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RESUMO

Toxoplasma gondii ¢ um parasita unicelular responsavel pela toxoplasmose, doenga de alta
gravidade em pacientes imunodeprimidos devido ao seu carater oportunista. Os farmacos
empregados no tratamento levam a severos efeitos adversos. Neste cendrio, faz-se urgente a
descoberta de novas substincias com potencial atividade anti-7. gondii. A enzima
ribonucleotideo redutase, vem sendo relacionada como possivel alvo quimioterapéutico. As
tiossemicarbazonas, por sua vez, apresentam comprovada eficicia na inibi¢ao desta enzima.
Neste sentido, sintetizamos uma série de tiossemicarbazonas e derivados de 4-tiazolidinonas e
avaliamos seu potencial contra 7. gondii. As tiossemicarbazonas (3a — 3j) foram preparadas a
partir de nitro-benzaldeidos e tiossemicarbazidas substituidas, em etanol sob refluxo e
purificadas por lavagem com solvente apropriado. Na segunda etapa, as tiossemicarbazonas
foram ciclizadas utilizando o anidrido maléico para formar as 4-tiazolidinonas (4a — 4j).
Todas as estruturas foram confirmadas por RMN 'H, C e IV. Quanto a atividade bioldgica,
células Vero foram infectadas com taquizoitas de 7. gondii por 24 h, e apods esse periodo,
incubadas com as substancias sintetizadas por mais 24 horas. Todas as substancias reduziram
drasticamente a percentagem de células Vero infectadas apds o tempo de incubacgdo, bem
como o numero de parasitas intracelulares, causando graves alteracdes morfoldgicas no
parasita intracelular sem afetar a célula hospedeira, conforme observado por microscopia
otica e eletronica. Dentre estas, as substincias 3a, 3b, 4h e 4i mostraram os melhores

resultados.



ABSTRACT

Toxoplasma gondii is a unicellular protozoa responsible for toxoplasmosis, a disease known
for its great importance to immunodepressed patients due to its opportunistic character. The
current chemotherapy against human toxoplasmosis involves undesirable side effects. In this
sense, it makes urgent the discovery of new compounds with potential activity against 7.
gondii. The enzyme ribonucleotide reductase has been related as a possible chemotherapeutic
target. The thiosemicarbazones, on the other hand, are known inhibitors of this enzyme. In
this way, we synthesized a series of thiosemicarbazone and 4-thiazolidinone derivatives and
we evaluated their potential against 7. gondii. The thiosemicarbazones (3a — 3j) were
prepared from substitutes nitro-benzaldehydes and thiosemicarbazides, in ethanol under reflux
and purified by washing with appropriated solvent. In the second step, the thiosemicarbazones
were ciclized utilizing the maleic anhydride to prepare the 4-thiazolidinones (4a — 4j). The
structures of all compounds were established on the basis of their NMR spectroscopic data
and IR. In respect to biological activity, Vero cells were infected with taquyzoites of 7. gondii
for 24 h, and after this time, incubated with the synthesized compounds for more 24 hours. All
the compounds caused a drastic decrease in the percentage of Vero cells infected after the
time of incubation, as like as the number of intracellular parasites, causing serious
morphologic alterations in the intracellular parasite without affecting the host cell, according
to the observations by optic and electronic microscopy. Among these compounds, 3a, 3b, 4h

and 4i showed the best results.
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Toxoplasma gondii ¢ um protozoario intracelular obrigatorio, causador da
toxoplasmose. Ele pertence ao filo Apicomplexa e encontra-se globalmente distribuido
principalmente nas areas de clima tropical (MOHAMED et al., 2003; DEGERLI et al., 2003).
Atualmente, estima-se que 500 milhdes de pessoas em todo mundo estejam infectadas com 7.

gondii (MOHAMED et al., 2003).

A quimioterapia atualmente empregada no tratamento da toxoplasmose envolve
indesejaveis efeitos adversos e ndo ¢ efetiva em eliminar os parasitas alojados no sistema
nervoso central (BHOPALE, 2003; DEGERLI et al., 2003). A ineficiéncia dos procedimentos
terapéuticos em eliminar a forma infectante do 7. gondii, chamado taquizoita, ¢ devido ao fato
deste protozoario ser um parasita intracelular obrigatorio; multiplicando-se e desenvolvendo-

se, dentro do citoplasma da célula hospedeira (DEGERLI et al., 2003; MELO et al., 2000).

Os taquizoitas de 7. gondii infectam as células eucarioticas em diferentes tecidos do
organismo, sendo responsaveis por lesdes histologicas, principalmente no sistema nervoso
central (DUBEY, 1998; YAZAR et al., 2003). Além disso, os parasitas podem desenvolver
cistos no cérebro, e quando reativados em pacientes imunodeprimidos, podem levar a

encefalite toxoplasmica (DUBEY, 1998).

Com o advento da AIDS (sindrome da imunodeficiéncia humana adquirida), a
incidéncia mundial de infec¢des causadas pelo 7. gondii tem aumentado (CAMPAGNA,
1997). Nos Estados Unidos da América, entre 18% a 25% dos pacientes com AIDS sofrerdo
de toxoplasmose sintomatica durante o curso da sua doenga (KASPER; BUZONI-GATEL,
1998).

Estudos recentes utilizando a hidroxiuréia (figura la) demonstraram que essa
substancia ¢ eficaz na eliminacdo in vitro de T. gondii, Trypanosoma cruzi e Leishmania
amazonensis, interrompendo o ciclo celular na fase G1/S através da inibicdo da enzima
ribonucleotideo redutase (RR) (MELO et al.,, 2000, 2003). Inibidores desta enzima sao

extremamente efetivos em bloquear a biossintese de DNA (LI et al., 1998a).

A hidroxiuréia, entretanto, ¢ pouco efetiva uma vez que possui pouca afinidade pela
RR e um curto tempo de meia-vida no plasma (GWILT et al., 1998). Por outro lado, as
tiossemicarbazonas (figura 1b) representam uma classe de compostos que estdo entre os mais
eficazes inibidores da RR conhecidos, sendo 1000 vezes mais potentes que a hidroxiuréia in

vitro (LI et al., 1998Db).
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As tiossemicarbazonas geralmente reagem como ligantes organometalicos pela ligagao
através do atomo de enxofre e do nitrogénio azometina, formando quelatos (SHAILENDRA
et al., 2003). Tal caracteristica molecular estéd relacionada com as suas acdes farmacoldgicas
(WALCOURT et al.,, 2004). Virios trabalhos relatam a sua atividade bioldgica contra
protozoarios, como Plasmodium falciparum (WALCOURT et al.,, 2004), T. cruzi
(GREENBAUM et al., 2004), Trichomonas vaginalis, ¢ outros parasitas (BHARTI et al.,
2002).

Em adiglo, as tiossemicarbazonas podem também ser visualizadas como andlogos
estruturais das 4-tiazolidinonas que apresentam um grupo hidrazona condensado na posigao 2
(figura 1c¢). Compostos que possuem o nucleo 4-tiazolidinona, em geral, sdo de interesse
bioldgico, devido ao seu largo espectro de atividade, tais como, antimicrobiana (BONDE;
GAIKWAD, 2004), antiviral (RAO et al., 2004), antiinflamatoria (VIGORITA et al., 2003),
hipnotica (ERGENC et al., 1999) e antiprotozoaria (ALVES et al., 1993; Seebacher et al,
2004).

\
H N NH
N
a N,N
Ar’ 4 (o]
S /
'i' ,/ (o]
NHR;
vd
Ar? '\kﬂ/ ¢ OH
S

Ar = grupo arila; Ry = H, alquil, aril
Figura 1. Hidroxiuréia (a), tiossemicarbazona (b) e 4-tiazolidinona (c)

Recentemente, nds demonstramos os efeitos de algumas tiossemicarbazonas e 4-
tiazolidinonas no desenvolvimento de 7. gondii (TENORIO et al., 2004). Nossos resultados
mostraram uma grande especificidade pelos compostos sintetizados contra o parasita, sem
afetar a célula hospedeira. No presente estudo, nés ampliamos o numero de moléculas, pela
variacdo dos substituintes e mantendo o mesmo esqueleto central, com o objetivo de realizar

uma possivel relagdo estrutura-atividade contra 7. gondii.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
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2.1. ASPECTOS GERAIS DO T. GONDII

T. gondii ¢ um protozoario unicelular pertencente ao Filo Apicomplexa, assim como
os agentes causadores da malaria, Plasmodium sp, e da coccidiose, Eimeria sp; apresentando-
se largamente distribuido em todo mundo, principalmente nas areas de clima tropical, sendo
capaz de infectar diversos vertebrados (GAGNE, 2001; BOOTHROYD; GRIGG, 2002;
DEGERLI et al., 2003). A figura abaixo, mostra a fotomicrografia eletronica ultra-estrutural

do T. gondii (Figura 2).

Figura 2. Fotomicrografia eletrénica de T. gondii. Barra equivalente a lum. Fonte: SOLDATI, 1999

2.1.1. Ciclo Bioldgico de T. gondii

O ciclo bioldgico deste parasita é heterogenético e heteroxénico, tendo como
hospedeiro intermediario o homem e outros animais, e os gatos domésticos e demais Felideos

como hospedeiro definitivo (DUBEY, 1998; NEVES et al., 2000).

Os Felideos sdo os unicos hospedeiros que apresentam as duas fases do ciclo
bioldgico: sexuada e assexuada (GAGNE, 2001). A fase sexuada desenvolve-se nas células do
epitélio intestinal e ¢ responsavel pela formagdo dos oocistos que sdo liberados nas fezes
(GAGNE, 2001; DUBEY, 1998). Uma vez no meio ambiente, os oocistos sofrem esporulagao
liberando, cada um, 4 (quatro) esporozoitos altamente infectantes (GAGNE, 2001; NEVES et
al., 2000).

A fase assexuada inicia-se apOs ingestdao das formas infectantes do 7. gondii -

taquizoita, bradizoita, oocistos ou esporozoitos (NEVES et al., 2000). Isso pode ocorrer
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através de agua e leite contaminados, carne crua, oocistos liberados nas fezes de gatos, dentre
outros modos (BHOPALE, 2003; LYONS et al., 2002; GARCIA et al., 1999). O homem ¢

outros hospedeiros intermedidrios desenvolvem apenas esta fase do ciclo.

Apo6s infecgdo inicial, tem-se rdpida multiplicagdo, caracterizada pela presenca de
taquizoitas em varios tecidos (NEVES et al., 2000; LYONS et al., 2002). Esta fase de
multiplicagdo celular ocorre dentro de vactiolos, conhecidos como vacuolos parasitoforos, que
protegem o parasita de agressores externos. Apds divisdes sucessivas, ocorre 0 rompimento
da célula parasitada liberando os novos taquizoitas que invadirdo novas células (MELO et al.,

2000; NEVES et al., 2000).

Passado alguns dias, os taquizoitas evoluem para a forma bradizoita e formam cistos
em diversos locais do organismo. Estes cistos podem ficar retidos por anos e serem reativados
caso haja uma queda acentuada no sistema imunologico (LYONS et al., 2002; BHOPALE,

2003). Abaixo, pode-se ver um esquema do ciclo biologico do 7. gondii (Esquema 1)

Felideos Hospedeiros
definitivos

Reprodugio
sexuada
7 Gametocitos

Cistos
Teciduais

Taquizoitas

Ambiente
contaminado

Fase | 4
assexuada
Onde:
4« A 1L

<4— Consumo de carne contaminada | g t
<4 Transmissio vertical Rl

<« - - Ingestdo de oocistos pelo ambiente
contaminado

<« - — Predagdo %

2

Esquema 1. Ciclo bioldgico do T. gondii
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2.1.2. Consideracdes epidemioldgicas de T. gondii

T. gondii é um protozoario de ampla distribuicdo geografica (BHOPALE, 2003). Em
algumas regides do planeta, 50-90% da populagdo apresenta titulos sorologicos contra o
parasita, denotando algum tipo de prévia exposicdo. Alguns paises como a Franga e o Taiti

apresentam alta prevaléncia (60 — 70%) (AVELINO et al., 2003).

Nos Estados Unidos, apesar da baixa prevaléncia sorologica (20 — 25%), cerca de 18 a
25% dos pacientes com AIDS sofrerdo de toxoplasmose sintomdtica durante a doenca

(GAGNE, 2001; KASPER; BUZONI-GATEL, 1998).

Por outro lado, estudos realizados no Brasil em populagdes urbanas e rurais
demonstraram alta soropositividade, geralmente acima de 50% nas amostras analisadas
(COUTINHO et al., 1981). Garcia et al. (1999), relatou a soropositividade de 82,9% numa
amostragem de 82 pacientes do municipio de Jaguapita localizado ao norte do estado do
Parand. Em outros municipios do Parand, como Guaraci e Londrina, foram registrados titulos
elevados, de 71 e 75% respectivamente, ambos na regido rural (GARCIA et al., 1999).
Segundo Bonametti et al. (1997), tais variagdes devem-se principalmente a fatores

geograficos e habitos alimentares.

Roberts et al. (1994) estimou em 5,3 bilhdes de ddlares o custo anual das perdas com
cuidados médicos, perda em produtividade e gastos com educacdo especial para a
toxoplasmose congénita nos Estados Unidos no ano de 1993. Mais recentemente, foram
calculados em 7,7 bilhdes de ddlares por ano o custo com toxoplasmose congénita (GAGNE,

2001).

2.1.3. Manifestacdes clinicas e tratamento: consideracfes gerais

Em geral, as manifestacdes clinicas da toxoplasmose estdo associadas com o grau
imunologico do paciente (BHOPALE, 2003). Adultos e jovens imunocompetentes geralmente
apresentam quadro assintomatico, com algumas excecdes apresentando linfadenopatia e

letargia como os sintomas mais freqiientes (GAGNE, 2001). Contudo, recentemente foi
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detectado a forma mais grave da doenca, caracterizada por abscessos cerebrais, em paciente

sem evidéncia de imunossupressao (SILVA et al., 2001).

Como mencionado anteriormente, as formas mais graves da doenca estdo associadas
com as deficiéncias imunoldgicas do individuo. Sendo assim, com o surgimento da AIDS
houve um aumento na incidéncia de infec¢des oportunistas causadas pelo 7. gondii,
especialmente no sistema nervoso central (NEVES et al., 2000; CAMPAGNA, 1997). Na
Franca, a toxoplasmose cerebral representa uma das infec¢des mais comuns em pacientes

infectados com HIV (BOSSI et al., 1998).

Outra forma grave da doencga ¢ a toxoplasmose congénita. Ela pode ter complicagdes
fatais para o feto ou manifestagdes clinicas como, corioretinite, calcificacdes do tecido
cerebral, hidrocefalia e retardo mental ou psicomotor (DEGERLI et al., 2003, NEVES et al.,
2000).

Atualmente, o tratamento de pacientes com toxoplasmose ¢ feito pela combinacio
sinérgica da pirimetamina e da sulfadiazina. Entretanto, tal associacdo causa severos efeitos
adversos, como depressdo da medula dssea em pacientes imunocomprometidos, incluindo

aqueles que fazem uso de quimioterapicos (DEGERLI et al., 2003, DRIESSEN et al., 2002).

Por outro lado, a azitromicina, um antibiotico macrolideo semi-sintético, tem sido
cogitado como possivel agente potencial no tratamento de pacientes com a infec¢ao, porém
estudos vém mostrando que este firmaco ¢ pouco eficiente na eliminacdo dos parasitas

localizados ao nivel de tecido cerebral (DEGERLI et al., 2003) (Figura 3).

Figura 3. Pirimetamina (a), sulfadiazina (b) e azitromicina (c)

De qualquer forma, embora o uso da combinagdo da pirimetamina com sulfadiazina
continue muito efetiva, a utilizacdo dessas duas substancias, notadamente em individuos

infectados com HIV, com freqiiéncia resulta em elevada incidéncia de reagdes adversas.
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Dessa forma, faz-se necessario a busca por substancias alternativas que minimizem esses

efeitos e sejam eficazes na eliminacdo do 7. gondii.
2.2. TIOSSEMICARBAZONAS

Tiossemicarbazonas sao compostos de consideravel interesse cientifico devido as suas
importantes propriedades quimicas e biologicas, tais como antitumoral (FEUN et al., 2002),
antibacteriana (KASUGA et al., 2003), antiviral (TEITZ et al., 1994), antiprotozoaria
(BHARTI et al., 2002), citotéxica (KARAH, 2002), dentre outras. A estrutura quimica das
tiossemicarbazonas e a numeragio dos seus atomos segundo a IUPAC (PANICO et al., 1993)

¢ mostrado na Figura 4.

|
Roe 1N 3_NRgR
=Y
Figura 4. Estrutura das tiossemicarbazonas

As tiossemicarbazonas apresentam-se como sistemas extremamente deslocalizados,
principalmente quando ha grupos aromaticos ligados ao carbono da imina (PALENIK et al.,
1974). A figura 5 mostra esquematicamente a influéncia dos comprimentos de ligacdo na

deslocalizagao dos elétrons m nas tiossemicarbazonas.

wn

1,685

1,285 1,377 1,354 | 1,327
G N N G NH,

Figura 5. Comprimentos das ligagées de tiossemicarbazonas em Angstron (4)

Pode-se observar que o fragmento N-C-N apresenta um comprimento de ligacdo muito
proximo ao observado para as duplas ligagdes (C=C, 1,201 — 1,246 A), enquanto que na
ligacio C-S (1,685 A), ocorre exatamente o inverso, indicando que o atomo de enxofre
permite um maior envolvimento das duas ligagdes C-N na deslocalizacdo dos elétrons ©
(ALLEN et al, 1983; CASAS et al., 2000). De fato, tiossemicarbazonas que nido possuem
substituintes na posicdo N-4 apresentam o esqueleto central quase planar, permitindo desta

forma uma melhor sobreposi¢ao dos orbitais livres (CASAS et al., 2000).
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O carater parcialmente duplo da ligagao C-N pode também ser facilmente evidenciado
pela espectrometria de ressondncia magnética nuclear de hidrogénio (RMN 'H), uma vez que
os hidrogénios em NH, aparecem como dois sinais ndo equivalentes. Isto acontece devido a
rotagdo restrita da ligacdo C-NH, por conta da dupla ligacdo parcial, que desta forma, torna os
hidrogénios diastereotopicos (TARASCONI et al., 2000; JOUAD et al., 2001). A
temperaturas elevadas (~ 323 K) estes sinais coalescem como mostra o trabalho de Ferrari e

colaboradores (FERRARI et al., 1994).

Devido a esta deslocalizacdo, as tiossemicarbazonas podem coexistir na forma tiona

ou tiol em equilibrio tautomérico (Esquema 2).

I
NH N, NH
FN'N\( 2 FN/ Y 2
Ar S Ar SH
—
Forma Tiona Forma Tiol

Ar = aril
Esquema 2. Formas tautoméricas das tiossemicarbazonas

De qualquer forma, o espectro de infravermelho (IV) mostra a forma predominante
neste tautomerismo, uma vez que o aparecimento de uma banda forte na regido de 1028-1082
cm’ indica a presenca da tiocarbonila (C=S). Contudo, a auséncia desta banda e o
aparecimento de outra na regido de 2500-2600 cm” demonstra que a forma tiol ¢ mais

predominante (BHARTT et al., 2003; ANTONINI et al., 1977).

Vale ressaltar que, o baixo valor da banda de estiramento de C=S ¢ devido ao seu
acentuado carater de ligacao simples, e que esta pode variar de acordo com o seu ambiente
quimico (GALABOV et al, 2003; LAUVERGNAT; HIBERTY, 1997; VASSILEV;
DIMITROV, 2003; CREWS et al, 1998).

A preparacdo de tiossemicarbazonas ¢ extensamente explorada e descrita na literatura
(LT et al., 1998a; TARASCONI et al., 2000; HOLLA et al., 2003; SHAILENDRA et al.,
2003). Duas estratégias podem ser empregadas na sintese destes compostos: obtengdo direta,
pela reacdo quimiosseletiva de aldeidos e/ou cetonas com as tiossemicarbazidas; e obtencao
indireta, através da preparacdo prévia das tiossemicarbazidas; utilizando hidrazina (NH,-NH;)
e diferentes reagentes; seguido da condensacdo com o derivado carbonilado especifico

(Esquema 3).
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Esquema 3. Andlise retrossintética de tiossemicarbazonas

No presente trabalho foi adotado o método direto de preparagdo das

tiossemicarbazonas devido a maior facilidade das reagdes e disponibilidade dos reagentes.
2.2.1. Obtencdo direta das tiossemicarbazonas

As tiossemicarbazidas podem ser adquiridas comercialmente. A sintese € descrita pela
condensagdao equimolar de um derivado carbonilado, do tipo aldeido ou cetona, com
tiossemicarbazidas em meio alcoolico sob refluxo e quantidades cataliticas de 4cido (HOLLA
et al., 2003; SARODNICK et al., 2003). Esta reacdo ¢ bastante conhecida por sua alta
quimiosseletividade, versatilidade e rapidez, apresentando geralmente altos rendimentos
(HANG; BERTOZZI, 2001; RODRIGUEZ et al., 1998; BENBROOK et al., 1997) (Esquema
4).

