenca estrutural € minima, com diferencas de potencialidade tripanocida
evidentes, o que motiva a investigacdo de “docking” dos compostos na enzima para

um melhor entendimento no mecanismo de acao.

A simples mudanca da posicédo do grupo nitro da posicédo para (TP-11) a meta
(TP-10) foi suficiente para incrementar em quase dez vezes mais a atividade inibitéria
(89+ 1% contra 9+ 4%).
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Seguindo os mesmos parametros adotados para a analise de REA da série TP,
comparamos inicialmente o percussor AP-01 com o tiazol sem substituinte (TAP-01),
no qual se observa um notavel incremento na atividade tripanocida na escala de 5:1
(17 3% contra 99.3 +0.5%). Quando observamos 0s numeros, vé-se que 0 Composto
AP-01 apresentou uma modesta atividade inibitéria na cruzaina, enquanto que o
derivado tiazdllico apresentou inibicdo quase que absoluta, demonstrando a
importancia da ciclizacdo da tiocarbonila para a atividade tripanocida. Extrapolando-se
a analise ao comparar com a série TP (Tabela 14), observa-se que a metil hidrazona
incrementa consideravelmente a inibicdo enzimatica, confirmado pelos percussores
(P-01 e AP-01) e seus respectivos tiazéis sem substituintes (TP-01 e TAP-01) nas
escalas de 1:6 (17 3% contra 3+ 3%) e 1:10 (99.3+ 0.5% contra 10+ 1%)

respectivamente.

Na Tabela 13 podemos verificar que sete dos doze compostos da série TAP

foram habeis em inibir a cruzaina com percentuais de inibicdo entre 97 a 99,9%.

Tabela 13: Porcentagem de inibicdo da atividade catalitica da cruzaina para a série TAP.

Composto Substituinte % inibigcdo cruzaina +DP!

. H
H . N ,N S
NH, ' (7 N
N Y
| . | AN
/ [
:

. R
AP-01 17£3
TAP-01 H 99,3+0,5
TAP-02 4-Me 98+ 1
TAP-03 4-Br-prop. 344
TAP-04 4-Br 4+6
TAP-05 4-F 99,4+ 0,7
TAP-06 4-OMe 99+1
TAP-07 4-Cl 4+ 4
TAP-08 2,4-Cl 97+1
TAP-09 3,4-Cl 99+1
TAP-10 3-NO> 21 + 2+
TAP-11 4-NO2 22 + 6*
TAP-12 2-Naf. 99,9 +0,2

Inibicdo da enzima cruzaina do T. cruzi. Valores de Clso (UM) (xdesvio padrdo) calculados apds 10 minutos de
incubagdo com a enzima. Desvio padrao expresso em barras. Significancia dos valores: ***, P < 0.001; **, P < 0.01;
*P < 0,05.
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Dentre 0s compostos substituidos na posicdo para, observa-se uma
equivaléncia no potencial inibitério entre os compostos TAP-01 (H, 99,3+ 0,5%), TAP-
06 (OMe, 99+ 1%), TAP-02 (Me, 98+ 1%) e TAP-05 (F, 99,4+ 0,7%), potencial este
capaz de inibir 100% da atividade enzimatica da cruzaina. Os compostos para
substituidos com bromo propiénico (TAP-03) e nitro (TAP-11) apresentaram atividade
modica de 34 + 4 e 22 + 6 respectivamente. Ja 0s compostos para substituidos com
bromo (TAP-04) e cloro (TAP-07) foram inativos. Para os compostos substituidos com
cloro (TAP 07, 08 e 09), observa-se que os dissubstituidos apresentaram um
incremento de quase 100% na inibicdo enzimatica quando comparado com o
composto monosubstituido. Dos compostos dissubstituidos, ambos apresentaram
equipoténcia na inibicdo da cruzaina, demonstrando assim que 0os compostos clorados

devem possuir dissubstituicdo para serem ativos na inibicdo enzimatica.

Comparando-se a mudanca da posi¢cao do grupo dos compostos nitroderivados
TAP-10 (meta) e TAP-11 (para) ndo se observa mudanca significativa na inibicao
enzimatica, os quais exibiram fraca atividade inibitéria. Desta série, 0 composto TAP-
12 (2-Naf.) foi considerado o mais potente (99,8+ 0,2%), sendo equiparado com 0s
compostos TAP 01, 02, 05, 06, 08 e 09. Isto demonstra que a série TAP é detentora
de excelente atividade na cruzaina, motivando-nos a investigacdo dos compostos mais
ativos no sitio ativo da enzima, através de estudos de “docking”. Na Tabela 14
podemos comparar o efeito inibitério enzimatico na cruzaina, da metila ligada a
hidrazona, presente na série TAP, com 0s compostos sem a metil hidrazona, da série

TP, observando-se que:

A maioria dos compostos da série TAP apresentou atividade inibitéria na
cruzaina maior que os compostos da série TP, inclusive nos percussores (P e AP).
Estes resultados demonstram a importancia da metilhidrazona para a atividade
antichagasica. De fato a presenca de metilas na estrutura quimica tende a melhorar
a liposolubilidade, com isso a biodisponibilidade e conseguinte incremento na
atividade. Porém ao analisarmos a diferenca entre os compostos TAP-03 e TAP-04,
ambos para substituidos com bromo, diferindo somente na presenca da metila no anel
tiazolico para o composto TAP-03, observa-se novamente um incremento na inibicdo
enzimatica, com ressalva para a série TP, onde a presenca de uma metila extra

diminuiu a inibicdo da cruzaina.



Marcos V. O. Cardoso Capitulo 2 — Resultados e Discussdo 129

Tabela 14: Comparagéo da taxa de inibicdo da enzima cruzaina do T. cruzi. para as séries TP e TAP.

% de inibicdo da cruzaina Clso £DP (uM) na
(compostos 20 pM)@bl cruzainald

composto R1

H E H
X _N_ _NH, : S _N_ _NH,
N N '
| bl Y N
/N S : N S
P 3+3 NT
AP 17+£3 NT

—/
A
=

: [TAP
NS H S : N H S
T YT,
_N N : N N
5 7\
s =R,

/
7\
— R1
TP-01 » 10 + 1* 17.04
TAP-01 993+ 05 1.57
TP-02 e 24+5 ND
TAP-02 98+1 0.30
TP-03 Bror 18+ 2 ND
TAP-03 prop. 34+4 ND
TP-04 " 998 +0.3 ND
TAP-04 446 ND
TP-05 r 16 + 2%+ ND
TAP-05 994 +0.7 0.58
TP-06 21 + 2% ND
TAP-06 4-OMe 99 +1 0.09
TP-07 el 6% 3* ND
TAP-07 4+4 ND
TP-08 7424 ND
TAP-08 2:4-Cl 97 +1 8.51
TP-09 12+1 ND
TAP-09 3:4-Cl 99+1 11.84
TP-10 89+ 1 1.61
TAP-10 3-NO2 21 + 2* ND
TP-11 9+4 ND
TAP-11 4-NO: 22 + 6* ND
TP-12 et 0715 ND
TAP-12 99,9+ 0. 0.19

[[lAp6s 10 minutos de incubagdo com a enzima cruzaina. PICada composto foi testado na concentragéo de 20 uM,
em triplicata. “Valores estimados usando ao menos oito concentragdes diferentes. ND, ndo determinado. Desvio
padréo expresso em barras. Significancia dos valores: ***, P < 0.001; **, P < 0.01; *P < 0,05.
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8.3 Andlises espectroscopicas

Todas as andlises espectroscopicas deste trabalho foram realizadas no
Departamento de Quimica Fundamental, DQF-UFPE, utilizando-se dos seguintes

equipamentos:

Para os espectros de 'H e 3C, utilizou-se o equipamento Varian modelo Unity
Plus (300 ou 400 Mhz para 'H e 100 Mhz para *C) sempre utilizando DMSO-¢s como
solvente e TMS como padréo interno;

Para os espectros de IV, utilizou-se pastilhas de KBr no instrumento Brucker
modelo IFS 66;

Para a obtencdo dos espectros, todos os compostos foram pesados (30 mg
para °C e 'H, e 10 mg para IV e EMAR-ESI) e enviados com seus respectivos
solventes (DMSO-ge).

Através da observacdo dos dados espectroscopicos das series TP / TAP,
podemos citar:

e A auséncia de bandas de absor¢éo entre 1670-1820 e 3380-4390, caracteristicos
de carbonila da cetona e aminas primarias, confirmam o consumo dos produtos
de partida para a formacéao do tiazol.

e Nos espectros de *H-RMN, podemos observar:

e Auséncia do singleto agudo em 4,5 ppm, tipico de CH: ligado a halogénio,
presente na acetofenona;

e Presenca de singleto agudo em 7,28, indicando presenca do CH tiazdlico, pois
possui caracteristicas de aromatico;

e Auséncia de pico em 31,6, referente ao carbono alfa do bromo (CH2-Br), da
bromoacetofenona, sendo convertido a 105;

e Auséncia do pico em 192 (carbonila da acetofenona), sendo convertido a 150.

e Conversao do pico em 178,5 (C=S) para 168 (C-S-tiazol);

e Nos espectros analisados, também foi observado na maioria dos compostos a
presenca de um pico largo em torno de 4,5-5,5 ppm, e auséncia do pico do NH em

10,5-12 ppm, semelhante a obtencédo dos tiazois do capitulo 1.
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Como principais indicios da formacédo do anel tiazolico, podemos citar a auséncia
do pico da carbonila da cetona, bem como da tiocarbonila da tiossemicarbazona,
em aprox. 190 ppm, sugestivo da formagéo do anel tiazolico;

Mudanca do pico de absor¢cdo em 180-185 para 165-170, indicativo da converséo
do carbono da tiocarbonila, presente na tiossemicarbazida, para o carbono
aromético do tiazol;

Mudanca do pico de absor¢cdo em 30-38 para 105-120, indicativo da conversao do
carbono ligado a heteroatomo (carbono alfa da acetofenona) para carbono
aromético do tiazol, sendo este o maior indicativo da formacao do referido anel.

Figura 29: Principais sinais da série TP/TAP (TP-01 e TAP-01).
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TP-01

N-(2-metil-piridina)-N"-(feniltiazol-2-il)-hidrazina

Rendimento: 86 %

P.F.:170°C

Rf: 0.46 (acetato de etila/hexano 1:1)

l.V. Principais sinais: 1553 (C=C), 1612 (C=N), 3066 (N-H)

RMN H (300 MHz, DMSO-ds): 4.48 (s,1H, NH), 7.42 (s, 1H, S-CH), 7,31-7,48 (m, 5H,
Ar), 7.85-7.98 (m, 3H, Ar), 8.10 (1H, CH), 8.63 (1H, Ar).

RMN 13C (75,5 MHz, DMSO-de): 104.5 (S-CH), 120.0 (C-Ar), 124.0 (C-Ar), 125.5 (C-
Ar), 127.6 (C-Ar), 128.7 (C-Ar), 139.2 (C-Ar), 147.7 (C-Ar), 150.6 (C-Ar), 151.8 (C=N),
167.5 (S-C=N).

EMAR (ESI) Calculado para C1sH12N4S [M+H]*: 280.0783; encontrado 281.0842.
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TP-02

N-(2-metil-piridina)-N"-(p-toluiltiazol-2-il)-hidrazina

Rendimento: 79 %

P.F.:197°C

Rf: 0.48 (acetato de etila/hexano 1:1)

l.V. Principais sinais: 1554 (C=N), 1612 (C=N), 3154 (N-H)

RMN *H (300 MHz, DMSO-ds): 2,31 (s, 3H, CHs), 7,37 (s, 1H, S-CH), 7,22-7,74 (m,
4H, Ar), 8,19-8,74 (m, 4H, Ar), 8.56 (s,1H, NH).

RMN 23C (75,5 MHz, DMSO-d): 20.80 (CHs), 104.00 (S-CH), 119.13 (C-Ar), 123.60
(C-Ar), 125.47 (C-Ar), 125.75 (C-Ar), 129.19 (C-Ar), 131.91 (C-Ar), 136.75 (C-Ar),
141.44 (C-Ar), 149.46 (Ar), 153.24 (C=N), 167.69 (S-C=N).

EMAR (ESI) Calculado para Ci16H14N4S [M+H]*: 294.0939; encontrado: 295.0991.



Marcos V. O. Cardoso Capitulo 2 — Resultados e Discussdo 134

TP-03

N-(2-metil-piridina)-N"-[5-metil-(p-bromofenil)tiazol-2-il)-hidrazina

Br

Rendimento: 58 %

P.F.: 202°C

Rf: 0.48 (acetato de etila/hexano 1:1)

l.V. Principais sinais: 1554 (C=N), 1609 (C=N), 3152 (N-H)

RMN *H (300 MHz, DMSO-de): 2,43 (s, 3H, CHa), 7,91 (s, 1H, C=N), 7,41-7,60 (4m,
H, Ar), 8,03-8,58 (4m, H, Ar), 13,05 (s,1H, NH).

RMN 23C (75,5 MHz, DMSO-d¢): 12,28 (CHs), 118,67 (S-CH), 119,62 (C-Ar), 120,29
(C-Ar), 123,77 (C-Ar), 129,82 (C-Ar), 131,27 (C-Ar), 134,13 (C-Ar), 138,01 (C-Ar),
139,65 (C-Ar), 148,41 (C=N), 167,05 (S-C=N).

EMAR (ESI) Calculado para C16H13BrN4S [M+H]*: 372.0044; encontrado: 373.0162.
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TP-04

N-(2-metil-piridina)-N"-(p-bromofeniltiazol-2-il)-hidrazina

Br

Rendimento: 74 %

P.F.: 205°C

Rf: 0.81 (acetato de etila/hexano 1:1)

l.V. Principais sinais: 1569 (C=N), 1574 (C=N), 3151 (N-H)

RMN H (300 MHz, DMSO-ds): 3.48 (sl,1H, NH), 7.28 (s, 1H, N=CH), 7.44 (s, 1H, S-
CH), 7.65-7.94 (m, 4H, Ar), 8.12-8.64 (m, 4H, Ar).

RMN 3C (75,5 MHz, DMSO-ds): 105.59 (S-CH), 119.71 (C-Ar), 121.06 (C-Ar), 127.07
(C-Ar), 127.99 (C-Ar), 129.64 (C-Ar), 134.19 (C-Ar), 137.34 (C-Ar), 137.46 (C-Ar),
141.88 (C-Ar), 149.72 (C-Ar), 153.43 (C=N), 168.35 (S-C=N).

EMAR (ESI) Calculado para C1sH11BrN4S [M+H]*: 357.9888; encontrado: 358.9972.
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TP-05

N-(2-metil-piridina)-N"-(P-fluorofeniltiazol-2-il)-hidrazina

Rendimento: 78 %

P.F.: 228°C

Rf: 0.76 (acetato de etila/hexano 1:1)

l.V. Principais sinais: 1552 (C=N), 1613 (C=N), 3029 (N-H)

RMN H (400 MHz, DMSO-de):4.90 (sl,1H, NH), 7.22-8.37 (m, 7H, Ar), 7.69 (s, 1H, S-
CH), 8.17 (CH, 1H), 8.71 (d, 1H, Ar).

RMN 13C (75,5 MHz, DMSO-de): 104.9 (S-CH), 115.4 (C-Ar), 121.3 (C-Ar), 124.6 (C-
Ar), 127.5 (C-Ar), 127.6 (C-Ar), 130.9 (C-Ar), 136.3 (C-Ar), 141.5 (C-Ar), 145.5 (C-Ar).
149.9 (C=N), 160.1 (C-Ar), 163.3 (C-F), 167.1 (S-C=N).

EMAR (ESI) Calculado para C1sH11FN4S [M+H]*: 298.0688; encontrado 299.0741.
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TP-06

N-(2-metil-piridina)-N"-(p-anisaltiazol-2-il)-hidrazina

OMe

Rendimento: 61 %

P.F.: 187°C

Rf: 0.44 (acetato de etila/hexano 1:1)

l.V. Principais sinais: 1587 (C=N), 1610 (C=N), 3069 (N-H)

RMN *H (300 MHz, DMSO-ds): 3.77 (s, 3H, CHs), 7.29 (s, 1H, S-CH), 6.96-7.78 (m,
5H, Ar), 8.16-8.71 (4m, H, Ar), 12.14 (s,1H, NH).

RMN 3C (75,5 MHz, DMSO-ds): 55.2 (CHs), 103.3 (S-CH), 114.1 (C-Ar), 122.1 (C-
Ar), 124.9 (C-Ar), 126.9 (C-Ar), 134.3 (C-Ar), 143.2 (C-Ar), 144.1 (C-Ar), 148.8 (C-Ar),
150.4 (C=N), 167.1 (S-C=N).

EMAR (ESI) Calculado para C1s6H14FN4OS [M+H]*: 310,0888; encontrado 311,0928.
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TP-07

N-(2-metil-piridina)-N"-(p-clorofeniltiazol-2-il)-hidrazina

Cl

Rendimento: 74 %

P.F.: 226°C

Rf: 0.69 (acetato de etila/hexano 1:1)

l.V. Principais sinais: 1552 (C=N), 1612 (C=N), 3030 (N-H).

RMN H (300 MHz, DMSO-de): 3.52 (sl,1H, NH), 7.46 (s, 1H, S-CH), 7.38-7.48 (m,
4H, Ar), 7.86-7.90 (m, 3H, Ar), 8.08 (CH, 1H), 8.59 (d, 1H, Ar).

RMN 13C (75,5 MHz, DMSO-de): 105.1 (S-CH), 119.4 (C-Ar), 123.7 (C-Ar), 127.2 (C-
Ar), 128.6 (C-Ar), 132.0 (C-Ar), 133.4 (C-Ar), 137.2 (C-Ar), 141.2 (C-Ar), 149.1 (C-Ar),
149.4 (C-Ar), 152.8 (C=N), 167.8 (S-C=N).

EMAR (ESI) Calculado para C15H11CIN4S [M+H]*: 314,0393; encontrado 315,0441.



Marcos V. O. Cardoso Capitulo 2 — Resultados e Discussdo 139

TP-08

N-(2-metil-piridina)-N"-(2,4-diclorofeniltiazol-2-il)-hidrazina

Cl

Cl

Rendimento: 68 %

P.F.: 211°C

Rf: 0.70 (acetato de etila/hexano 1:1)

l.V. Principais sinais: 1551 (C=N), 1615 (C=N), 3058 (N-H)

RMN H (400 MHz, DMSO-de): 7.52-7.91 (m, 5H, Ar), 8,15-8.82 (m, 4H, Ar), 12.18
(sl,1H, NH).

RMN 13C (100 MHz, DMSO-ds): 111.3 (S-CH), 121.9 (C-Ar), 125.3 (C-Ar), 126.3 (C-
Ar), 128.1 (C-Ar), 130.2 (C-Ar), 132.1 (C-Ar), 132.7 (C-Ar), 135.8 (C-Ar), 142.6 (C-Ar),
144.2 (C-Ar), 146.5 (C-Ar), 149.8 (C=N pir), 166.9 (S-C=N).