Acido i
0 | Meio alcoolico R NR3R4q
JL *H N’NWI/NR‘?R4 ETE— N"\Hr + H0
Ry Ry 2 Refluxo Ry S

R1, Ry, Rz e Ry =H, alquil e aril
Esquema 4. Reagdo de formagdo de tiossemicarbazonas

Varios derivados de tiossemicarbazona foram obtidos utilizando as condigdes
reacionais descritas acima. Karah (2002) trabalhando com derivados de isatina, reagiu estes

com a tiossemicarbazida e obteve tiossemicarbazonas em rendimentos elevados, alguns
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variando de 97% a 99% (Esquema 5, a). Neste trabalho, a sintese foi realizada em solucao
etanolica, sob refluxo, contendo quantidades cataliticas de acido sulfurico concentrado. Em
outro estudo, Benbrook et al. (1997) sintetizaram tiossemicarbazonas derivadas de
heteroarotinoides, um conhecido sistema molecular derivado de retindides (WAUGH et al.,
1985), utilizando 4cido acético como catalisador. Aqui, a condensacdo da tiossemicarbazida
com o aldeido correspondente também forneceu facilmente a molécula alvo em rendimentos

satisfatorios de 83%.

Alguns autores, contudo, efetuaram uma pequena modificagdo neste método e
observaram que as tiossemicarbazonas também poderiam ser sintetizadas em solugdo neutra,
indicando que possivelmente o emprego do acido ndo seria uma condi¢ao indispensavel para a

formagao dessas moléculas (SHAILENDRA et al., 2003; AFRASIABI et al., 2003).

Neste sentido, Chiyanzu et al. (2003) demonstraram que as tiossemicarbazonas
derivadas de isatina, que tinham sido anteriormente obtidas por Karah (2002) utilizando o
método convencional, também eram facilmente sintetizadas sem o auxilio de catalisadores

(Esquema 5, b).

By
LA
N
0 A A G
R | ] Rl S
I NG NG aoub
O +HN Y H — o}
N S EtOH N
! \' Método a =97% - 99%
R, H R H
Método b = 40% - 90%
Rl = H, CH3, NOz, F, Cl, Brou |
RZ =Hou CH3

a = solugéo contendo HySOy4
b = solucé&o neutra

Esquema 5. Obtengdo de tiossemicarbazonas derivadas de isatinas pelo método convencional (a) e

em solugdo neutra (b)

Tiossemicarbazonas sdo geralmente obtidas como misturas de isdmeros £ e Z no
estado solido (LEMKE et al., 1977). Em solucdo, héd isomerizagdo da configuracdo Z para E
devido a sua maior estabilidade termodinamica (OTA et al., 1998). Utilizando técnicas de
espectroscopia Raman ¢ RMN 'H, Temperini et al. (1995) mostraram a predominancia do

isomero E da 2-formil-piridina tiossemicarbazona em DMSO e em meio aquoso.

A isomerizagdo ¢ extremamente influenciada pela presenga de acidos e pela natureza
dos grupos substituintes ligados ao carbono azometina (CH=N), bem como, pelos

substituintes ligados ao nitrogénio da tioamida (N-4).



Tenoério, Romulo P. Sintese de tiossemicarbazonas substituidas ¢ derivados de 4-tiazolidinonas... 30

Karabatsos et al. (1964) mostraram, em estudos utilizando RMN 'H, que os
hidrogénios azometina de tiossemicarbazonas na configuragdo E ressonam a freqii€ncias
menores em relacdo a tiossemicarbazonas em configuragdo Z, mesmo em diferentes solventes.

Resultado semelhante foi obtido por Antonini et al. (1977) alguns anos depois.

De regra geral, as tiossemicarbazonas derivadas de aldeidos, tendem a formar
preferencialmente o isomero E, termodinamicamente mais estavel, enquanto que as derivadas
de cetonas assimétricas, a proporcao entre £ e Z depende da estrutura dos substituintes ligados

a carbonila (COSTA et al., 2003).

2.2.2. Consideracbes a respeito das atividades antiprotozoarias de

Tiossemicarbazonas

Como mencionado anteriormente, as tiossemicarbazonas pertencem a uma classe de
substancias bastante conhecidas por suas importantes aplicagdes na pesquisa de novos

farmacos por conta do seu largo espectro de acao (SILVA et al., 1998).

Alguns autores atribuem esta propriedade a alta afinidade que as tiossemicarbazonas
apresentam pela enzima ribonucleotideo reductase, enzima responséavel pelo passo crucial na
sintese do DNA e conseqiientemente da divisdo celular (LOUIE, 1999; CORY, 1988). Outros
consideram as suas propriedades biologicas a capacidade que estas apresentam de formar
complexos com cétions metalicos, formando quelatos (BHARTI et al, 2003). Por outro lado,
Greenbaum et al. (2004) sugeriram que o mecanismo de a¢do das tiossemicarbazonas ¢ ainda

complexo e deve ser mediado através da inibicdo de multiplos alvos.

Diversos tipos de protozoarios foram estudados quanto as suas suscetibilidades as
tiossemicarbazonas, como relatam trabalhos recentemente publicados (WALCOURT et al.,

2004; SINGH et al., 2004).

Bharti et al. (2002) efetuaram testes antiprotozodrios de alguns derivados
tiossemicarbazonas e obtiveram bons resultados biologicos frente a Entamoeba histolytica e
Trichomonas vaginalis, utilizando metronidazol como farmaco de referéncia. Atividade

antimalarica também foi relatada para algumas tiossemicarbazonas. Klayman et al. (1984)
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observaram que as fungdes tiocarbonila e azometina eram necessarias para esta atividade

biologica (Figura 6).
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Figura 6. Tiossemicarbazonas com potencial atividade antiprotozoaria.

Outros resultados mostram que as propriedades das tiossemicarbazonas de formar
complexos com os cations metalicos sdo responsaveis pelas atividades antiprotozoarias
(BHARTI et al.,, 2002; WALCOURT et al., 2004). Esta capacidade de formar liga¢do
coordenada ¢ aumentada se houverem grupos doadores de elétrons ligados ao carbono da
funcao azometina (CASAS et al., 2000). Atividades como antitripanossoma (DU et al., 2002;
CASERO et al., 1980) e leishmanicida (DODD et al., 1989), foram também relatadas.

2.3. 4-TIAZOLIDINONAS

As 4-tiazolidinonas sdo derivados carbonilados das tiazolidinas, os quais pertencem a
um importante grupo de heterociclos (SINGH et al., 1981). As suas estruturas quimicas
apresentam-se formadas por um anel de cinco membros, contendo dois heterodtomos, um

enxofre (S) e um nitrogénio (N), e um grupo carbonila na posicao 4 (figura 7).
3N O
4
Z(js
1

Figura 7. Estrutura e numeragdo de 4-tiazolidinona

As outras posi¢des do anel, 2 ¢ 5, podem ser substituidas por diversos grupos quimicos
em geral. As 4-tiazolidinonas obtidas a partir de tiossemcarbazonas apresentam na posi¢ao 2 o

grupo hidrazona condensado (BROWN, 1961).
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Diversas propriedades bioldgicas sdo relatadas para esta classe de moléculas, incluindo
atividade como, tripanossomicida (SEEBACHER et al., 2004), antimicrobiana (BONDE;
GAIKWAD, 2004), hipnética (ERGENC et al., 1999), antifungica (SIDDIQUI et al., 2003;
CAPAN et al., 1999), antiinflamatoria (ALLEN et al., 2004; SINGH et al., 1985), anti-
Mycobacterium tuberculosis (BABAOGLU et al., 2003), antiviral (BARRECA et al., 2001),
antioxidante (SHIH; KE, 2004), dentre outras.

A sintese quimica de 4-tiazolidinonas pode ser efetuada por varios métodos (BROWN,
1961; SINGH et al., 1981). Contudo, a preparacao destas a partir de tiossemicarbazonas pode
ser descrita em basicamente trés estratégias: método a, utilizando acidos carboxilicos a-
halogenados; método b, utilizando ésteres de etila a-halogenados e o método ¢, utilizando

anidrido maléico e derivados (Esquema 6).
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Esquema 6. Estratégias de preparagdo de 4-tiazolidinonas a partir de tiossemicarbazonas

Os métodos a e b sdo muito parecidos, ambos fazem a utilizacdo da base acetato de
sodio anidro em solvente apropriado. Porém, como pode ser observado no esquema acima, o
método a fornece uma estratégia facil para obter 4-tiazolidinonas substituidas na posi¢do 5
com grupos alquila ou arila (JOLLY; SHARMA, 1990). Em ambos os métodos, a reagao
inicia-se com o ataque nucleofilico do 4&tomo de enxofre ao carbono halogenado, seguido de
amindlise, com conseqiiente perda de uma molécula de dgua ou alcool etilico, formando o

heterociclo.
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No esquema a seguir pode ser visualizado o emprego destes dois métodos na
preparagao de 4-tiazolidinonas a partir de tiossemicarbazonas (SINGH, et al., 1985; EL-

GENDY et al., 1990; SEEBACHER et al., 2004) (Esquema 7).

H H
J J

H
N_ _N 8 i N
vd ~ vd
: =N \Isr H + CI\)LO,H LY Z —N Nﬁs’\>=o (eq. 1)

R R Rend: 60 - 65%

H IR H
N l{l (@] R=N ,\1
N7 \H Br\)L 1 N’Nﬁ/
H \n/ + o/\ e H \>=O (eq. 2)
Ph S Ph S
Ph
H

Ph b Rend: 78 - 88%

R = H, alquil, aril... ; Ph =fenil

(i) acetato de sédio anidro, etanol, refluxo; (ii) acetato de s6dio anidro, acetato de etila, refluxo

Esquema 7. 4-tiazolidinonas preparadas pela reacdo de tiossemicarbazonas e acido carboxilicos a-

halogenados e ésteres a-halogenados

Um detalhe importante ao se fazer a escolha pelo método b é que quanto mais
volumoso for o grupo substituintes na posi¢ao N-4 da tiossemicarbazona, mais dificil serd a
ciclizacdo para formar a 4-tiazolidinona. Kiigiikglizel et al. (2002) por exemplo, ndo
conseguiram obter 4-tiazolidinonas por este método quando utilizaram tiossemicarbazonas
substituidas com fenil e p-metoxi-fenil. Curiosamente foi obtido ao invés o heterociclo 1,3,4-

oxadiazol como Unico produto.

Entretanto, estudos desenvolvidos por Shih et al. (2004) mostraram que ¢ possivel
obter 4-tiazolidinonas a partir de tiossemicarbazonas fenil substituidas pelo método b
(Esquema 8, equacdo 3). Segundo os autores houve apenas uma diminui¢ao na velocidade da
reacdo quando comparada ao emprego de tiossemicarbazonas ndo substituidas, sugerindo uma

queda da reatividade com o aumento do grupo substituinte (Esquema 8, equacao 4).

iy
N Na N
Ao N’N\n/ CeHs i A@ N T\>=O Rend: 58 - 68% €q. 3)
S —
n\ o n \ e 80°C, 40-45 horas
N7 0 N o
o
H H H
PN N
Ar N’W H . Ar N’NY Rend: 72 - 82%
N} i N o (€q. 4)
{ S _— 80°C, 27-37 horas 4
n (<) n\_ e
NN/ 0 No” ©

Esquema 8. Diminui¢cdo da reatividade de tiossemicarbazonas N-4 fenil substituidas frente a ésteres

de etila a-halogenados. (i) Cloroacetato de etila, etanol, dcido acético, acetato de sédio anidro, refluxo.
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Em relagdo ao método ¢ existem poucos relatos recentes de aplicacao na sintese de 4-
tiazolidinonas. Apesar disto, ¢ o método de escolha quando se deseja obter esses heterociclos

substituidos na posi¢do 5 com o grupo acido (MCLEAN; WILSON, 1939; BROWN, 1961).

E importante notar que a funcdo tioamida (R;R,N-C=S), presente nas
tiossemicarbazonas, ¢ a por¢cdo responsavel por esta reagdo, como relataram
Balasubramaniyan et al. (1990). Na realidade, o anidrido maléico e seus derivados sdo muito
reativos frente a 1,3-dinucleéfilos devido a sua caracteristica receptadora de elétrons. Tal tipo

de reacdo ¢ também conhecido como adicdo tia-Michael (AUGUSTIN; KOHLER, 1976).

Levando-se em consideragdao o que foi mencionado acima, diversos trabalhos utilizam
tioamidas na sintese de 4-tiazolidinonas (BLANCHET; ZHU, 2004; LAURENT et al., 2004;
RUDNICHENKO et al., 2004; SIDDIQUI et al., 2003; CHANDE; SURYANARAYAN,
2002; BERSENEVA et al., 1998). Contudo, a aplicagdo de tiossemicarbazonas nessas reagdes

ainda nao foi relatada.

2.3.1 ConsideracGes a respeito das atividades antiprotozoarias de 4-

Tiazolidinonas

Anteriormente, foi citado que as 4-tiazolidinonas apresentam um largo espectro de
atividades biologicas. Porém, quando se trata de agdo antiprotozodria, fica evidente que tal

estudo biologico necessita de maiores informacdes.

Na realidade, apenas dois artigos foram encontrados sobre os efeitos biologicos de 4-
tiazolidinonas em protozoarios. Em um deles estudos preliminares foram feitos utilizando
Entamoeba histolytica e Trichomonas vaginalis e no outro, atividades contra Plasmodium
falciparum e Trypanosoma brucei rhodesiense foram realizadas (ALVES et al., 1993,
SEEBACHER et al., 2004). Contudo, em ambos os trabalhos, as 4-tiazolidinonas testadas nao

mostraram atividade significativa.

Entretanto, em estudos desenvolvidos previamente em nosso laboratério com
derivados de 4-tiazolidinonas, obtidas a partir de benzaldeidos tiossemicarbazonas
substituidas, observamos que estas substincias apresentavam uma alta seletividade in vitro

frente ao protozoario 7. gondii sem afetar a célula hospedeira. Os resultados obtidos sugerem
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uma acao inibitoria sobre a enzima ribonucleotideo redutase (RR), enzima responsavel pelo

passo limitante da sintese do DNA (TENORIO et al., 2004).

Pode-se observar pelas estruturas abaixo que as 4-tiazolidinonas sintetizadas mantém
uma similaridade estrutural com as tiossemicarbazonas utilizadas como materiais de partida.

Em ambas pode-se ver a presenc¢a do grupamento C=N-N-C-(S)-N (Figura 8).

H
N N
Id SH = d
v = Y Mo
S
R R 0o
OH

R =H, Cl ou NO,
Figura 8. Similaridade estrutural de tiossemicarbazonas e derivados de 4-tiazolidinonas

Em verdade, a acdo bioldgica das tiossemicarbazonas esta relacionada com suas
propriedades quelantes, como foi mencionado anteriormente. Nesse sentido, os dtomos de
nitrogénio da fun¢do azometina (CH=N) e o atomo de enxofre possuem uma importancia
significativa. Pela figura acima, fica claro que as 4-tiazolidinonas obtidas mantiveram a
mesma relagdo. Portanto, como as tiossemicarbazonas apresentam acentuada acdo inibitoria

sobre a RR, pode-se sugerir que tais caracteristicas mantiveram-se no heterociclo.

2.4. Objetivos

2.4.1. Geral

No ambito de uma linha de pesquisa que visa a obten¢ao de novos candidatos a
farmacos inibidores da enzima ribonucleotideo redutase (RR), objetivamos a sintese de
tiossemicarbazonas e derivados de 4-tiazolidinonas, baseando-se em trabalhos realizados
anteriormente por nossa equipe, € a aplicacdo destas no estudo de suas atividades bioldgicas

contra 7. gondii.

As tiossemicarbazonas propostas, tiveram suas estruturas planejadas por analogia a

hidroxiuréa (inibidora da RR) eleita como protétipo. Sendo assim, foi substituido o atomo de
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oxigénio pelo de enxofre, bem como, o grupo amino foi substituido por uma subunidade
arilhidrazona, tendo como substituinte o grupo nitro, considerado como parasitoforo. A
hidroxila foi substituida por um atomo de hidrogénio e grupos lipofilicos, tais como, metil,
etil e fenil. Ao fim, as tiossemicarbazonas foram ciclizadas para formar os derivados de 4-

tiazolidinonas.

=, | IS
r {ov] =— @,:N’N'E]ﬁ @,:N’ °

a 02N 02N

OH

b c

R=-H, -CHB, -CH2CH3 ou -C6H5

Figura 9. Planejamento das tiossemicarbazonas (b) e dos derivados de 4-tiazolidinonas (c), a partir

da hidroxiuréia (a) eleita como prototipo. (d) Ciclizagdo.

2.4.2. Especificos

e Sintese e purificacdo das tiossemicarbazonas e derivados de 4-tiazolidinonas;
e (aracterizagao fisico-quimica de todos os compostos sintetizados;

e Determinagdo das estruturas de todas as moléculas em estudo através da obtencao dos

espectros de RMN de lH, de PCe Iv;

e Avaliacdo da sensibilidade in vitro do protozoario Toxoplasma gondii as moléculas

sintetizadas.



3. MATERIAL E METODOS
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3.1. Parte Experimental

3.1.1. Cromatografias

A cromatografia em coluna foi efetuada, sob pressao, utilizando-se Gel de Silica Merck
(230-400 Mesh), segundo os métodos descritos por Still et al. (1978). A cromatografia em
camada delgada (CCD) foi realizada sobre placas comerciais de Gel de Silica Merck 60 Fa34
de 0,24 mm de espessura. A CCD foi monitorada através de revelacdo pela iluminagdo no
ultravioleta (UV) (254 nm) ou pela fixagdo com vapores de iodo. As reagdes foram

monitoradas por CCD pelo desaparecimento dos reagentes de partida.

3.1.2. Pontos de Fusdo

Os pontos de fusdo foram medidos através dos aparelhos modelo Q.340.23-QUIMIS e
modelo MQAPF-301-MICROQUIMICA com banho de silicone, em tubos capilares.

3.1.3. Espectrometrias

A estrutura quimica das substancias obtidas foi determinada pela espectrometria no

infravermelho (IV) e pela ressonancia magnética nuclear (RMN).

Os espectros no infravermelho (v, cm™), foram registrados em um aparelho BRUKER

modelo IFS 66, em discos de KBr.

Os espectros de RMN foram obtidos em um aparelho UNITYplus — 300 MHz —
VARIAN, a partir de solugdes dos compostos em CDCl; ou DMSO-ds. Os deslocamentos
quimicos (8) indicados, expressos em ppm, foram medidos em relagdo ao tetrametilsilano
(TMS), utilizado como referéncia interna. As constantes de acoplamento estdo indicadas em

Hz. As multiplicidades dos sinais sao medidas da seguinte forma: s — singleto, d — dubleto, dd
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— duplo dubleto, t — tripleto, q — quadrupleto, dq — duplo quadrupleto, qn — quintupleto, m —

multipleto.

3.1.4. Solventes Destilados e Reagentes

Os solventes anidros foram destilados sob atmosfera de argénio. O tolueno foi seco

sobre sddio metalico e benzofenona como indicador. Todos os outros solventes foram

utilizados apos destilacdo. Os reagentes foram obtidos comercialmente (SIGMA, DIFCO,

MERCK e ALDRICH).

3.1.5. Reagentes e Solventes

Tiossemicarbazidas substituidas
Etanol

Hexano

Metanol

Anidrido maléico

Dimetil formamida (DMF)
Dimetil sulfoxido (DMSO)
Placas de silica

Cloroférmio deuterado (CDCls)
Silica gel flash

Sulfato de sodio anidro

Solucao tampao de fosfato (PBS)
Fixador de Bouin

Glutaraldeido

Nitro-benzaldeidos
Acido acético glacial
Acetato de etila

Agua destilada

Tolueno

Benzeno

Dimetil sulfoxido deuterado (DMSO-de)
Cloroférmio (CHCI3)
Diclorometano

Sédio metalico

Solugdo Ringer

Soro fetal bovino (FCS)
Giemsa

Paraformaldeido
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Cloreto de célcio (CaCly)
Cacodilato de sodio
Ferrocianeto de potassio
Epon

Citrato de chumbo

3.1.6. Parasitas Utilizados

Sucrose

Tetroxido de 6smio

Acetona

Acetato de uranila

Meio 199

Foram utilizados taquizoitas de 7. gondii da linhagem virulenta RH.

3.1.7. Equipamentos Utilizados

Aparelho de ponto de fusdo

Bomba de vacuo

Espectrometro de IV (DQF — UFPE)
Estufa

Lampada de Ultravioleta
Evaporador rotatorio
Ultracentrifuga

Placas de tecido Limbro

Balanga analitica

Microscopio eletronico Zeiss 900

Bomba de ar comprimido

Capelas exaustoras

Espectrometro de RMN (DQF — UFPE)
Freezer

Placas de aquecimento

Vidraria basica

Frascos plasticos Falcon

Microscopio Optico AXIOPLAN

Balanga semi-analitica

40
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3.2. Procedimentos Experimentais

3.2.1. Procedimento Geral para obtencdo das Tiossemicarbazonas

A uma solu¢ao aquosa (20 mL) da tiossemicarbazida requerida (0,0109 mol.) foi
adicionado uma solucao etandlica (10 mL) dos nitro-benzaldeidos substituidos (0,0114 mol;
1,05 eq.), seguida da adicdo de 0,5 mL de acido acético glacial. A mistura reacional foi
refluxada por um periodo de 1 hora com continua agitacdo. A reagao foi monitorada por CCD
até o final. Apos resfriamento, o precipitado foi filtrado em funil sinterizado e purificado apos

lavagem com dgua seguida por hexano.
3.2.1.1. Dados para: m-nitro-benzaldeido-3-tiossemicarbazona (3a):

O composto 3a foi obtido na forma de um solido amorfo de cor branca.

vy
o N
RO
= Rendimento de 94%;
= Pf:226-229°C;

= IV FT (vem™ KBr): 3397 — 3243 (NHa), 3156 (NHyidrazinico), 1525 (C=N), 1106 (C=S);

= RMN 'H (DMSO-dg, 300 MHz / ppm): 11,6 (1H, s, NH), 8,65 (1H, t, J = 1,8 Hz, CH
arom orto a fun¢do azometina e ao grupo nitro), 8,3 e 8,25 (2H, 2 s largo, 1H cada,
NH,), 8,17 — 8,22 (2H, m, 1 CH arom orto a fungdo azometina ¢ 1 CH arom para a
funcdo azometina), 8,14 (1H, s, CH=N), 7,68 (1H, t, J = 8,1 Hz, CH arom meta a

fun¢do azometina).
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3.2.1.2. Dados para: p-nitro-benzaldeido-3-tiossemicarbazona (3b):

O composto 3b foi obtido na forma de um so6lido amorfo de cor amarela.

H H
| |
N’N\n/N\H
f<at
0y 3b

Rendimento de 56%;
Pf: 213 - 215 °C;
IV FT (v em™ KBr): 3492 — 3366 (NH,), 3143 (NHhigrazinico), 1527 (C=N), 1099 (C=S);

RMN 'H (DMSO-dg, 300 MHz / ppm): 11,72 (1H, s, NH), 8,42 ¢ 8,27 (2H, 2 s largo,
1H cada, NH,), 8,11 (1H, s, CH=N), 8,06 — 8,09 (2H, d, J = 9 Hz, CH arom orto a

fun¢do azometina) 8,2 — 8,23 (2H, d, /=9 Hz, CH arom meta a fungao azometina).

3.2.1.3. Dados para: o-nitro-benzaldeido-4-metil-3-tiossemicarbazona (3c):

N’”\,rls‘\
ol

O composto 3¢ foi obtido na forma de um so6lido amorfo de cor amarela.

H
|

NO; 3c

Rendimento de 75%;

Pf: 206 — 210 °C;

IV FT (v em™ KBr): 3370 (NHCH3), 3149 (NHpigrazinico), 1513 (C=N), 1104 (C=S);
RMN 'H (DMSO-dg, 300 MHz / ppm): 11,8 (1H, s, NH), 8,66 (1H, q largo, J = 4,5
Hz, NHCH,), 8,47 (1H, s, CH=N), 8,42 (1H, dd, /= 8,1 Hz ¢ J = 1,2 Hz, CH arom
orto ao grupo nitro), 8,03 (1H, dd, J = 8,1 Hz e J = 1,2 Hz, CH arom orto a fungao

azometina), 7,74 — 7,79 (1H, m, CH arom meta a fun¢ao azometina), 7,60 — 7,65 (1H,
m, CH arom para a fun¢do azometina), 3,02 (3H, d largo, J = 4,5 Hz, NHCHj3).
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3.2.1.4. Dados para: m-nitro-benzaldeido-4-metil-3-tiossemicarbazona (3d):

O composto 3d foi obtido na forma de um so6lido amorfo de cor amarela.

Py
02 N,'\HrN\
S
3d

Rendimento de 70%;

Pf: 233 — 234 °C;

IV FT (v cm’! KBr): 3360 (NHCH3), 3155 (NHhidrazinico), 1521 (C=N), 1044 (C=S);
RMN 'H (DMSO-dg, 300 MHz / ppm): 11,67 (1H, s, NH), 8,73 (1H, q largo, J = 4,2
Hz, NHCH,), 8,63 (1H, t, J = 1,8 Hz CH arom orto a fun¢do azometina e ao grupo
nitro), 8,19 — 8,24 (2H, m, 1 CH arom orto a fun¢do azometina e 1 CH arom para a

fun¢do azometina), 8,14 (1H, s, CH=N), 7,7 (1H, t, J = 8,1 Hz, CH arom meta a
fungdo azometina), 3,03 (3H, d, J=4,2 Hz, NHCHj3).

3.2.1.5. Dados para: p-nitro-benzaldeido-4-metil-3-tiossemicarbazona (3e):

Py
Feghl
S
O

O composto 3e foi obtido na forma de um sélido amorfo de cor amarela.

3e

Rendimento de 88%;
Pf: 233 — 234 °C;
IVFT (v cm™ KBr): 3375 (NHCH3), 3142 (NHhigrazinico), 1516 (C=N), 1094 (C=S);

RMN 'H (DMSO-dg, 300 MHz / ppm): 11,78 (1H, s, NH), 8,75 (1H, q largo, J = 6 Hz,
NHCH;), 8,12 (1H, s, CH=N), 8,06 — 8,09 (2H, d, J = 9 Hz, CH arom orto a funcao
azometina) 8,22 — 8,25 (2H, d, J = 9 Hz, CH arom meta a fungdo azometina), 3.03
(3H, d largo, J = 6 Hz, NHCH).
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3.2.1.6. Dados para: o-nitro-benzaldeido-4-etil-3-tiossemicarbazona (3f):

O composto 3f foi obtido na forma de um sélido amorfo de cor amarela.

H H
| |
cal i
S
NO.

2 3f
Rendimento de 60%;
Pf: 208 — 212 °C;
IV FT (v em™ KBr): 3351 (NHC,Hs), 3139 (NHhigrazinico), 1521 (C=N), 1102 (C=S);

RMN 'H (CDCls, 300 MHz / ppm): 9,27 (1H, s, NH), 8,32 (1H, s, CH=N), 8,05 (1H,
dd, J= 8,1 Hz, J= 1,2 Hz, CH arom orfo ao grupo nitro), 7,97 (1H, dd, CH arom orto
a fun¢do azometina), 7,65 — 7,7 (1H, m, CH arom meta a fungdo azometina), 7,53 —
7,59 (1H, m, CH arom para a funcdo azometina), 7,36 (1H, br t, J = 5,7 Hz,
NHCH,CH3), 3,77 (2H, dq, J = 7,2 Hz and J = 5,7 Hz, NHCH,CH3), 1,32 3H, t, J =
7,2 Hz, NHCH,CH5).

3.2.1.7. Dados para: m-nitro-benzaldeido-4-etil-3-tiossemicarbazona (3g):

O composto 3g foi obtido na forma de um s6lido amorfo de cor amarela.

Voo
0, N '\Hr'\‘\/
“U: I
39

Rendimento de 60%;
Pf: 204 — 207 °C;
IV FT (v em™ KBr): 3365 (NHC,Hs), 3139 (NHhigrazinico), 1520 (C=N), 1103 (C=S);

RMN 'H (CDCls, 300 MHz / ppm): 9,93 (1H, s, NH), 8,52 (1H, t, J = 1,8 Hz, CH
arom orto a fungdo azometina e ao grupo nitro), 8,22 — 8,26 (1H, m, CH arom para a

fungdo azometina), 7,91 — 7,94 (2H, m, 1 CH arom orto a fungdao azometina ¢ 1H
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azometinico), 7,6 (1H, t, J = 8,1 Hz, CH arom meta a funcdo azometina), 7,45 (1H, t
largo, J = 5,7 Hz, NHCH,CH3), 3,81 (2H, dq, J = 7,2 Hz e J = 5,7 Hz, NHCH,CH3),
1,35 (3H, t, J=7,2 Hz, NHCH,CH}3).

3.2.1.8. Dados para: p-nitro-benzaldeido-4-etil-3-tiossemicarbazona (3h):

O composto 3h foi obtido na forma de um s6lido amorfo de cor amarela.

H H
A

AT

= Rendimento de 60%;

= Pf:234-238 °C;

= IVFT (vem' KBr): 3364 (NHC,Hs), 3143 (NHiidrasinico), 1511 (C=N), 1104 (C=S);

= RMN'H (DMSO-dg, 300 MHz / ppm): 11,70 (1H, s, NH), 8,78 (1H, t largo, J = 6,9
Hz, NHCH,CHs), 8,12 (1H, s, CH=N), 8,06 — 8,09 (2H, d, J =9 Hz, CH arom orto a
fun¢do azometina) 8,22 — 8,25 (2H, d, J =9 Hz, CH arom meta a fungdo azometina),
3,06 (2H, gn, J = 6,9 Hz, NHCH,CH3), 1,16 (3H, t, J = 6,9 Hz, NHCH,CH).

3.2.1.9. Dados para: o-nitro-benzaldeido-4-fenil-3-tiossemicarbazona (3i):
O composto 3i foi obtido na forma de um sélido amorfo de cor amarela.
P
N,N\n/
sol
NO, 3i
= Rendimento de 97%;

» Pf:179-184°C;

= IVFT (vem' KBr): 3343 (NHCHs), 3131 (NHhigrazinico), 1509 (C=N), 1089 (C=S);
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RMN 'H (DMSO-dg, 300 MHz / ppm): 12,12 (1H, s, NH), 10,21 (1H, s, NHC4Hs),
8,55 8,58 (2H, m, 1 CH arom orto ao grupo nitro ¢ 1H azometina), 8,05 (1H, dd, J =
8,1 Hz e J= 1,2 Hz, CH arom orto a fun¢ao azometina), 7,74 — 7,79 (1H, m, CH arom
meta a fun¢do azometina), 7,62 — 7,68 (1H, m, CH arom para a fungdo azometina),
7,54 — 7,58 (2H, m, CH arom), 7,36 — 7,41 (2H, m, CH arom), 7,20 — 7,25 (1H, m, CH

arom).

3.2.1.10. Dados para: m-nitro-benzaldeido-4-fenil-3-tiossemicarbazona (3j):

O composto 3j foi obtido na forma de um s6lido amorfo de cor branca.

H H
| |
°: N
S
3]

Rendimento de 98%;

Pf: 189 — 191 °C;

IV FT (v cm’! KBr): 3224 (NHC¢Hs), 1526 (C=N), 1069 (C=S);

RMN 'H (CDCls, 300 MHz / ppm): 9,94 (1H, s, NH), 9,16 (1H, s, NHC¢Hs), 8,55 (1H,
t, J = 1,8 Hz, CH arom orto a fun¢do azometina e ao grupo nitro), 8,25 — 8,29 (1H, m,
CH arom para a func¢do azometina), 7,97 — 7,99 (2H, m, 1 CH arom orto a fungdo

azometina e 1H azometinico), 7,60 — 7,69 (3H, m, 2 CH arom ¢ 1H azometinico), 7,42

—17,47 2H, m, CH arom), 7,3 — 7,32 (1H, m, CH arom).
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3.2.2. Procedimento Geral para obtencao dos derivados de 4-Tiazolidinonas

Em um baldo acoplado a aparelho Dean Stark contendo a tiossemicarbazona requerida
(0,0026 moles.) e anidrido maléico (0,0116 moles; 4,5 eq.) foi adicionado 80 mL de tolueno
seco. A mistura reacional foi aquecida, com agitagdo continua, até refluxo. Entdo adicionou-
se N,N-dimetilformamida (DMF), gota a gota, até atingir solubilidade. A reacdo foi
monitorada por CCD até o fim. Apos resfriamento, o excesso de tolueno foi removido sob
pressao reduzida e entdo a mistura reacional foi diluida com agua e extraida com acetato de
etila. A fase orgénica foi lavada com agua, seca com sulfato de sddio anidro e filtrada. O
acetato de etila foi removido a pressdo reduzida e a substancia foi obtida apds procedimentos

apropriados.

3.2.2.1. Dados para: Acido [2-(m-nitro-benzilideno-hidrazono)-4-oxo-1,3-tiazolidin-5-il]

acético (4a):

Tempo de reacdo: 18 horas. A substancia 4a precipitou apds resfriamento e foi

purificada apds varias lavagens com hexano fornecendo um s6lido amorfo de cor branca.
H
U

N, N
o -’
2 N ﬁ‘ o
(0]
a

4
OH

= Rendimento de 95%;
= Pf:247-251°C;
= IVFT (v cm’! KBr): 1734 (C=0; CO,H), 1642 (C=0; lactama), 1350 (NCS);

= RMN 'H (DMSO-ds, 300 MHz / ppm): 12,42 (2H, s largo, CO,H e NH), 8,56 (2H, s
largo, 1H CH=N e 1H arom), 8,28 (1H, d, J= 8 Hz, CH arom), 8,19 (1H, d, /= 8 Hz,
CH arom), 7,75 (1H, t, J = 8 Hz, CH arom), 4,4 (1H, dd, J,, = 8 Hz, J,, = 4 Hz, CH),
3,04 (1H, dd, J.,» = 17 Hz, Jy, = 4 Hz, CHy), 2,98 (1H, dd, J,, = 17 Hz, J,, = 8 Hz,
CHo);
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RMN "*C (DMSO-dg, 75.4 MHz / ppm): 36,59 (CH,), 43,64 (CH), 121,85 (CH arom),
124,74 (CH arom), 130,40 (CH arom), 133,39 (CH arom), 135,99 (C,, arom), 148,16
(Cqy, arom), 154,24 (CH, CH=N), 165,98 (C,4, C=N), 171,69 (C4, C=0 lactama), 175,40
(Cq, COzH).

3.2.2.2. Dados para: Acido [2-(p-nitro-benzilideno-hidrazono)-4-oxo-1,3-tiazolidin-5-il]
acético (4b):

Tempo de reagdo: 9 horas. A substancia 4b foi lavada com hexano fornecendo um

solido amorfo de coloracao branca.

Rendimento de 52%;
Pf: 258 - 261 °C;
IV FT (v cm’! KBr): 1717 (C=0; CO,H), 1640 (C=0; lactama), 1342 (NCS);

RMN 'H (DMSO-ds, 300 MHz / ppm): 12,31 (2H, s largo, CO,H e NH), 8,53 (1H, s,
CH=N), 8,29 (2H, d, J = 8.4 Hz, CH arom meta a fun¢do azometina), 7,99 (2H, d, J =
8,4 Hz, CH arom orto a fungdo azometina), 4,39 — 4,40 (1H, m, CH), 2,86 — 3,07 (2H,
m, CHy);

RMN C (DMSO-d¢, 75,4 MHz / ppm): 36,55 (CH,), 43,67 (CH), 124,03 (2 CH
arom), 128,52 (2 CH, arom), 140,32 (C,, arom), 148,21 (C,, arom), 154,22 (CH,
CH=N), 166,80 (C4, C=N), 171,68 (C4, C=0 lactama), 175,42 (C4, CO-H).
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3.2.2.3. Dados para: Acido [2-(o-nitro-benzilideno-hidrazono)-3-metil-4-oxo-1,3-tiazolidin-
5-il] acético (4c):

Tempo de reacdo: 18 horas. A substancia 4c¢ foi purificada apos coluna flash utilizando
como sistema de eluicdo Hexano/Acetato de etila 60%, fornecendo um so6lido amorfo de

coloragdo laranja.

/
Na N
e
NO, °
4c
OH

= Rendimento de 26%;
= Pf:258 -261°C;
= [V FT (vem™ KBr): 1714 (C=0; CO,H), 1617 (C=0; lactama), 1356 (NCS);

= RMN 'H (DMSO-d¢, 300 MHz / ppm): 12,73 (1H, s largo, CO,H), 8,74 (1H, s,
CH=N), 8,07 (1H, dd, J= 1,2 Hz, J = 8 Hz, CH arom), 8,02 (1H, dd, /=12 Hz, J= 8§
Hz, CH arom), 7,79 — 7,85 (1H, m, CH arom), 7,68 — 7,74 (1H, m, CH arom), 4,43
(1H, dd, J,» =9 Hz, Ji,,= 4 Hz, CH), 3,19 (3H, s, CHs), 3,08 (1H, dd, J,»= 18 Hz, Jj,=
4 Hz, CH,), 2,91 (1H, dd, J,»= 18 Hz, J,, = 9 Hz, CH,);

= RMN "C (DMSO-ds, 75,4 MHz / ppm): 29,50 (CHs), 36,64 (CH,), 42,79 (CH),
124,62 (CH arom), 128,22 (Cg, arom), 129,05 (CH arom), 131,31 (CH arom), 133,65
(CH arom), 148,36 (Cgy, arom), 153,58 (CH, CH=N), 166,44 (C4, C=N), 171,69 (C,,
C=0 lactama), 173,81 (C4, CO-H).

3.2.2.4. Dados para: Acido [2-(m-nitro-benzilideno-hidrazono)-3-metil-4-oxo-1,3-tiazolidin-
5-il] acético (4d):

Tempo de reacdo: 19 horas. A substancia 4d precipitou apos resfriamento e foi lavada
varias vezes com hexano. A purificacdo foi obtida apos recristalizagdo em metanol

fornecendo um so6lido amorfo de cor branca.
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/
N

“@FN?C

4
OH

= Rendimento de 36%:;

» Pf194-196 °C;

= [V FT (vem™ KBr): 1725 (C=0; CO,H), 1617 (C=0; lactama), 1352 (NCS);

= RMN 'H (DMSO-ds, 300 MHz / ppm): 8,63 (1H, s, CH=N), 8,56 (1H, m, CH arom),
8,26 — 8,29 (1H, m, CH arom), 8,17 — 8,20 (1H, m, CH arom), 7,72 — 7,77 (1H, m, CH
arom), 4,42 (1H, dd, J,. = 8,79 Hz, J,, = 3,67 Hz, CH), 3,07 (1H, dd, J.,» = 17,58 Hz,
Jie= 3,67 Hz, CH»), 2,92 (1H, dd, J,, = 17,58 Hz, J,. = 8,79 Hz, CH,); o hidrogénio
do acido (CO,H) nao foi detectado;

= RMN "“C (DMSO-ds, 75,4 MHz / ppm): 29,48 (CH3), 36,66 (CH,), 42,76 (CH),
121,84 (CH arom), 124,92 (CH arom), 130,47 (CH arom), 133,60 (CH arom), 135,85
(Cq, arom), 148,20 (Cg4, arom), 155,49 (CH, CH=N), 165,93 (C4, C=N), 171,61 (Cq,
C=0 lactama), 173,80 (Cq, CO-H).

3.2.2.5. Dados para: Acido [2-(p-nitro-benzilideno-hidrazono)-3-metil-4-oxo-1,3-tiazolidin-
5-il] acético (4e):

Tempo de reagdo: 5 horas. A substancia 4e foi obtida apds recristalizacdo em acetato
de etila / hexano, seguido por coluna flash utilizando como sistema de eluigcdo

Hexano/Acetato de etila 60%, fornecendo um sélido amorfo de cor creme.

/
N

4
OH

= Rendimento de 26%;
= Pf:219-222°C;

= [V FT (vem™ KBr): 1714 (C=0; CO,H), 1629 (C=0; lactama), 1344 (NCS);
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RMN 'H (DMSO-dg, 300 MHz / ppm): 12,80 (1H, s largo, CO,H), 8,61 (1H, s, 1H
CH=N), 8,29 (2H, d, J = 8,7 Hz, CH arom meta a fungao azometina), 8 (2H, d, J = 38,7
Hz, CH arom orto a fungdo azometina), 4,44 (1H, dd, J,. = 8,7 Hz, J;, = 3,6 Hz, CH),
3,19 (3H, s, CH3), 3,09 (1H, dd, J., = 17,4 Hz, Ji = 3,6 Hz, CH»), 2,93 (1H, dd, Ju» =
17,4 Hz, J,, = 8,7 Hz, CH,);

RMN "C (DMSO-ds, 75,4 MHz / ppm): 29,49 (CH3), 36,66 (CH,), 42,79 (CH),
124,04 (2 CH arom orto a fungdo azometina), 128,63 (2 CH arom meta a fungdo
azometina), 140,16 (C,, arom), 148,31 (C,, arom), 155,50 (CH, CH=N), 166,73 (C,,
C=N), 171,66 (C4, C=0 lactama), 173,78 (Cg4, CO,H)..

3.2.2.6. Dados para: Acido [2-(0-nitro-benzilideno-hidrazono)-3-etil-4-oxo-1,3-tiazolidin-5-
il] acético (4f):

Tempo de reagdo: 19 horas. A substancia 4f foi obtida apos recristalizagcdo em acetona/

agua fornecendo um sé6lido amorfo de cor amarela.

)
o

4
OH

Rendimento de 33%;

Pf: 204 — 207 °C;

IV FT (v cm’! KBr): 1709 (C=0; CO,H), 1614 (C=0; lactama), 1352 (NCS);

RMN 'H (DMSO-dg, 300 MHz / ppm): 8,73 (1H, s, CH=N), 8,01 — 8,07 (2H, m, CH
arom), 7,79 — 7,84 (1H, m, CH arom), 7,68 — 7,73 (1H, m, CH arom), 4,42 (1H, dd, J,
= 7,88 Hz, Jy, = 4,03 Hz, CH), 3,77 (2H, q, J = 7,14 Hz, CHy), 3,04 (1H, dd, J,, =

17,58 Hz, Jy, = 4,03 Hz, CH,), 2,93 (1H, dd, J., = 17,58 Hz, J,, = 7,88 Hz, CH,); 1,18
(3H, t, J= 17,14 Hz, CH3), o hidrogénio do acido (CO,H) nao foi detectado;

RMN "*C (DMSO-d, 75,4 MHz / ppm): 12,09 (CH3), 36,50 (CH,), 37,92 (CH,-N),
42,69 (CH), 124,56 (CH arom), 128,11 (CH arom), 129,07 (CH arom), 131,29 (CH
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arom), 133,56 (C,, arom), 148,35 (Cg, arom), 153,33 (CH, CH=N), 165,69 (C4, C=N),
171,47 (Cq4, C=0 lactama), 173,61 (C4, CO,H).