EMAR (ESI) Calculado para C15H10CI2N4S [M+H]*: 348.0003; encontrado 349.0204.
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TP-09

N-(2-metil-piridina)-N"-(3,4-diclorofeniltiazol-2-il)-hidrazina

Cl cl

Rendimento: 59 %

P.F.:217°C

Rf: 0.71 (acetato de etila/hexano 1:1)

l.V. Principais sinais: 1563 (C=N), 1614 (C=N), 3154 (N-H)

RMN H (400 MHz, DMSO-de): 5,22 (sl,1H, NH), 7,54-7,88 (m, 5H, Ar), 8,15-8,71 (m,
4H, Ar).

RMN 13C (100,5 MHz, DMSO-de): 110.9 (S-CH), 121.6 (C-Ar), 124.9 (C-Ar), 127.5 (C-
Ar), 129.7 (C-Ar), 131.7 (C-Cl), 132.2 (C-Ar), 132.7 (C-Cl), 134.6 (C-Ar), 142,74 (C-
Ar), 143.9 (C-Ar), 146.0 (C-Ar), 149.0 (C=N pir), 166.4 (S-C=N).

EMAR (ESI) Calculado para C15H10CI2N4S [M+H]*: 348.0003; encontrado 349.0068.
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TP-10

N-(2-metil-piridina)-N"-(m-nitrofeniltiazol-2-il)-hidrazina

O,N

Rendimento: 31 %

P.F.: 226°C

Rf: 0.57 (acetato de etila/hexano 1:1)

l.V. Principais sinais: 1355 (NO2), 1560 (C=N), 1596 (C=N), 3413 (N-H)

RMN H (400 MHz, DMSO-de): 4.32 (sl,1H, NH), 7.81 (s, 1H, S-CH), 7.72-7.74 (m,
3H, Ar), 8.15-8.74 (m, 6H, Ar).

RMN 3C (100,5 MHz, DMSO-de): 108.1 (S-CH), 119.9 (C-Ar), 121.9 (C-Ar), 125.0 (C-
Ar), 130.3 (C-Ar), 131.6 (C-Ar), 135.0 (C-Ar), 135.7 (C-Ar), 142.8 (C-Ar), 144,39 (C-
Ar), 148.2 (C-Ar), 148.8 (C-NO,), 167.4 (C=N).

EMAR (ESI) Calculado para C15H11Ns02S [M+H]*: 325.0633; encontrado 326.0680.
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TP-11

N-(2-metil-piridina)-N"-(p-nitrofeniltiazol-2-il)-hidrazina

NO,

Rendimento: 42 %

P.F.: 220°C

Rf: 0.60 (acetato de etila/hexano 1:1)

l.V. Principais sinais: 1338 (NO>), 1539 (C=C), 1598 (C=N), 3148 (N-H)

RMN H (400 MHz, DMSO-de): 4.76 (sl,1H, NH), 7.70 (s, 1H, S-CH), 7.78 (s, 1H, Ar),
8.12-8.73 (m, 8H, Ar).

RMN 13C (100,5 MHz, DMSO-de): 110.0 (S-CH), 121.6 (C-Ar), 124.1 (C-Ar), 124.8 (C-
Ar), 125.7 (C-Ar), 126.4 (C-Ar), 135.9 (C-Ar), 140.2 (CH2), 142.1 (C-Ar), 144,98 (C-
Ar), 146.3 (C-Ar), 148.6 (C-Ar),149.3 (C-NOy), 167.6 (C=N) 168.9 (S-C=N).

EMAR (ESI) Calculado para C15H11Ns02S [M+H]*: 325.0633; encontrado 326.0696.
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TP-12

N-(2-metil-piridina)-N"-(a-naftiltiazol-2-il)-hidrazina

Rendimento: 87 %

P.F.: 216°C

Rf: 0.72 (acetato de etila/hexano 1:1)

l.V. Principais sinais: 1540 (C=N), 1602 (C=N), 3112 (N-H)

RMN *H (400 MHz, DMSO-de): 6.64 (sl,1H, NH), 7.50-7.51 (m, 2H, Ar), 7.66 (s, 1H,
S-CH), 7.81-8.01 (m, 5H, Ar), 8.19-8.79 (m, 5H, Ar).

RMN 3C (100,5 MHz, DMSO-de): 106.5 (S-CH), 122.5 (C-Ar), 123.8 (C-Ar), 124.2 (C-
Ar), 125.2 (C-Ar), 126.1 (C-Ar), 126.4 (C-Ar), 127.5 (C-Ar), 128.1 (C-Ar), 128,21 (C-
Ar), 131.5 (C-Ar), 132.5 (C-Ar), 132.7 (C-Ar), 133.0 (C-Ar), 142.8 (CHy), 144.4 (C-Ar),
147.7 (C-Ar), 150.5 (C=N), 167.0 (S-C=N).

EMAR (ESI) Calculado para C19H14N4S [M+H]*: 330.0939; encontrado 331.1007.
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TAP-01

N-(1-metil-2-metil-piridina)-N"-(feniltiazol-2-il)-hidrazina

Rendimento: 79 %

P.F.: 151°C

Rf: 0.64 (acetato de etila/hexano 1:1)

l.V. Principais sinais: 1575 (C=N), 1615 (C=N), 3058 (N-H)

RMN 'H (400 MHz, DMSO-ds): 2.43 (s, 3H, CHs,), 4.62 (sl, 1H, NH), 7.32 (t, 1H, Ar),
7.43 (s, 1H, CH tiazol), 7.66 (t, 2H, Ar), 7.88 (d, 2H, Ar), 8.19 (t, 2H, Ar), 8.68 (d, 1H,
Ar).

RMN 23C (75,5 MHz, DMSO-ds): 12.81 (CHs), 104.4 (S-CH), 119.5 (C-Ar), 123.4 (C-
Ar), 125.5 (C-Ar), 127.5 (C-Ar), 128.6 (C-Ar), 134.7 (C-Ar), 136.5 (C-Ar), 147.0 (C-Ar),
148.5 (C-Ar), 150.6 (C=Ar), 154.9 (C=N), 169.05 (S-C=N).

EMAR (ESI) Calculado para C16H14N4S [M+H]*: 294.0939; encontrado 295.0985.
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TAP-02

N-(1-metil-2-metil-piridina)-N"-(p-toluiltiazol-2-il)-hidrazina

Rendimento: 68 %

P.F.: 143°C

Rf: 0.78 (acetato de etila/hexano 1:1)

l.V. Principais sinais: 1496 (C=N), 1613 (C=N), 3058 (N-H)

RMN *H (300 MHz, DMSO-de): 2.32 (s, 3H, CHs), 2.43 (s, 3H, CHs,), 7.32 (s, 1H, S-
CH), 7.23-7.92 (m, 4H, Ar), 8.42-8.69 (m, 4H, Ar), 10.85 (s,1H, NH).

RMN 3C (75,5 MHz, DMSO-de): 12.7 (CHs), 20.7 (CHs), 103.9 (S-CH), 121.7 (C-Ar),
124.4 (C-Ar), 125.8 (C-Ar), 129.1 (C-Ar), 136.9 (C-Ar), 141.0 (C-Ar), 143.6 (C-Ar),
145.3 (C-Ar), 148.3 (Ar), 151.7 (C=N), 168.9 (S-C=N).

EMAR (ESI) Calculado para C17H16N4S [M+H]*: 308.1096; encontrado 309.1064.
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TAP-03

N-(1-metil-2-metil-piridina)-N"-[5-metil-(p-bromofenil)tiazol-2-il)-hidrazina

Br

Rendimento: 52 %

P.F.: 198°C

Rf: 0.70 (acetato de etila/hexano 1:1)

l.V. Principais sinais: 1565 (C=N), 1604 (C=N), 3164 (N-H)

RMN *H (300 MHz, DMSO-ds): 2.45 (s, 3H, CHs), 3.38 (s, 3H, CHa), 7.04 (s, 1H, S-
CH), 7.66-7.87 (m, 3H, Ar), 8.06-8.61 (m, 4H, Ar), 11.37 (s,1H, NH).

RMN 3C (75,5 MHz, DMSO-de): 12.6 (CHs), 12.7 (CHs), 119.0 (S-CH), 119.9 (C-Ar),
120.6 (C-Ar), 123.7 (C-Ar), 130.3 (C-Ar), 131.7 (C-Ar), 134.8 (C-Ar), 136.9 (C-Ar),
155.4 (C-Ar), 149.0 (C=N), 166.0 (S-C=N).

EMAR (ESI) Calculado para C17H1sBrN4S [M+H]*: 386.0201; encontrado 387.0183.



Marcos V. O. Cardoso Capitulo 2 — Resultados e Discussdo 147

TAP-04

N-(1-metil-2-metil-piridina)-N"-(p-bromofeniltiazol-2-il)-hidrazina

Br

Rendimento: 61 %

P.F.: 202°C

Rf: 0.68 (acetato de etila/hexano 1:1)

l.V. Principais sinais: 1567 (C=N), 1615 (C=N), 3029 (N-H)

RMN *H (300 MHz, DMSO-ds): 2.39 (s, 3H, CHs), 7.45 (s, 1H, S-CH), 7.34-7.84 (m,
6H, Ar), 8.02 (d, 1H, Ar), 8.54 (d, 1H, Ar), 10.32 (sI,1H, NH).

RMN 23C (75 MHz, DMSO-ds): 12.76 (CH3), 105.86 (S-CH), 120.03 (C-Ar), 120.98 (C-
Ar), 123.92 (C-Ar), 127.44 (C-Ar), 128.02 (C-Ar), 132.01 (C-Ar), 134.38 (C-Ar), 137.06
(C-Ar), 147.59 (C-Ar), 149.00 (C-Ar), 155.26 (C=N), 169.96 (S-C=N).

EMAR (ESI) Calculado para C16H13BrN4S [M+H]*: 372.0044; encontrado 373.0102.
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TAP-05

N-(1-metil-2-metil-piridina)-N"-(P-fluorofeniltiazol-2-il)-hidrazina

Rendimento: 73 %

P.F.: 209°C

Rf: 0.62 (acetato de etila/hexano 1:1)

l.V. Principais sinais: 1560 (C=N), 3060 (N-H)

RMN H (300 MHz, DMSO-de): 2.41 (s, 3H, CHs,), 3.60 (sl,1H, NH), 7.37 (s, 1H, S-
CH), 7.22-7.46 (m, 4H, Ar), 7.90-8.08 (m, 3H, Ar), 8.60 (d, 1H, Ar).

RMN 3C (75,5 MHz, DMSO-ds): 12.4 (CHs), 104.4 (S-CH), 115.4 (C-Ar), 120.2 (C-
Ar), 123.7 (C-Ar), 127.5 (C-Ar), 131.2 (C-Ar), 137.8 (C-Ar), 146.0 (C-Ar), 147.7 (C-Ar),
154.0 (C-Ar), 160.0 (C=N), 169.3 (S-C=N).

EMAR (ESI) Calculado para Ci1sH13FN4S [M+H]*: 312.0845; encontrado 313.0932.
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TAP-06

N-(1-metil-2-metil-piridina)-N"-(p-anisaltiazol-2-il)-hidrazina

OMe

Rendimento: 58 %

P.F.: 216°C

Rf: 0.63 (acetato de etila/hexano 1:1)

l.V. Principais sinais: 1496 (C=C), 1610 (C=N), 3359 (N-H)

RMN *H (300 MHz, DMSO-ds): 2.42 (s, 3H, CHs), 3.78 (s, 3H, CHa), 7.25 (s, 1H, S-
CH), 6.98-7.93 (m, 4H, Ar), 8.19-8.83 (m, 4H, Ar), 10.90 (s,1H, NH).

RMN 3C (75,5 MHz, DMSO-de): 12.7 (CHs), 55.1 (CHs), 102.7 (S-CH), 114.0 (C-Ar),
121.7 (C-Ar), 124.4 (C-Ar), 124.5 (C-Ar), 125.9. (C-Ar), 126.9 (C-Ar), 143.6 (C-Ar),
145.4 (C-Ar), 158.9 (C=N), 169.5 (S-C=N).

EMAR (ESI) Calculado para C17H16N4OS [M+H]*: 324.1045; encontrado: 325.0982.
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TAP-07

N-(1-metil-2-metil-piridina)-N"-(p-clorofeniltiazol-2-il)-hidrazina

Cl

Rendimento: 73 %

P.F.: 222°C

Rf: 0.72 (acetato de etila’/hexano 1:1)

l.V. Principais sinais: 1574 (C=N), 1603 (C=N), 3359 (N-H)

RMN *H (300 MHz, DMSO-ds): 2.39 (s, 3H, CHs), 7.39 (s, 1H, S-CH), 7.34-7.48 (m,
4H, Ar), 7.80-8.04 (m, 4H, Ar), 8.56 (d,1H, Ar).

RMN 3C (75,5 MHz, DMSO-ds): 13.4 (CHs), 106.5 (S-CH), 122.6 (C-Ar), 125.3 (C-
Ar), 127.7 (C-Ar), 129.2 (C-Ar), 132.6 (C-Ar), 133.6 (C-Ar), 143.0 (C-Ar), 145.5 (C-Ar),
151.7 (C=N), 169.4 (S-C=N).

EMAR (ESI) Calculado para C16H13CIN4S [M+H]*: 328.0549; encontrado 329.0484.
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TAP-08

N-(1-metil-2-metil-piridina)-N"-(2,4-diclorofeniltiazol-2-il)-hidrazina

Cl

Cl

Rendimento: 62 %

P.F.: 227°C

Rf: 0.69 (acetato de etila/hexano 1:1)

l.V. Principais sinais: 1521 (C=N), 1609 (C=N), 3058 (N-H)

RMN H (300 MHz, DMSO-de): 2.43 (s, 3H, CHs,), 4.04 (sl,1H, NH), 7.43 (s, 1H, S-
CH), 7.32-7.88 (m, 3H, Ar), 8.19-8.69 (m, 4H, Ar).

RMN 3C (75,5 MHz, DMSO-ds): 12.8 (CHs), 105.0 (S-CH), 124.4 (C-Ar), 125.5 (C-
Ar), 127.7 (C-Ar), 128.6 (C-Ar), 134.2 (C-Ar), 141.2 (C-Ar), 143.1 (C-Ar), 145.4 (C-Ar),
151.7 (C=N), 169.0 (S-C=N).

EMAR (ESI) Calculado para C16H12CI2N4S [M+H]*: 362.0160; encontrado 363.0132.
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TAP-09

N-(1-metil-2-metil-piridina)-N"-(3,4-diclorofeniltiazol-2-il)-hidrazina

Cl cl

Rendimento: 69 %

P.F.: 209°C

Rf: 0.54 (acetato de etila/hexano 1:1)

l.V. Principais sinais: 1554 (C=N), 1614 (C=N), 3061 (N-H)

RMN H (300 MHz, DMSO-de): 2.43 (s, 3H, CHs,), 4.04 (sl,1H, NH), 7.43 (s, 1H, S-
CH), 7.32-7.88 (m, 3H, Ar), 8.19-8.69 (m, 4H, Ar).

RMN 23C (100,5 MHz, DMSO-ds): 12.8 (CH3), 110.4 (S-CH), 121.3 (C-Ar), 124.3 (C-
Ar), 127.4 (C-Ar), 128.6 (C-Ar), 145.4 (C-Ar), 145.8 (C-Ar), 146.3 (C-Ar), 152.2 (C-Ar),
168.1 (C=N), 179.4 (S-C=N).

EMAR (ESI) Calculado para C16H12CI2N4S [M+H]*: 362.0160; encontrado 363.0220.
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TAP-10

N-(1-metil-2-metil-piridina)-N"-(m-nitrofeniltiazol-2-il)-hidrazina

H

X \N/N S
D

/N N

O,N

Rendimento: 49 %

P.F.: 229°C

Rf: 0.72 (acetato de etila/hexano 1:1)

l.V. Principais sinais: 1345 (NO>), 1453 (C=C), 1601 (C=N), 3054 (N-H)

RMN H (300 MHz, DMSO-de): 2.43 (s, 3H, CHs,), 4.04 (sl,1H, NH), 7.43 (s, 1H, S-
CH), 7.32-7.88 (m, 4H, Ar), 8.19-8.69 (m, 4H, Ar).

RMN 3C (75,5 MHz, DMSO-ds): 12.8 (CHs), 105.0 (S-CH), 124.4 (C-Ar), 125.5 (C-
Ar), 127.7 (C-Ar), 128.6 (C-Ar), 134.2 (C-Ar), 141.2 (C-Ar), 143.1 (C-Ar), 145.4 (C-Ar),
151.7 (C=N), 169.0 (S-C=N).

EMAR (ESI) Calculado para C16H13Ns02S [M+H]*: 339.0790; encontrado 340.0851.
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TAP-11

N-(1-metil-2-metil-piridina)-N"-(p-nitrofeniltiazol-2-il)-hidrazina

NO,

Rendimento: 58 %

P.F.: 245°C

Rf: 0.78 (acetato de etila/hexano 1:1)

l.V. Principais sinais: 1577 (C=N), 1596 (C=N), 3342 (N-H)

RMN H (300 MHz, DMSO-ds): 2.38 (s, 3H, CHs,), 3.52 (sl,1H, NH), 7.31 (m, 1H, Ar),
7.64 (s, 1H, S-CH), 7.75-8.27 (m, 6H, Ar), 8.54 (d, 1H, Ar).

RMN 3C (75,5 MHz, DMSO-ds): 12.4 (CHs), 108.6 (S-CH), 119.4 (C-Ar), 122.9 (C-
Ar), 124.2 (C-Ar), 126.3 (C-Ar), 136.4 (C-Ar), 141.2 (C-Ar), 146.1 (C-Ar), 148.6 (C-Ar),
155.5 (C=N), 172.0 (S-C=N).

EMAR (ESI) Calculado para C16H13Ns02S [M+H]*: 339.0790; encontrado: 340.0851.
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TAP-12

N-(1-metil-2-metil-piridina)-N"-(a-naftiltiazol-2-il)-hidrazina

Rendimento: 89 %

P.F.: 203°C

Rf: 0.81 (acetato de etila/hexano 1:1)

l.V. Principais sinais: 1556 (C=N), 1614 (C=N), 3035 (N-H)

RMN H (300 MHz, DMSO-de): 1.70 (s, 3H, CHa), 3.66 (sl,1H, NH), 7.48 (s, 1H, S-
CH), 7.30-7.52 (m, 3H, Ar), 7.81-8.00 (m, 6H, Ar), 8.55 (d, 1H, Ar).

RMN 3C (75,5 MHz, DMSO-ds): 24.0 (CHs), 104.5 (S-CH), 119.0 (C-Ar), 124.0 (C-
Ar), 124.1 (C-Ar), 126.4 (C-Ar), 127.6 (C-Ar), 128.0 (C-Ar), 128.1 (C-Ar), 136.7 (C-Ar),
144.3 (C-Ar), 149.4 (C-Ar), 150.3 (C-Ar), 153.7 (C=N), 169.3 (S-C=N).