3.2.2.7. Dados para: Acido [2-(m-nitro-benzilideno-hidrazono)-3-etil-4-oxo-1,3-tiazolidin-5-

il] acético (49):

Tempo de reacdo: 18 horas. A substancia 4g foi obtida ap6s recristalizacdo em acetato

de etila / hexano fornecendo um s6lido amorfo de cor creme.

N

4
OH

Rendimento de 60%;
Pf: 184 — 187 °C;
IV FT (v cm’! KBr): 1711 (C=0; CO,H), 1623 (C=0; lactama), 1362 (NCS);

RMN 'H (DMSO-dg, 300 MHz / ppm): 12,79 (1H, s largo, CO,H), 8,66 (1H, s, 1H
CH=N), 8,57 (1H, s, CH arom orto aos grupos azometina e nitro), 8,29 (1H, d, J =6
Hz, CH arom para a fungdo azometina), 8,2 (1H, d, J = 6 Hz, CH arom orto a fungdo
azometina), 7,76 (1H, t, J = 6 Hz, CH arom meta a funcdo azometina), 4,43 (1H, s
largo, CH), 3,77 (2H, d largo, CH,- N), 2,91 — 3,09 (2H, m, CH), 1,18 (3H, s largo,
CHa);

RMN "C (DMSO-dg, 75,4 MHz / ppm): 12,16 (CH3), 36,48 (CH,), 37,91 (CH,-N),
42,70 (CH), 121,89 (CH arom), 125,01 (CH arom), 130,54 (CH arom), 133,64 (CH
arom), 135,89 (Cgy, arom), 148,2 (Cg, arom), 155,44 (CH, CH=N), 165,42 (C4, C=N),
171,67 (Cy, C=0 lactama), 173,66 (C,, CO,H).
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3.2.2.8. Dados para: Acido [2-(p-nitro-benzilideno-hidrazono)-3-etil-4-oxo-1,3-tiazolidin-5-
il] acético (4h):

Tempo de reacdo: 21 horas. A substancia 4h precipitou apos resfriamento, foi filtrada

e recristalizada em acetona / 4gua fornecendo um sélido amorfo de cor creme.

N
SO

4
OH

= Rendimento de 56%;
* Pf:216-219°C;
= [V FT (vem™ KBr): 1714 (C=0; CO,H), 1622 (C=0; lactama), 1341 (NCS);

= RMN'H (DMSO-dg, 300 MHz / ppm): 12,82 (1H, s largo, CO,H), 8,64 (1H, s, 1H
CH=N), 8,31 (2H, d, J =9 Hz, CH arom meta a fun¢ao azometina), 8,02 (2H, d, /=9
Hz, CH arom orto a funcdo azometina), 4,45 (1H, m, CH), 3,77 (2H, d largo, CH,- N),
2,91 - 3,09 (2H, m, CH,), 1,18 (3H, s largo, CH3);

= RMN “C (DMSO-dg, 75,4 MHz / ppm): 12,18 (CHs), 36,56 (CH,), 37,97 (CH,-N),
42,78 (CH), 124,16 (2 CH arom orto a fun¢ao azometina), 128,68 (2 CH arom meta a
fun¢do azometina), 140,23 (C,, arom), 148,33 (Cy, arom), 155,49 (CH, CH=N),
166,16 (Cg4, C=N), 171,72 (C4, C=0 lactama), 173,70 (C4, CO,H).

3.2.2.9. Dados para: Acido [2-(o-nitro-benzilideno-hidrazono)-3-fenil-4-oxo-1,3-tiazolidin-
5-il] acético (4):

Tempo de reacdo: 24 horas. A substancia 4i foi obtida apds resfriamento da mistura
reacional e adi¢ao de hexano. O precipitado formado foi filtrado e recristalizado em acetona /

agua fornecendo um so6lido amorfo de cor amarela.
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Rendimento de 65%;
Pf: 215 -217 °C;
IV FT (vem™ KBr): 1737 (C=0; CO,H), 1603 (C=0; lactama), 1347 (NCS);

RMN 'H (DMSO-dg, 300 MHz / ppm): 12,83 (1H, s largo, CO,H), 8,53 (1H, s, 1H
CH=N), 7,98 — 8,05 (2H, m, CH arom meta a fungao azometina), 7,78 — 7,83 (1H, m,
CH arom orto a fungao azometina), 7,67 — 7,72 (1H, m, CH arom para a fungao), 7,38
- 7,56 (5SH, m, CH arom), 4,56 — 4,6 (1H, m, CH), 3,12 — 3,14 (2H, m, CHy);

RMN *C (DMSO-dg, 75,4 MHz / ppm): 36,66 (CH,), 42,66 (CH), 124,54 (CH arom),
128,05 (Cq, arom), 128,15 (2 CH arom), 128,82 (CH arom), 129,11 (3 CH arom),
131,31 (CH arom), 133,54 (CH arom), 135,03 (C,, arom), 148,32 (C,, arom), 153,73
(CH, CH=N), 166,96 (C4, C=N), 171,73 (Cq, C=0 lactama), 173,79 (C,, CO,H).

3.2.2.10. Dados para: Acido [2-(m-nitro-benzilideno-hidrazono)-3-fenil-4-oxo-1,3-

tiazolidin-5-il] acético (4j):

A substincia 4j foi purificada apds duas colunas cromatograficas: a primeira em

sistema hexano/acetato de etila 60% e a segunda em sistema diclorometano 100% fornecendo

um solido amorfo de cor creme. Tempo de reagdo: 15 horas.

@

N
o - NY
2 N o
o
4
OH

Rendimento de 50%;

Pf: 238 — 240 °C;
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= [V FT (vem™ KBr): 1717 (C=0; CO,H), 1621 (C=0; lactama), 1353 (NCS);

= RMN 'H (DMSO-dg, 300 MHz / ppm): 12,82 (1H, s largo, CO,H), 8,53 — 8,54 (1H, m,
CH arom), 8,49 (1H, s, IH CH=N), 8,26 — 8,30 (1H, m, CH arom), 8,14 — 8,17 (1H,
m, CH arom), 7,71 — 7,77 (1H, m, CH arom), 7,38 — 7,56 (5H, m, CH arom), 4,57 —
4,64 (1H, m, CH), 3,13 — 3,19 (2H, m, CH,);

= RMN "C (DMSO-dg, 75,4 MHz / ppm): 36,65 (CH,), 42,62 (CH), 121,79 (CH arom),
124,99 (CH arom), 128,15 (2 CH arom), 128,80 (CH arom), 129,10 (2 CH arom),
130,49 (CH arom), 133,60 (CH arom), 135,07 (Cq, arom), 135,79 (Cg4, arom), 148,16
(Cg, arom), 155,75 (CH, CH=N), 166,53 (Cq, C=N), 171,74 (C4, C=0 lactama), 173,78
(Cq, COH).

3.3. Estudo Bioldgico

3.3.1. Determinacé&o da atividade in vitro dos compostos sintetizados contra T.

gondii

A atividade biologica anti-Toxoplasma gondii das substancias sintetizadas foi realizada
no laboratdrio de Biologia Celular e Tecidual do Centro de Biociéncias e Biotecnologia da
Universidade Estadual do Norte Fluminense — UENF — sob a responsabilidade do Professor

Edésio José Tenodrio de Melo.

3.3.1.1. Preparacdo da Cultura de Parasitas

Taquizoitas de Toxoplasma gondii da linhagem virulenta RH foram mantidos por
passagem intraperitoneal em camundongo Swiss e apds 48 horas foram coletados em solucdo
Ringer a pH 7,2. O fluido ascitico obtido a partir dos camundongos infectados foi
centrifugado a 200 x g por 10 minutos, a temperatura ambiente, para remover cé€lulas e outros

artefatos.
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O sobrenadante, que continha os parasitas, foi coletado e centrifugado a 1000 x g por 10
min. A camada obtida foi lavada com solugdo salina tamponada com fosfato (PBS), a pH 7,2,
e ressuspensa a uma densidade de 10° parasitas mL™ em meio 199 sem soro fetal bovino
(FCS). Os parasitas foram usados com 10 minutos apos remog¢ao dos animais infectados, e a

viabilidade foi avaliada usando o teste de exclusdo Tripan blue.

3.3.1.2. Preparacdo das Células Hospedeiras

Células Vero (fibroblastos de rim de macaco da floresta africana) foram mantidos em
frascos plésticos Falcon usando meio 199 contendo 10% de FCS e submetidos a “tripsinagdo”
quando a densidade celular aproximou-se a uma monocamada confluente. Um dia antes do
experimento, aproximadamente 2 X 10> células foram colocadas em placas de Tecido Limbro
ou plaqueadas dentro de frascos de 25 cm® (3 X 10° células por frasco) e mantidas a 37 °C

durante a noite em incubadora contendo CO, a 5%.

3.3.1.3. Interacéo Parasita-Hospedeiro

Parasitas suspensos em meio 199 foram incubados por 2 horas na presenca de células
Vero usando uma proporcao parasita:hospedeiro de 10:1. Apds incubagao as células foram
lavadas com PBS, incubadas por 24 horas a 37 °C e tratadas com as tiossemicarbazonas (3a —
3j) e 4-tiazolidinonas (4a — 4j) sintetizadas na concentragdo previamente estabelecida de 1
mM e com a hidroxiuréia na concentracdo final de 4mM. As células infectadas foram
incubadas na presenga das substancias por 24 horas. Ap6s incubagao, as células foram lavadas

com PBS e observadas por microscopia otica.
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3.3.1.4. Microscopia Otica

As culturas foram lavadas 3 vezes com PBS, fixadas com fixador de Bouin, coradas com
Giemsa e observadas em microscopio optico. A percentagem de células infectadas e o nimero
significativo de parasitas intracelular por célula infectada, foram determinados pelo exame de
no minimo 400 células. Analises estatisticas foram realizadas utilizando teste ¢ Student.

Valores de p < 0,05 foram considerados como significativos.

3.3.1.5. Microscopia Eletrénica

As culturas foram fixadas por 60 min a temperatura ambiente em solucdo contendo 1%
de glutaraldeido, 4% de paraformaldeido, 5 mM de cloreto de calcio (CaCl,) e 5% de sucrose
em 0,1 M de tampao cacodilato a pH 7,2. As células foram fixadas posteriormente por 1 h
numa solucao contendo 1% de tetréxido de dsmio, 0,8% de ferrocianeto de potassio e 5 mM
de CaCl, em 0,1 M de tampao cacodilato a pH 7,2. As células foram lavadas com solugdo
tampao, desidratadas em acetona e embebidas em Epon. Estruturas finas foram fixadas com

acetato de uranila e citrato de chumbo e observadas em microscopio eletronico Zeiss 900.



4. RESULTADOS E DISCUSSAO
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4.1. ESQUEMA DE SINTESE E MOLECULAS ALVO

O esquema 9 mostra a rota sintética empregada para a preparacdo dos compostos em

estudo.
H
H
9 | ! NHR
H +
2 \'r @F S -
S \
3
O,N ! 2 O,N R
Ne_ N
vd
N o
o
O,N 4
OH

Reagentes e CondigGes experimentais: (i) H,O, EtOH, acido acético, refluxo (56-97%);
(ii) tolueno seco, anidrido maleico, DMF, Dean Stark, refluxo (26-95%).

Esquema 9. Rota sintética empregada na preparacdo das tiossemicarbazonas (3) e derivados de 4-

tiazolidinonas (4).

4.1.1. Moléculas alvo

e Formulas Estruturais dos Nitro-Benzaldeidos Tiossemicarbazonas Substituidos

H
|

H H H
| | |
0, N,N\n/N\H N,'\n/N\H
Aens
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@=N/WN\/ Ozr\UlehﬁrN\/ h/©/=N/NWI/N\/
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vy vy
N °: N
sol s
NOz 3 3j
Figura 10. Férmulas dos nitro-benzaldeidos tiossemicarbazonas substituidos (3a — 3j)

=  Formulas Estruturais dos Derivados de 4-Tiazolidinonas Substituidos
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Figura 11. Formula dos derivados de 4-tiazolidinonas substituidos (4a — 4j)

4.2. METODOLOGIA DE SINTESE APLICADA

4.2.1 Obtencdo dos nitro-benzaldeidos tiossemicarbazonas substituidos

Os nitro-benzaldeidos tiossemicarbazonas (3a — 3j) foram obtidos pelo método
convencional, no qual consiste da reagdo equimolar entre um derivado carbonilado com a
tiossemicarbazida em meio etanolico sob refluxo contendo quantidades cataliticas de acido
acético (BHARTI et al., 2002, HOLLA et al., 2003). Contudo, no nosso experimento
utilizamos um ligeiro excesso dos nitro-benzaldeidos, em relacdo as tiossemicarbazidas

(Esquema 10).
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Reagentes e Condi¢Ges experimentais: (i) H,O, EtOH, acido acético, refluxo (56-97%)

Esquema 10. Obtengdo dos nitro-benzaldeidos tiossemicarbazonas substituidos

Todas as tiossemicarbazonas foram obtidas em rendimentos satisfatorios (56-97%), apos
purificacao por lavagem com solvente apropriado. A tabela 1 abaixo, mostra a relagdo das

tiossemicarbazonas obtidas com os seus respectivos rendimentos:

Tabela 1. Rendimentos e propriedades fisico-quimicas das tiossemicarbazonas (3a — 3j)

N° R, NO, F. Estrutural M. M. P.F.°C CCD (Eluente) Rf R %

3a H m CsHsN4SO, 224,23 226-229  Hex/AcOEt 70% 0,5 94
3b H p CsHsN4SO, 224,23 213-215  CHCL/EtOH 95% 0,6 56
3c CH; 0 CoH0N4SO, 238,26 206-210  Hex/AcOEt 70% 0,5 75
3d CH; m CoH;0N4SO, 238,26 233-234  Hex/AcOEt 60% 0,52 70
3e CH; p CoH;0N4SO, 238,26 230-232  Hex/AcOEt 70% 0,45 88
3t CHs 0 C10H12N4SO, 252,29 208-212  Hex/AcOEt 70% 0,5 60
3g  GHs m C10H12N4SO, 252,29 204-207  Hex/AcOEt 70% 0,5 60
3h C,H;s p C10H12N4SO, 252,29 234-238  Hex/AcOEt 70% 0,5 60
3i CeHs 0 Ci4H2N4SO, 300,33 179-184  Hex/AcOEt 70% 0,5 97

3j CeHs m Ci4H2N4SO, 300,33 189-191  Hex/AcOEt 70% 0,5 98
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4.2.2. Mecanismo da reagao

r

O mecanismo de formagao de tiossemicarbazonas ¢ semelhante ao descrito para a
formagdo de iminas e derivados (COSTA et al.,, 2003). Inicia-se com a protonacdo do
oxigénio da carbonila para formar o intermediario ion oxonio, seguido de ataque nucleofilico
do nitrogénio N-1 da tiossemicarbazida para formar o intermediario hemiaminal protonado.
Este perde uma molécula de agua e apds neutralizagdo forma-se a tiossemicarbazona

(Esquema 11).
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Esquema 11. Mecanismo de formagdo dos nitro-benzaldeidos tiossemicarbazonas (3a — 3j)

Segundo Amaral e Bastos (1971) a velocidade desta reagdo ¢ determinada pelo ataque
nucleofilico do nitrogénio (N-1) da tiossemicarbazida. Em adicdo, esta pode ser obtida na
configuragdo E ou Z dependendo dos grupos substituintes do aldeido utilizado

(KARABATSOS et al., 1964).

No presente estudo, entretanto, ndo foi possivel fazer a determinag¢do da configuragdo
das moléculas sintetizadas, apesar dos esforgos realizados empregando as metodologias
propostas por Karabatsos et al. (1964) e Temperini et al., (1995) como serd descrito mais
adiante. Contudo, para todas as tiossemicarbazonas foi detectado a presenca de apenas um
isdmero na cromatografia em camada delgada (CCD) sugerindo, segundo Ota et al. (1998) e
Costa et al. (2003) que estas deveriam estar na configuragdo E, termodinamicamente mais

estavel. Para tanto, sdo necessarios mais estudos.
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4.2.3. Obtencao dos derivados de 4-tiazolidinonas

Os nitro-benzaldeidos tiossemicarbazonas (3a — 3j) foram utilizados em seguida para a
preparagao das 4-tiazolidinonas (4a — 4j), substituidas na posi¢do cinco com o grupo acido
acético. Uma vez que a funcgdo acida introduz um sitio adicional para futuras mudangas
estruturais, nés empregamos a reacdo de adicdo tia-Michael utilizando o anidrido maléico
como receptor de elétrons (BALASUBRAMANIYAN et al., 1990). A reacdo foi realizada em

tolueno seco contendo quantidades suficientes de DMF para solubilizar (Esquema 12).

H
L NHR |\le
AN, =Y
1 o
. 0
O,N O,N 4
OH

Reagentes e Condi¢des experimentais:
(ii) tolueno seco, anidrido maleico, DMF, Dean Stark, refluxo (26-95%)

Esquema 12. Obten¢do dos derivados de 4-tiazolidinonas

Nesta rea¢do o anidrido maléico foi primeiramente utilizado com um excesso de 3
equivalentes em relagdo as tiossemicarbazonas. Como a faixa de rendimento final estava
baixa (26 — 56%), resolvemos aumentar a quantidade para 4,5. Com isto conseguimos obter

algumas 4-tiazolidinonas com rendimentos satisfatorios, entre 50% e 95%.

Ao fim da reagdo, todos os compostos foram purificados por recristalizagdo em solvente
apropriado e/ou coluna cromatografica, segundo a metodologia de Still et al. (1978). A tabela
2 mostra os rendimentos e propriedades fisico-quimicas dos derivados de 4-tiazolidinonas 4

obtidos.

Tabela 2. Rendimentos e propriedades fisico-quimicas dos derivados de 4-tiazolidinonas (4a — 4j)

N° R, NO, F. Estrutural M. M. P.F.°C CCD (Eluente) Rf R %

4a H m C12H;oN4SOs 322,29 247-251  AcOEt/Hex 60% 0,5 95

4b H p C12HoN4SOs 322,29 258-261 AcOEt/MeOH 80% 0,4 52
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Continuagdo da tabela 2

N° R, NO, F. Estrutural M. M. P.F.°C CCD (Eluente) Rf R %

4c CH; 0 C13H12N4SOs 336,32 233-236 AcOEt/Hex 60% 0,4 26
4d CH; m Ci3H12N4SOs 336,32 194-196  AcOEt/Hex 60% 0,5 36
4e CH; p C13H12N4SOs 336,32 219-222  AcOEt/Hex 60% 0,45 26
4  CHs 0 C14H14N4SO5 350,34 204-207  AcOEt/Hex 60% 0,5 33
4g  C,H;s m C14H14N4SO5 350,34 184-187  AcOEt/Hex 60% 0,5 60
4h CH;s P C14H14N4SO5 350,34 216-219  AcOEt/Hex 60% 0,5 56
4i CeHs 0 C3H14N4SO5 398,40 215-217  AcOEt/Hex 60% 0,5 65
4j CeHs m C13H14N4SOs5 398,40 215-218  AcOEt/Hex 60% 0,5 50

4.2.4. Mecanismo da reagao

O mecanismo de formagdo das 4-tiazolidinonas a partir de tiossemicarbazonas € o
anidrido maléico, ¢ ainda incerto. Contudo, evidéncias sugerem que este deve ser semelhante

ao que ocorre quando esta reagdo ¢ feita com a tiouréia.

Segundo Balasubramaniyan et al. (1990) e Augustin e Kohler (1976) as reagdes da
tiouréia com o anidrido maléico e seus derivados para formar 4-tiazolidinonas pode ser
visualizada por duas as direcdes: (i) adi¢do tia-Michael em um dos carbonos da funcdo C=C,
seguido de aminoélise na carbonila adjacente; ou (i1) aminoélise inicial com conseqiiente adi¢ao

tia-Michael no carbono vizinho.

Conforme citado na revisdo bibliografica, esta rea¢ao acontece devido a reatividade do
anidrido maléico e seus derivados frente a dinucleofilos (BALASUBRAMANIYAN et al.,
1990). Sendo assim, tal como a tiouréia, as tiossemicarbazonas sao versateis 1,3-
dinucleéfilos, além de possuirem outras caracteristicas quimicas semelhantes. De acordo com

Casas et al. (2000) e Allen et al. (1987) o comprimento médio da ligagdo C=S, obtido por
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difracio de raios-X, em tiossemicarbazonas e tiouréias é proximo a 1,685 A, confirmando o
seu acentuado carater de ligagdao simples. De fato, em nossos experimentos de espectrometria

no infravermelho (IV) foi observado que a banda da tiocarbonila aparecia sempre entre 1044 e

1106 cm™.