EMAR (ESI) Calculado para C2oH16N4S [M+H]*: 344.1096; encontrado 345.1143.
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9 CONCLUSOES

As metodologias planejadas foram satisfatérias, 46 novos compostos foram
sintetizados com rendimentos satisfatérios e sintese acessivel (“one-pot”). Todos os
compostos tiveram sua elucidacao estrutural e triagem farmacolégica executadas,

fornecendo-nos interessantes resultados de REA;

Todas as moléculas obtidas tiveram seu perfil antichagasico avaliado, pelo
ensaio antiproliferativo frente a culturas do T. cruzi e ensaio de citotoxicidade frente a
esplendcitos de camundongos. Para as séries TP e TAP foi realizado a avaliacdo

inibitéria dos compostos frente a cruzaina, nos fornecendo bons resultados;

Os resultados farmacologicos demonstraram que o planejamento almejado
nesta Tese, norteado pela quimica medicinal, de fato incrementou a atividade
tripanocida, nos fornecendo importantes dados para um melhor entendimento e

planejamento futuro de novas moléculas tripanocidas;

Dos 46 compostos obtidos, 26 compostos apresentaram atividade tripanocida
igual ou superior ao benznidazol, tendo como mais ativos os compostos TS-06 (3-Me
- 1.80 uM), TZ-06 (4-Cl — 4.06 pM), TZ-07 (2,4-Cl — 4.06 uM), TP-08 (2,4-Cl — 1.24
puM), TP-09 (3,4-Cl — 1.24 uM) e TAP-07 (4-Cl — 2.10 uM) e TAP-08 (2,4-Cl - 1.91
puM). De modo geral, os compostos clorados apresentaram melhores atividades

tripanocidas, principalmente os diclorados;

Vale ressaltar que os compostos que apresentaram atividade inibitoria frente a
forma tripomastigota como “ndo determinado”, inibiram em 100% a proliferagao
parasitaria em todas as concentracfes testadas, o que confirma a alta capacidade
tripanocida dos compostos explorados. Adicionando 0os compostos que ndo foram
determinados a classe dos compostos com atividade tripanocida igual ou superior ao
benznidazol, o nimero de compostos aumenta para 35 compostos, (76,08% da

amostragem total);

Observou-se que a ciclizacdo da tiossemicarbazona incrementou a atividade
tripanocida e diminuiu a citotoxicidade, demostrando o anel tiazol como um nucleo

promissor. Ja a substituicdo do tiofenol pela piridina incrementou significativamente a
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atividade tripanocida, porém agregou uma alta citotoxicidade aos compostos das
séries TP e TAP.

Apesar da alta toxicidade aliada ao anel piridina, foi possivel determinar esta
classe quimica com excelentes propriedades tripanocidas, inclusive em inibir a

cruzaina, alvo abordado nesta Tese.
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10 PERSPECTIVAS

Como perspectivas para este trabalho, temos:

e A avaliagéo da atividade inibitéria na cruzaina para as séries TS e TZ;

e Obtencdo de monocristais para melhor entendimento da geometria das
moléculas em questao;

e Estudos de “docking” na cruzaina de todas as séries para um melhor
entendimento do mecanismo de ac¢ao;

e Aumentar o numero da amostragem molecular para uma melhor andlise de
REA,

e Realizar ensaios de inibicdo para a forma amastigota do T. cruzi das séries TP
e TAP;

e Explorar os resultados obtidos das séries TP e TAP para uma melhor
funcionalizacéo, objetivando um decréscimo na alta toxicidade e manutencao

ou incremento da atividade tripanocida.
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In previous studies, we identified promising anti-Trypanosoma cruzi cruzain inhibitors based on thia-
zolylhydrazones. To optimize this series, a number of medicinal chemistry directions were explored
and new thiazolylhydrazones and thiosemicarbazones were thus synthesized. Potent cruzain inhibitors
were identified, such as thiazolylhydrazones 3b and 3j, which exhibited 1Cs, of 200-400 nM. Further-
more, molecular docking studies showed concordance with experimentally derived structure-activity
relationships (SAR) data. In the course of this work, lead compounds exhibiting in vitro activity against
both the epimastigote and trypomastigote forms of T. cruzi were identified and in vivo general toxicity
analysis was subsequently performed. Novel SAR were documented, including the importance of the
thiocarbonyl carbon attached to the thiazolyl ring and the direct comparison between thiosemicarba-
zones and thiazolylhydrazones.

© 2010 Elsevier Ltd. All rights reserved.

1. Introduction

Chagas’ disease, caused by the protozoan parasite Trypanosorma
cruzi (T. cruzi), affects millions of people in Latin American and
results in significant mortality, with devastating social and
economic consequences. Even though public health programs and
vector elimination have decreased the incidence of new infections,
Chagas’ disease is still endemic in many areas.' Additionally, the
drug available to treat it (Benznidazole) is decades-old and limited
in efficacy, and is plagued by significant side effects and impractical
dosing regimens. Therefore, there is an urgent need for new, effec-
tives and safer drugs for treatment of Chagas’ disease.”

The discovery of enzymes implicated in pathogenesis and host
cell invasion of T. cruzi has allowed the application of target-based
drug design efforts.® Given the key role they play at various stages
in the life cycle of the parasite and the lack of redundancy of these
enzymes compared with the homoelogous human enzymes, the
cysteine protease cruzain,* trypanothione reductase® and trans-

* Corresponding author. Tel.: +55 81 2126 8511; fax: (+55) 81 2126 8510.
E-mail address: ana.leite@pq.cnpq.br (A.CLL. Leite).

0968-0896/S - see front matter © 2010 Elsevier Ltd. All rights reserved.
doi:10.1016/j.bmc.2010.09.056

sialidase® of T. cruzi have thereby emerged as promising drug tar-
gets. Cruzain is essential for intracellular replication and differen-
tiation, and is thus involved in all stages of the parasite's life
cycle.” This enzyme also contributes to immune evasion, hydroly-
sis of host proteins and cellular invasion in parasites.® High-affinity
peptidomimetic cruzain inhibitors have been shown to cure T. cruzi
infection in an immunodeficient-mouse model of infection even in
the absence of a functioning adaptive immune response,” indicat-
ing that this enzyme offers a scientific rationale for {druggable)
chemical intervention.'?

A number of structurally diverse cruzain inhibitors have been
reported. Recently, an especial emphasis has been applied to iden-
tify nonpeptidic inhibitors (Fig. 1). Based on the known bioisosteric
relation between peptide bonds and ureas, the first nonpeptidic
cruzain inhibitors identified were aryl ureas and thioureas, which
displayed moderate affinity against cruzain and antiproliferative
activity against amastigote cell cultures.'’ Following these find-
ings, thiosemicarbazones and their pyrazoline-1-thiocarboxiamide
bioisosteres were explored as potential cruzain inhibitors,'>!3
since thioureas and thiosemicarbazones are classically deemed as
bioisosteres. This approach yielded highly effective agents against
both the enzyme and parasite cell cultures. Inspired by the potency
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Figure 1. Representative examples of nonpeptidic cruzain inhibitors.

of thiosemicarbazones,'* other classes of nonpeptidic cruzain
inhibitors have been developed, exploring functionalized amides,'*
hydrazones,'® triazoles/triazines,'”” N-acylhydrazones,'® vinylsulf-
ones,'® and chalcones®® as structural prototypes.

QOur group has previously described the design and anti-T. cruzi
screening of a series of N-acylthiosemicarbazides and their N-acy-
Ihydrazide-4-thiazolidone bioisosteres.?' In our first attempt, the
N-acyl-4-thiazolidones showed only moderate activity against
both trypomastigote and epimastigote forms of the parasite, while
N-acyl-thiosemicarbazones were inactive.?! Later, we opted for the
structural replacement of the aryl instead of the acyl group in the
4-thiazolidone subunit, and this molecular modification yielded a
new congenere series of thiazolylhydrazones.?? The most potent
compound in this series inhibited epimastigote replication
(ICsp = 0.3 uM) exhibited greater potency when compared with
Benznidazole (ICso=1.8 uM). In silico studies for theses thia-
zolylhydrazones suggested cruzain was the drug molecular target.
Unfortunately, all of our most potent anti-T. cruzi agents displayed
only low potency when assayed against trypomastigotes (blood-
stream form)* and subsequently failed when assayed in an
in vivo model of acute infection (M. B. P. Soares, D. R. M. Moreira,
A. C. L. Leite, unpublished data). Ruthenium complexes with a se-
lected number of these thiazolylhydrazones were also prepared
by us. While improved potency against the parasite was noted
when compared to their Ru-free thiazolylhydrazones counterparts,
undesirable mammal toxicity was observed.?

In light of these findings, we turned our attention towards the
structural optimization and further identification of improved
anti-T. cruzi thiosemicarbazones and thiazolylhydrazones. Inspec-
tion of the structural features of the most potent anti-T. cruzi
agents previously identified were used to guide the design of the
inhibitors reported here. A number of medicinal chemistry direc-
tions were also explored, such as the bioisosterism and conforma-
tional restriction.?* For example, to confirm the importance of the
thiazolyl ring, direct comparison of the biological activity of thia-
zolylhydrazones and thiosemicarbazones was attempted. In addi-
tion, the carbonyl of the heterocyclic ring (3f and 3j) was
bioisosterically replaced by thiocarbonyl (6a and 6b), since this
modification eventually could result in distinct classes of trypano-
cidal agents. Variable spacer groups, that is, changing the thioether
(2a) to ethylenic (4a) or ethyl (4b) were also investigated, resulting
in molecules with different conformational restrictions. Finally, a
small set of substituents were examined, enabling us to explore a
congenere series of thiazolylhydrazones (Fig. 2). By employing
these strategies, we aimed to identify new small nonpeptidic cruz-
ain inhibitors of optimized potency against the parasite.

2. Results
2.1. Synthesis

Aromatic aldehydes were obtained by a mild S-alkylation of the
4-substituted thiophenols using bromoacetals, with subsequent
deprotection of diethyl acetals under acid hydrolysis: while aro-
matic ketones were prepared using choroacetone.?'?®® These proce-
dures allowed reagents for condensation with thiosemicarbazides
to be prepared. Under these same conditions, alkylation of 4-nitro-
benzenethiol and of 4-(N,N-dimethylamino)benzenethiol with
bromoacetaldehyde diethyl acetal did not afford the expected
alkylated products, and only complex mixtures were recovered.
Thiosemicarbazones (2a-j, 4a, 4b) were synthesized by condensa-
tion of aldehydes or ketones with thiosemicarbazide, producing
the crystalline products in very good yields with short reaction
times.?> Subsequently, the cyclic products (thiazolylhydrazones
3a-j and 5a) were synthesized in accordance with a recently
reported method,?® treating the appropriate aromatic thiosemicar-
bazones ( 2a-j, 4a) with a-bromocarboxylic acids, anhydrous
sodium acetate and dry ethanol in reflux (Scheme 1).

Thiazolylhydrazones 3a-j and 5a were obtained as single iso-
mers and as racemate. No further effort was made to separate
the enantiomers, because a rapid epimerization is expected for
asymmetric carbons adjacent to carbonyl carbons. Crystallographic
data for the compound 3g is summarized in Supplementary data.
The structure determination of 3g shows that in the solid state this
hydrazone adopts the E geometry in relation to the C8=N2 bond
(Fig. §1). It is in accordance to the literature.?’

Finally, Lawesson’s reagent®® was used as the thionation agent
to the conversion of carbonyl into thiocarbonyl derivatives (6a
and 6b) with respective yields of 38 and 34% without optimization
(Scheme 2). The chemical structure of these products was estab-
lished using NMR ('H, **C and DEPT), HRMS, IR spectral and ele-
mental analysis (for C, H, N, S).

2.2. Biological evaluation

All compounds were preliminarily screened against purified
recombinant cruzain at 100 pM; and the subset of active inhibi-
tors had their ICsq determined (Table 1). For comparison, two pre-
viously described cruzain inhibitors, structurally-related to the
thiazolylhydrazones described here, were prepared and screened
against cruzain.’? These inhibitors are 3'-bromopropiophenon-
ethiosemicarbazone and 3'.4'-dichloroacetophenonethiosemicar-
bazone, designated here TCC-01 and TCC-02, respectively
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Scheme 1. Synthesis of the thiazolylhydrazones (3a-j). Reagents and conditions:
(a) thiosemicarbazide, H>OfEtOH, AcOH (three drops), ultrasound irradiation
(40 kHz), 60 min; (b) a-bromocarboxylic acids, AcONa, EtOH, reflux, 24 h.

(Fig. 3). Inhibition levels were compared for assays without incu-
bation versus with a 10 min pre-incubation with enzyme. Cruzain
inhibition was time-dependent, as expected for covalent inhibi-
tors. To investigate for artifactual promiscuous inhibition by
aggregation,?® enzyme inhibition was compared in presence of
0.01% Triton or in the absence of this detergent.®® Similar activity
was observed in both detergent concentrations, for all active
compounds.

The activity of the compounds against T. cruzi growth was also
determined. To this end, mammal cytotoxicity was firstly evalu-
ated in BALB/c mouse splenocytes and the highest concentration
non cytotoxic for the mammalian cells was determined. All com-
pounds were then tested against cultures of the epimastigote and
trypomastigote forms of the T. cruzi Y strain. Table 2 shows the per-
centage inhibition at 40 uM and the ICsq values, using Benznidaz-
ole (Bdz) as the reference drug for the cell culture assays. A
subset of compounds was tested for time-dependent activity
against Y strain epimastigotes. In addition, the in vivo toxicity for
selected compounds was measured using female Swiss mice and
treated by ip injection with 100 mg kg~ (Table 3).

2.3. Molecular modeling

The optimized structures of compounds 3b, 3f, 3j and 6b were
obtained by application of the RM1°" method, available as part of
the searran 08' program,®? using internal default settings for con-
vergence criteria. These new molecules, which had been shown
to inhibit cruzain, were synthesized as racemic mixtures, so the
molecular modeling treated the two enantiomers (R and S) inde-
pendently, and the docking procedure used both isomers for each
compound. Docking analysis was carried out on the cruzain bind-
ing site (PDB code 1U9Q, available at the RCSB Protein Data Bank,
http:/fwww.pdb.org),** in which cruzain was co-crystallized in
complex with a covalent inhibitor (referred as “186). The active
site was defined as all atoms within a radius of 50A from the
co-crystallized ligand. The cowp 4.0 program™* was used for docking
calculations.

3. Discussion

The first round of optimization explored various substitution
patterns on the aryl and thiazole rings. The compound with a
methyl in the R, position, 3¢, was inactive against cruzain and par-
asite cells, while the concomitant insertion of a methyl at the R and
R; positions led to the discovery of compound 3f—one of most
active cruzain inhibitors and trypanocidal agents. Comparison of
p-bromophenyl derivatives 3a and 3i, revealed that the replace-
ment of hydrogen by the ethyl group at R; doubles potency against
epimastigote and generates some inhibition against cruzain,
although this exchange does not contribute to inhibition of the try-
pomastigotes. Shortening of the propyl spacer at C1 in compound
3j to ethyl (compound 3c) clearly reduces trypanocidal activity
and it is deleterious for cruzain affinity.

Next, we exploited the importance of molecular modification of
the aryl ring. Compounds 3e and 3d inhibited cruzain at similar
levels, being weak inhibitors in both cases while compound 3b
was twofold more potent than 3j. Analyzing the SAR data for these
compounds, it can be inferred that the insertion of substituents at
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Scheme 2. Top: synthesis of the compounds 4a, 4b and 5a. Bottom: synthesis of 4-thioxothiazolylhydrazones (6a, 6b). Reagents and conditions: (a) thiosemicarbazide, H0/
EtOH, AcOH (three drops), ultrasound irradiation (40 kHz), 60 min; (b) #-bromoacetic acid, AcONa, EtOH, reflux, 24 h; (c) Lawesson’ reagent, toluene, reflux, 24 h.

Table 1
Inhibition of cruzain by inhibitor compounds

Inhibitors Inhibition (%) at 100 pM 1Cs0™ (M)
2c 28 ND
3a ] ND
3b 98 0.2
3c 5 ND
3d 22 ND
3e 31 ND
3f 80 204
3g 11 ND
3h 11 ND
3i 38 ND
3j 93 0.4
4a 35 ND
4b ND ND
5a 8 ND
6a 6 ND
6b 92 0.06
TCC-01 92 0.04
TCC-02 96 0.1

# Calculated from ten compound concentrations in duplicates.
ND = not determined.

TCC-01 (1i) TCC-02 (2i)

Figure 3. Chemical structures of cruzain ligands previously described as potent
cruzain inhibitors. Codes in parenthesis are the same as the original reference.'?

the p-position on the aromatic ring does not significantly contrib-
ute to improving the potency for this class of compounds. In addi-
tion, for the first round of optimization it was observed that, in
general, attaching substituents at the R, position in congenere ser-
ies 3a-j does not contribute to trypanocidal activity.

Based on their anti-parasitic activity, the most active com-
pounds for series 3a-j were the derivatives 3f and 3j, which exhib-
ited potency similar to that of Bdz. For both compounds, efficacy
against the parasite was remarkably higher when compared with

the thiazolylhydrazones previously described by us.?? Compound
3j inhibited the protease with affinity similar to that of TCC-1,"2
which constitutes one the most potent previously described cruz-
ain inhibitors. It is worthwhile remarking that compound 3j was
able to reduce the number of parasites at different points in time
after treatment, as summarized in Table 3, and that its efficacy
was very similar when compared with Benznidazole (Bdz).

The second round of optimization explored the bioisosteric rela-
tionship within thiosemicarbazones and thiazolylhydrazones.
Clearly, thiosemicarbazones 2c, 4a and 4b are antitrypanosomal
agents more potent than the correspondent thiazolylhydrazones.
For example, the thiosemicarbazone 2c is ten times more potent
than thiazolylhydrazone 3¢ against epimastigotes. These results
indicate that the thioamide subunit represents a pharmacophoric
point for assessment of antitrypanosomal activity. However, the
undesired cytotoxicity of thiosemicarbazones was observed when
using spleen cell cultures, while the thiazolylhydrazones 3a-j did
not display cytotoxicity at high concentrations (100 pg mL~?).

It was also possible to investigate the effect of molecular flexi-
bility on anti-parasitic activity by comparing compounds 2c and 4a
or 3c and 5a. The replacement of thioether (2¢) by ethylenic (4a)
enhanced the potency, but compound 4a loses selectivity over par-
asite. It would thus seem that restricted flexibility has an impact on
trypanocidal activity. Although both compounds appear to possess
very similar geometric conformations, replacing the thioether (2c)
with ethyl (4b) increases potency against the parasite.

The third round of optimization explored bioisosterism.2*
Replacing the carbonyl group (3f and 3j) with a thiocarbonyl group
(6a and 6b) respectively resulted in a 20- and 5-fold increase in po-
tency against the trypomastigote form. From 3j to 6b a sevenfold
improvement in potency against cruzain was also noted. However,
improved antitrypanosomal activity for thioxothiazolylhydrazones
6a and 6b was accompanied by cytotoxic properties for mamma-
lian cells at concentrations of lower of than 1.0 ug mL=". This cyto-
toxicity is not necessarily inconsistent with the molecular
modification performed and may, in part, be responsible for the
action against other nonspecific intracellular targets, because thio-
carbonyl carbon is more reactive and more likely to react as nucle-
ophilic species than carbonyl carbon.

To confirm the in vitro cytotoxicity observed for 6a and 6b, the
general toxicity in mice was assessed (Table 3). In this short assay,
6a and 6b were toxic at single dose of 100 mg ke~ weight, while at
the same dose 6b bioisosters (i.e., 3j) was not {with 100% survival
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Table 2
Evaluarion of efficacy and cytotoxicity of inhibitors in cell culture
Compd Epimastigotes after 11 days Trypomastigotes after BALB/c cyrotoxicity® in pg mL™!
. b 24 h 105" (um)
Inhibition® (%) 1Cs” (UM)
2¢ 100 13.4 158 5 (22 uM)
3a 31.5 42.9 ND >100
3b 10 321 ND >100
3c 4.0 166.9 4432 >100
3d 40 45.1 76.9 >100
3e 24 62.9 148.1 >100
3f 97 6.7 84.8 >100
3g 41 40.8 54.6 >100
3h 8.0 43.9 824 >100
3i 77 269 ND >100
3j 100 2.9 10.0 >100
4a 99 7.3 7.4 <1.0
4b ND 3.7 37 <1.0
5a ND 23 10.1 <1.0
6a ND 6.1 4.5 <1.0
6b ND 8.1 23 1.0
TCC-01 ND 15.4 111 1.0 (3.6 uM)
TCC-02 ND 8.5 39.5 1.0 (3.8 uM)
Bdz 97 6.6 5.0 25

ND is not determined at tested concentrations. Bdz is Benznidazole, the reference drug.
2 Percent growth inhibition determined for each compound at 40 pM.
“ Calculated from six concentrations using data obrained from ar least three independent experiments. 5.0. less than 10%.
© Expressed as the highest concentration tested that was not cytotoxic for BALB/c mouse splenocytes. In parenthesis, values are

quoted in micromolar.

Table 3
Time-dependent growth inhibition of the Y strain T. cruzi and animal toxicity for the
most active compounds

Compd Inhibition (%) against epimastigore® In vivo toxicity®
15h 7 days (n=6 per treatment)

x NT NT 4/(v)

3 85 87 NT

! 0 1 6/(v)

el 75 100 §liv)

s NT o4 o/()

Bdz 43 85 NT

# Percent growth inhibition determined for each compound at 40 uM.

® Number of animals survive after ip treatment (ar single dose of 100 mg kg™
weight). The control group received only solvent and no deaths were observed.
NT = not tested.

of animals). Relevant SAR emerges from these data. The trypanoci-
dal activity was quite different between the sub-series: thi-
oxothiazolylhydrazones (6a, 6b), thiosemicarbazones (2c¢, 4a, 4b),
and thiazolylhydrazones (3a-j). Both thioxothiazolylhydrazones
and thiosemicarbazones showed higher mammal cytotoxicity than
thiazolylhydrazones. This suggests that the presence of a thiocar-
bonyl group contributes to unspecific cytotoxicity in both parasite
and mammalian cells (Fig. 4). Therefore, an important contribution
from this study is to show for the first time that the bioisosteric
relation between thiosemicarbazones, thiazolylhydrazones, and
thioxothiazolylhydrazones clearly produce distinct bioactive com-
pounds. Du and co-workers'? have observed that the bioisosteres
thiosemicarbazones and pyrazoline-1-thiocarboxamide also are
distinct regarding cruzain inhibition.

To illuminate the SAR obtained against cruzain, these com-
pounds were investigated by molecular docking. The proposed
binding mode for these ligands was determined as the highest
(most positive) score among the possible solutions for each ligand
generated according to the GoldScore Fitness Function. Figure 5
shows the superimposition of the best docking solutions for com-
pounds 3b, 3f, 3j and 6b and the crystallographic structure of the
‘186" co-crystallized ligand. Furthermore, Fig. 6 illustrates the
trend observed between the in silico docking scores and the

in vitro plCsg data, which indicates that the most potent molecules,
or the compounds with the higher values for pICsp (equals
—log ICsq for cruzain inhibition, in molar concentration), are those
ones with the higher docking scores, demonstrating that the mol-
ecules with more stable or positive docking scores (i.e., greater in
silico affinity to cruzain) are also the most potent cruzain inhibi-
tors. Only the new molecules 3b, 3f, 3j and 6b, with known ICsq
values for cruzain inhibition (see Table 1) were used, in order to
allow a comparative discussion. Moreover, it should also be
pointed out that while the (R) enantiomer for molecule 6b seems
to be the most potent in silico, in the case of molecule 3b, the (S)
isomer seems to have higher affinity for the target, in comparison
with the opposite enantiomer. After a detailed comparative

S
N )J\
S/\"// \T NH,

H
thiosemicarbazone 2e: weak cruzain mhibitor
and cytotoxic to mammalian cells at 22uM

5/\/"\;}\“

thiazolylhydrazones 3F: active against cruzain
and of low cytotoxicity to mammalian cells

]
N A
S/\\%' \N/ H

thioxothiazolylhydrazones 6a: inactive against cruzain
and highly cytotoxic to mammalian cells

Figure 4. Summary of important SAR.
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Figure 5. Superimposition of the best docking solutions for the (R) and (S)
enantiomers of the compounds 3b, 3f, 3j and 6b (wireframe model) and the co-
crystallized ligand *186’ (stick model) in PDB structure 1U9Q of cruzain (ribbons
model). Figure generated with Pymol.3*

analysis of the docking results between the enantiomers for each
molecule, it seems that while the (R) isomers occupies the binding
site of cruzain with the thiazolylhydrazone portion of the molecule
oriented toward the Cys-25 residue, the (S) enantiomer is posi-
tioned in an opposite way, with the thiazolylhydrazone moiety ori-
ented to the Gly-66 side. Therefore, these differences in ligand
position depending upon the chirality of the compounds seem to
affect the binding affinity of molecules 6b and 3b in an opposite
manner, for example.

The molecular interactions for these compounds in the binding
mode predicted by docking were compared to the ones previously
observed in ligands co-crystallized with cruzain. For illustration,
we compare the inhibitor 6bR and the co-crystallized ligand
‘186°. According to the docking prediction, ligand 6bR hydrogen
bonds to the GIn-19, Cys-25 and Trp-177 residues (Fig. 7, Table
4). The co-crystallized ligand ‘186" also forms hydrogen bonds
(HB) with the GIn-19 residue, but this ligand also interacts with
Gly-66 and Asp-158 residues. A detailed mapping of the most
important intermolecular interactions between cruzain and mole-
cules 3fR, 6bR and ‘186’ can be found in Table 4, with hydrophobic
and hydrophilic (hydrogen bond) contributions. The molecule 3fR
was included in this analysis because it has an inhibitory potency
more than 300 times lower in comparison with 6bR, and the rea-

7.5

46bS ®6bR

#3bR 43bS

6.5
3jS e& 3R

piC50
o

55

43S #3fR

45

47 48 49 50 51 52 53 54 55 56 57
GOLDSCORE

Figure 6. Trend between the cowo docking score and the plCsg (equals —log ICsp for
cruzain inhibition, in molar concentration) values for 3b, 3f, 3j and 6b. The (S) and
the (R) symbols stand for the respective enantiomers.

son for this result, in the molecular level, seems to be two addi-
tional strong hydrogen bonding interactions that 6bR establishes
with GIn-19 and Trp-177 residues.

4. Conclusions

This paper describes optimization of antitrypanosomal proper-
ties of a family of thiazolylhydrazones. As a result of our efforts,
new potent cruzain inhibitors and T. cruzi growth inhibitors were
identified, such as thiazolylhydrazones 3b and 3j. Compound 3j
exhibits at least 30-fold selectivity to parasites versus mammalian
cells, meriting further evaluation in animal model. Furthermore,
our docking results (coLp scores) show a trend that is consistent
with the in vitro data (pICsp), revealing the reliability of the theo-
retical models applied here. The binding patterns observed for all
docked molecules, particularly for 3b, 3f, 3j and 6b, are quite sim-
ilar to those of the ‘186’ co-crystallized inhibitor, showing impor-
tant hydrogen bonds with the same residues on the active site.
Thus, insights gained from this present study could be useful for
subsequent design of cruzain and anti-T. cruzi inhibitors.

5. Experimental section
5.1. Chemistry

All common laboratory chemicals were purchased from com-
mercial sources and used without further purification. Melting
points were determined using a Thomas Hoover apparatus and
are uncorrected. FTIR spectra were obtained using KBr pellets. 'H
NMR, '3C NMR and DEPT spectra were measured on a Varian UNI-
TYplus-300 NMR spectrometer (at 300 MHz for 'H and 75.5 MHz
for '3C) using DMSO-dg or D,0 as solvents and TMS as an internal
standard. Coupling constants (J) are given in hertz. Microanalysis
(C, H, N, S) of the new compounds was performed on Carlo Erba
instrument model E-1110 and results agreed with the theoretical
values within (0.4%). High-resolution mass spectra (electrospray
ionization) were recorded at IP-TOF equipment (Shimatzu). Thin-
layer chromatography (TLC) was carried out on silica gel plates
with a fluorescence indicator of Fps4 (0.2 mm, E. Merck); the spots
were visualized in UV light, whilst, for compounds 2c, 4b, 5a, the
plates were exposed in a chamber containing iodine vapor which
revealed the spots. Column chromatography was performed on sil-
ica using Kiesegel 60 (230-400 mesh, E. Merck). The obtained spec-
tral of 'H NMR and elemental analysis of TCC-01 and TCC-02 were
in agreement with the reported data'? and their original codes are
1i and 2i, respectively.

Figure 7. Detailed view of the docking solution for the (R) enantiomer of the
molecule 6b (stick model) in comparison with the position of the ‘186" co-
crystallized ligand (wireframe model). The most important residues involved in
specific interactions (hydrogen bonds) are labeled. Figure generated with Pymol.*
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Derails of the intermolecular interactions of compounds 3fR and 6bR with cruzain, in comparison with the *186° co-crystallized ligand

Cruzain residues

Ligands and intermolecular interactions with cruzain®®

‘186 3fR 6bR

HB HP HB HP HB HP
Gln-19 2.84 - - - 2.49 -
Cys-25 - Yes 3.24 — 3.21 —
Gly-65 - Yes — — - —
Gly-66 3.05 Yes — — - —
Leu-87 - Yes - Yes - Yes
Met-68 - Yes - Yes - Yes
Ala-133 - Yes - Yes - Yes
Leu-157 - Yes - Yes - Yes
Asp-158 3.2 Yes — — - —
His-159 - Yes - - - -
Trp-177 - - - - 3.28 -

# HB stands for hydrogen bonds and HP for hydrophebic interactions, respectively.

5 All distance values are given in A.

5.1.1. Starting materials

The corresponding diethyl acetals or ketones were prepared
according to reference 2', while subsequently deprotection of ace-
tals to aldehydes was performed using classical acid hydrolysis.
Thiosemicarbazones 2¢, 4a and 4b were obtained by reaction of
aromatic aldehydes (1.0 mmol) with thiosemicarbazide (1.2 mmol)
in acid medium (20 mL of EtOH and five drops of glacial acetic
acid).?® The mixture was then maintained under sonication
(40 kHz) for 60 min. leading to the end of the reaction a powder so-
lid that was filtered and washed with diethyl ether. Purification
was carried out by way of recrystallization using absolute ethanol
or water/ethanol (1:2).

5.1.1.1. N'-[Phenylthioethylidene]thiosemicarbazide (2c). 80%
yield, mp 116-17 =C (from ethanol); 1it?® mp112-113 °C. 'H NMR
(DMSO-ds, 300 MHz) and '*C NMR (DMSO-ds, 75.5 MHz) spectra
agreed with the proposed structure.

5.1.1.2. N'-[3-(phenyl)propenilidene]thiosemicarbazide (4a). 77%
yield, mp 111-112 °C (from ethanol); lit?® mp 113-115 °C. "H NMR
(DMSO-ds, 300 MHz) and '>C NMR (DMSO-ds, 75.5 MHz) spectra
agreed with the proposed structure.

5.1.1.3. N'-[3-(Phenyl)propylide-2-ene]thiosemicarbazide (4b).

62% yield, mp 101°C (from ethanol); 'H NMR (DMSO-dg,
300 MHz): 4 2.5 (m, 2H, CHy): 2.5 (dt, J=10 and J=17 Hz, 2H,
CH,); 7.11 (t, J=17 Hz, 1H, CH=N); 7.18-7.23 (m, 6H, 5H for Ar
and 1H for NH,); 8.32 (s, TH, NHy); 10.23 (s, TH, NH). '>C NMR
(DMSO-ds, 75.5 MHz): é 31.7 (CHa), 40.3 (CH>, near of DMSO'’ sig-
nal), 130.5 (Ar):; 132.4 (Ar); 135.3 (Ar); 137.0 (Ar); 147.9 (CH=N);
173.4 (C=S). IR (KBr, cm~") v 3411 (NH,). 3297 (NH); 1677 (C=N).
Anal. Caled for CigHaNaS: C, 57.94; H, 6.32; N, 20.27: S, 15.47.
Found: C, 57.81; H, 6.48; N, 20.34; §, 15.37.

5.1.2. General procedure for the synthesis of compounds 3a-j
and 5a

A solution of arylthiosemicarbazone (2 mmol) in EtOH (20 mL)
was added to a suspension of anhydrous AcONa (2.2 mmol) in
10 mL of EtOH and stirred for 15 min. Subsequently, a-bromaocarb-
oxylic acid (3.0 mmol) was added at room temperature and the
reaction stirred on reflux for 24 h. After this time, the solvent
was completely removed and ice was added. The precipitate
formed was filtered and washed with 0.1 M of KHSO,4 and water.
The impure product was recrystallized in absolute ethanol to ob-
tain the compounds in 42-70% yields.

5.1.2.1. 2-[(p-Bromophenyl)thioethylidenehydrazinyl] thiazoli-
din-4-one (3a)?3. 56% yield, mp 116-17 =C (from water); lit?® mp
115-116 °C. 'H NMR (DMSO-ds, 300 MHz) and '3C NMR (DMSO-ds,
75.5 MHz) spectra agreed with the proposed structure.

5.1.2.2. 2-[(p -Chlorophenylthio)propylide-1-enehydrazinyl]-5-
methylthiazolidin-4-one (3b). 53% yield, mp 128 °C (from etha-
nol): "H NMR (DMSO-ds, 300 MHz): § 1.62 (d, 3H, CH;): 3.32 (¢,
J=8Haz, 2H, 5-CH»-CH,); 3.60 (m, 2H, $-CH»-C=); 3.90 (m, 1H,
S-CH): 7.43 (d, 2H, Ar): 7.88 (d, 2H, Ar): 7.90 (t, 1H, CH=N): 9.70
(s, TH, NH); 3C NMR (DMSO-dg, 75.5 MHz): & 17.2 (CHs), 36.2
(CHy), 37.1 (CH-5-C=):42.4 (S-CH,), 44.0 (CH,-C=), 128.9 (Ar):
129.0 (Ar); 134.5 (Ar), 137.7 (Ar); 139.5 (CH=N); 157.2 (C=N),
173.1 (C=0). IR (KBr, cm~") v =3132 (NH): 1750 (C=0), 1615
and 1596 (C=N).

5.1.2.3. 2-[(phenylthio)ethylidenehydrazinyl] thiazolidin-4-one
(3c). 70% yield, mp 131 °C (from ethanol); 'H NMR (DMSO-dg,
300 MHz): 6 3.72 (d, 2H, J=5Hz, S-CH;-CH=); 3.95 (s, 2H,
S-CH,-C=0); 7.20-7.43 (m, 5H, Ar); 7.51 (t, 1H, J=5 Hz, CH=N):
10.96 (br, 1H, NH); 3C NMR (DMSO-ds, 75.5MHz): & 31.2
S-CHp—-C=), 43.1 (S-CH,-C=0): 126.3 (Ar): 127.0 (Ar): 128.2
Ar): 129.8 (Ar); 133.0 (Ar): 146.5 (CH=N); 151.8 (C=N), 175.3
C=0). IR (KBr, cm~") v=3132 (NH): 1725 (C=0), 1615 and 1596
C=N), Anal. Caled for C;;H;;N20S5: C, 49.79; H, 4.18: N, 15.84;
S, 24.16. Found: C, 50.03; H, 4.38; N, 15.64; S, 24.26.

(
(
(
(

5.1.2.4. 2-[(p -Methylphenylthio)propylide-2-enehydrazinyl]-5-
ethylthiazolidin-4-one (3d). 59% yield, mp 115°C (from etha-
nol); 'H NMR (DMSO-ds, 300 MHz): 4 0.89-0.93 (t, 3H, J= 15 Hz,
CH3): 1.66-1.76 (m, 1H, CH,-CHs); 1.88-1.92 (m, 1H, CH,~CH3):
2.03 (s, 3H, CH5): 3.38 (s, 3H, CHs-Ar); 3.83 (s, 2H, CH,-S): 4.11-
4.15 (m, 1H, CH), 7.34 (m, 2H, Ar) 7.40 (m, 2H, Ar): 11.80 (s, 1H,
NH): 3C NMR (DMSO-ds, 75.5 MHz): 6 10.2 (CH3), 16.0 (CH3):
19.7 (CH3): 25.4 (CH,). 48.8 (S-CH,): 128.8 (Ar): 1303 (Ar):
130.6 (Ar); 134.5 (Ar); 161.4 (C=N): 175.8 (C=0). IR (KBr, cm™")
v=3052 (NH): 1722 (C=0), 1634 and 1587 (C=N).

5.1.2.5. 2-[(p -Clorophenylthio)propylide-2-enehydrazinyl]-5-
ethylthiazolidin-4-one (3e). 62% yield, mp 140°C (from etha-
nol); '"H NMR (DMSO-ds, 300 MHz): § 0.93-0.98 (t, 3H, = 15 Hz,
CH3); 1.05-1.16 (m, 1H, CH»-CHs); 1.20-1.30 (m, 1H, CH,-CHs);
2.13 (s. 3H, CH1); 3.83 (s, 2H, CHy-S): 3.91-3.98 (m, 1H, CH),
7.47 (m, 2H, Ar) 7.72 (m. 2H, Ar); 11.10 (s, 1H, NH): '*C NMR
(DMSO-dg, 75.5 MHz): 6 11.2 (CH3), 15.1 (CHsy); 27.2 (CH,), 43.0
(S-CH,); 126.0 (Ar); 128.2 (Ar); 128.8 (Ar); 139.2 (Ar); 140.2
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[Ar); 153.4 (C=M}; 177.3 (C=00. IR (KBr, cm ') v= 3062 {NH); 1725
(C=0], 1630 and 1590 (C=N).