Em adigdo, tanto a tiouréia quanto as tiossemicarbazonas apresentam as formas
tautoméricas tiol e tiona, apresentadas anteriormente no esquema 2, em equilibrio (SINGH et
al., 1981; BHARTI et al., 2003). Tal caracteristica molecular ¢ responsavel pela etapa de
adicdo tia-Michael ao anidrido maléico e pode ser facilmente evidenciada pela técnica de IV
ou de RMN 'H, esta ultima devido ao carater parcialmente duplo da ligagdo C-NH, que torna

os hidrogénios diastereotopicos (BHARTI et al., 2003; TARASCONI et al., 2000).

Novamente, nossos resultados de RMN 'H confirmaram esta observagio uma vez que
os dois hidrogénios da posi¢do N-4 nos compostos 3a e 3b aparecem como dois singletos
largos ndo equivalentes a baixa temperatura (~ 293 K) e coalescem quando a temperatura ¢
elevada (~ 310 K), devido ao aumento da velocidade de rotacdo que os torna enantiotopicos

(FERRARI et al., 1994). Mais adiante, este topico serd retomado.

Assim, com base nos dados que foram apresentados, pode-se sugerir que 0 mecanismo
reacional de formagao dos derivados de 4-tiazolidinonas a partir de tiossemicarbazonas, deve-
se seguir o que foi apresentado anteriormente por Balasubramaniyan et al. (1990) e Augustin

e Kohler (1976) em razdo das similaridades quimicas com a tiouréia (Esquema 13).

(i) Adigao tia-Michael, seguido
de amindlise

NHRl

N aae
LR WO L

OyN
(ii) Amindlise, seguida de
adigdo tia-Michael

Esquema 13. Mecanismo de formagdo de 4-tiazolidinonas (4) a partir de tiossemicarbazonas (3) e

anidrido maléico
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4.3. CARACTERIZACAO DAS ESTRUTURAS QUIMICAS

4.3.1. Espectros

de

infravermelho  (1V)

tiossemicarbazonas substituidos (3a — 3j)

66

dos nitro-benzaldeidos

As principais bandas dos espectros de infravermelho das substancias 3a — 3j mostraram-

se muito similares, como pode ser observado na tabela 3.

Tabela 3. Principais bandas de absor¢do do espectro de IV para os compostos 3a — 3

H
|
" 7\\'( NHR;
W )
3

O.N

N R NO, v (N-H) v(C=N)  v(C=S)

33 H m 3397 (vin®), 3243 (vm), 3156 (v{®) 1525 (vF) 1106 (vm)
3p H ) 3492 (VF), 3366 (VF), 3143 (vf) 1527 (WF) 1099 (vm)
3¢ CH; 0 3370 (vm), 3149 (vf) 1513 (vF) 1104 (vm)
3d CH, m 3360 (VF), 3155 (vm) 1521 WF) 1044 (vm)
3e  CH; p 3375 (vm), 3142 (vf) 1516 WF) 1094 (vm)
3f CoHs 0 3351 (vm), 3139 (vm) 1521 (vF) 1102 (vm)
3g  CHs m 3365 (vm), 3139 (vf) 1520 WF) 1103 (vm)
3h  CH; ) 3364 (vm), 3143 (vf) 1511 WF) 1104 (vm)
3i CeHs 0 3343 (vm), 3131 (vf) 1509 (vF) 1089 (vm)
3j  CeHs m 3224 (v), - 1526 (vF) 1069 (vm)

* m = média; ° f = fraca; ° F = forte
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No espectro de IV dos compostos 3a e 3b as bandas na regido 3243 - 3492 cm™ foram
atribuidas as freqiiéncias de estiramento assimétrico e simétrico da fun¢do NH,. Segundo
Tarasconi et al. (2000) e Ferrari et al. (2000) a vibracdo de estiramento da ligagdo NH
hidrazinico aparece entre 3141 — 3178, contudo esta banda ¢ geralmente larga devido a
superposi¢do pela banda de C-H azometinico. Nossos resultados estdo de acordo com os
dados da literatura, tendo em vista que a banda de estiramento da ligagdo N-H hidrazinico (v
NH) de todas as tiossemicarbazonas obtidas apareceram entre 3131 a 3156 cm™. A figura 12

abaixo mostra o espectro de IV do p-nitro-benzaldeido tiossemicarbazona 3b.
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Figura 12. Espectro IV do p-nitro-benzaldeido tiossemicarbazona 3b mostrando as principais bandas

Para as tiossemicarbazonas monossubstituidas, apenas duas bandas sao assinaladas para
o estiramento de N-H, uma para a ligagdo N-H hidrazinica, j4 mencionada anteriormente, ¢ a
outra para a ligagio R|N-H terminal, entre 3343 e 3375 cm’. Entretanto, para a
tiossemicarbazona 3j observou-se um deslocamento negativo para 3224 cm’ além da ndo
visualiza¢do da banda de estiramento N-H hidrazinica. Baseando-se nos dados de ressonancia
magnética nuclear de hidrogénio, no qual o hidrogénio hidrazinico aparece em 9,94 ppm em
cloroférmio deuterado, indicando a sua alta acidez, supde-se que a presenca de umidade na

amostra tenha causado a sobreposi¢ao da banda.

Tipicas bandas de C-H alifatico podem ser visualizadas nas substancias 3¢ — 3h entre
2950 a 3095 cm™, enquanto o estiramento de C=N aparece como uma banda forte na faixa de

1509 a 1540 cm™ superposta com a banda larga de C=C (~ 1595 cm™). De fato, as substancias
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3i e 3j mostraram bandas muito largas nessa regido, devido principalmente ao acumulo de

ligagdes C=C.

A auséncia da banda de S-H, observada em geral entre 2500 — 2600 cm™ e a presenca da
banda de C=S em 1044 — 1106 cm™' confirma as estruturas de todas as tiossemicarbazonas na
forma tiona (BHARTI et al., 2003; TARASCONI et al., 2000). Abaixo, podem-se ver os
espectros de IV das substancias 3d e 3i (Figura 13).

100

{ IV-FT-3d ¥

:
o =S
80 \Q/Z

S
3d

w
(=)
|

IS
=
|

C-H

Transmitancia %

%)
f=}
|

1044C

C
el
el
o

N-H hidrazinico

1
3360

Z
T

O
a
0 C=N

IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII

4000 3750 3500 3250 3000 2750 2500 2250 2000 1750 1500 1250 1000 750 500
Numero de Ondas (cm'l)

100

Transmitancia %

01089 -

o~
[N
o

©

<

~

C-H
deformagao

Q
(s
04 = hidrazinico
° 3
wy
10 N-H 2
C=

-20
4000 3750 3500 3250 3000 2750 2500 2250 2000 1750 1500 1250 1000 750 500

N

Numero de Ondas (cm’l)

Figura 13. Espectros de IV das substdncias: m-nitro-benzaldeido-4-metil-tiossemicarbazona (3d) e do

o-nitro-benzaldeido-4-fenil-tiossemicarbazona (3i), respectivamente
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4.3.2. Espectros de Infravermelho dos Derivados de 4-Tiazolidinonas (4a — 4j)

A tabela 4 abaixo apresenta as principais bandas de absor¢do das substancias 4a a 4j.
Foram selecionadas as vibragdes de estiramento das ligagoes C=0, da funcao acida, a banda
de amida I de C(=0O)-N, e a banda de deformacdo do grupo funcional NCS, segundo El-gendy
et al. (1990).

R
/ 1
N’ Nﬁ/N
o)
o
O,N 4
OH

Tabela 4. Principais bandas de absor¢do do espectro de IV para os compostos 4a — 4

N° R, NO, v (C=0,CO,H) N (C(=0)-N) v (NCS)
4a H m 1734 (VF?) 1642 (vF) 1350 (vF)
4b H ) 1717 (vF) 1640 (VF) 1342 (vF)
4c CH,; 0 1714 (vF) 1617 (vF) 1356 (vF)
4d  CH; m 1725 (vF) 1617 (vF) 1352 (vF)
4e CH,; ) 1714 (vF) 1629 (vF) 1344 (vF)
4f  CHs 0 1709 (VF) 1614 (vF) 1352 (vF)
4g  C,H; m 1711 (VF) 1623 (vF) 1362 (vF)
4h  CH; ) 1714 (VF) 1622 (vF) 1341 (vF)
4i  CHs 0 1737 (vF) 1603 (VF) 1347 (vF)
4j  CHs m 1717 (v 1621 (vF) 1353 (vF)

“F = forte; ® f = fraca

Todas as 4-tiazolidinonas (4a — 4j) sintetizadas apresentaram a banda de estiramento de

C=0 entre 1709 — 1737 cm™, caracteristicas da funcdo 4cida. Em adicdo, a banda de C(=0)-N
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da lactama também foi detectada, conforme ¢ mostrado na tabela acima, provindo evidéncia

confirmatoria da formagao do heterociclo.

Nas substancias 4a ¢ 4b as bandas de estiramento de N-H nao foram devidamente
detectadas devido a superposicdo da banda larga de O-H presente em todas os espectros.
Entretanto, para a 4-tiazolidinona 4b ¢é possivel observar uma banda larga de intensidade fraca

em 3401 cm™! atribuida ao estiramento de N-H.

Uma banda forte na regido de 1341 — 1362 cm™ apareceu no espectro de IV de todas as
4-tiazolidinonas e, segundo El-gendy et al. (1990) ¢ devido a deformagdo angular do grupo
funcional NCS. Nos espectros de IV das substancias 4¢ — 4h as bandas de estiramento de C-H

alifatico apareceram na faixa de 2854 — 3090 cm’™'.

Duas bandas, uma na regido de 1518 — 1539 cm'l, e aoutra em 1555 — 1583 Cm'l, foram
atribuidas as vibragdes de estiramento da funcdo C=N, azometina e exociclica,
respectivamente para todas as substincias obtidas. Para as substincias 4i e 4j foram
observadas as bandas de estiramento C-H aromatico na faixa de 3060 — 3081 cm™ e as bandas
em 687 ¢ 743 cm™ caracteristicas de aromaticos monosubstituidos. Abaixo estio os espectros

das substancias 4b, 4¢ e 4j (Figuras 14, 15 ¢ 16).
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Figura 14. Espectro de IV do dcido [2-(p-nitro-benzilideno-hidrazono)-4-oxo-1,3-tiazolidin-5-il]

acético (4b) mostrando as principais bandas
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Figura 15. Espectro de IV do acido [2-(o-nitro-benzilideno-hidrazono)-3-metil-4-oxo-1,3-tiazolidin-5-
il] acético (4c)
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Figura 16. Espectro de IV do dacido [2-(m-nitro-benzilideno-hidrazono)-3-fenil-4-oxo-1,3-tiazolidin-5-
il] acético (4))
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4.3.3 Espectros de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio (RMN 'H)

dos nitro-benzaldeidos tiossemicarbazonas substituidos (3a — 3j)

A tabela 5 apresenta os principais deslocamentos quimicos do espectro de RMN 'H de

todas as tiossemicarbazonas (3a — 3j) obtidas.

H
|

> Kn’ NHR;
W 1
3

O.N

Tabela 5. Principais deslocamentos quimicos de RMN 'H (300 MHz, ppm, DMSO-dy) das substincias

3a - 3j

N° R, NO, NHpigrazinico NHR, CH=N

3a H m 11,60 (1H, s) 8,25 ¢ 8,3 (2H, s largo) 8,14 (1H, s)
3b H p 11,72 (1H, s) 8,27 ¢ 8,42 (2H, s largo) 8,11 (1H, s)
3¢ CH; o 11,80 (1H, s) 8,66 (1H, q largo) 8,47 (1H, s)
3d CH; m 11,67 (1H, s) 8,73 (1H, q largo) 8,14 (1H, s)
3e CH; p 11,78 (1H, s) 8,75 (1H, q largo) 8,12 (1H, s)
3"  C,H; o 9,27 (1H, s) 7,36 (1H, t largo) 8,32 (1H, s)
3g" C,H; m 9,93 (1H, s) 7,45 (1H, t largo) 7,94 (1H, s)
3h C,H; p 11,70 (1H, s) 8,78 (1H, t largo) 8,12 (1H, s)
3i C¢Hs 0 12,12 (1H, s) 10,21 (1H, s) 8,58 (1H, s)
3j° C¢Hs m 9,94 (1H, s) 9,16 (1H, s) 7,98 (1H, s)

 solvente utilizado CDCl;

A temperatura ambiente, os espectros de RMN 'H das substincias 3a 4 3e ¢ da
substancia 3h, mostraram um singleto na faixa de 11,60 a 11,80 ppm relativo ao N-H

hidrazinico, em DMSO-ds. J4 nas substincias 3f, 3g e 3j o mesmo hidrogénio sofreu um
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deslocamento para 9,27 a 9,94 ppm, devido a utilizacao de cloroféormio deuterado na obtengao

do espectro, conforme ¢ apresentado na tabela acima.

Na substancia 3i, o sinal do hidrogénio hidrazinico apareceu como um singleto em 12,12
ppm devido ao incremento do efeito diamagnético causado pelo grupo fenil substituido na
posicdo N-4. Menos pronunciada ¢ a diferenca de deslocamento quimico observado para o
hidrogénio da fungcdo azometina (CH=N) nas tiossemicarbazonas meta € para nitro
substituidas (7,94 — 8,14 ppm). Entretanto, este hidrogénio sofre um acentuado efeito de
desblindagem (8,32 — 8,58 ppm) quando o grupo nitro localiza-se em posi¢ao orto, devido ao
efeito anisotropico causado pela proximidade espacial, mesmo em diferentes solventes. Em

todas as substancias, os hidrogénios aromaticos apareceram entre 7,20 - 8,65 ppm.

E interessante notar a presenca de dois singletos largos para os dois hidrogénio de NH;
nos compostos 3a e 3b, em 8,25 e¢ 8,30 ppm, e 8,27 e 8,42 ppm, respectivamente. Isto
significa que a rotacdo livre em torno da ligacdo C-N ¢é bloqueada em virtude do carater
parcialmente duplo da ligacio (FERRARI et al., 2000; TARASCONI et al., 2000). A
temperatura de coalescéncia desses sinais foi obtida experimentalmente, sendo
aproximadamente 310,6 K e 313,1 K, respectivamente. Na figura 17 abaixo, ¢ mostrado o
experimento de coalescéncia do sinal pela variacdo da temperatura, da substancia 3b, obtidos
em DMSO-dg, onde pode-se observar que com o aumento da temperatura para 313,1 K ocorre

a coalescéncia do sinal em 8,33 ppm (FONTOURA et al., 2002).

vy
N
S
8,33
Temperatura: 313,1 K

L L I B B B B |
8.40 8.30 8.20 8.10 8.00 7.90

8,42 8,27
Temperatura: 293,1 K

L L O O B
8.40 8.30 8.20 8.10 8.00

Figura 17. Espectros de RMN 'H da substincia 3b em DMSO-d;, mostrando a coalescéncia do sinal

pelo experimento de variagdo da temperatura
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Este fenomeno pode ser explicado pela planaridade de tiossemicarbazonas nao
substituidas, como relatou Casas et al. (2000), que permite uma maior sobreposicao dos
orbitais ndo-ligantes causando dessa forma a deslocalizacdo dos elétrons n. De fato, segundo
um modelo proposto por Wiberg e Rablen (1995), a ressondncia de tioamidas pode ser

representada por duas estruturas: 1 e 2 (Figura 18).

H
A Al
S Se
1 2

Figura 18. Modelo de ressondncia de duas estruturas para tioamidas

Este modelo explica fendmenos tais como, o elevado comprimento de ligagcdo da funcao
C=S, em tioamidas, assim como o carater de ligacdo dupla de C-N, observado no experimento

de RMN mostrado acima (Lauvergnat; Hiberty, 1997; Vassilev; Dimitrov, 2003).

Nas substancias monossubstituidas (3¢ — 3h), o deslocamento quimico do hidrogénio
aparece entre 7,36 a 8,78 ppm acoplando com os hidrogénios de metila (CH3) ou metileno
(CH,) com “J variando de 4,2 Hz a 6,9 Hz. Em adigdo, nos compostos 3i e 3j o hidrogénio
terminal (N-4) aparece como um singleto bastante desblindado em 10,21 e 9,16 ppm,
respectivamente. J& para os hidrogénios alifaticos de carbonos diretamente conectados ao
nitrogénio, foi observado um acentuado efeito diamagnético de desblindagem devido ao

grupo tiocarbonila fortemente polarizado (Galabov et al., 2003).

Sendo assim, considerando o que foi mencionado anteriormente, os hidrogénios de
metila alfa ao nitrogénio (N-CHj3) tiveram o deslocamento quimico em aproximadamente ~
3,03 ppm enquanto os hidrogénios de metileno (N-CH>CH3) apareceram um pouco mais
desblindados entre 3,06 — 3,81 ppm. Para os hidrogénios de metila beta ao nitrogénio (N-
CH,CH;), presente nas substancias 3f, 3g e 3h, ¢ observado um deslocamento na faixa de 1,16

a 1,35 ppm, como esperado. Como exemplo, tem-se o espectro da substancia 3g (figura 19).
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Figura 19. Espectro de RMN 'H da substdncia 3¢ em CDCI;
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Na ampliagdo dos sinais abaixo, pode-se ver um tripleto em 1,35 ppm (CJ = 7,2 Hz),

relativo aos hidrogénios de metila, devido ao seu acoplamento com os hidrogénios de

metileno que aparecem em 3,81 ppm como um duplo quadrupleto (J = 7.2 Hz e *J = 5,7 Hz)

em razao do acoplamento com o hidrogénio de N-H terminal. Este aparece em 7,45 ppm

como um tripleto largo mal resolvido em virtude do efeito quadrupolar do nitrogénio (Figura

20).
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7.60 7.55 7.50 7.45 740 735 730 725 3.90 3.85 3.80 375 3.70 145 140 135 130 125 120

Figura 20. Ampliacdo do espectro de RMN 'H da substdncia 39, mostrando os acoplamentos entre os

hidrogénios de metila, metileno e N-H terminal
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Como mencionado anteriormente, as tiossemicarbazonas podem ser obtidas na
configuragdo Z ou E (Karabatsos et al., 1964). Além disso, alguns estudos indicam que em
certos solventes hd isomerizacdo da configuragdo Z para a E devido a maior estabilidade

termodinamica desta ultima (Ota et al., 1998).

Com o objetivo de detectar possivel isomerizagdo, realizamos uma série de
experimentos segundo a metodologia relatada por Temperini et al. (1995) na qual consiste em
manter a temperatura constante, obter os espectros de RMN 'H variando-se o tempo e
observar se ocorre mudanca no deslocamento quimico do hidrogénio azometina (CH=N). O
experimento foi realizado em DMSO-d¢ e escolhemos a substancia 3b para representar o todo,
devido aos sistemas de spins das tiossemicarbazonas obtidas serem muito parecidos em todos

0S compostos.

A figura abaixo mostra a amplia¢do dos espectros obtidos nas condigdes experimentais
descritas acima (Figura 21). Como pode ser observado, ndo houve mudanca na posi¢do do
sinal do hidrogénio azometina (CH=N) em 8,11 ppm, bem como, ndo houve o aparecimento
de outros sinais, sugerindo que a tiossemicarbazona em estudo encontra-se preferencialmente
sob uma tUnica configuragdo. De fato, na cromatografia em camada delgada ¢ observado
apenas um ponto para todas as tiossemicarbazonas, entretanto outros estudos sdo necessarios

para estabelecer a configuragdo estrutural.

8,11 ppm

8,11 ppm

H H
T
N,'HrN\H
PO
Oyl 3b

Apo6s 25 minutos

Apos 48 horas

[TT T T[T T T T [T T T T[T T T T L L L L B B B B A
8.40 8.30 8.20 8.10 8.00 8.40 8.30 8.20 8.10 8.00

8,11 ppm 8,11 ppm

MML Apés 1 hora

LN L L B B B L BN \\\‘\\\\‘\\\\‘\\\\‘\\\\‘\\\
8.40 8.30 8.20 8.10 8.00 8.40 8.30 8.20 8. 8.00

Figura 21. Espectros de RMN'H da substdncia 3b, mostrando apenas um isémero configuracional em
DMSO-ds pelo experimento de variagdo do tempo. (a) Espectro obtido logo apds a preparagdo da

amostra.



Tenoério, Romulo P.

Em adi¢do, ¢ mostrado o espectro da substancia 3i (figura 22).
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Figura 22. Espectro de RMN 'H da substdncia 3i em DMSO-d,
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4.3.4. Espectros de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio (RMN 'H) e

carbono (RMN *3C) dos derivados de 4-tiazolidinonas (4a — 4;j)

As tabelas 6 e 7 apresentam os principais deslocamentos quimicos de RMN 'H e °C,
respectivamente, referentes as 4-tiazolidinonas obtidas. A formagdo do heterociclo foi
indicada pelo aparecimento do deslocamento caracteristico para o CH adjacente ao 4tomo de
enxofre em 4,39 a 4,64 ppm, e pelo sinal de carbono quaternario em 171,47 a 171,74 ppm,

relativo a carbonila (lactama) (Seebacher et al., 2004).