5.1.2.6. 2-[{p-Methylphenylthio)ethylidenehydrazinyl]-5-meth-
yithiazolidin-4-one (3f). 49% vield, mp 146 °C (from ethanol}; 'H
NMR (DMSO-ds, 300 MHz): 4 1.02-1.10 {m, 3H, CHy); 3.47 (s, 3H,
CHs): 3.82 (d, 2H, ] = 8 Hz, CH;-S): 4.31-4.39 (m, 1H, CH), 7.29
(m, 2H, Ar) 741 (m, 2H, Ar); 7.75 (t, 1H, J =8 Hz, CH=N]; 10.79
(br s, 1H, NH}: "% NMR (DMSO-dg, 75.5 MHz): 5 14.1 (CH,), 29.4
[CHy), 434 (CH.), 482 (S-CH,) 1273 (Ar); 1280 [Ar): 1341
[Ar): 134.8 [Ar); 1424 (CH=N); 165.2 (C=N); 175.2 (C=0). IR
[KBr, crn™ ') v = 3100 (MH}: 1725 (C=0), 1670 and 1630 (C=N),

5.1.2.7. 2-[(4-Mercaptophenylthic)propylide-2-enchydrazinyl|-
S-ethylthiazolidin-4-one (3g). 62% yield, mp 140-1 °C (from eth-
anol); 'H NMR (DMS0-dg. 300 MHz): 4 0.92-098 (m, 3H, CHs):
1.05-1.16 (m, 2H, CHz~CHz); 2.07 (5. 4H. CH3 and SH); 3.92 (s,
2H, CH3=5); 4.21-4.29 (m, 1H, CH), 7.41-7.61 (m, 4H, Ar); "3C
NMR (DMSO-ds, 75.5 MHz): 6 19.2 (CHz), 24.4 (CH;3). 42.9 (CH3),
46.3 (S-CHy); 129.2 [Ar); 129.9 (Ar); 132.1 [Ar]); 132.7 (Ar); 1339
[Ar): 149.3 (CH=N): 176.1 (C=0). IR (KBr, cm™") v = 3090 [NH);
1720 (C=0), 1630 and 1598 {C=N].

5.1.28. Z-[(p -Chlorophenylthio)ethylidenehydrazinyl]thiazoli-
din-d4-one (3h). 42% yield, mp 148-9 °C (from ethanol); '"H NMR
(DMS0-dy, 300 MHz): 5 362 (1, 2H, | = 12 Hz, CH,-5); 4.02 (s, 2H,
CHz) 7.31 (m, 2H, Ar); 7.61- 7.61 (m, 2H of Ar, 1H of CH=N);
11,9 (5. 1H, NH): VC NMR (DMSO0-dg, 75.5 MHz): § 43.2 (CHa),
44,9 (CHx-Het); 128.9 (Ar); 130.2 (Ar); 1364 [Ar); 136.9 (Ar):
144.3 (CH=N}; 1623 (C=N); 178.0 {C=0). IR (KBr, em~"] v
= 3170 (NH): 1710 (C=0], 1640 and 1608 (C=N).

5.1.2.9. 2-|(p -Bromophenylthio)ethylidenehydrazinyl]-5-ethyl-
thiazolidin-4-one (3i). 49% yield, mp 165 °C (from ethanol); 'H
NME (DMSO-dg, 300 MHz): 4 0.94-1.09 (m, 3H, CH;); 1.85-1.92
[m, 2H, CHy-CHy): 3.52 (L 2H, J=12 Hz, CHy-5) 412 (m, 1H,
CH:), 7.39 (m, 2H, Ar); 7.71-7.91 (m, 2H of Ar, TH of CH=N];
113 (s, 1H, NH); "C NMR {DMSO-dyg, 75.5 MHz): 6 109 (CHy),
24.4 (CHy), 45.1 (CHz), 1321 (Ar); 1329 (Ar); 139.4 (Ar); 1399
(AT); 1443 (CH=N); 174.0 (C=00 IR (KBr, cm ") v = 3170 (NH):
1710/ (C=0), 1640 and 1608 (C=M).

5.1.2.10. 2-[{Phenylthio)propylide-1-enehydrazinyl|-5-methyl-
thiazolidin-d-one (3j). 47% yield, mp 140-1°C (from ethanal];
'"H NMR (DMSO-dg, 300 MHz): 4 1,45-1.56 (m, 3H, CHa); 3.42 (d,
2H. ] =10 Hz, CHy-5); 4.22 [{m, 1H, CH), 7.35-7.49 (m, 4H, Ar):
7.91 (t. 1H, J=10Hz, CH=N); "*C NMR {DMS0-d;, 75.5 MHz): &
14.9 (CHa). 43.2 (CHy), 44.2 (CHy) 1329 (Ar); 134.2 (Ar); 1348
[Ar): 136.9 (Ar); 146.2 (CH=N): 168.5 ((=N): 174.0 ((=0). IR
[KBr, cm™ ") v= 3100 (NH}; 1710 (C=0), 1630 and 1600 [C=N).

5.1.2.11. N' -[(3-Phenyl)propenilidenehydrazinyl|thiazolidin-4-
one [5a). GO yield, mp 238-9 °C (dec) (from ethanol); '"H NMR
(DMS0-dg, 300 MHz): 4 3.87 (s, 2H, CH;-5), 7.03-7.19 {m, ZH,
CH). 7.31-7.45 (m, 3H, Ar); 7.56-7.73 (d, ] = 9Hz, 2H, CH), 8.16
{d, J=9Hz 1H. CH=N). "*C NMR (DMS0-ds, 75.5 MHz): & 33.1
[CHz-5), 125.3 (CH), 127.3 (CH), 1289 (Ar), 129.1 (Ar), 1357
(AT); 1412 (Ar); 149,05 (Ar), 1586 (CH=N), 1646 (C=N}; 174.3
(C=0). IR [KBr, cm '} v = 3197 (NH); 1760 (C=0), 1680 and 1607
[C=N).

5.1.3. Conversion of aryl-4-oxothiazolylhydrazones in aryl-4-
thiexothiazolylhydrazones (6a and 6b)

The aryl-d4-oxothiazelylhydrazone 3f (1.0mmel) was sus-
pended in dey toluene (20 mL) containing five drops of DMF and
added toe a solution of Lawesson' reagent (2.0 mmol} in toluene,

The mixture was heated under reflux {110 °C) under dry nitrogen
during 24 h (controlled by TLC) After this time, the solvent was
evaporated, washed with cold water and filtered off. Due to the
close Ry values of unreactant 3f and product 6a, the crude mixture
was subjected to a first column (to remove impurities) and a fur-
ther purification using a second silica column [EtOAc/DCM, 9:1
as an eluent) to yield pure 6a in the form of vellow crystals. Similar
procedure was done to compound 6b.

5.1.3.1. 2-[{p-Methylphenylthio)ethylidenehydrazinyl]-5-meth-
yithiazolidine-4-thione (6a). 38% yield, mp 125 °C (from DCM):
"H NMR [DMSO-d,,, 300 MHz): & 1.67-1.73 (m, 3H, CH,), 3.21 (s,
3H, CHa) 3.71 (d, 2H, | = 8 Hz, CHy=5), 3.94 (m, 1H, CH-5), 7.01
(d, 2H, Ar); 7.20 (d, 2H, Ar); 7.91 (1, [ = 8 Hz, 1H, CH=N}, 10,09 (s,
1H, NH). "*C NMR [DMSO-ds, 75.5 MHz); 4 19,3 (CH3), 24,3 (CHy),
39,5 [CH-5), 47.7 (CHz-5), 122.7. 126.3, 1280, 1326, 1357;
141.2; 149.0, 157.6 [CH=N), 169.9 [CH=N}; 191.1 [C=5). IR (KBr,
cm ') v=3201 (NH); 1602 and 1598 [C=N), 1209 (C=S).

5.1.3.2. 2-[{p-Methylphenyljthiopropylidenehydrazinyl]-5-meth-
yithiazolidine-4-thione (6b). 34% yield, mp 137 °C (from DCM];
'H NMR (DMS0-ds, 300 MHz): 4 1.47-1.73 (m, 6H, CHy). 3.48-
361 (m, 4H, 2CH,), 3.94 (m, 1H.CHz-5), 7.35 {m, 4H, Ar); 837 {1,
J=11Hz, 1H, CH=N), 948 (s, 1H, NHL. "C NMR (DMSO-d,
755 MHz): 4 163 (CHy), 183 (CHy). 248 [CHy). 45,31 (CHy-5),
126.3, 1273, 1280, 1302, 136.0; 1452, 151.0, 1592 [CH=N),
1709 (CH=N); 186.5 (C=5). IR (KBr, cm '} v=3191 (NH); 1672
and 1608 (C=N1. 1206 [C=5],

5.2, Pharmacaology

5.2.1. Cruzain inhibition assays

Cruzain activity was measured as previously described,'™ by
maonitoring the cleavage of the fluorogenic substrate Z-Phe-Arg-
aminomethylcoumarin { 2-FR-ANMC). Assays were performed in a fi-
nal velume of 200 pl, in sodium acetate 0.1 M pH 5.5, in the pres-
ence of 5mM dithiothreitol and 0.01% Triton X-100, except for
evaluation of detergent-sensitivity, when inhibition was compared
in 0% and 0.01% Triten. Final concentrations were 0.4 nM for the
enzyme and 2.5 pM for the substrate (K, = 2 pM). All assays were
performed in duplicates and followed for 5 min, and activity was
calculated based on initial rates, All compounds were initially
tested at 100 pM, after a 10 min pre-incubation with cruzain. Com-
pounds which inhibited over 50% of cruzain activity at this concen-
tration were further evaluated for time-dependence and
detergent-sensitivity, and their dose-response curves were deter-
mined. For evaluation of time-dependence, percentages of enzyme
inhibition by a compound with or without pre-incubation with en-
zyime for 10 min were compared. During the pre-incubation step
cruzain and compound concentrations were 10-fold higher than
in the Anal assay. Since compounds were observed to be time-
dependent, consistently with a covalent mode of inhibition, all
subsequent assays were performed with a 10 min pre-incubation,
Dase-response curves were determined based on ten compounds
concentrations, varying from 100 pM to 1.5 nM in fourfold dilu-
tions and at 200 pM, Data was analyzed with Prism 4 (GraphPad),
To evaluate if compounds were aggregators,™ cruzain inhibition
was compared for a given compound concentration in the absence
of or in the presence of 0.01% Triton X-100, Compound cencentra-
tions varied depending on their potency against cruzain, and con-
centrations around their [Csqs were tested. Detergent-sensitivity
was not observed.

5.2.2. Cytotoxicity screens
The eytotexicity was determined using BALB(c mice splenocytes
(5 = 10° cells well ") cultured in ®6-well plates in Dulbecco's Mad-



Marcos V. O. Cardoso

Apéndice A 176

REER) M. £ Hernandes e ol / Bioorg Med. Chem, 18 (2000) 7826-7835

ified Eagle's Medium (DMEM, Sigma Chemical Co,, USA) supple-
mented with 10% of fetal calf serum [FCS; Cultilab, Brazil) and
S0pgml " of gentamycin (Novafarma, Brazil). Fach compound
was evaluated in four concentrations (1, 5, 10 and 100 pgmL™'J,
in triplicate. Cultures were incubated in the presence of *H-thymi-
dine (1 wCi well™") for 24 h ar 37 °C and 5% C0,. After this period,
the content of the plate was harvested to determine *H-thymidine
incorporation using a beta-radiation counter [ f=matrix 9600, Pack-
ard). The cytotoxicity of the compounds was determined by com-
paring the percentage of *H-thymidine incorporation (as an
indicator of cell viability) of drug-treated wells in relation to un-
treated wells. Non-cytotoxic concentrations were defined as those
causing a reduction of *H-thymidine incorporation below 10% in
relation to untreated cells (control ).

5.2.3, T. cruzi cell culture assay

Epimastigotes of T. cruzi (Y strain] were cultivated at 26 “Cin Li-
ver Infusion Tryptose medium supplemented with 10% fetal calf
serum, 1% hemin, 1% B9 medium and 50 pg ml. ' gentamycin, Par-
asites (10% cells mL™") were cultured in a fresh medium in the ab-
sence or in the presence of the compounds being tested {from stock
solution in DMS0). Cell growth was determined after 15 h, 7 and
11 days of culture by counting viable forms in a hemacytometer.
The compounds were prepared from a stock solution in DMSO.
To determine Csg, cultures of ¥ strain epimastigotes in the pres-
ence of different concentrations of the compounds were evaluated
after 11 days as described above. [Cqy calculation was carried out
using non-linear regression on Prism 4.0 GraphPad software. ¥
strain T. cruzi trypomastigotes were obtained from culture super-
natants of the LCC-MK2 cell line at 37 °C and placed in 96-well
plates (4 = 10" well™') in DMEM medium supplemented with
10% FCS and 50 pg mL ' gentamycin, Tests were conducted in trip-
licate. Wiable parasites were counted in a hemacytometer 24 h
after addition of compounds by way of trypan blue exclusion.
The percentage of inhibition was calculated in relation to untreated
cultures. The same procedure was performed for Benznidazole
(Bdz. reference drug) and wvehicle alone, with DM3S0 blank.

5.2.4. Toxicological tests in mice

The selected compounds were re-suspended n 100 pl [30%
DMS0S70% Ha0, wlv] and female Swiss mice weighting 40-45 g
(n =6 animals) were treated with a single dose of respective com-
pounds (100 mg kg ' weight). The treated animals were monitored
for signs of general toxicity, including behavior and feeding, for
72 h after the last treatment. The number of dead animals was
checked and compared with the untreated animals, which received
100 pL of solution (203 DMSO70% H 0, viv) The experimental
protocels with animals were approved and supervised by the Ech-
ics Cormmitres at the HEMOPE Hospital {Recife, PE, Brazil).
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Abstract: Although viewed as promising drug candidates, few efforts have been
addressed towards the structural chemistry of 2-hydrazonothiazolidin-4-ones. Therefore,
2-[(3-phenylsulfanylpropylidene)-hydrazono]thiazolidin-4-one (ATZ3) was synthesized
and its crystal and molecular structure was studied by NMR and X-ray single crystal
diffraction. The *H NMR spectral data indicated that the hydrazone group assumes the
E-configuration, which was further confirmed by bi-dimensional NMR and
crystallographic data. In spite of most bond lengths and angles were in agreement with
their expected values, the crystalline packing provided important information with regard
to the double bond position involving the C-4 carbon. Quantum chemical calculations at
Semiempirical, Density Functional Theory (DFT) and Ab Initio levels provided a good
agreement between calculated and the structural results provided by the X-ray analysis.
Dimerization energies for the system were also estimated. Statistical and Hierarchic
Cluster Analysis (HCA) revealed interesting aspects of the calculations and pointed the
B3LYP as the most accurate for determination of structure among the considered
methods, in spite of some good results achieved by semiempirical schemes.

Keywords: thiazolidin-2-ones, hydrazones, thiazole, X-ray, quantum chemical, NMR.
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1. Introduction

Highly functionalized thiazole, thiazolidin-4-one and thiazolidine-2,4-diones
derivatives have been explored as potential drug candidates, -2 and some of them have
entered in clinical trials. B! Following this promising line of research, our group has been
deeply involved in the medicinal chemistry of thiazolidin-4-one derivatives as potential
antiparasitic drug candidates. [*6! Our biological studies has proven thiazolidin-4-ones are
inhibitors of parasitic cysteine proteases.! To advance our medicinal chemistry program,
in silico studies through molecular docking has also been performed to highlight the
binding mode of these inhibitors into the protease’s active site.[* ® A precise structural
and molecular knowledge for this chemical class is highly desirable, to improve the
accuracy of our molecular docking and subsequently the quality of our drug design
program.

Although there is a plethora of crystallographic structures available for thiazolidine-
2,4-diones and 1,3-thiazoles, similar information for thiazolidin-4-one bearing a
hydrazone moiety is much less abundant.”: 8 Likewise, 2-hydrazonothiazolidin-4-ones
can result to diastereoisomers and tautomers (Figure 1) but chemical aspects regarding
these features have been few discussed. [ The structural chemistry and molecular
modelling towards this chemical class is thereby chemically relevant.

To ensure these issues, studies of spectroscopy, X-ray diffractommetry, and
computational chemistry were gathered here for a highly representative bioactive
thiazolidin-4-one, named ATZ3 (Figure 2). More specifically, we have semi-empirical and
guantum chemistry calculations at different level of theory that were performed for this
compound, along the comparison of the intermolecular interactions collected from the X-
ray crystallography and the gas-phase isolated molecule. At the first time, one- and two-
dimensional NMR data were acquired and studied. Relevant molecular insights are
provided in the light of these findings, which could be useful for anyone working on the
thiazole chemistry.

2. Experimental
2.1 Physical measurements

All chemicals and solvents were purchased locally from Aldrich or Fluka. Melting point
was determined on Thomas Hoover and is uncorrected. Elemental analysis was
performed on a Carlo Erba E-1110. NMR were recorded on a Varian UNITYplus-400
NMR (at 400 MHz for *H and 100 MHz for *3C) using TMS as an internal standard. The
mass spectrum was measured on a LC-IT-TOF (Shimadzu). Chemical shifts are reported
in ppm and multiplicities are given as s (singlet), d (doublet), t (triplet), q (quartet), m
(multiplet), dd (double doublet) integration, and coupling constants (J) in hertz.

2.2. Synthesis
2-[(3-Phenylsulfanyl-(E)-propylidene)-hydrazono]thiazolidin-4-one  (ATZ3): Yield

(53%, from ethanol), white crystals, m.p.: 125 °C; m.p.it 125°C 8 'H-NMR (400 MHz,
DMSO-ds, ppm): §2.59 (dd, 2H, J= 12.2, 7.0 Hz, CH>), 3.18 (t, 2H, J= 7.1 Hz, 2H, CH,),
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3.83 (s, 2H, CHy), 7.20 (t, J= 6.7 Hz, 1H, Ar), 7.27-7.42 (m, 4H, Ar), 7.72 (t, 1H, J=5.1
Hz, CH=N), 11.78 (s, 1H, NH). 3C-NMR (100 MHz, DMSO-ds, ppm): & 174.71 (C5),
164.41 (C3), 159.47 (C4), 136.15 (C7), 129.55 (C12, C8), 128.94 (C11, C9), 126.34
(C10), 33.37 (C6), 32.21 (C1), 29.44 (C2). HRMS, Calcd (Found) for Ci2HisN3OS::
280.0534 (280.0568).

Crystal Structure Determination

X-ray diffraction data collections were performed on an Enraf-Nonius Kappa-CCD
diffractometer (95 mm CCD camera on k-goniostat) using graphite monochromated
MoKa radiation (0.71073 A), at room temperature. Data collections were carried out using
the COLLECT software ! up to 50° in 26. Final unit cell parameters were based on 2938
reflections. Integration and scaling of the reflections, correction for Lorentz and
polarization effects were performed with the HKL DENZO-SCALEPACK system of
programs. 1% The structure of compound was solved by direct methods with SHELXS-
97. M The models were refined by full-matrix least squares on F? using SHELXL-97. [*2
The program ORTEP-3 '3l was used for graphic representation and the program WINGX
[14] to prepare materials for publication. The H atom bound to N3 was located in a
difference Fourier map and refined freely with isotropic displacement parameter. All other
H atoms were located by geometric considerations placed (C-H = 0.93-0.98 A) and
refined as riding with Uiso(H) = 1.5Ueq(C-methyl) or 1.2Ueq(0ther). An Ortep-3 diagram of
the molecule is shown in Figure 2, while in Table 1 shown the main crystallographic
parameters.

Quantum Chemistry Calculations and Statistical and Chemometrics Evaluation of
the Results

In order to assure the accuracy and reliability from the proposed X-ray structures,
a quantum chemical investigation at Semiempirical, Ab initio and Density Functional
Theory (DFT) levels was made about the structures and energies on the monomeric and
dimeric structures proposed in this work. Concerning the semiempirical methods a broad
of the parameterizations was used ranging from the most traditional based in NDDO
approximation, like AM1, MNDO e PMS3, until the more recent and accurate
implementations as RM1 171, MNDO/d [*8l, PM6 291 and PM6-DH2 29, All these methods
are encoded in the MOPAC 2009 program 1, PM6-DH2 is an extension of the PM6
method with inclusion of dispersion and hydrogen bonding correction terms to given good
binding energies. For this reason this method was only employed in the complexation
study, where the intermolecular hydrogen bonds has an outstanding role in the molecular
complex packing. Hartree-Fock (HF), Second Order M¢ller-Plesset (MP2) and DFT (via
B3LYP functional) calculations were carried out in the Gaussian 03 program 22 using
6-31G** basis sets for C, H, N and O atoms and 6-31+G* for S atom. Ab Initio and DFT
estimative of dimerization energy were improved by inclusion of zero point energy (ZPE)
and Counterpoise correction for basis set superposition errors (BSSE).

Semiempirical calculations of geometry optimization and energy had their
precision improved by the inclusion of GNORM=0.01 and PRECISE keywords. Gaussian
03 default criteria were kept throughout this work.
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Optimized geometries obtained by quantum chemical methods had their
performance evaluated through statistical and chemometrics methods. Beyond the most
habitual statistical indexes as: average error (AE), average unsigned error (AUE) and
standard deviation (SD), a Hierarchic Cluster Analysis (HCA) was carried out in the
calculated geometric parameters generated by the quantum chemical methods. HCA is
a chemometric technique of recognition of patterns, where the similarities between
clusters are estimated by a distance measurement. A common approach of this method
is initially to treat each data as a cluster and join each closer cluster together. This
process is repeated until remaining only one cluster. The information obtained in this
process is shown in a two-dimensional plot called dendogram 231,

The numerical data used in HCA was initially submitted to a preprocessing of
autoscaloning. This process becomes indispensable, due to the different units from the
geometric parameters studied in this analysis (bond lengths in angstroms; bond and
torsional angles in degrees). The autoscaloning applied in all data set consisted in to
subtract each class of geometric parameter of its average and followed of division by its
standard deviation. The average and standard deviation were calculated for each class
of parameter and quantum chemical method or experimental data. This preprocessed
data formed the matrix of elements, where the columns are occupied by the geometric
parameters and the lines are occupied for the results produced for each method.

Results and Discussion

ATZ3 was essentially synthesized as reported in [l and detailed in Scheme 1, with
a moderate yield (53%). The structure of the ATZ3 was initially ascertained by
comparison of its previously reported data of melting point and infrared spectra 8. Here
is reported, for the first, the high-resolution mass spectra (HR-MS), ESI-TOF MS and
NMR (*H, 3C and DEPT) spectral.

The first step of this work was to determine the relative configuration of the
exocyclic iminic bond (Figure 1a). The 'H NMR spectra showed a triplet at § 7.72 for one
proton, suggesting the presence of only one isomer. This was further confirmed by HPLC
chromatogram. Although Karabatsos(reference) had stated that iminic hydrogen of (E)-
diastereomer usually is downfielded rather than the analogous hydrogen in (Z2)-
diastereomer, this kind of assignment using one-dimensional *H NMR alone is feasible
of mistake, because of the influence of used solvent and the chemical nature of
substituents around the imine-attached hydrogen. To gather evidences about the relative
configuration of the imine double bond, NOESY 'H NMR was therefore recorded.

Moreover, NH proton has resonated at 11.78 ppm, which is suggestive of a lactam
proton (I) rather than an imine-like proton (lll), being this later expected to resonate at
much higher field. This chemical field might be influenced by solvent effect, but the X-ray
analysis has corroborated with this assignment.

The Ortep-3 diagram displays the entire molecular structure conformation obtained from
X-ray analysis for the compound ATZ3 (Figure 2). The crystal data details are
summarized in the Table 1.

Bond lengths and bond angles of the structure are essentially in agreement with
expected values, in particular, those found among the thiazolidine rings reported to date
in the Cambridge Structural Database. ' The atoms of the thiazolidine ring and the
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linkage of the atoms N2,N1,C3,C2,C1 and S2 are planar and the largest deviation
(0.0864A) from the least-square plane is exhibited by atom C5. The dihedral angle
between this plane and the aromatic ring is 10.6°. The main interatomic bond distances
and angles are summed in Table 2. The molecular packing involves one strong
intermolecular hydrogen contacts between N3-H1-----N2' where H1-----N2' = 1.869(2) A;
N3.----N2'=2.867(3) A and N3-H1.----N2'= 174° [i= -x, -y+1, -z+2], as can see in Figure
3.

X-ray diffraction is one of the most widely used and precise method for the
determination of the position of atoms in molecules and solids. However, the correct
location of hydrogen atoms is nearly always made by geometric considerations or indirect
methods. Eventual doubts about a molecular geometry obtained from the X-ray analysis
can be suppressed with help of quantum chemical investigations.

The possibility of incorrect attribution from position of a hydrogen atom in the
analyzed structure was investigated in this work. A tautomeric form of the proposed
thiazolidine was studied using quantum chemical methods, besides the originally
proposed structure. However, calculations of structure and stability in this tautomeric form
indicated that it is not more stable than the original structure confirming the agreement
between theory and X-ray measurements (see Supporting Information — Table S7 and
S8).

The confidence in the correct prediction of the proposed structure associated with

the importance gained of these compounds in the last years as anti-parasitic drug
candidates motivated a more extensive exploration of the most appropriated quantum
chemical methods to describe this class of compounds.
The next tables (Table 2) resumes the statistical analysis made from the comparison
between optimized geometries and experimental measurements from X-ray analysis.
Geometric parameters involving hydrogen atoms were left out from this analysis.
Extensive information about the optimized geometries is enclosed in the supplementary
material (Tables S1 — S6).

The monomeric structure did not have its geometric structure optimized by the
PM6-DH2 method. The absence of hydrogen bonds or dispersion interactions in this
system would become the PM6-DH2 results identical to the ones achieved by the PM6
method.

The first stage of analysis from the geometric parameters produced by quantum

chemical methods had the AUE as the strongest indicator of the computational
performance. Conclusions based in the AUE results shows to be more trustworthy due
the impossibility of an error cancelation to mask the analysis. SD indicates how close to
the mean value calculated data are. Small value for SD indicates that the data points
tend to be close to the mean, whereas high SD indicates that the data spreads over a
large range of values.
Concerning the monomeric structure, the AUE measurement assures that HF has the
best performance for bond lengths among the considered methods. MP2 gives smaller
error than the B3LYP method. Considering the semiempirical methods MNDO has the
biggest error for bond lengths, and the inclusion of d orbitals in its more recent
implementation (MNDO/d) was not enabled to correctly predict the structures. PM6 and
RM1 methods had a performance comparable to the B3LYP.



260
261
262
263
264
265
266
267
268
269
270
271
272
273
274
275
276
277
278
279
280
281
282
283
284
285
286
287
288
289
290
291
292
293
294
295
296
297
298
299
300
301
302
303
304
305

Marcos V. O. Cardoso Apéndice B 184

While the inclusion of electronic correlations seems to be not very important to

bond length results, the statistical analysis pointed that for bond and torsional angles
points, correlation effects are indispensable for a good reproducing of these parameters.
B3LYP had the smallest errors and may be considered the best method to reproduce the
experimental geometry considering the whole studied parameters.
The expectable superior performance of RM1 in comparison to the AM1 (the first is an
accurate re-parameterization from the last method) was observed. RM1 showed a
superior performance than other recent and very accurate semiempirical
parameterizations, like the PM6 method. PM3 method gave the best results for torsional
angles among the semiempirical methods contrasting with the large deviation provided
by PM6 method.

X-ray information about the molecular packing of the studied compound indicates
formation of a dimeric structure with intermolecular hydrogen bonds involving the atoms
N2 (from one monomer) and N3 — H (from the other monomer) — according to the
ORTEP numeration given in Figure 2. Using almost the same quantum chemical
methods from the previous investigation, the geometry and complexation energy of this
system were investigated.

Firstly, it will be compared only the information extracted from the X-ray analysis
involving the intermolecular hydrogen bond and the theoretical previsions. The results
were resumed in the Table 3. Among the bond distances analyzed (H1:----N2' and
N3.----N2") the best result was achieved with the B3LYP method. Almost theoretical
approaches, that independent of including some electronic correlation treatment in its
formulation, overestimated the bond lengths. Exceptions were the PM3 and RM1
methods and MP2 (only for H1-----N2' bond). Semiempirical parameterizations, which
have not been parameterized for hydrogen bonds in its original formulation, like MNDO
and MNDO/d produce the worst results. More recent developments as PM6 and PM6-
DH2 did not show a superior performance than that achieved by PM3 method for this
type of bond.

Considering the bond angle the closest result was achieved by the RM1 method
followed by the B3LYP. With exception of the results came from MNDO and MNDO/d
methods all calculations overestimated the bond angle value. In resume, the B3LYP
method showed the most acceptable performance for the description of the
intermolecular bond in this system, but the MP2 prediction seems to be quite accurate as
well. This method shows a non-systematic error in the bond length predictions,
contrasting with the other calculated estimations.

Statistical analysis from the geometric parameters of the dimers structures reveals
the same pattern seemed in the analysis of de monomeric structures. Bond lengths are
not sensitive to correlation electronic effects, whereas a treatment of these effects seems
very important to correct description of bond and torsional angles. MP2 performs the best
results for bond angles. However, the statistics regarding the torsional angles are the
main source of the biggest errors in the performance of the methods. HF, MP2 and some
semiempirical calculations in gas phase does not predict an almost planarity observed in
condensed phase. These methods found minimum structures with the aromatic rings out
of the plane made by the others atoms. In brief, it is possible to reach the conclusion, that
B3LYP method has the best performance for geometry optimization of this system,
considering all aspects studied here.
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PM6-DH2 had one of the most accurate performances in the class of
semiempirical methods. Although the PM6-DH2 predictions never been the most
accurate for each considered geometric parameter, its predictions are always close to
the best theoretical estimation.

Semiempirical performances should be analyzed carefully. Despite the slightly
worse accuracy of these methods, in comparison to the Ab Initio e BALYP methods, the
CPU time wasted in a semiempirical job is quite small than a more sophisticated
calculation. For example, RM1 and AM1 geometry optimizations of dimeric structure
consumed about 60 seconds of computational time, while the B3LYP calculations, with
the basis sets indicated in the methodology section of this work, consumed more than
15000 seconds of computational time to do the same task. A more conclusive analysis
about the time wasted in each calculation can be made, if a relative time scale in the
calculations is adopted. From the graphs of Figure 5 is possible to notice the dramatic
difference between the computational time of semiempirical and other more sophisticated
guantum chemical methods.

For the monomeric structure (Figure 5, right graph) the HF and B3LYP
optimizations consumes about 10000 more time than the semiempirical calculations. A
difference becomes larger (about 65000 times) for the MP2 method. This tendency
remains true for the computational time wasted in the geometry optimization of the
dimeric structure (Figure 5, left graph).

Additionally, Ab Initio and DFT calculations need much more memory resources
from the computer. In resume, semiempirical methods can be a good exploratory tool for
calculations of geometry and energy of this kind of system with a low computational cost
and moderate accuracy.

Dimerization Energy Estimations

A natural extension of this work is the estimation from the dimerization energy of
the studied system. Firstly the semiempirical predictions will be analyzed. The results are
resumed in the next table.

Despite the absence of experimental estimates of the dimerization energy from
the system, it is possible to states, that the MNDO and MNDO/d predictions are quite
small. The main reason for this poor estimation is a lack of parameters to describe
hydrogen bond in these methods. Part of this deficiency was partially corrected in the
AM1 and PM3 methods. It is very known that these methods can predict very well the
energy interaction from a water dimer, but fails for other systems involving hydrogen
bonds 4, More recent developed semiempirical methods (PM6 and RM1) uses new
functions to describe hydrogen bonds and an increase in the accuracy was achieved, but
a correct treatment of weak interactions was made only with the inclusion of empirical
corrections for dispersion and hydrogen bonds in the PM6-DH2. The PM6-DH2 method
provides energy difference of almost 5 kcal.mol* in relation to the PM6 prediction, where
the last method is the parametrization used in its formulation, guarantees that this
difference comes from the inclusion of corrections for weak interactions in the PM6-DH2
method.
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Ab Initio and B3LYP estimations are showed in the next table. Total energies of
dimer and monomers were augmented by the inclusion of Zero-point energy (ZPE) and
Basis set superposition error (BSSE). Dimerization energies were estimated as:

AEpiv = AE - AZPE — E(BSSE) (1)

With AE given by the difference of energies between dimer and monomers, AZPE
is the difference between the ZPE of dimer and monomers and E(BSSE) the BSSE
correction.

Inclusion of correlation energy in the estimations increases the predictions of the
dimerization energy. BSSE and ZPE contributions at MP2 level seem to be more
significant in the final result. Only semiempirical prediction close to the high level
calculations comes from the PM6-DH2 method, but with a difference of almost 4 kcal.mol
1 of HF estimative.

Hierarchical Cluster Analysis (HCA) from the geometry optimization results.

The large amount of geometric parameter to analyze becomes almost impossible
the observation of a possible pattern from the calculated data without use of statistical
tools. Successful applications of exploratory statistical tools to analyze geometric
parameters obtained from quantum chemical calculation ?° encouraged us to apply
similar techniques in our work. The HCA analysis used here allowed the easy
identification of patterns through graphic known as dendograms.

Using the single linkage method for the clustering and an Euclidian metric, HCA
analysis were carried out in the geometric parameters produced by the theoretical
methods for the monomeric and dimeric structures. Analyses were performed in the
complete data set and furthermore in three distinct groups: bond lengths, bond angles
and torsional angles. Results are showed in the next picture. All HCA analyses were
made using the PAST program [2¢],

The first dendogram shows a general view from the performance of the methods.
Experimental measurements are very similar to the Ab Initio and B3LYP estimations. The
last method showed the greatest similarity from the experimental data. This can be noted
by the line joining these two branches. Among the semiempirical methods, the RM1
shows to have the best predictive power followed by the PM3 method. RM1 result
surpasses the HF and MP2 calculations. The last two methods had similar performance.
The MNDO and MNDO/d shows the biggest similarity between the considered methods,
but with a large dissimilarity in comparison to experimental values. AM1 performed the
worst result considering a general view of the methods.

Analyzing the dendrograms of bond distances and bond angles, it is possible to
realize some patterns. MNDO and MNDO/d predictions are always closer of each other
and are almost always the first cluster to be aggregated, indicating a great similarity
between the methods. Except for the torsional angles, where is closest to the PM3
method, in all remaining parameters the experimental values are closer to the high level
calculations (HF, MP2 and B3LYP, specially the last method) than the semiempirical
calculations evidencing the superiority of these predictions. RM1, PM6 and PM3
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calculations had their predictions very similar to each other and AM1 had in almost
circumstances the most dissimilar prediction.

The dendograms referring to torsional angles shows the most different pattern in
comparison to the other graphics, except for the building of a cluster by the MNDO and
MNOD/d predictions. HF and MP2 predictions, which could not reproduce the total
planarity of this system, separated from the experimental values. Semiempirical methods,
like PM3 and RM1, features a good geometry optimization for the torsional angles.

Proving the consistency from the quantum chemical calculations, the similarity
between the methods observed in the monomeric case is repeated in the geometry study
of dimers. The main difference between the dendograms is the similarity between the
PM6 and PM6-DH2 predictions. Since geometric parameters involving hydrogen atoms
were left out of the statistical analysis, in essence these two methods had the same
performance in the HCA.

Each group of dendograms repeats a very similar pattern, when the all geometric
parameters are analyzed together or only the bond angles or bond distances are
individually considered. However, the hard task of correct reproducing torsional angles,
results in considerable changes in the dendograms dedicated only to torsional angles.
For example, MP2 method makes good estimates for bond angles and bond distance for
these systems, but fails into predict correct torsional angles. Then, the dendograms for
torsional angles clearly indicates that this method is supplanted by semiempirical
predictions.

Conclusion

In summary we disclosed the entire molecular structure of the 2 [(2-
phenylthioethylidene)-hydrazono]-thiazolidin-4-one (ATZ3) by X-ray analysis allied whit
semiempirical and quantum chemical calculations.

Quantum chemical investigations confirmed, through energetics and structural
evidences, the X-ray structure proposed. Statistical analysis from the errors and standard
deviations, as well as the relative energies from the other possible tautomers supports
the correctness from the proposed X-ray structure. The theoretical investigations shows
the importance of the semiempirical methods, specially the recent PM6-DH2
implementation, as an alternative exploratory tool for similar chemical systems, in front of
the excessive computational demand of Ab Initio and DFT methods performing the same
tasks. Among the high level quantum chemistry methods the B3LYP had the best
performance, combing reasonable well the inclusion of electronic correlation and
reasonable computational demand. B3LYP predict geometries better than the more
precise MP2 method.

Use of HCA allowed a more easily identification and evaluation of the theoretical
methods used in this work and agrees with the statistical measurements of previously
calculated errors and standard deviations.