R
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H

Tabela 6. Principais deslocamentos quimicos de RMN 'H (300 MHz, ppm, DMSO-dy) das substincias

4a — 4]
N° R, NO, CH CH,
4a H m 4,4 (1H, dd) 2,98 ¢ 3,04 (1H cada, dd)

4 H p 439-440(1H,m)  2,86-3,07 (2H, m)

4c CH; o 443 (I1H,dd) 2,91 ¢ 3,08 (1H cada, dd)
4d CHy m 442 (1H,dd) 2,92 ¢3,07 (1H cada, dd)
4e CH, »p 444 (1H,dd) 2,93 ¢3,09 (1H cada, dd)
4 GH, o 442 (1H,dd) 2,93 ¢3,04 (1H cada, dd)

4g  C,H; m 4,43 (1H, s largo) 2,91 -3,09 (2H, m)

4h CHs p 4,45 (1H, m) 2,91 3,09 (2H, m)

4 CgH;s

Q

456-4,60 (1H,m)  3,12-3,14 2H, m)

4f CHs m  457-464(1H,m)  3,13-3,19 (2H, m)
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Todas as substancias mostraram um tipico sistema de spins ABX caracteristico do
acoplamento CH — CH,, como foi relatado por Singh et al. (1981) e Balasubramaniyan et al.
(1990), entretanto, devido a problemas de homogeneidade de campo, algumas substancias
apresentaram uma leve distor¢ao no sinal, sendo atribuido nesses casos como multipleto. Por
outro lado, o espectro de RMN BC confirmou, de forma inequivoca, todas as estruturas

propostas (Tabela 7).

Tabela 7. Principais deslocamentos quimicos de RMN "*C (75,4 MHz, ppm, DMSO-dj) das

substdncias 4a — 4j

N° R, NO; C2 C4 (6] Cé C7 C10

4a H m 16598 171,69 43,64 36,56 17540 154,24
4b H p 166,80 171,68 43,67 36,55 17542 154,22
4c CH; o 166,44 171,69 42,79 36,64 173,81 153,58
4d CH; m 16593 171,61 42,76 36,66 173,80 155,49
4e CH; p 166,73 171,66 42,79 36,66 173,78 155,50
4f C,Hs o 165,69 171,47 42,69 36,50 173,61 153,33
4g C,H;s m 165,42 171,67 42,70 36,48 173,66 155,44
4h C,H;s P 166,16 171,72 42,78 36,56 173,70 155,49
4i CeHs o 166,96 171,73 42,66 36,66 173,79 153,73
4j CeHs m 166,53 171,74 42,62 36,65 173,78 155,75

O espectro de RMN 'H da substancia 4a mostra um tipico sistema ABX com constantes
de acoplamentos J,; = 17 Hz, J,. = 8 Hz ¢ Jj,, = 4 Hz. Segundo, Takahashi (1964) o alto valor

de J,» € devido ao “efeito carbonila” exercido na constante de acoplamento de hidrogénios
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geminais adjacentes a funcdo C=0. O deslocamento quimico desses hidrogénios pode ser

visto na tabela 6 acima. O espectro pode ser visualizado abaixo (Figura 23).
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Figura 23. Espectro de RMN 'H da substincia 4a em DMSO-dj

A ressonancia dos atomos de carbono do heterociclo foi assinalada segundo, Seebacher
et al. (2004), Shih e Ke (2004), Kiiciikgiizel et al. (2002) e Ergeng et al. (1999). A tabela 7
acima, destaca aqueles sinais que indicam evidéncia confirmatoria para a formagdo do anel.
Os carbonos das fung¢des imina, C2 e C10, foram facilmente distinguiveis, a partir do espectro
DEPT 135, aparecendo na faixa de 165,42 a 166,96 ppm e 152,22 a 155,75 ppm,

respectivamente.

Os sinais das carbonilas do 4cido C7 e da lactama C4, apareceram entre 173,61 a 175,47
ppm e 171,47 a 171,74 ppm. Em adi¢do, o aparecimento dos sinais em 36,48 a 36,66 ppm e
em 42,62 a 43,70 ppm, atribuidos apropriadamente aos carbonos C6 ¢ C5, forneceram as
evidéncias irrefutaveis para a formacdo do heterociclo (Seebacher et al, 2004;

Balasubramaniyan et al, 1990).

Os demais sinais, especificamente os sinais dos carbonos aromaticos e os carbonos N-
alquilas, ndo apresentaram mudancas significativas no deslocamento quimico. Abaixo, nas

figuras 24 e 25, sdo mostrados os espectros de RMN °C ¢ DEPT 135 da substincia 4b.
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Figura 24. Espectro de RMN " C da substdncia 4b em DMSO-d
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Figura 25. Espectro de RMN " C, segiiéncia de pulsos DEPT 135, da substdncia 4b
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4.4. Resultados do estudo biolégico

As culturas infectadas com os parasitas foram incubadas com as substancias segundo os
métodos descritos por Melo et al. (2000) e Melo e Beiral (2003). As células Vero foram
infectadas com os taquizoitas de 7. gondii na propor¢do de 1:10, e incubadas a 37 °C por 24
horas. Apo6s esse tempo, as culturas foram infectadas com os compostos sintetizados na

concentragdo final de 1 mM e com a hidroxiuréia na concentracao de 4 mM por 24 horas.

Essas concentragoes foram estabelecidas em estudos anteriores de modo a mostrar os
efeitos antiparasitarios (Melo et al, 2000). Apds incubagdo, as culturas foram observadas e
contadas utilizando o microscopio o6tico AXIOPLAN equipado com objetivas de 63x. A
analise estatistica foi realizada pelo teste ¢ student. Valores de p < 0,05 foram considerados

significativos.

Na presenca das tiossemicarbazonas (3a — 3j) e dos derivados de 4-tiazolidinonas (4a —
4j), uma drastica reducdo de células hospedeiras infectadas com 7. gondii foi observada. Esta

redu¢do foi acompanhada pela diminuig¢do dos parasitas intracelulares (Tabela 8).

Tabela 8. Atividade bioldgica in vitro contra T. gondii das substdncias sintetizadas

% Células Vero Infectadas Numero Médio de Parasites Intracelulares

N° R, NO,

Nio Tratado Tratado Nio Tratado Tratado
3a -H m 769 412 768142 3£3
3b -H P 65+12 5+2 698194 416
3¢ -CH; 0 8144 915 783184 243
3d -CH; m 8443 913 642192 1£1

3e -CHj3 p 89+6 1244 683+60 72428
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Continuagdo da tabela 8

% Células Vero Infectadas Numero Médio de Parasites Intracelulares

N° R, NO,

Nao Tratado Tratado Nao Tratado Tratado
3f -CH,CH; o 814 812 783184 1+2
3g  -CH,CH; m 7619 743 768+142 546
3h  -CH,CH; p 8614 1743 852+140 9+2
3i -Cels 0 8443 743 642492 342
3j -CeHs m 6515 7+4 442469 11£12
4a H m 80+6 1548 840116 443
4b -H p 8543 165 732469 443
4c -CH; 0 8443 1545 888+143 343
4d -CH; m 8542 114 628+74 243
e -CH, p 87+4 1346 726+115 242
4 CHCH, o 86:+4 1445 663+16 342
4g  -CH,CH,; m 8543 1945 732469 342
4h  -CH,CH; p 8042 744 627481 242
4i -CeHs 0 83+4 843 6874103 242
4 -CeHs m 72422 1344 78679 242

HU* - - 8045 266 913+123 186+52

a. .. T . Jo A ~ . . ..
Hidroxiuréia foi utilizada como referéncia; os dados sdo representativos de quatro (04) experimentos em triplicata.

No periodo de incubacdo, ndo foram observadas alteracdes morfoldgicas nas células
hospedeiras, sendo constatado o seu desenvolvimento normal apds a retirada das substancias

sintetizadas do meio.

Todas as substancias foram mais eficazes em eliminar os parasitas intracelulares em
relacdo a hidroxiuréia. Em adi¢do, entre os compostos das duas séries houve apenas uma

pequena diferenca na atividade bioldgica observada (Figura 26).
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Figura 26. Células hospedeiras infectadas tratadas com as substdncias sintetizadas e com a

hidroxiuréia apos 24 horas de incubagdo

A partir do grafico mostrado ¢ possivel observar que a tiossemicarbazona 3a causou a
maior redu¢do na percentagem de células Vero infectadas. Entretanto, os compostos 3d e 3f
eliminaram, quase que completamente os taquizoitas de 7. gondii, como ¢ possivel observar

no grafico abaixo (Figura 27).
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Figura 27. Numero relativo de parasitas intracelulares em células Vero infectadas apos o tratamento

com as substancias 3a — 3] e com a hidroxiuréia apds 24 horas de incuba¢do

Para as 4-tiazolidinonas, observou-se uma resposta muito similar para todas as
substancias, entretanto, os compostos 4d, 4e, 4h, 4i e 4j, estatisticamente, destacaram-se dos

demais em relagdo a eliminagdo de parasitas intracelulares (Figura 28).
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Figura 28. Numero relativo de parasitas intracelulares em células Vero infectadas apds o tratamento

como as substdncias 4a — 4j e com a hidroxiuréia apés 24 horas de tratamento

Abaixo ¢ mostrada a microscopia 6tica de culturas de células Vero infectadas com 7.
gondii por 24 h (Figura 29 a) e apos incubagdo com as substancias 4i (Figura 29 b) e 4a
(Figura 29 ¢ e d). Pode-se observar que apos o tratamento das células infectadas com estas
substancias houve uma drastica alteragdo morfologica nos parasitas intracelulares em

comparagao com a cultura nao tratada.

Figura 29. Microscopia dtica de células Vero infectadas com T. gondii por 24 h (a) e apds incubagdo

com as substdncias 4i (b) e 4a (Cc e d). Barra: 20 um.

As culturas de células Vero infectadas com 7. gondii incubadas com a substancia 4b

foram observadas ao microscépio eletronico de transmissdo. Apos 24 horas de incubacio,
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drasticas alteracdes morfologicas foram observadas no taquizoita intracelular. A membrana
vacuolar encontrava-se distendida, entretanto, o citoplasma do parasita mostrou-se compacto
e sem vacuolizagdes. Em adi¢do, o complexo membranar envolvendo o parasita também

estava inalterado, assim como mitocOndrias apresentavam-se junto ao vactolo parasitéforo

(Figura 30).

Figura 30. Microscopia eletronica mostrando alteragoes na morfologia de T. gondii apos o

tratamento com a substdncia 4b. As setas representam: ——> Vaciiolo parasitéforo; —— citoplasma;

——e complexo membranar, — mitocondria.
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4.5. Discussédo do Estudo Biologico

Nos resultados mostrados acima, ficou claro que todas as tiossemicarbazonas, bem
como os derivados de 4-tiazolidinonas apresentaram atividade significativa em relagdo ao seu
potencial inibitério sobre desenvolvimento de taquizoitas de 7. gondii. Entretanto, alguns

comentarios sao necessarios de modo a esclarecer, tais observagoes.

Em primeiro lugar, a percentagem de células Vero infectadas com taquizoitas de 7.
gondii, apds incubagdo com as tiossemicarbazonas, apresentou um comportamento
dependente, mais dos grupos substituintes na posi¢do N-4 que propriamente da posi¢do do

grupamento nitro no anel aromatico (Figura 31).
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Figura 31. Relagdo estrutura-atividade das tiossemicarbazonas contra células infectadas com T.
gondii.

De acordo com o grafico acima, percebe-se que a mudanca do atomo de hidrogénio
por qualquer outro grupamento, dentre os explorados, leva uma perda da atividade, embora tal
fendmeno seja mais acentuado nas tiossemicarbazonas substituidas com o grupo nitro na
posi¢do para. Tais resultados estdo de acordo com artigos recentemente publicados

(Greebaum et al, 2004; Fujii et al 2005).

Em relacdo as 4-tiazolidinonas, houve uma menor reduc¢do da percentagem de células

Vero infectadas, se comparada a observada para as tiossemicarbazonas. Neste caso, por outro



Tenoério, Romulo P. Sintese de tiossemicarbazonas substituidas ¢ derivados de 4-tiazolidinonas... 88

lado, ¢ interessante notar que o aumento da lipofilia, em geral, levou a um incremento da
atividade bioldgica, com exce¢do das 4-tiazolidinonas substituidas com o grupo nitro na
posicao meta, que apresentaram um comportamento oscilatdrio, como pode ser visualizado na

figura abaixo (Figura 32 e 33).
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Figura 32. Relacdo estrutura-atividade dos derivados de 4-tiazolidinonas contra células infectadas

com T. gondii.
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Figura 33. Comparacgdo do potencial em reduzir o niimero de células infectadas com T. gondii das

tiossemicarbazonas e dos derivados de 4-tiazolidinonas.

Curiosamente, ao investigar o efeito das substancias obtidas na eliminag¢dao dos

parasitas intracelulares, constatou-se que as tiossemicarbazonas, em oposicdo as 4-
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tiazolidinonas, ndo apresentaram uma linearidade entre a reducdo da percentagem de células
Vero infectadas com a diminui¢do de parasitas intracelulares, denotando que a atividade
bioldgica das tiossemicarbazonas ndo deve estar relacionada apenas com a eliminacdo dos

parasitas mas também com algum outro mecanismo ndo esclarecido.

Com este resultado, pode-se sugerir que a atividade bioldgica das tiossemicarbazonas
em células infectadas com 7. gondii deve ser mediada por outros alvos, além da ja conhecida
inibi¢do da ribonucleotideo redutase (RR), enzima responsavel pelo passo limitante da divisdo
celular. Entretanto, outros estudos serdo necessarios para melhor entender o mecanismo de

acao destas substancias.

Em relagdo as estruturas das tiossemicarbazonas versus a redugdo do numero de
parasitas intracelulares, observou-se que, em geral, ndo houve uma alteragdo significativa da
resposta biologica quanto ao incremento do grupamento substituinte ou da posicdo do radical

nitro, com excecdo da substancia 3e que mostrou a menor redugdo (Figura 34).

80

4 = m-NO,
75 ] O-NOZ
70 —

4 65
2 -

5 60

Z 551

£ 50

= 45

8 ]

% 40

s
g 354
4 30
[}
£ 257
g 204
e 15
g -
£ 10 | N
0] n
-5 T T I | I | I
H CH3 CH2CH3 —

Substituintes na posi¢ao N-4 das tiossemicarbazonas

Figura 34. Relagdo estrutura-atividade das tiossemicarbazonas versus o numero médio de parasitas

intracelulares.

Quanto as 4-tiazolidinonas, novamente fica evidenciado que a presenga de grupos
volumosos na posi¢do 3 do heterociclo, favorece a resposta bioldégica em detrimento da nao
substituicdo. Desse modo, ¢ possivel observar o aumento da atividade biologica sobre o

nimero de parasitas intracelulares nas séries de 4-tiazolidinonas substituidas com o grupo
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nitro nas posi¢des orto e para com o aumento da lipofilia, enquanto que na série m-nitro, o

comportamento oscilatdrio foi novamente visualizado (Figura 35).
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Figura 35. Relacdo estrutura-atividade dos derivados de 4-tiazolidinonas versus o numero médio de

parasitas intracelulares.

Com este resultado pode-se sugerir que, as 4-tiazolidinonas devem causar seus efeitos
biologicos em razdo da eliminagdo dos parasitas intracelulares, uma vez que tanto a
diminuicdo na percentagem de células Vero infectadas quanto a diminui¢do do nimero médio

de parasitas intracelulares, seguem o mesmo padrao nos graficos apresentados.

No nosso estudo, todas as tiossemicarbazonas e 4-tiazolidinonas exploradas tiveram

uma agao bioldgica significativa em relagao a hidroxiuréia utilizada como referéncia.

De fato a hidroxiuréia demonstrou, em trabalhos desenvolvidos por Melo et al. (2000)
e Melo e Beiral (2003), ser uma potente substancia na elimina¢do de taquizoitas de 7. gondii,
bem como, capaz de interferir na morfologia de L. amazonensis e T. cruzi sem afetar a célula
hospedeira. Seu mecanismo de agdo parece envolver a interrupg¢do da divisdao celular pela

inibicao da enzima RR, mencionada anteriormente (Melo et al, 2000).

Atualmente, as tiossemicarbazonas tem sido relacionadas como possiveis agentes
antiparasitarios devido aos importantes resultados encontrados tanto na pesquisa académica
quanto nas proprias industrias farmacéuticas (Aguirre et al, 2004; Fujii et al, 2005; Du et al,
2002). Os nossos resultados confirmam esta tendéncia, em virtude da grande redugdo no

numero de células Vero infectadas. Porém, como citado antes, tal atividade ndo estd apenas
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relacionada com a eliminacdo de parasitas intracelulares, mas também com algum outro

mecanismo ainda nao esclarecido.



5. CONCLUSAO
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5.1. Conclusao

As substancias estudadas foram sintetizadas por protocolos de simples aplicagcdo e
versatilidade, e apresentaram ao final, rendimentos satisfatorios. Nesse sentido, ¢ importante
ressaltar que algumas tiossemicarbazonas foram sintetizadas com mais de 90% de

rendimento.

Todas as substancias foram devidamente caracterizadas baseando-se em seus dados de
RMN e IV. Todos os dados espectrais foram assinalados com base na literatura. Quanto a
determinagdo da configura¢do das tiossemicarbazonas, constatou-se que estas se encontram
sob um unico diastereoisdmero. Com os nossos resultados em conjunto com dados reportados

na literatura, pode-se sugerir que estas devem estar sob a configuracao E.

No nosso estudo bioldgico, ficou claro que as tiossemicarbazonas assim como as 4-
tiazolidinonas constituem uma importante classe de substancias contra a toxoplasmose. Todos
os compostos obtidos reduziram drasticamente a percentagem de células Vero infectadas em
relacdo a hidroxiuréia. Dentre estes, as substancias 3a (94,74%) e 3b (92,31%) entre as
tiossemicarbazonas, e as substancias 4h (91,25%)e 4i (90,37%) entre as 4-tiazolidinonas
mostraram os melhores indices de redugdo de células Vero infectadas. Além disso, nenhum
dos compostos pareceu causar alteragdes morfoldgicas nas células hospedeiras, o que ¢ de

grande valor quando relacionado a toxicidade.

Em relacgdo as estruturas das substincias testadas, as tiossemicarbazonas mostraram que,
em geral, com o aumento do grupo substituintente na posicdo N-4 ocorre uma perda
substancial do potencial em reduzir a percentagem de células infectadas com 7. gondii,

enquanto que o oposto foi observado para as 4-tiazolidinonas.

Quanto ao mecanismo de acdo, ndo foi possivel determind-lo, entretanto, as duas classes

de substancias parecem atuar por mecanismos distintos, como foi citado anteriormente.
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Abstract—Thiosemicarbazone and 4-thiazolidinone derivatives were synthesized in one and two step, respectively, from thiosemi-
carbazide, in satisfactory yields. Then, the synthesized compounds were submitted to evaluation against host cells infected with Toxo-
plasma gondii. The present studies showed that thiosemicarbazones 2 and 4-thiazolidinone derivatives 3 were effective against

intracellular 7. gondii.
© 2005 Elsevier Ltd. All rights reserved.

1. Introduction

Toxoplasma gondii is an obligate intracellular protozoa
able to infect a large number of vertebrate cells.! After
host cell invasion, the infected form of 7. gondii, called
tachyzoite, localized in the cytoplasm within a mem-
brane-bounded vacuole, known as parasitophorous vac-
uole (PV), multiplying at intervals of 6 h.? In humans, it
is responsible for toxoplasmosis, a disease known for its
great importance to immunodepressed patients due to
its opportunistic character.?> With the advent of AIDS,
the worldwide incidence of infections caused by 7. gon-
dii has been rising.* In the USA, between 18% and 25%
of patients with AIDS will suffer from symptomatic
toxoplasmosis during the course of their illness.* Besides
this, the current chemotherapy against human toxoplas-
mosis involve undesirable side effects and it is not effec-
tive in eliminating the parasite located in the central
nervous system.>¢

Recent studies using hydroxyurea (HU) demonstrate its
efficacy, in vitro, in eliminating the intracellular para-
sites of T. gondii, Trypanosoma cruzi and Leishmania
amazonensis (Fig. 1a).” HU acts by blocking the activity
of the enzyme ribonucleotide reductase, arresting the

Keywords: Thiosemicarbazones; 4-Thiazolidinones; Toxoplasma gondii.
* Corresponding author. Tel.: +55 81 21268886; fax: +55 8l
21268346; e-mail: ajsg@ufpe.br
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cell cycle in the G1/S phase and, then, inactivating the
DNA synthesis.> However, HU has a low affinity for
the ribonucleotide reductase and a short half-life in hu-
mans.® On the other hand, thiosemicarbazones are
known inhibitors of this enzyme, being approximately
1000 times more potent than hydroxyurea (Fig. 1b).°

Biological activities of these thiosemicarbazones are re-
lated to their abilities to form complex with metal cations,
by bonding through the sulfur and azomethine nitrogen
atoms.'? Several works demonstrate their activity against
extracellular protozoan as Plasmodium falciparum, Tricho-
monas vaginalis, T. cruzi and other parasites.'®!? How-
ever, no study about their biological properties against
intracellular 7. gondii was even related.

H ‘<QH2
N
HJ4 O

R1
e
a
N=C
H NHR! ~—N
A ¢ COMH
Ar b

Ar = aryl group; R' = H, alkyl, aryl

Figure 1. Hydroxyurea (a), thiosemicarbazone (b) and 4-thiazolidi-
none (c).
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In addition, thiosemicarbazones may also be seen as
structure analogues of 4-thiazolidinones carrying a
hydrazone moiety in the two position (Fig. 1c). Com-
pounds bearing a 4-thiazolidinone heterocycle are usu-
ally of biological interest, due to their large spectrum
of activity.!>"!7 In this communication, we described a
cost-effective synthesis, in one and two steps, of thiosemi-
carbazone and 4-thiazolidinone derivatives, their struc-
ture elucidation and in vitro biological activities
against 7. gondii.