Supplementary Materials

Crystallographic data for compound ATZ3 have been deposited with the
Cambridge Crystallographic Data Center as Supplementary Publication No. CCDC
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XXXX. Copies of the data can be obtained, free of charge, on application to CCDC, 12
Union Road, Cambridge CH21EZ, UK (fax: +44 1223 336 033 or e-mail:
deposit@ccdc.cam.ac.uk). Structural data, statistical estimations and relative energies
calculated through quantum chemical methods are enclosed in the supplementary pages.
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Figure 1: a) Possible isomers and tautomers. b) Numbered structure of the hydrazonethiazolidin-4-one
(ATZ3) under study.
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Scheme 1: Synthesis of compound ATZ3. Reagents and conditions: (a) i) propionaldehyde diethyl acetal,
KOH, fusion at 110°C; 2 h; ii) Water, sulfuric acid, reflux, 1h; (b) thiosemicarbazide, MeOH, AcOH, reflux,
12 h. (¢) a-bromocarboxilic acids, AcONa, EtOH, reflux, 8 h.
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Figure 2: ORTEP-3 diagram of compound ATZ3. Displacement ellipsoids are drawn at 50% probability
level.
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Figure 3: A packing diagram of the ATZ-3 showing the chain of molecules linked by N3—H1:---N2 hydrogen
bonds. Hydrogen bonds are shown as dashed lines.
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Table 1: Crystal data and structure refinement.

Empirical formula

Ci2Hiz3N3 OS>

Formula weight
Temperature
Wavelength

Crystal system
Space group

Unit cell dimensions

Volume

Z

Density (calculated)
Absorption coefficient
F(000)

Crystal size

Theta range for data
collection
Index ranges

Reflections collected
Independent reflections
Completeness to theta =
26.6°

Refinement method

Computing:

Data [/ restraints /

parameters

Goodness-of-fit on F2
Final R indices
[I>2sigma(l)]

Largest diff. Peak and

hole

Final R indices
[I>2sigma(l)]

R: = 0.042, wR, =

279.37

295 K

0.71073 A
Monoclinic

P 2i/c
a=13.5930(7) A
b =5.6310(3) A
c =21.6040(7) A
1302.32(11) A3
4

1.425 Mg/m3

0.406 mm-1

584

(0.150 x 0.132 x 0.099)
mm3

3.0 t0 26.6°.

-17<h <15, -7 kK <6, -
26<1<26

9401

2709 [R(int) = 0.064]
98.0 %

Full-matrix least-
squares on F?

COLLECT?, HKL
Denzo and

Scalepack!!
SHELXS-97?, SHELXL-
9713
2007/ 0/ 163

1.029

R indices
data)

ll

R: = 0.064, WR> =0.110
0.275 and -0.227 e.A-3

R indices
data)

@l

R1=0.064, wR2=0.110

(= 128.042(3)°
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0.099
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Table 2: Statistical measurements summary (AE, AUE and SD) from the comparison of the bond lengths
(A), bond and torsional angles (°) between experimental and several theoretical methods for ATZ3.

HF B3LYP MP2 AM1 MNDO MNDO/d PM3 PM6 RM1
Bond Lengths
AE 0.005 0.018 0.016 0.003 0.006 0.023 0.016 0.019 0.014
AUE 0.012 0.020 0.017 0.028 0.040 0.030 0.023 0.022 0.019
SD 0.016 0.013 0.011 0.035 0.044 0.027 0.026 0.021 0.020
Bond Angles
AE 031 032 -0.14 0.78 0.73 0.73 0.76 0.34 0.01
AUE 163 1.18 150 2.08 2.47 2.40 260 2.08 2.02
SD 220 153 208 278 3.43 3.40 390 273 252
Torsional Angles
AE 0.1 -0.3 0.1 -7.0 3.5 3.7 0.2 -7.9 -1.2
AUE 7.6 2.3 6.2 8.6 111 10.5 2.8 10.8 4.7
SD 233 4.2 18.6 34.9 30.4 28.7 3.7 36.0 11.3
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Figure 4: Superior view from the dimeric structure observed during the packing in the condensed phase.
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Table 3: Comparison between theoretical and experimental results for the intermolecular hydrogen contact
in the molecular packing from the structure. Bond lengths are given in Angstrons (A) and Bond angles in
degree (°) and i= -x, -y+1, -z+2 .

H1----- N2! N3:---- N2! N3-H1:---- N2!
Experimental 1.869(2) 2.867(3) 174°
HF 2.088 3.096 176.7
B3LYP 1.876 2.917 176.3
MP2 1.857 2.894 175.8
AM1 2.351 3.347 176.4
MNDO 3.743 4.699 160.4
MNDO/d 3.781 4.730 159.1
PM3 1.829 2.857 178.0
PM6 2.064 3.104 177.0
PM6-DH2 2.021 3.063 175.7

RM1 1.618 2.698 174.2
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Table 4: Statistical measurements summary (AE, AUE and SD) from the comparison of the bond lengths
(A), bond and torsional angles (°) between experimental and several theoretical methods for the dimeric

structure.
PM6-
HF B3LYP MP2 AM1 MNDO MNDO/d PM3 PM6 DH2 RM1
Bond Lengths
AE -0.005 0.013 0.015 0.020 0.011 0.023 0.034 0.028 0.028 0.023
AUE 0.013 0.018 0.018 0.039 0.045 0.043 0.039 0.035 0.035 0.029
SD 0.017 0.016 0.015 0.040 0.048 0.041 0.027 0.027 0.027 0.023
Bond Angles
AE 0.85 0.60 -0.29 1.39 -0.50 -0.38 -0.19 041 041 252
AUE 157 1.33 1.00 3.60 2.74 2.76 453 261 251 533
SD 1.81 1.59 1.34 4.52 3.87 412 5.17 4.05 4.02 11.86
Torsional Angles
AE -0.3 -0.5 -0.2 -0.5 23.1 18.9 -21.3 5.7 -2.7 -7.8
AUE 225 25 17.5 49.0 49.8 241 123 7.2 16.7
SD 454 3.5 36.1 66.8 69.4 39.1 16.7 108 234
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Figure 5: Relative computer time consumed for the different methods used in this work for geometry
optimization of the monomeric (right) and dimeric (left) structures.
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Table 5: Semiempirical estimations for the dimerization energy (kcal.mol?). Energies of

monomers and dimers are given in electron volt (eV).

AM1 MNDO MNDO/d PM3

Monomer -6087.908 -6238.157 -6074.798 -5546.297

Dimer -3043.872 -3119.066 -3037.386 -2773.017
Dimerization Energy -3.76 -0.59 -0.59 -6.05
PM6 RM1 PM6-DH2

Monomer -5648.589 -6016.011 -5648.207*
Dimer -2824.104 -3007.792 -5648.574
Dimerization Energy -8.79 -9.85 -13.76
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Table 6: Ab Initio and B3LYP estimations of the dimerization energy (kcal.mol?). Total energies, Zero-
point energies (ZPE) and basis set superposition errors (BSSE) are indicated (in a.u.).

HF B3LYP MP2
Monomer/a.u. -1495.223917 -1500.945073 -1497.705628
ZPE /a.u. 0.255324 0.237141 0.240540
Dimer/a.u. -2990.469182 -3001.921104 -2995.448676
ZPE/a.u. 0.512679 0.476017 0.482933
BSSE/a.u. 0.005132 0.008014 0.012549
Dimerization Energy -17.89 -25.54 -32.52
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Figure 6: Dendograms relative to HCA of the monomeric structure: (a) all geometric parameters
are included in the analysis; (b) only bond lengths considered (c) only bond angles considered
and (d) only torsional angles considered.
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Figure 7: Dendograms relative to HCA of the dimeric structure: (a) all geometric parameters are
included in the analysis; (b) only bond lengths considered (c) only bond angles considered and (d)
only torsional angles considered.
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Supporting Information

Structure 1 Structure 2

Figure S1: Two proposed structures studied in the quantum chemical study. Left, structure derived from X-ray analysis and
right, a possible tautomer.
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Table S1: Comparison of the bond lengths between the structures of the Structure 1 obtained by ab initio, DFT and
semiempirical methods and X-ray analysis. All values are given in angstroms, A. Atomic numbers follow the numeration
from the Figure 2.

Bonds Exp. HF B3LYP MP2 AM1 MNDO MNDO/d PM3 PM6 RM1
S1—C4 1.750 (2) 1.769 1.785 1.766  1.760 1.700 1.769 1784 1.794 1.779
S1—C6 1.814(2) 1.818 1.839 1.821  1.777 1.744 1.813 1.828 1816  1.807
S2—C7 1762 (2) 1.786 1.787 1.781  1.695 1.695 1.762 1761 1.761 1.743
S2—C1 1.800 (2) 1.827 1.836 1.823 1.771 1.740 1.808 1.829 1826  1.820
N1—C3 1.255(3) 1.254 1.279 1.290 1.302 1.306 1.306 1299 1303 1.304
N1—N2 1412 (2) 1.384 1.396 1.407 1.343 1.342 1.343 1384 1.388  1.397
N2—C4 1.291(3) 1.255 1.282 1293 1.318 1.310 1.316 1305 1301 1.310
N3—C4 1.360 (3) 1.375 1.382 1.381 1.406 1.408 1.413 1434 1408  1.405
N3—C5 1.367 (3) 1.365 1.383 1.382 1.340 1.417 1.419 1428 1426  1.408
01—C5 1.190 (3) 1.189 1.212 1221 1.236 1.221 1.222 1.216 1.206 1.217
Cci1—C2 1519 (3) 1.524 1.530 1522  1.507 1.538 1.545 1515 1522 1517
Cc2—C3 1.494 (3) 1.500 1.500 1495 1.496 1.513 1.515 1494 1505 1.502
C5—C6 1508 (3) 1.517 1.528 1524 1511 1.528 1.535 1513 1.504 1.503
C7—C8 1.386 (3) 1.390 1.401 1403 1.397 1.413 1.418 1395 1395 1.388
Cr—C12 1.388(3) 1.390 1.404 1402 1.404 1.413 1.417 1400 1.399 1.390
c8—C9 1.383(3) 1.385 1.397 1.396 1.395 1.406 1.407 1.391 1400 1.390
C9—C10 1.363(3) 1.385 1.394 1.398 1.393 1.406 1.406 1.389 1398 1.390
C10—C11 1.369 (4) 1.385 1.397 1.397 1.397 1.406 1.406 1339 1400 1.390

Ci1—C12 1.378(4) 1.385 1.393 1.397  1.390 1.406 1.407 1.388 1.398 1.389
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Table S2: Comparison of the bond angles between the structures of the Structure 1 obtained by Ab initio,
DFT and semiempirical methods and X-ray analysis. All values are given in degrees, °. Atomic numbers
follow the numeration from the Figure 2.

Angles Exp. HF B3LYP MP2 AM1 MNDO MNDO/d PM3 PM6 RM1
C4—S1—C6 90.83(10) 91.73 9122 OL15 9407 96.37 9473 9247 9411 93.14
C7—s2—C1 1((’12(');3 100.94 10331 98.30 105.66 107.16 107.70 105.51 104.67 101.94
C3—N1—N2 15’%?6 113.72 113.50 112.45 118.72 115.84 115.84 117.61 115.19 113.50
C4—N2—N1 1?36?4 112.64 11154 109.24 117.53 11576 116.14 120.03 11554 113.82
C4—N3—C5 1;754 119.11 119.22 11853 11551 116.19 117.28 113.95 117.59 116.15
C2—C1—S2 lc(’f;)’l 109.12 108.61 109.42 105.98 110.31 110.86 107.68 106.16 107.07
c3—C2—C1 1%%0 11424 114.18 113.20 11527 112.63 112.36 11551 114.10 114.12
N1—C3—C2 1&‘)‘1 12253 121.97 120.58 122.54 119.46 11953 121.30 119.85 118.86
N2—C4—N3 1?12;)32 12151 121.60 121.29 121.34 117.60 117.44 115.03 122.95 119.52
N2—C4—s1 1?;‘58 127.83 127.29 127.03 12817 132.30 132.79 132.98 128.17 129.96

01—C5—C6  124.2(2) 124.76 125.26 125.32 125.48 128.87 128.05 127.30 127.78 126.41
N3—C5—C6  111.0(2) 110.52 109.97 109.58 112.58 110.03 111.48 112.95 111.90 112.45

C5—C6—5S1 1((’186()’1 107.98 108.48 109.01 107.35 107.31 106.75 108.10 107.51 107.74
C8—C7—C12 1183(2) 119.42 119.26 119.60 119.16 118.87 118.98 119.28 121.32 120.60
C8—C7—S2 1?;?6 120.28 123.87 120.37 125.60 120.50 120.90 125.42 122.46 122.02
Cl2—C7—S2 1%&'36 120.28 116.86 120.03 11524 120.50 120.03 115.30 116.17 117.33

C9—C8—C7  120.3(2) 120.23 119.98 120.10 120.30 120.54 120.32 120.21 119.09 119.54
C10—C9—C8 120.8(2) 120.10 120.71 120.17 120.30 120.32 120.27 120.31 120.25 120.16
C9—C10—C11 1195(2) 119.91 119.31 119.86 119.67 119.76 119.83 119.72 120.03 120.01

Cloglczll_ 1206(2) 12010 120.45 120.20 120.19 12013 120.27 120.20 120.21 120.07
N3—C4—S1 1%125;9 110.66 111.11 111.74 110.49 11011 109.76 111.98 108.88 110.52

O1—C5—N3  124.8(2) 124.73 124.76 125.11 121.94 121.10 120.47 119.74 120.32 121.15
C11—C12—C7 120.5(2) 120.23 120.29 120.07 120.37 120.55 120.32 120.29 119.10 119.62
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Table S3: Comparison of the torsional angles between the structures of the Structure 1 obtained
by Ab initio, DFT and semiempirical methods and X-ray analysis. All values are given in
degrees, °. Atomic numbers follow the numeration from the Figure 2.

Torsions Exp. HF B3LYP MP2 AM1 MNDO MNDO/d PM3 PM6 RM1
C3—N1—N2—C4  -176.73(19) 180.0 179.1 179.6 178.0 179.5 179.5 179.4 178.9 179.5
C7—S2—C1—C2 177.95(16) 180.0 169.5 179.0 180.0 176.7 179.2 179.8 155.3 148.8
S2—C1—C2—C3  -175.57(15) 180.0 1789 178.8 180.0 175.5 1758 179.9 178.9 178.2
N2—N1—C3—C2 178.61(18) 180.0 179.9 179.9 179.7 179.3 179.2 179.9 179.9 180.0

C1—C2—C3—N1 -2.1(3) 0.0 0.9 1.6 0.3 101.2 1025 0.1 0.2 0.8
N1—N2—C4—N3 179.94 (19) 180.0 179.9 180.0 179.6 180.0 179.9 178.2 179.8 179.9
N1—N2—C4—S1 1.0(3) 0.0 0.2 0.0 0.5 0.0 0.0 0.6 0.3 0.2
C5—N3—C4—N2 -179.8(2) 180.0 179.9 180.0 179.9 179.8 179.9 173.4 179.9 179.9
C5—N3—C4—S1 -0.8 (2 0.0 0.0 0.0 0.0 0.2 0.1 7.5 0.0 0.1
C6—S1—C4—N2 -178.9(2) 180.0 180.0 180.0 179.9 179.9 1799 177.5 179.9 179.9
C6—S1—C4—N3 2.07 (17) 0.0 0.1 0.0 0.0 0.1 0.1 3.6 0.0 0.0
C4—N3—C5—01 179.5(2) 180.0 179.9 180.0 180.0 179.7 1799 173.2 0.0 179.9
C4—N3—C5—C6 -1.4(3) 0.0 0.1 0.0 0.0 0.3 0.1 8.3 0.0 0.1
01—C5—C6—S1 -178.1(2) 180.0 179.9 180.0 180.0 179.8 180.0 176.4 180.0 179.9
N3—C5—C6—S1 2.8(2) 0.0 0.1 0.0 0.0 0.2 0.0 5.2 0.0 0.1
C4—S1—C6—C5 -2.68 (18) 0.0 0.1 0.0 0.0 0.1 0.0 0.9 0.0 0.0
C1—S2—C7—C8 7.9(2) 90.7 210 734 01 92.1 82.8 04 348 431
Cl1—Ss2—C7—C12 -172.82(19) 90.7 160.6 107.4 179.9 092.1 100.7 179.6 147.9 139.4
C12—C7—C8—C9 -1.6 (4) 0.7 0.4 1.0 0.0 0.2 0.4 0.0 0.3 0.5

S2—C7—C8—C9 177.61(18) 179.3 1788 179.8 0.0 176.1 177.0 180.0 177.5 177.9

C7—C8—C9—C10 0.8 (4) 0.3 0.7 11 0.0 0.1 0.3 00 05 0.6
C8—C9—C10—C11 0.3(4) 0.1 0.4 04 0.0 0.1 0.0 00 01 01
C9—C10—C11—C12  -0.4(4) 0.1 0.4 04 0.0 0.1 0.2 00 03 05
C10—C11—C12—C7  -0.5(5) 0.3 0.7 05 0.0 0.1 0.0 00 05 05
C8—C7—C12—C11 1.5(4) 0.7 0.4 03 0.0 0.2 0.3 00 01 0.0
S2—C7—C12—C11 -177.8(2) 179.3 178.4 179.5 180.0 176.1 176.8 180.0 177.2 177.5
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Table S4: Comparison of the bond lengths between the structures of the Structure 2 obtained by ab
initio, DFT and semiempirical methods and X-ray analysis. All values are given in angstroms, A. Atomic
numbers follow the numeration from the Figure 2.

Bonds Exp. HF B3LYP MP2 AM1 MNDO MNDO/d PM3 PM6 RM1
S1—C4 1.750(2) 1.766 1.785 1.761 1.765 1.704 1.770 1.791 1.802 1.789
S1—C6 1.814(2) 1.807 1.826 1.807 1.769 1.741 1.809 1.825 1.807 1.799
S2—C7 1.762(2) 1.786 1.789 1.782 1.696 1.695 1.762 1.762 1.761 1.743
S2—C1 1.800(2) 1.825 1.839 1.822 1.771 1.740 1.808 1.829 1.815 1.819
N1—C3 1.255(3) 1.252 1.278 1.290 1.303 1.304 1.304 1.298 1.301 1.303
N1—N2 1.412(2) 1.356 1.361 1.364 1.342 1.358 1.357 1.399 1.379 1.371
N2—C4 1.291(3) 1.337 1.354 1.355 1.396 1.410 1417 1.415 1.380 1.381
N3—C4 1.360(3) 1.277 1.296 1.301 1.327 1.316 1.321 1.320 1.314 1.322
N3—C5 1.367(3) 1.381 1.394 1403 1.422 1.437 1437 1.451 1.437 1.437
01—C5 1.190(3) 1.187 1.211 1.219 1.232 1218 1.219 1.206 1.119 1.211
C1—C2 1.519(3) 1.525 1529 1.522 1507 1.538 1545 1.515 1.522 1.517
C2—C3 1.494(3) 1.501 1500 1.496 1.495 1.513 1515 1.493 1.506 1.502
C5—C6 1.508(3) 1.537 1554 1.549 1533 1543 1551 1.530 1.538 1.527
C7—C8 1.386(3) 1.390 1.402 1.403 1.397 1.413 1.417 1.394 1.395 1.388
C7—C12 1.388(3) 1.390 1.403 1.402 1.404 1.413 1417 1.400 1.399 1.390
C8—C9 1.383(3) 1.385 1.396 1.396 1.395 1.406 1.407 1.391 1.400 1.390
C9—C10 1.363(3) 1.385 1.396 1.398 1.393 1.406 1406 1.389 1.398 1.390
C10—C11 1.369 (4) 1.385 1.396 1.397 1.397 1.406 1406 1.392 1.400 1.390
C11—C12 1.378(4) 1.385 1.394 1.397 1.391 1.406 1.407 1.388 1.398 1.389
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Table S5: Comparison of the bond angles between the structures of the Structure 2 obtained
by Ab initio, DFT and semiempirical methods and X-ray analysis. All values are given in
degrees, °. Atomic numbers follow the numeration from the Figure 2.