Scheme | shows the synthetic route employed for the
preparation of the compounds. As can be seen, a simple
synthesis was carried out, initiating from the commer-
cially available benzaldehyde derivatives and the
appropriate  thiosemicarbazide substitutes 1, in
water/ethanolic media containing a few drops of acetic
acid as the catalyst. At the end of the reaction, the iso-
lated benzaldehyde thiosemicarbazone derivatives 2
were obtained as solids of yellow colour. This procedure
was adapted from an article previously reported by
Bharti et al.'?> and gave us satisfactory yields.

Furthermore, the obtained benzaldehyde thiosemicarb-
azone derivatives 2 were utilized for the preparation of 4-
thiazolidinones substituted in the five position with an
acetic acid group. Since the presence of an acid function

Hoo NHRT H  NHR'
HN/N S /=|\|’N S
2
1 Ar 2
1l
R‘I
\ o
N
/N

Scheme 1. Reagents and conditions: (I) ArCHO, H,0, EtOH, acid
acetic, reflux (56-97%); (II) dry toluene, anhydride maleic, DMF,
Dean-Stark, reflux (26-95%).

introduces an additional diversity point to further struc-
tural tuning, we utilized a thia-Michael addition reac-
tion with the employment of anhydride maleic as the
acceptor of Michael.'® The reaction was carried out in
dry toluene and DMF and, as expected, gave us the 4-
thiazolidinones substituted 3.

The synthesized compounds were obtained in satisfac-
tory yields (Table 1). The structures of all compounds

Table 1. Synthesized compounds, their yields, melting points and in vitro activities against 7. gondii

R
H NHR' >\l O
_,\fN N=
R2 R2
3 COH
Compounds R! R? Yield (%) Mp (°C) % Infected Vero cells Mean number of
intracellular parasites

Untreated Treated Untreated Treated
2a -H m-NO, 93 226-228 769 4+2 768 £+ 142 3+3
2b -H p-NO, 56 229-230 65+ 12 52 698 + 94 4+6
2c -CHj; 0-NO, 75 234-235 81+4 9+5 783 + 84 2+3
2d —CH; m-NO, 70 233-234 84 +3 9+3 642 =92 1+1
2e —CHj; p-NO, 87 230-232 89+6 12+4 683 £ 60 72 +28
2f —CH,CHj3; 0-NO, 60 232-233 81+4 8+2 783 + 84 1+2
2g —CH,CHj3; m-NO, 60 207-208 769 7%3 768 £+ 142 5+6
2h —~CH,CHj; p-NO, 96 228-229 86+ 4 173 852 + 140 9+2
2i —C¢Hs 0-NO, 96 197-198 84+3 7%3 642 + 92 3+2
2j —C¢Hs m-NO, 97 189-191 65+ 15 74 442 + 69 11+12
3a -H m-NO, 95 249-250 80+ 6 15+38 840 £ 116 4+3
3b -H p-NO, 52 267-268 85+3 165 732 + 69 4+3
3¢ -CHj; 0-NO, 26 247-248 84+3 15+5 888 + 143 3+3
3d —CHj; m-NO, 36 194-196 85+2 114 628 = 74 2+3
3e —CHj; p-NO, 26 202-204 8714 13+6 726 £ 115 2+2
3f —-CH,CHj3; 0-NO, 33 213-215 86+ 4 145 663 + 16 3+2
3g —-CH,CHj; m-NO, 60 187-188 85+3 195 732+ 69 3+2
3h —~CH,CHj; p-NO, 56 220-221 802 7+4 627 + 81 2+2
3i —C¢H; 0-NO, 65 238-240 83+4 8+3 687 £ 103 2+2
3§ —C¢Hs m-NO, 50 215-217 72+22 13+4 786 =79 2+2
HU* — — — — 805 266 913 £ 123 186 + 52

#Hydroxyurea; data is reported as mean * SD of four independent experiments (p < 0.05) compared to untreated cells (Student z-test).
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were established on the basis of their NMR spectro-
scopic data, IR and, only for the 4-thiazolidinones, mass
spectroscopy. '’

2. Biological studies
2.1. In vitro activity against 7. gondii

The cultures infected with tachyzoites were treated with
the drugs as described by Melo et al.> and Melo and
Beiral.” Concisely Vero cells (kidney fibroblast from
African green monkeys) were infected with tachyzoites
of T. gondii (1:10) and incubated at 37 °C for 24 h. After
that the cultures were allowed in presence of thiosemi-
carbazone compounds 2 (1 mM), 4-thiazolidinone deri-
vates 3 (1 mM) and hydroxyurea (4 mM) for 24 h.
These concentrations were screened in early studies to
shown anti-parasite effects. After that the cultures were
processed in light microscopy and counted using AXIO-
PLAN microscope equipped with x63 objective. Statisti-
cal analysis was carried out using the Student z-test, with
the level of significance set at p < 0.05. The data shown
are representative of four experiments in triplicate.

In presence of thiosemicarbazones (2a—j) and 4-thiazo-
lidinone derivates (3a—j), a drastic decrease in infected
host cells with 7. gondii was observed (Table 1). This
reduction of infected host cells was due to elimination
of intracellular parasites (Table 1). The treated host cells
not present morphologic alterations after 24 h of drugs
treatment and they continued their development after
drugs were withdrawn from the medium (data not
shown). This potentiality of the compounds as inhibitors
of reductase activity suggests further that arrest parasite
cycle induced to decrease of the infection and elimina-
tion of intracellular parasites. These new compounds
also were most effective than hydroxyurea (HU) to elim-
inate intracellular 7. gondii (Table 1, Fig. 2). The two
series of compounds showed little differences in the
anti-T. gondii effect at 1 mM (Fig. 2). The 1Csy of some
representative compounds was determined (Table 2).

Intracellular Parasites
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Table 2. ICsq values for representative compounds of the two series

Compounds Infected cells Intracellular parasites
ICso (mM) ICso (mM)
2a 2+£0.05 0.1 +0.06
2b 1.5+0.05 0.50.06
2c 2 £0.06 0.5 +0.05
2d 1.5£0.04 0.5+0.05
2e 10£1 3+04
2f 2+0.05 0.5+0.05
2g 1£0.05 0.08 £ 0.002
2h 2.5%0.05 0.5+0.05
2i 1£0.05 0.5 +0.05
2j 1£0.05 0.08 £ 0.004
3a 2+£0.05 0.5+ 0.06
3b 2.5%0.04 0.5+0.04
3c 2+£0.07 0.5+ 0.06
3h 2+0.06 0.50.06
HU* 0.1 £0.004 0.1 +£0.003
SULF® 0.09 £ 0.04 0.1 £0.07

4 Hydroxyurea.

®Sulfadiazine; each single compound was tested in a series dilution
(0.1, 1, 10, 20, 30 mM) in triplicate per assay. The ICs, values
(mean * SD) were determinate by a non-linear regression using
exclusion test with trypan blue.

After 24 h exposure in the concentrations range of 0.01—
30 mM, the ICs, values of most compounds were ob-
served (Table 2). In the infected cells, the ICsy values
of 2a-fh were >1.5mM whereas 2g,i,j were 1 mM.
However, all compounds showed lower cytotoxicity
than hydroxyurea and sulfadiazine. The toxicity of all
compounds were more effective against intracellular para-
sites (Table 2) where ICsq were <0.5 mM with excep-
tion to compounds 2g,j (0.08 mM) and 2a (0.1 mM).
Some studies showed that thiosemicarbazones have been
effective against extracellular parasites.?®2! However,
very little is known about the effect of thiosemicarbaz-
ones on intracellular parasites. The present studies
showed that the presence of thiosemicarbazones 2 and
4-thiazolidinone derivates 3 were also effective against
intracellular 7. gondii. Studies using these compounds

Intracellular Parasites
200

180 -
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100
80 -
60
40 -
20 -

0 -

3a 3b 3¢ 3d 3e 3f 3g 3h 3i 3j HU

Compounds

Figure 2. Relative number of intracellular parasites in infected host cells after treatment with the compounds.
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against other intracellular parasites are also currently
being conducted in our laboratory.
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THIOSEMICARBAZONES: PREPARATION METHODS, SYNTHETIC APPLICATIONS AND BIOLOGICAL IMPORTANCE.
Thiosemicarbazones are a class of compounds known by their chemical and biological properties, such as antitumor, antibacterial,
antiviral and antiprotozoal activity. Their ability to form chelates with metals has great importance in their biological activities.
Their synthesis is very simple, versatile and clean, usually giving high yields. They are largely employed as intermediates, in the
synthesis of others compounds. This article is a survey of some of these characteristics showing their great importance to organic

and medicinal chemistry.

Keywords: thiosemicarbazone; preparation methods; synthetic applications.

INTRODUCAO

A enzima ribonucleotideo redutase (RR) vem sendo relaciona-
da como um alvo promissor na terapia do cincer'? e doencgas
protozodrias®. Esta enzima existe em todas as células vivas e apre-
senta a fungdo de catalisar o passo limitante na sintese dos
deoxiribonucleotideos necessarios para sintese do DNA*. E consti-
tuida por duas sub-unidades, conhecidas como R e R,. A sub-uni-
dade R, contém um radical livre tirosila, que € estabilizada por um
centro de ferro ndo-heme. Ambos, o ferro e o grupo tirosila, sdo
essenciais para a atividade catalitica’.

Os inibidores desta enzima sdo extremamente efetivos em blo-
quear a biossintese de DNA, por conta dos baixos niveis intrace-
lulares dos deoxiribonucleotideos®. A gentamicina e a hidroxiuréia
sdo os Unicos inibidores desta enzima aprovados pela “Food and
Drug Administration (FDA)”, sendo que a hidroxiuréia atua na sub-
unidade R, da enzima'’.

A hidroxiuréia, entretanto, ¢ pouco efetiva uma vez que possui
pouca afinidade pela RR e um curto tempo de meia-vida no plas-
ma?®. Dentre outras substéincias conhecidas por também apresenta-
rem atividade inibitdria sobre esta enzima, estdo a 3-aminopiridina-
2-carboxaldeido tiossemicarbazona (triapina — 3-AP) e a 3-
aminopiridina-4-metil-2-carboxaldeido tiossemicarbazona (3-
AMP)’. Segundo Liu et al.’, essas substancias sdo 1000 vezes mais
potentes que a hidroxiuréia para inibir a ribonucleotideo redutase
em células da leucemia L-1210. Estudos indicam que a atividade
inibitdria destas substincias sobre a RR ¢ devida ao complexo for-
mado entre elas e o dtomo de ferro presente no sitio catalitico da
RR'. Atualmente, a triapina estd sendo avaliada em testes clinicos
de fase II como possivel farmaco antitumoral''. Estas duas subs-
tancias fazem parte da classe das tiossemicarbazonas.

As tiossemicarbazonas sdo compostos de considerdvel interesse
cientifico, devido as suas importantes propriedades quimicas e bio-
l6gicas, tais como antitumoral'', antibacteriana'?, antiviral’?,
antiprotozodria'®, citotéxica', dentre outras. A estrutura quimica das

*e-mail: ajsg@ufpe.br
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Figura 1. Numeragdo das tiossemicarbazonas

tiossemicarbazonas e a numeragdo dos seus dtomos segundo a
TUPAC! ¢ mostrada na Figura 1.

Estes compostos sdo geralmente obtidos pela reagio de
condensagdo quimiosseletiva de tiossemicarbazidas com aldeidos
e/ou cetonas, e recebem a denominagdo da classe tiossemicarbazona
apds o nome do respectivo aldeido ou cetona condensado'”'®. Sdo
conhecidos, também, pelas suas excelentes propriedades para for-
marem complexos organometdlicos, comportando-se como agen-
tes quelantes'".

Do ponto de vista sintético, apresentam como caracteristica
principal sua versatilidade de obtengdo, assim como sua vasta apli-
cagdo como intermedidrios de muitos nicleos importantes. Em
geral, estas moléculas apresentam baixo custo de sintese, além de
grande economia de dtomos, uma vez que, com excecdo da dgua
que € liberada na sua sintese, todos os outros dtomos dos compos-
tos reagentes estardo presentes na molécula final®.

CONSIDERACOES MOLECULARES E ELETRONICAS

Segundo Casas e colaboradores'’, as tiossemicarbazonas nao
substituidas na posicdo N-4 apresentam estrutura basica, C=N-NH-
CS-NH,,, aproximadamente planar, com o dtomo de enxofre em po-
sicdo anti em relagdo ao dtomo de nitrogénio da fungo imina (1,
Figura 2). Fatores eletrOnicos e estéricos contribuem para este arran-
jo estrutural, porém, possivelmente o fator mais importante ¢ que o
atomo de enxofre em posi¢ao anti possibilita a ocorréncia de ligacdo
de hidrogénio intramolecular entre o nitrogénio da imina e os hidro-
génios da tioamida®'. Por outro lado, este arranjo estrutural muda
significativamente se forem adicionados grupos substituintes na po-
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sicdo N-4, favorecendo a conformacéo sin entre o dtomo de nitrogé-
nio da imina e o dtomo de enxofre (2, Figura 2)*.

As tiossemicarbazonas apresentam-se como sistemas com ex-
trema deslocalizac@o eletronica, principalmente quando hd grupos
aromadticos ligados ao carbono da imina. Esta afirmagdo esta basea-
da nos trabalhos pioneiros de Palenik e colaboradores™. A Figura 2b
mostra, esquematicamente, a influéncia nos comprimentos de liga-
¢do devido a deslocalizagdo dos elétrons 7 nas tiossemicarbazonas.

H\ /S
R. N 4
1 / \ X
0] N, N—H  anti
N S
Re H 1,685
H R 1,285 1,377 1,354 | 1,327
\ 3Ra ——N——N——C——NH
Ry A\ ) -
@ N s sin Comprimentos de ligagao em Angstron (A)

Ry
b
R4, Ry, Rz @ Ry = H, Alquil e aril

a

Figura 2. Arranjo estrutural e comprimentos de liga¢do de tiossemi-
carbazonas

Pode-se observar que o fragmento N-C-N apresenta um com-
primento de ligacdo muito préximo ao observado para as duplas
ligacdes (C=C, 1,201-1,246 A)®, enquanto que na ligacdo C-S
(1,685 A) ocorre exatamente o inverso, indicando que o dtomo de
enxofre permite um maior envolvimento das duas ligacdes C-N na
deslocalizacao dos elétrons m'’.

O cardter parcialmente duplo da ligacdo C-N pode também ser
facilmente evidenciado pela técnica de espectrometria de ressonan-
cia magnética nuclear de hidrogénio (RMN 'H), uma vez que os
hidrogénios em NH, aparecem como dois sinais ndo equivalentes.
Isto acontece devido a rotagdo restrita da ligagdo C-NH, por conta
da dupla ligacdo parcial que, desta forma, torna os hidrogénios
diastereotopicos® . A temperaturas elevadas (~ 323 K) estes sinais
coalescem como mostra o trabalho de Ferrari e colaboradores®.

Devido a esta deslocalizag@o eletrdnica, as tiossemicarbazonas
podem coexistir na forma tiona ou tiol em equilibrio tautomérico
(Esquema 1).

—N N—H =— —N N—H
Arﬁ H Arﬁ /

Forma Tiona Forma Tiol

Ar =aril

Esquema 1. Formas tautoméricas das tiossemicarbazonas

O espectro de infravermelho (IV) mostra a forma predominan-
te deste tautomerismo, uma vez que o aparecimento de uma banda
forte na regido de 1028-1082 cm™ indica a presenca da tiocarbonila
(C=S). Contudo, a auséncia desta banda e o aparecimento de outra
na regido de 2500-2600 cm™ demonstra que a forma tiol é mais
predominante® 8. Vale ressaltar que o baixo valor da banda de
estiramento de C=S ¢ devido ao seu acentuado cardter de ligacio
simples, e que esta pode variar de acordo com o ambiente quimi-
C029—32.

Obviamente, complexos metdlicos de tiossemicarbazonas mu-
dam consideravelmente a posicdo destas bandas, principalmente
aquelas que estdo envolvidas na ligagdo coordenada®. Bharti e
colaboradores? obtiveram complexos de palddio e observaram des-
locamentos negativos (14-39 cm™') para a banda de C=N, que apa-
rece normalmente entre 1556-1630 cm™, indicando o envolvimento
da fun¢do azometina na ligacdo coordenada, assim como para a
tiocarbonila (C=S), onde as bandas foram deslocadas para freqiién-
cias menores (13-35 cm™).
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OBTENCAO DE TIOSSEMICARBAZONAS

A preparagdo de tiossemicarbazonas € extensamente explora-
da e descrita na literatura®*3-36, Na andlise retrossintética, em ge-
ral, duas estratégias podem ser empregadas: obtencdo direta, pela
reacdo quimiosseletiva de aldeidos e/ou cetonas com as tiossemicar-
bazidas, e obten¢do indireta, através da preparacdo prévia das
tiossemicarbazidas, utilizando hidrazina (NH,-NH,) e diferentes
reagentes, seguida de condensac¢do com o derivado carbonilado
especifico (Esquema 2).

s
o )k Ry
HN—NHy  + Ys N7
| Acidos tiocarbamoiltioglicslicos
OH Ry

s
c—N |
N /R3
%HZN—NHZ + Dg N
|
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H s
= ¥ [N o /3
44 i
N ﬁ >:o o N
> =N NR3Rs Ry HN 7 NRgRy

R;
- b Aldeidos ou  Tiossemicarbazida
lossemicarbazonas Cetonas

C—N Ditiocarbamatos

HoN— NHp + RgNCS
Isotiocianatos

RaN3 Azidas
HN—NH, + CS; + ou

Dissulfeto  NHpRg Aminas primérias
de carbono

Esquema 2. Andlise retrossintética de tiossemicarbazonas

Obtencao direta das tiossemicarbazonas a partir de tiossemi-
carbazidas

As tiossemicarbazidas podem ser adquiridas comercialmente. A sin-
tese € descrita pela condensac@o equimolar de um derivado carbonilado,
do tipo aldeido ou cetona, com tiossemicarbazidas em meio alcodlico
sob refluxo e quantidades cataliticas de dcido®*7*. Esta reac¢do € bas-
tante conhecida por sua alta quimiosseletividade, versatilidade e rapi-
dez, apresentando geralmente altos rendimentos'8404!,

O mecanismo reacional € semelhante ao de formagao de iminas.
Inicia-se com a protonacdo do oxigénio da carbonila para formar o
intermedidrio fon oxonio, seguida de ataque nucleofilico do nitro-
génio N-1 da tiossemicarbazida para formar o intermedidrio hemia-
minal protonado. Este perde uma molécula de dgua e, apds neutrali-
zagdo, forma-se a tiossemicarbazona** (Esquema 3).

S

RS N N N
(] 0+ Ry O /N4/<
+
Ry Ry + @ >—’7N NR3R4
R —— R —— H
L a H RH Hemiaminal
H H

protonado

fon oxénio +H0 1| -Hp0
+H -HY
a = tiossemicarbazida
Ry e Ry = H, Alquil ou Aril " s "N s
CH,R; > R (ordem de prioridade AN /< N N (
segundo Canh - Ingold - Prelog) / ou Ry /
N NRgRy N NRgRy
Ry R
" +
Isémero E HX Hx IsomeroZ

Esquema 3. Mecanismo de formagdo de tiossemicarbazonas

Apesar da reagdo ser favordavel a formacdo das tiossemicar-
bazonas, € facil notar o cardter reversivel de todas as etapas de sua
sintese, dai a importancia da utiliza¢do da catdlise dcida em pH
controlado. Em geral, a formagdo da tiossemicarbazona € mais ra-
pida em pH entre 4 e 5. Em valores de pH menores que 4, ha pos-
sibilidade de ocorrer protonacido do nitrogénio N-1 da tiossemi-
carbazida e, conseqiientemente, a velocidade de condensacdo serd
mais lenta. Por outro lado, em pH > 5, a velocidade de reacdo
também diminui, visto que a carbonila se encontrard progressiva-
mente menos protonada*>*.
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Virios derivados de tiossemicarbazona foram obtidos utilizan-
do-se as condigdes reacionais descritas acima. Karah®, trabalhan-
do com derivados de isatina, reagiu estes com a tiossemicarbazida
e obteve tiossemicarbazonas em rendimentos muito altos, alguns
variando de 97 a 99% (Esquema 4a). Neste trabalho, a sintese foi
realizada em solucédo etandlica, sob refluxo, contendo quantidades
cataliticas de acido sulfurico concentrado. Em outro estudo,
Benbrook e colaboradores® sintetizaram tiossemicarbazonas deri-
vadas de heteroarotinéides, um conhecido sistema molecular deri-
vado de retindides*, utilizando dcido acético como catalisador. Aqui,
a condensacdo da tiossemicarbazida com o aldeido correspondente
também forneceu facilmente a molécula alvo em rendimentos
satisfatorios de 83%.

Alguns autores, efetuaram uma pequena modificacdo neste
método e observaram que as tiossemicarbazonas também poderi-
am ser sintetizadas em solucao neutra indicando que, possivelmente,
o emprego do dcido ndo seria uma condicdo indispensavel para
formacdo dessas moléculas®*#54,

Neste sentido, Chiyanzu e colaboradores* demonstraram que
as tiossemicarbazonas derivadas de isatina, que tinham sido ante-
riormente obtidas por Karah'® utilizando o método convencional,
também eram facilmente sintetizadas sem o auxilio de catalisadores
(Esquema 4b).

\>7 NH,
o] N—N
Ry Ry H
H\ S aoub
—o0. WA o
N HoN NH, EtOH N

Ro Ry

Ry =H, CHz, NOy, F, CI, Br ou |
Ry =Hou CHz

Método a = 97% - 99%
Método b = 40% - 90%
a = solugao contendo HySO4

b = solugao neutra

Esquema 4. Obtencdo de tiossemicarbazonas pelo método convencional (a)
e em solugdo neutra (b)

As tiossemicarbazonas sdo geralmente obtidas como misturas
de isdmeros E e Z no estado s6lido*’. Em solu¢@o, hd isomerizacdo
da configurag@o Z para E, devido a sua maior estabilidade termodi-
namica®. Utilizando técnicas de espectroscopia Raman ¢ RMN 'H,
Temperini e colaboradores® mostraram a predominéncia do isdbmero
E da 2-formil-piridina tiossemicarbazona em DMSO e em meio
aquoso.

A isomerizagio € extremamente influenciada pela presenca de
acido e pela natureza dos grupos substituintes ligados ao carbono
azometina, bem como pelos substituintes ligados ao nitrogénio da
tioamida (N-4).

Karabatsos e colaboradores® mostraram, em estudos utilizan-
do a técnica de RMN 'H, que os hidrogénios azometina de
tiossemicarbazonas na configuragdo E ressonam a campo magné-
tico baixo em relagdo a tiossemicarbazonas em configuracio Z,
mesmo em diferentes solventes. Resultado semelhante foi obtido
por Antonini e colaboradores®, alguns anos depois.

Como regra geral, as tiossemicarbazonas derivadas de aldeidos
tendem a formar preferencialmente o isdmero E, termodinamica-
mente mais estdvel, enquanto que nas derivadas de cetonas assimé-
tricas a propor¢ao entre E e Z depende da estrutura dos substituintes
ligados a carbonila*.

Obtencao indireta das tiossemicarbazonas pela preparacao
prévia de tiossemicarbazidas, utilizando hidrato de hidrazina

como material de partida

Conforme mencionado, as tiossemicarbazonas siao obtidas atra-
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vés de reacdo entre compostos carbonilados e tiossemicarbazidas
comercialmente obtidas ou previamente preparadas. A seguir, sdo
descritos alguns métodos de obtencdo de tiossemicarbazidas a par-
tir de hidrato de hidrazina.

Reaciio com acido tiocarbamoiltioglicélico

Este método fornece uma rota bem interessante quando se pre-
tende obter tiossemicarbazidas substituidas na posi¢do N-4 com
grupos incomuns, ndo encontrados comercialmente. A reacdo ocorre
em meio alcalino, sob refluxo, contendo acido tiocarbamoiltio-
glicdlico e hidrato de hidrazina. Estes reagem para formar a tios-
semicarbazida, liberando o écido tioglicélico' (Esquema 5, Equa-
¢30 1). Os dcidos tiocarbamoiltioglicélicos, por sua vez, podem
ser obtidos segundo metodologia desenvolvida por O’Sullivan e
colaboradores®'.

Reacido com ditiocarbamatos

O método que usa ditiocarbamatos e hidrato de hidrazina &, de
forma geral, bem semelhante ao descrito anteriormente. Neste caso,
a obtencdo das tiossemicarbazidas ocorre apds adi¢do nucleofilica
da hidrazina ao carbono da tiocarbonila, com conseqiiente remo-
¢do do grupo S-CH, (Esquema 5, Equagdo 2) ™.

O derivado ditiocarbamato de metila pode ser obtido a partir
de aminas primdrias ou secunddrias, em reacdo com dissulfeto de
carbono e uma base forte em meio alcodlico fazendo-se, em segui-
da, a reagdo de S-metila¢do com iodeto de metila®,

Uma modificagdo na metodologia descrita acima é comumente
utilizada na sintese de tiossemicarbazonas. Ao invés de fazer uso
dos ditiocarbamatos, utiliza-se hidrazinacarboditiolato de metila e
aminas primdrias ou secundérias®. Esta modificacdo apresenta
uma vantagem, uma vez que a estrutura basica da tiossemicarbazona
ja estard formada apGs a remogdo do grupo S-CH, (Esquema 5,
Equagio 3).

Como esperado, quanto mais nucleofilica for a amina utilizada
mais rapida serd a formaco da tiossemicarbazona®.

Reacdo com isotiocianatos

O hidrato de hidrazina reage com isotiocianatos para formar
tiossemicarbazidas®*®. Esta reagdo geralmente apresenta rendimen-
tos entre 70 e 90% (Esquema 5, Equagdo 4).

Este método também apresenta uma modificagdo semelhante
ao que foi observado com os ditiocarbamatos. Utilizando-se hidra-
zonas como nucledfilos, no lugar de hidrato de hidrazina, tem-se a
formagao direta das tiossemicarbazonas (Esquema 5, Equagéo 5)°*.

Reacio com dissulfeto de carbono

A reacdo de derivados de amina com dissulfeto de carbono,
seguida da adi¢@o de hidrato de hidrazina ¢ um método muito util
na preparacdo de tiossemicarbazidas. Pandeya e colaboradores®
utilizaram esta metodologia para sintetizar, em uma Unica etapa, a
tiossemicarbazida a partir de 2-amino-4-(p-cloro-fenil)-tiazol (Es-
quema 5, Equacdo 6).

Outra forma de obtengdo de tiossemicarbazidas utilizando
dissulfeto de carbono ¢ através do método de Tsuge e colaborado-
res®. Neste método, tiossemicarbazidas sdo sintetizadas a partir de
azidas. Estas sdo tratadas inicialmente com trifenilfosfina e
dissulfeto de carbono para fornecer os isotiocianatos correspon-
dentes e, em seguida, faz-se a adi¢@o da hidrazina (Esquema 5,
Equacdo 7).
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Esquema 5. Métodos de obtengdo de tiossemicarbazidas e tiossemicar-
bazonas

APLICACOES SINTETICAS DE TIOSSEMICARBAZONAS

As tiossemicarbazonas sdo substincias muito empregadas como
intermedidrios na sintese organica de importantes heterociclos. Sua
vasta aplicagdo deve-se, entre outros fatores, a sua ja mencionada
versatilidade de obtencdo e manipulagdo, em detrimento de outras
substancias que exigem alto grau de cuidado. Sdo substancias de
facil estocagem, ndo necessitando de armazenagem especial, nem
tampouco sdo sensiveis a luz. Devido a natureza quimiosseletiva de
sua formagdo, podem ser empregadas em diversas situacoes.

Obtencao de tiazol

Os tiazois e seus derivados sdo importantes heterociclos e es-
tdo relacionados com um grande nimero de aplicagdes bioldgicas.
Dentre estas, podem-se citar atividades antimicrobiana, antifiingica
e antinflamatéria®.

As tiossemicarbazonas, em presenca de compostos do tipo o-
halogeno-cetonas, funcionam muito bem na sintese de tiazdis. Isto
acontece porque as O-halogeno-cetonas sdo muito reativas frente ao
grupo tioamida nucleofilico presente na estrutura das tiossemicar-
bazonas e, conseqiientemente, levam as cicliza¢do para formar o
heterociclo. Sarodnick e colaboradores®” sintetizaram derivados
tiazdis empregando tiossemicarbazonas e 3-bromopiruvato de etila
em etanol sob refluxo (Esquema 6, Equacdo 1).
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Obtencao de 1,3,4-tiadiazol

Tiossemicarbazonas também podem ser utilizadas na obtencdo
de 1,3,4-tiadiaz6is®*%. Chauviere e colaboradores® sintetizaram
5-nitroimidazol-1,3,4-tiadiazol, utilizando reagdo de cicliza¢ao
oxidativa com fons férricos e tiossemicarbazona (Esquema 6, Equa-
¢do 2).

Outro método de obtencdo de 1,3,4-tiadiazdis a partir de
tiossemicarbazonas € através da cicliza¢do destas em presenga de
anidrido acético ou haletos de acila, seguida de oxidagdo com
permanganato de potdssio ou cloreto de ferro(IIT) .

A formagao destes derivados por este método pode ser explicada
pelo mecanismo proposto por Kubota e colaboradores®, onde pri-
meiramente formar-se-ia um intermedidrio com os dois 4tomos de
nitrogénio, presentes nos grupos azometina e tioamida, das tiossemi-
carbazonas N-acilados. Este sofreria um rearranjo favorecendo a
ciclizaciio e formagdo do anel 1,3,4-tiadiazol apds oxidagado (es-
quema 6, Equacdo 3).
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Esquema 6. Obtengdo de tiazol; 1,3,4-tiadiazol; e mecanismo de formagdo

a =cloreto de acetila
R=pNO,, pCl, p-OMe

2-acetamido-1,3,4-tiadiazol, a partir de tiossemicarbazonas
Obtencao de 1,24-triazina

1,2,4-triazinas podem ser obtidas, como demonstraram
Ivanchtchenko e colaboradores®, utilizando-se tiossemicarbazonas
derivadas de isatinas. Nesta sintese, o anel triazina é formado pela
ciclizacdo da tiossemicarbazona quando esta € tratada com
hidréxido de sédio aquoso sob refluxo (Esquema 7, Equag@o 1).

Bobek, Glowka e Parthasarathy® obtiveram 1,2,4-triazina uti-
lizando um método um pouco diferente. A tiossemicarbazona foi
primeiramente tratada com iodeto de metila para, em seguida, ser
ciclizada com bicarbonato de sédio em meio aquoso. Pode-se ob-
servar que o grupo S-metil foi estrategicamente colocado para fun-
cionar na etapa seguinte como grupo de saida frente ao metdxido
de sédio (Esquema 7, Equagdo 2).

Obtencao de 1,2,4-ditiazolidinas

As tiossemicarbazonas também sdo empregadas na sintese de
1,2,4-ditiazolidinas®%. All e colaboradores®’ obtiveram derivados
ditiazolidinas em trés etapas a partir de tiossemicarbazonas, utili-
zando reagdes de debenzila¢do oxidativa como etapa chave. Pri-
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Esquema 7. Preparagdo de 1,2,4-triazina

meiramente, as tiossemicarbazonas foram benziladas e, em segui-
da, tratadas com derivados arilisotiocianatos. O composto forma-
do foi entdo oxidado com bromo em cloroférmio para fornecer a
ditiazolidina esperada (Esquema 8, Equacdo 1).

Obtencao de 4-tiazolidinonas

As 4-tiazolidinonas s@o derivados carbonilados das tiazolidinas.
Sua estrutura quimica apresenta-se formada por um anel de cinco
membros, contendo dois heterodtomos, um enxofre e um nitrogé-
nio, e um grupo carbonila na posi¢ao 4%. Estes compostos sdo muito
importantes na quimica medicinal devido as suas atividades biold-
gicas, tais como antimicrobiana®’, antiprotozodria’™, fungicida’,
antituberculose’, entre outras.

As 4-tiazolidinonas podem ser sintetizadas a partir de tiossemi-
carbazonas como demonstraram Reeve e Barron”. Nesse traba-
lho, as tiazolidinonas foram obtidas da reagdo entre tiossemicar-
bazonas e fenil (triclorometil) carbinol, como tnico produto
reacional, com rendimentos variando entre 31 a 79% (Esquema
8, Equacido 2).

Ha evidéncias que o mecanismo reacional nesta sintese envolva
a formagcio inicial de um intermedidrio epdéxido do derivado carbinol,
seguida de ataque nucleofilico do anion tioenolato ao carbono « do
epoxido. Isto levaria a formacdo de um intermedidrio cloreto de 4ci-
do que, finalmente, ciclizaria para formar a tiazolidinona™.

Outra forma de obter 4-tiazolidinonas substituidas na posicdo
5, a partir de tiossemicarbazonas, € através da reagdo destas com
anidrido maléico®™ (Esquema 8, Equagdo 3).

A utilizagdo de compostos o-bromo ou ¢-cloro carbonilados
também € muito empregada nas reagdes de ciclizacdo objetivando
a sintese de 4-tiazolidinonas®”’>7.

Obtencao de 5-aminopirazol

Em 1988, Ullas e colaboradores™ trabalharam na sintese de
tiossemicarbazonas, visando sua aplicacdo na obteng@o de andlo-
gos nucleosideos do tipo adenina. As tiossemicarbazonas foram
utilizadas com o propdsito de preparar, com bons rendimentos, o
intermedidrio 5-aminopirazol, que seria utilizado como material
de partida na sintese de vdrios andlogos do aciclovir (firmaco em-
pregado no tratamento de Herpes tipo-2).

A tiossemicarbazona utilizada na sintese para formar o nu-
cleo 5-aminopirazol foi obtida a partir da 2-formilpropionitrila.
A sintese iniciou-se com o tratamento da tiossemicarbazona com
etéxido de sédio em solugdo etandlica, onde, apds a formagao do
composto 2-(tiocarbamoil)-3-aminopirazol, fez-se a hidrdlise com
hidréxido de sédio em meio metandlico (Esquema 8, Equacio 4).
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Esquema 8. Aplicagdo de tiossemicarbazonas na obtengdo de ditiazolidinas,

4-tiazolidinonas e 5-aminopirazol

CONSIDERACOES BIOLOGICAS DE
TIOSSEMICARBAZONAS E DE ALGUNS DE SEUS
COMPLEXOS METALICOS”

Como mencionado anteriormente, as tiossemicarbazonas per-
tencem a uma classe de substincias bastante conhecidas por suas
aplicacdes importantes na pesquisa de novos farmacos, em funcdo
de seu largo espectro de a¢do’. Alguns autores atribuem esta propri-
edade a alta afinidade que as tiossemicarbazonas apresentam pela
enzima ribonucleotideo redutase, responsavel pelo passo crucial na
sintese do DNA e, conseqiientemente, da divisdo celular'?. Outros
consideram que suas propriedades bioldgicas sdo devidas a capaci-
dade que apresentam de formar complexos com cdtions metalicos,
formando quelatos?. Por outro lado, Greenbaum e colaboradores™
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 versdteis tanto na forma neutra quanto na forma anionica,
podendo formar ligagdo coordenada com metais através do dtomo
de enxofre e do d4tomo de nitrogénio azometina (C=N)?"3*. Esta
capacidade de formar ligagcdo coordenada € aumentada se houver
grupos doadores de elétrons ligados ao carbono da fungdo azome-
tina'’. A seguir, sdo descritas as atividades bioldgicas de algumas
tiossemicarbazonas de potencial valor bioldgico e de alguns com-
plexos metdlicos importantes.

Atividade antiprotozoaria

Diversos tipos de protozodrios foram estudados quanto as suas
suscetibilidades as tiossemicarbazonas, como relatam trabalhos
publicados recentemente #8081,

Bharti e colaboradores! efetuaram testes antiprotozodrios de
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alguns derivados tiossemicarbazonas e obtiveram bons resultados
biolégicos frente a Entamoeba histolytica e Trichomonas vaginalis,
utilizando metronidazol como farmaco de referéncia. A substincia
5-nitro-tiofeno-2-carbaldeido-N(4)-hexametilimina tiossemicar-
bazona (5-NT-HMINTSC) apresentou em concentragdes de
1,71 pM, inibi¢do de 50% de crescimento (Cl,)) de Entamoeba
histolytica, em comparagio com 2,10 uM de metronidazol neces-
sdrios para igual inibicdo (Figura 3a). Outro derivado, 5-nitro-
tiofeno-2-carbaldeido-N(4)-butil tiossemicarbazona (5-NTBuTSC)
apresentou uma CIj de 1,49 uM em atividade tricomonicida, em
comparagdo com o valor de metronidazol necessario (1,92 uM)
para o mesmo efeito (Figura 3a).

Também foi relatada atividade antimaldrica para algumas
tiossemicarbazonas. Klayman e colaboradores® observaram que
os grupos tiocarbonila e azometina eram necessdrios para esta ati-
vidade bioldgica. Outros resultados mostram que as propriedades
das tiossemicarbazonas de formar quelatos com os cations metali-
cos sdo responsaveis pelas atividades antiprotozodrias®®. Outras
atividades, como antitripanossoma®*®? e leishmanicida®, foram tam-
bém relatadas.

Bharti e colaboradores” também relataram a atividade anti-
amoebicida de tiossemicarbazonas complexadas com Pd(II) e cons-
tataram que seus complexos eram mais ativos contra este proto-
zodrio que as tiossemicarbazonas livres.

Atividade antiviral

Atividade inibitdria sobre a enzima transcriptase reversa (RT),
presente em virus do tipo HIV, foi reportada para tiossemicarba-
zonas, derivadas de piridoxal, complexadas com estanho(IV) (Fi-
gura 3b). Segundo Casas et al., a complexagdo de tiossemicar-
bazonas em geral causa um aumento da atividade biolégica quan-
do comparada ao ligante livre.

Atividade anti HIV também foi relatada para tiossemicarba-
zonas por Teitz e colaboradores'®. Foram estudadas duas tiossemi-
carbazonas: N-metilisatina-4’:4’-dietiltiossemicarbazona (M-
IBDET) e N-alilisatina-4’:4’-dialiltiossemicarbazona (A-IBDAT).
Ambas demonstraram atuar sobre a sintese de proteinas estruturais
do HIV.

Genova e colaboradores®, por outro lado, compararam a ativi-
dade inibitéria da benzil bis (tiossemicarbazona) e seu respectivo
complexo metélico de palddio(Il) sobre linhagens de virus do tipo
HSV 1 e 2 (herpes simples 1 e 2) e observaram que o complexo
metdlico exibe melhora significativa na atividade antiviral em com-
paragdo com a tiossemicarbazona livre (Figura 3c).

Atividade antitumoral

Liu e colaboradores’ e Niu e colaboradores®” demonstraram a
grande potencialidade da substancia 3-aminopiridina-2-carboxal-
deido tiossemicarbazona (triapina — 3-AP) como uma das princi-
pais substancias organicas no combate a tipos especificos de célu-
las tumorais, tais como carcinoma de figado M-109, carcinoma de
ovério humano A2780 e em ratos apresentando leucemia L1210.

Tiossemicarbazonas derivadas de o-(N)-heterociclos carboxal-
deido apresentam a propriedade de formar complexos fortes com
metais de transi¢do, como ferro e cobre. Estudos indicam que a
triapina atua inativando a atividade da ribonucleotideo redutase,
através do complexo organometalico formado com o atomo de fer-
ro inibindo, desta forma, a etapa limitante da sintese de DNA>¥%7,

Li e colaboradores’ desenvolveram um pré-farmaco desta
tiossemicarbazona, pela inclusdo do grupamento bezoil fosfato, com
objetivo de melhorar as propriedades farmacocinéticas e, também,
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sua utilidade terapéutica frente a células tumorais M-109 (Figura
3d). Segundo os autores, a bioativagdo do pro-farmaco ocorreria
apds uma quebra na ligacdo fésforo — oxigénio, mediada por uma
fosfatase alcalina, levando a um intermedidrio que passaria por
uma série de fragmentacdes para formar, finalmente, a 3-
aminopiridina-2-carboxaldeido tiossemicarbazona’.

Estudos pré-clinicos de fase I da triapina indicaram resultados
promissores em pacientes em estdgio avancado de cancer utilizan-
do doses variando de 5 mg/m? a 105 mg/m?, incluindo atividade
sobre tumores resistentes a hidroxiuréia, sem o aparecimento de
toxicidade significativa!'. Atualmente, esta substincia encontra-se
em ensaios clinicos de fase IT77".

=N NHR

& 5 R=CgHyq = 5NTHMINTSC
R = C4Hg = 5-NTbUTSC

NO,

H NH;
\ 2
4 \<

HO: —~—N S

b c

b = Asterisco (*) indica os 4tomos que se ligam ao metal
¢ = Benzil bis (tiossemicarbazona) e seu complexo de Pd

(Na0),(0)PO,

3-Aminopiridina-2-carboxaldeido
tiossemicarbazona (triapina - 3-AP)

Pré-farmaco da 3-AP

Figura 3. Estruturas de algumas tiossemicarbazonas de importancia
biologica

CONCLUSAO

As tiossemicarbazonas fazem parte de uma classe de moléculas
altamente versdteis quanto a sua obtengdo e aplicacdo. Devido a sua
natureza quimiosseletiva, as tiossemicarbazidas e os compostos
carbonilados formam rapidamente as tiossemicarbazonas que, geral-
mente, apresentam elevados rendimentos. Seu emprego na sintese de
importantes heterociclos € conhecido por utilizarem reagdes simples
e apresentarem alta estabilidade em diferentes condi¢des reacionais.

Quanto a seu potencial bioldgico, diversos trabalhos mostram
a eficdcia destas moléculas como potentes inibidores da sintese do
DNA. Esta propriedade confere as tiossemicarbazonas a possibili-
dade de serem aplicadas na busca por novas substincias terapéuti-
cas em diversos campos de pesquisa. Dentre estas, as atividades
antitumorais e antiprotozodrias aparecem, sem dudvida, como as
mais relevantes, devido aos importantes resultados encontrados na
pesquisa académica e industrial.
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