Angles Exp. HF B3LYP MP2 AM1 MNDO MNDO/d PM3 PM6 RM1
C4—S1—C6 90.83(10) 88.25 87.66 87.68 91.06 93.13 91.70 90.14 90.37 89.83
C7—S2—C1 102.73 (10) 100.88 102.70 98.18 105.62 107.17 107.61 105.50 105.70 101.82
C3—N1—N2 11586 (17) 118.04 117.71 117.10 120.66 118.92 119.07 120.72 119.24 117.86
C4—N2—N1  109.04 (16) 120.92 121.01 119.74 118.42 113.65 114.04 11599 115.32 116.46
C4—N3—C5 117.24 (18) 112.34 111.86 110.57 111.49 111.02 112.19 113.10 113.78 110.78
C2—C1—S2 109.91 (15) 109.11 108.56 109.32 105.92 110.22 110.79 107.60 109.96 107.03
C3—C2—C1 110.70 (18) 114.08 114.09 113.04 115.24 112.57 112.29 115.48 114.47 114.24
N1—C3—C2 119.41(19) 122.26 121.73 120.15 122.58 119.23 119.32 121.39 119.43 118.36
N2—C4—N3  122.62 (18) 120.98 121.03 120.87 122.76 119.45 119.21 116.78 124.88 120.84
N2—C4—S1  124.58 (16) 119.55 118.83 118.14 120.19 122.68 123.50 126.15 119.04 121.11
01—C5—C6 1242 (2) 121.31 121.41 121.77 122.46 126.60 125.75 126.28 124.20 123.40
N3—C5—C6 111.0(2) 113.44 113.23 113.15 113.42 112.29 113.74 112.40 112.34 114.06
C5—C6—S1 108.01 (16) 106.49 107.11 107.61 107.07 105.98 105.41 107.48 107.46 107.28
C8—C7—C12 118.3(2) 119.50 119.42 119.68 119.20 118.89 119.01 119.31 121.24 120.64
C8—C7—S2 125.36 (17) 120.24 123.13 120.31 125.64 120.49 120.67 125.44 123.07 121.87
Cl2—C7—S2 116.36 (18) 120.25 117.41 120.01 115.16 120.49 120.22 115.26 115.65 117.44
C9—C8—C7 120.3(2) 120.19 119.97 120.05 120.29 120.53 120.30 120.19 119.16 119.53
C10—C9—C8 120.8 (2) 120.09 120.56 120.17 120.29 120.14 120.27 120.31 120.24 120.14

C9—C10—C11 119.5(2) 119.94 119.48 119.89 119.68 119.77 119.84 119.73 120.00 120.02
C10—C11—C12 120.6(2) 120.09 120.38 120.20 120.19 120.13 120.26 120.20 120.25 120.07
N3—C4—S1  112.79 (15) 119.48 120.14 121.00 116.96 117.57 116.96 116.87 116.06 118.05
01—C5—N3 124.8 (2) 125.25 125.36 125.09 124.13 121.11 120.52 121.37 123.47 122.53
Cl1—C12—C7 120.5(2) 120.19 120.18 120.02 120.35 120.54 120.31 120.27 119.10 119.60
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Table S6: Comparison of the torsional angles between the structures of the Structure 2 obtained by Ab
initio, DFT and semiempirical methods and X-ray analysis. All values are given in degrees, °. Atomic
numbers follow the numeration from the Figure 2.

Torsions Experimental HF B3LYP MP2 AM1 MNDO MNDO/d PM3 PM6 RM1
C3—N1—N2—C4 -176.73(19) 180.0 179.9 179.7 169.8 178.6 1753 173.3 176.7 180.0
C7—S2—C1—C2 177.95 (16) 180.0 165.0 178.9 179.9 1758 1779 179.6 71.7 147.4
S2—C1—C2—C3 -175.57 (15) 180.0 178.0 178.8 179.8 1752 175.6 180.0 177.9 178.1
N2—N1—C3—C2 178.61 (18) 180.0 180.0 179.9 177.0 177.2 177.0 177.3 178.7 179.9

C1—C2—C3—N1 -2.1(3) 0.0 0.3 1.8 0.0 1009 1028 2.0 34 09
N1—N2—C4—N3 179.94 (19) 180.0 179.9 179.9 165.1 148.8 147.1 158.1 175.8 180.0
N1—N2—C4—S1 1.0(3) 0.0 0.2 01 185 377 39.6 27.3 59 0.0
C5—N3—C4—N2 -179.8(2) 180.0 180.0 180.0 175.4 1728 1728 174.2 178.0 180.0
C5—N3—C4—S1 -0.8 (2 0.0 0.1 0.0 11 11 0.9 0.9 04 0.0
C6—S1—C4—N2 -178.9(2) 180.0 180.0 180.0 175.7 1728 1728 1739 178.2 180.0
C6—S1—C4—N3 2.07 (17) 0.0 0.1 0.0 0.9 0.9 0.7 0.7 04 0.0
C4—N3—C5—01 179.5(2) 180.0 180.0 180.0 179.6 179.8 1795 179.5 180.0 180.0
C4—N3—C5—C6 -1.4(3) 0.0 0.0 0.0 0.7 0.7 0.7 0.7 0.2 0.0
01—C5—C6—S1 -178.1(2) 180.0 180.0 180.0 179.8 179.9 180.0 180.0 179.8 180.0
N3—C5—C6—S1 2.8(2) 0.0 0.0 0.0 0.1 0.1 0.2 0.2 0.1 0.0
C4—S1—C6—C5 -2.68 (18) 0.0 0.0 0.0 0.4 0.4 0.2 0.2 0.2 0.0
C1—S2—C7—C8 7.9(2) 90.7 345 750 0.1 92.0 87.0 0.0 259 445
C1—S2—C7—C12 -172.82(19) 90.7 1479 105.8 179.9 92.2 96.5 180.0 156.3 138.1
C12—C7—C8—C9 -1.6 (4) 0.7 0.7 1.0 0.0 0.3 0.4 0.0 0.2 0.5
S2—C7—C8—C9 177.61(18) 179.3 1784 179.7 180.0 176.1 1769 180.0 177.9 177.9
C7—C8—C9—C10 0.8 (4) 0.3 11 1.0 0.0 0.1 0.2 0.0 0.3 0.6
C8—C9—C10—C11 0.3(4) 0.1 0.5 0.3 0.0 0.1 0.0 0.0 0.1 0.1

C9—C10—C11—C12 -0.4 (4) 0.1 0.6 04 0.0 0.1 0.1 00 03 05
Ci10—C11—C12—C7 -0.5(5) 0.3 1.0 04 0.0 0.1 0.0 00 04 05
C8—C7—C12—C11 1.5(4) 0.7 0.4 03 0.0 0.3 0.3 00 01 0.0
S2—C7—C12—C11 -177.8(22) 1793 1774 179.6 180.0 176.1 176.9 180.0 177.7 177.4
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Table S7: Statistical measurements summary (AE, AUE and SD) from the comparison of the bond

lengths (A), bond and torsional angles (°) between experimental and several theoretical methods for the
structure 2.

HF B3LYP MP2 AM1 MNDO MNDO/d PM3 PM6 RM1
Bond Lengths (A)
AE 0.004 0.017 0.014 0.008 0.009 0.026 0.021 0.015 0.014
AUE 0.020 0.029 0.026 0.035 0.046 0.036 0.027 0.031 0.026
SD 0.029 0.029 0.029 0.043 0.052 0.038 0.035 0.038 0.033
Bond Angles (°)
AE 032 033 -0.08 058 0.31 0.33 0.54 039 -011
AUE 276 244 278 230 2.33 2.26 222 194 230
SD 388 377 406 331 3.01 2.93 299 262 3.04
Torsional Angles (°)
AE 0.1 -0.5 0.1 -0.6 3.1 3.2 -04 -43 -13
AUE 7.6 3.5 6.3 35 14.1 13.8 4.0 6.6 4.9
SD 234 7.8 19.0 5.5 32.0 314 75 214 118

Comparing the performance from the methods in reproducing the two proposed
geometries, it may be possible to observe that errors originated from the structure 2 are almost

always bigger than those obtained from the structure 1. This evidence reforces the correctness
from the initially proposed structure.
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Table S8: Relative energies (in kcal.mol) predicted by different quantum chemical methods for the
structures 1 and 2.

Method 1 2 Method 1 2
HF 0.0 6.66 MNDO 0.0 16.09
MP2 0.0 6.36 MNDO/d 0.0 15.50

B3LYP 0.0 4.64 PM3 0.0 11.18
AM1 0.0 13.81 PM6 0.0 11.50

RM1 0.0 13.01
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Table S9: Comparison of the bond lengths between the structures of the dimer 1 obtained by ab initio,
DFT and semiempirical methods and X-ray analysis. All values are given in angstroms, A.

Bonds Exp. HF B3LYP MP2 AM1 MNDO MNDO/d PM3 PM6 PM6-DH2 RM1
O57-C56 1.191 1.192 1.217 1.225 1.238 1.221 1222 1217 1.210 1.210 1.219
C56-N58 1.367 1.361 1.377 1.377 1.397 1416 1418 1.426 1.419 1419 1.408
N58-C54 1.360 1.370 1.373 1.373 1.407 1.408 1.414 1.425 1.407 1406 1.393
C54-N55 1.291 1.260 1.290 1.298 1.317 1.310 1316 1.315 1.301 1.302 1.320
N55-N50 1.412 1.386 1.396 1.404 1.342 1.343 1.343 1.392 1.387 1.387 1.398
N50-C52 1.255 1.256 1.281 1.292 1.304 1306 1.306 1.298 1.305 1.305 1.303
015-C19 1.191 1.192 1.217 1.225 1.238 1.221 1222 1217 1.210 1.210 1.219
C19-N24 1.367 1.361 1.377 1.377 1.397 1416 1418 1.426 1.419 1419 1.408
N24-C26 1.360 1.370 1.373 1.373 1.407 1.408 1.414 1.425 1.407 1406 1.393
C26-N28 1.291 1.260 1.290 1.298 1.317 1.310 1316 1.315 1.301 1.302 1.320
N28-N27 1.412 1.386 1.396 1.404 1.342 1.343 1.343 1.392 1.387 1.387 1.398
N27-C20 1.255 1.255 1.281 1.292 1.304 1306 1.306 1.298 1.305 1.305 1.303
C54-S51 1.750 1.768 1.781 1.764 1.758 1.701 1.769 1.788 1.791 1.791 1.743
C26-S23 1.751 1.768 1.781 1.764 1.758 1.701 1.769 1.788 1.791 1.791 1.743
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Table S10: Comparison of the bond angles between the structures of the dimer 1 obtained by Ab initio,
DFT and semiempirical methods and X-ray analysis. All values are given in degrees, °.

Angles Exp. HF B3LYP MP2 AM1 MNDO MNDO/d PM3 PM6 FI;'\::;- RM1
C52-N50-

N55 115.86 114.49 114.37 113.19 118.04 11590 115.87 119.16 114.62 114.86 155.27
N50-N55-

C54 109.04 112,52 112.03 110.29 118.74 115.70 116.08 117.09 117.25 117.22 112.86
N55-C54-

N58 122.62 121.96 122.00 121.43 120.76 117.65 117.50 116.96 121.86 121.85 121.29
C54-N58-

C56 117.24 118.47 118.09 117.50 115.57 116.18 117.26 113.68 117.72 117.73 114.69
N58-C56-

057 124.80 124.67 124.70 125.03 121.72 121.12 120.49 119.86 120.17 120.23 121.58
N50-C52-

cas 119.41 121.96 121.35 119.81 122.48 119.40 119.47 121.07 119.77 119.50 118.37
C20-N27-

N28 115.85 114.49 114.37 113.19 118.04 11590 115.88 119.16 114.62 114.87 115.28
N27-N28-

C26 109.04 112,52 112.03 110.29 118.74 115.71 116.08 117.09 117.25 117.23 112.87
N28-C26-

N24 122.62 121.96 122.00 121.43 120.76 117.65 117.50 116.96 121.86 121.86 121.29
C26-N24-

c19 117.24 118.47 118.09 117.50 115.57 116.18 117.26 113.68 117.72 117.72 114.69
N24-C19-

015 124.80 124.67 124.70 125.03 121.72 121.12 120.49 119.86 120.17 120.23 121.58
N27-C20-

c17 119.41 121.96 121.35 119.81 122.48 119.41 119.48 121.06 119.77 11950 118.37
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Table S11: Comparison of the torsional angles between the structures of the dimer 1 obtained by Ab
initio, DFT and semiempirical methods and X-ray analysis. All values are given in degrees, °.

Torsions Exp. HF B3LYP MP2 AM1 MNDO MNDOD PM3 PM6 PM6-DH2 RM1
C43-545-C47-C48 178.0 180.0 180.0 179.0 1799 1783 176.8 93.9 1578 170.6 149.4
C47-C48-C52-N50 2.1 0.0 0.0 1.7 0.1 1040 1053 4.2 0.2 0.3 0.8
C10-S11-C16-C17 178.0 180.0 180.0 179.0 1799 178.6 176.7 93.8 1578 170.6 149.4
C16-C17-C20-N27 2.1 0.0 0.0 1.7 0.1 1043 1053 4.2 0.2 0.3 0.8

S51-C54-C26-S23 180.0 180.0 180.0 180.0 179.8 179.1 178.5 180.0 180.0 180.0 179.9
C44-C43-545-C47 177.8 90.7 180.0 107.8 1799 915 76.7 1669 150.0 156.6 139.5
C13-C10-S11-C16 7.9 90.7 0.0 73.0 0.1 91.4 76.5 149 326 25.5 43.0
S51-C54-N55-N24 178.0 180.0 179.9 179.9 180.0 161.8 159.6 175.7 180.0 178.4 178.7
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TP-07.dpt: TP-4-F
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TP-03.dpt: TP-&-CI
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TP-AF

1600

1500

1400

1300

1200

1100

1000
900
800
700
600
500
400
300
200
100
F-100

9p-8pIxOyNS | Ayiewg 052 —

TE'LA

b
gpzd

4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5

5.0
f1 (ppm)

65 60 55
RMN *H (300Mhz, DMSO-ds).

7.0

75

9.5 9.0 8.5 8.0

10.0

TP-AF

= = = = = = = =
2 2 2 2 2 2 E] 2 =
2 2 2 2 2 2 = 2 2
& E] & 2 7 2 I E =
T T 7 7 i bl 7 il ki T
gp-apxayns |Ayiawig 25 6e —
= = = =
2 2 2 ]
2 2 2 =
T i i T . 7
85 b0 T———
85 OT—— s
= 80°0ZT
[RTas
mm.mme -—
S toezt___—4
=} S9BET-E ==
Z8'BET
0Z'BET) 7
" |9 e
4
=)
zrevT~___]
6505T~ ]
821517 ]
‘0z g
BO'0ZT—— Sz
s
5
z 55297 ——
PO pET~" - )
75'521— -
(9221 W
59827~
=
=
a
THFET— 0
a
ZBET~__,
0Z'6ET~" H]
A

210 200 190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10
f1 (ppm)

220

TP-AF: RMN 3C (75.5 Mhz, DMSO-ds).



Marcos V. O. Cardoso Apéndice C 237

ESPECTRO DE MASSAS (MODO POSITIVC
MS Spectrum Gragh
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TAP-13.dpt: TAP-AF

1.04
0.8
0.6
@
3
g
s
£
B 04
2
0.2
0.0
@ © o comoNe o 0 o
B g 8 “RENE 2 B B o o
2 - FOERT 2 B B 2 2
& g = 2e=Es 8 8 = = 3
= oo g ST = o g o ool o pur
3 g g e s 22 8 § & S
2 £ 5 THH2B 8 2 8 8 g
8 & & BobIn s £ & 2 8
. T , :
4000 3000 2000 1000

Wavenumbers

TAP-AF: Infra-vermelho.

ESPECTRO DE MASSAS (MODO POSITIVC
M3 Spectrurm Graph
Peakit:1  Rel TimeAveraged 0.507-0, 533(3cand 77-81)

BG Mode:Calc 0,37 3<->0.920(57<->139)
Mass Peaks:70 Base Peak:285.10{19432260) M5 Staga:MS Polarity:Pos Segment] - Eventl Precursor-—-- Cutoff: lonization Mod

100 285 0985

50

216.0681 249.1110 413.1534
225 250 275 00 325 350 EYE] 400 425 450 aT5

278.0781 .1 # ?-?801

m'z

TAP-AF: EMAR-ESI.



Apéndice C 240

TAP-4-C|

Marcos V. O. Cardoso

1000

2000

Wavenumbers
Infra-vermelho

TAP-4-Cl:

3000

4000

n_ n_ n_ n. n. n. n. n. n. n.
2 2 2 2 2 2 2 2 2 @ @ . o =]
B T o = =] =] =+ = = =} =] =] =] =
AL S PR U R AU R S B . S SR SO S
bt
re
o
ra
ra 686476L
[ Ay
0EL0'/ER
Le
4 —
L
- S0EEGAOL
p I 20828911
.
e
L : 6GR0'06Z 1
6EZ _J 00 <
9p-8pIXa)| NS |ALEWIa 05 2 - T e o
| (@) £892°8151
s 9 69v. 7561
1 S 56162091
™ in (]
bl -
t N
o c
L2 =
I o
] o
- ™
19 — N
ok
ras F
" Z
S . 2 = = >
S 2 2 g 8 = I - xx
1 L L " 1 " L " 1 L 1 - ..
i ° O
1
g Fe Y
i t o .
Lea < SIGLLYEE
RS 20'1} =
21 in
r vy ™
S _Tom_mu = BHOZHOLE
z “HT avagazze
L E !
= " ]
L oo =001 & FERI6EEE
A L
o
[ ra
~ |
Lo .
re
[ =]
L b= ]
~ o S 3
4_I. I o
I8 I La 5
¥ |- 5 T , ; . : :
o =1 o w - X1 =
g = a a p- a a
a
a BOURQOSTY



Apéndice C 241

TAP-2-Naf.
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TAP-Naf
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TAP-0%.dpt: TAP-2-Naf
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TAP-4-NO;
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TAP-MO-1.8p: Di/Skydrive/analysis/FTIRTAPTARP-NO-1.5p
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TAP-4-F
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TAP-4-F-1.5p: DuSkydrive/Analysis/FTIRTARTAP-4-F-1.5p
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